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OZET

Erdogan, G. (2018). Meme Kanseri Dokusunda SRP9 Protein Ekspresyonunun
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Diinyada her yil bir milyondan fazla yeni vaka ile meme kanseri, kadinlarda en
stk goriilen kanser tiiriidiir. Farkli hiicresel lokalizasyonlarda gorev alan proteinler esas
olarak sitoplazmada sentezlenir. Sentezlenen proteinlerin endoplazmik retikuluma
hedeflenmesinde sinyal dizisinin tanimasi dnemli bir siirectir. Bu siirecteki iki anahtar
bilesen, sinyal tanima partikiilii (SRP) ve reseptoriidiir. Calismamizda SRP9 Proteininin
meme kanseri tanisi almig hastalarin normal ve tiimor dokularindaki protein ekspresyon

diizeylerini tespit edip, hastalara ait klinik veriler ile karsilastirdik.

Calismada, 32 meme kanseri tanisi almis vakadan alinan normal ve tiimorlii
dokularda SRP9 protein ekspresyonu Western Blot yontemi kullanilarak saptandi. Timor
dokusundaki SRP9 protein ekspresyon seviyeleri normal dokuya gore istatistiksel olarak
yiiksek tespit edildi (p=0,001). SRP9 ekspresyon diizeyleri ile hastalarin klinik bulgular
arasindaki iligki incelendiginde,tiimor dokusundaki SRP9 ekspresyon diizeyleri Niikleer
Derece 1 ve II (p=0,025) ve Niikleer Derece III (p=0,013), Histolojik Derece I-1I
(p=0,022) ve Histolojik Derece III (p=0,026), Klinik Derece I-II (p=0,015) ve Klinik
Derece III-IV (p=0,036), Mikrokalsifikasyon olan hasta (p=0,001) gruplarinda normal
dokuya gore yiiksek olarak tespit edildi.

Bu parametreler 1s18inda kanser dokusunda SRP9 ifadesindeki artigin meme
kanser bulgular1 agisindan kotii prognoz ile ilgili parametreler ile paralellik gostermesi
SRP9 ifadesinin kotli prognostik faktor olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir.
Ancak bu konuda daha genis hasta gruplarinda aragtirma yapilmasi gerektigine

inanmaktay1z.
Anahtar Kelimeler : SRP9, meme kanseri, protein ekspresyonu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 26140
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ABSTRACT

Erdogan, G. (2018). Analysing of SRP9 Protein Expression Level in Breast Cancer
Tissue. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical

Biology. Master Thesis. Istanbul.

With more than a one million new cases every year, breast cancer is the most
common type of cancer in women. Proteins are mainly synthesized in the cytoplasm.
Recognition of the signal sequence is an important process in targeting the synthesized
proteins to the endoplasmic reticulum. The two key components in this process are the
signal recognition particle (SRP) and its receptor. In our study, we examine the SRP9
protein expression levels of normal and tumor tissues of breast cancer patients diagnosed

with breast cancer. Also we compare our results with the clinical datas of the patients.

In this study, SRP9 protein expression level was determined by using Western
Blot method with normal and tumorous tissues from 32 women diagnosed with breast
cancer. In our study, SRP9 protein expression levels in tumor tissue were significantly
higher than normal tissue (p = 0.001).

When the relationship between SRP9 expression levels and the clinical findings
of patients was examined, the levels of SRP9 expression in tumor tissue were found to be
statistically significantly higher than in normal tissue of patients with Nuclear Degrees |
and II (p = 0.025) and Nuclear Degree III (p = 0.013), Histological Grade I-II (p = 0.022)
and Histological Grade III (p = 0.026), Clinical Grade I-II (p = 0.015) and Clinical Grade
M-IV (p = 0.036) patients with microcalcification (p = 0.001).

In the light of these parameters, the increase in SRP9 expression in breast cancer
tissue and the correlation with the parameters related to the poor prognosis of breast
cancer indicate that SRP9 expression can be evaluated as a poor prognostic factor.

However, we believe that research should be conducted in larger patient groups.

Key Words: SRP9, breast cancer, protein expression

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 26140



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri gelisimde bir¢ok risk faktorii tanimlanmis olmakla birlikte her bireye
Ozgiin genetik egilim durumlarin kanser etyopatogenezinde rol oynadigi diigiiniilmektedir.
Bunlarin diginda sosyoekonomik faktorlerin, cevresel sartlarin ve hatta psikolojik
faktorlerinde kanser insidansinin diinyanin ¢esitli bolgelerinde farkli oranlarda olmasindan
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, her y1l yaklasik 266.000
yeni meme kanseri vakasi goriilmekte ve 40.000'in iizerinde insanin 6limden sorumlu
tutulmaktadir!. Insidans oranlar;, Dogu Afrika'da her 100.000 kadinda 19.3 iken, Bati
Avrupa'da 100.000 kadinda 89.7°tiir?. insidans ve mortalitenin diinyada en yiiksek oldugu
Birlesik Krallik'ta, 50 yasin iizerindeki kadinlarda meme kanser insidansi yilda bin de ikiye
yaklagsmaktadir. Hastalik 40-50 yas arasi kadinlarda en yaygin 6liim nedenidir ve bu yas
grubundaki tiim Sliimlerin beste birini olusturur. Yine Birlesik Krallikta her yil meme
kanserine bagli 14.000'den fazla 6liim goriilmektedir ve 6zellikle meme kanseri taramasinin
yayginlagsmasi nedeniyle 50-64 yas arasi kadinlarda meme kanseri goriilme sikligi artmigtir®,
GLOBOCAN (Global cancer statistics) tahminlerine gére 2018 yilinda diinya genelinde
kadin popiilasyonunda yaklasik 8,6 milyon yeni tan1 alan kanser hastas1 olacagi ve kansere
bagli olarak yaklasik 4,2 milyon 6liim olacagi tahmin edilmektedir. Bu yeni tan1 almis
hastalarin yaklasik iki milyonunun meme kanseri hastasi olmasi beklenmekte ve 600 bin

meme kanseri hastast 6liimii ongoriilmektedir.

Okaryotik protein sentezi sitoplazmada ribozomlar iizerinde baslar. Sentezlenen
proteinler amino asit dizilerindeki sinyallere gore farkli lokalizasyonlara yonlendirilirler.
SRP proteini, yeni sentez edilen sitoplazmik proteindeki sinyal dizisini taniyarak, proteini
dogru hiicresel bolmeye (endoplazmik retikuluma) yonlendirir*. Okaryotik SRP; 9, 14, 19,
54, 68 ve 72 kDa'lik kiitlelere sahip proteinlerden ve 300 niikleotid 7S RNA molekiiliinden
olusur’. Bu proteinler, SRP RNA’nin, S-alani ve Alu-alan1 olmak {iizere iki sahasina
baglanir’. SRP9 ve SRP14 proteinleri, SRP'nin aracilik ettigi translasyon durdurma veya

geciktirilmesinde yer alan bir heterodimer yapiy1 olusturur’.

Calismamizin amaci, SRP9 proteininin meme kanser hastalarinin normal ve tiimorlii



dokularinda SRP9 protein ekspresyon diizeylerini inceleyerek, elde edilen verilerin meme

kanseri ile klinik iligkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Fizyolojisi ve Anatomisi
Meme dokusunun fonksiyonu siit sekresyonudur®. Meme dokusu preaddlesan donem
kadinlarda, hamilelik esnasinda ve sonrasinda gebelik hormonlarina maruziyeti sonucu

diferansiyasyonunu tamamlamakta ve laktasyona hazir hale gelmektedir®.

Insanlarda meme dokusunu olusturan komponentler; meme bezleri, yag dokusu ve
bag dokusudur. Meme bezleri derideki ter bezlerinden modifiye olmus yapilardir ve her iki
gogilis on-yan duvarinda cilt altinda lokalize durumdadir. Memeyi olusturan parankim
dokusu 15-20 adet lob adi verilen sekretuar meme bezinden olusmaktadir. Her lob ise lobiil
adr verilen 15-20 alt iiniteye ayrilmaktadir. Bu lobiilleri birbirine baglayan tiip seklindeki

yapilara ise duktus adi verilmektedir. Memeyi olusturan bu lobiiller kendisine ait duktusa

baglanmakta, bu duktuslar birleserek meme basina agilan ana duktus yapilari olan laktifer

duktusa agilmaktadir!'® (Sekil 2-1)'".

Sekil 2-1: Memenin Anatomik Yapisi



Meme dokusu sternum yan sinirindan baslayip laterale dogru uzanmakta orta hatta
ise 2. ila 6. kostalar arasinda bulunmaktadir. Ayrica koltukalt1 béliimiine dogru uzanan bir

kuyruk kismi bulunmaktadir'2.

Meme dokusunun beslenmesini saglayan arteryel kanlanmasi; aksiller arterin dallart,
internal torasik arter ve bazi posterior interkostal arterler ile saglanir. Kirli kani tagiyan
venleri ise arterlere eslik eden venler araciligi ile olur. Meme dokusunun lenfatik drenaji ise
cogunlukla aksiller lenf nodlarina olmakta ¢ok az bir kismi ise gogiis ve karmn 6n duvari

lenfatiklerine olmaktadir'2.

2.2. Meme Fizyolojisi

Memenin gelisimi ve fonksiyonu puberte doneminde dstrojen, progesteron, prolaktin,
oksitosin, tiroid hormonu, kortizol ve bilylime hormonunun da arasinda bulundugu ¢esitli
hormonal uyarilar ile baslar. Menstriiel siklus, gebelik, emzirme gibi donemlerde bu
hormonlarin degisen konstrasyonlar1 nedeniyle boyut ve fonksiyonel olarak belirgin

degisimler gostermektedir.

Steroid yapida bir hormon olan 6strojenin meme {izerine etkisi sitoplazma ve niikleus
icindeki reseptorlerine baglanmasi sonucu meydana gelmektedir. Ostrojenin gorevi,
memenin stromal ve duktal sisteminin gelismesi ve yag depolamasini saglamaktir. Ayrica

ostrojen reseptoriiniin sentezini hem dstrojen hem de progesteron hormonlar1 uyarmaktadir!3,

Memenin ana fonksiyonu olan siit salgilama gorevine hazir hale getirilmesinden
sorumlu hormon ise yine steroid yapisinda olan progesteron hormonudur. Progesteron meme
parankimini olusturan alveola hiicrelerinin sekretuar 6zelliklerini kazanmasini ve lobiillerin

biiylimesini saglar'.

Hipofiz bezinden salgilanan prolaktin hormonu ise dstrojen ve progesteron ile birlikte
siit sekresyonu i¢in hazirlanan meme dokusundan gebelik sonrasi donemde siit
salgilanmasin1 saglar. Gebelik boyunca plasentadan salgilanan yiliksek Ostrojen ve
progesteron diizeyleri prolaktin reseptdrleri iizerine inhibe edici etkiye sahiptir. Gebelik

sonrasi donemde ise bu negatif etki ortadan kalkar ve siit sekresyonu gergeklesir'3.



Bir diger hipofiz hormonu olan oksitosin ise meme dokusunda bulunan myoepitelial
hiicre kontraksiyonunu uyararak emzirme doneminde siitiin duktal yapilara ge¢mesini

saglar'4,

2.3. Genel Bilgiler ve Epidemiyoloji
Memenin duktal sistemi ve lobuler sisteminden kdken alan meme kanserleri, diinya
genelinde 6zellikle kadin populasyonunda oldukga sik goriilmekte ve dnemli morbidite ve

mortalite nedeni olmaktadir.

Diinyada her yil 1 milyondan fazla yeni vaka ile meme kanseri, kadinlarda en sik
goriilen kanser tiiridiir; kadinlardaki kanserlerin tiimiiniin %23 linden ve kanserle iliskili

oliimlerin %14 iinden sorumludur?>.

Meme kanseri gelisimde birgok risk faktorii tanimlanmis olmakla birlikte her bireye
Ozgiin genetik predispozan durumlarin  kanser etyopatogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bunlarin digsinda sosyoekonomik faktorler, cevresel sartlar ve hatta
psikolojik faktdrlerinde kanser insidansinin diinyanin gesitli bolgelerinde farkli oranlarda

olmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde, her yil yaklasik 266.000 yeni meme kanseri vakasi
goriilmekte ve 40.000'n iizerinde insanin 6liimden sorumlu tutulmaktadir'. insidans oranlari,

Dogu Afrika'da her 100.000 kadinda 19.3 iken, Bati Avrupa'da 100.000 kadinda 89.7 tiir?.

Insidans ve mortalitenin diinyada en yiiksek oldugu Birlesik Krallik'ta, 50 yasin
tizerindeki kadinlarda meme kanser insidans1 yilda binde ikiye yaklasmaktadir. Hastalik 40-
50 yas arasi1 kadinlarda en yaygin 6liim nedenidir ve bu yas grubundaki tiim oliimlerin beste
birini olusturur. Yine Birlesik Krallikta her yi1l meme kanserine bagli 14 000' den fazla 6liim
goriilmektedir ve 6zellikle meme kanseri taramasinin yayginlagsmasi nedeniyle 50-64 yas

arast kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 artmigtir®.

GLOBOCAN (Global cancer statistics) tahminlerine goére 2018 yilinda diinya
genelinde kadin popiilasyonunda yaklasik 8,6 milyon yeni tan1 alan kanser hastas1 olacagi ve
kansere bagl olarak yaklasik 4,2 milyon 6liim olacagi tahmin edilmektedir. Bu yeni tani

almig hastalarin yaklasik 2 milyonunun meme kanseri hastasi olmasi beklenmekte ve 600 bin



meme kanseri hastasi oliimii ongoriilmektedir (Sekil 2-2)6.

) Females
Incidence Mortality

Liver “somach

5.6% 6'5%
8.6 million 4.2 million
new cases deaths

Sekil 2-2: Meme Kanseri Istatistigi

Saglik bakanligi 2014 yili verilerine gore, Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen
kanser tipi meme kanseri olarak belirlenmistir. 2014 y1l1 insidans1 100.000 kadinda 43 olarak

raporlanmistir. 2014 yilinda toplam 16.646 kadina meme kanseri teshisi konulmustur.

Ulkemizde meme kanseri tanis1 alan kadinlarin %44,5°i 50-69 yas arasinda oldugu,

%40,4 {iniin ise 25-49 yas araliginda yer aldig1 goriilmektedir!’.

2.3.1. Etyoloji ve Risk Faktorleri

2.3.1.1. Yas

Meme kanseri en sik menopoz donemindeki kadinlarda goriiliirken, 45 yasin altindaki
kadinlarda daha az siklikta goriiliir. Meme kanseri insidansi yasla birlikte artar ve menopoza
kadar her 10 yilda bir ikiye katlanir. Tan1 aninda ortama yas 65°tir. Akciger kanseri ile

karsilastirildiginda, meme kanseri insidansi geng yaslarda daha yiiksektir.'®



2.3.1.2. Irk ve Cografi Varyasyon

Meme kanseri i¢in yas insidansi ve mortalite oranlari iilkeler arasinda degisiklik
gosterir. Irk, meme kanseri riskini arttiran ¢ok onemli faktorlerden biridir. Yapilan bir
calismaya gore, beyaz irk kadinlarinda meme kanseri riski 100 binde 127.4 olarak
belirlenmistir. Mortalite oranlart %12.3 iken, 5 yillik sagkalim yiizdesi %90.4 olarak
gosterilmistir. Siyah iwrkta ise bu malignitenin goriilme orani 100 binde 121.4 olarak
belirtilmistir. Mortalite oran1 %18.2, 5 yillik sagkalim ise %78.6 olarak gosterilmistir'®.
Meme kanserinin beyaz irkta daha fazla goriilmesine ragmen siyah irkta mortalite oraninin
daha yiiksek olmasi biiylik oranda yasam tarzindaki ve sosyoekonomik durumdaki

farkliliktan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

2.3.1.3. Menars ve Menopoz Yasi

Endojen oOstrojen seviyesinin yiiksek olmasi, meme kanseri insidansinin
yiikselmesine katkis1 olan iyi bilinen bir risk faktoriidiir. Bu nedenle endojen dstrojene maruz
kalinan siirenin daha uzun oldugu mensturasyonu erken baslayan ve menopoza ge¢ giren

kadinlarda meme kanseri goriilme riski artar®.

55 yasindan sonra menopoza giren kadinlar, 45 yasindan Once menopoza giren
kadinlara oranla iki kat1 daha fazla meme kanseri riski tasir. 11 yasindan 6nce menars olan
kadinlar 14 yasindan sonra olanlara gore %20 daha yiiksek riske sahiptir'8. 35 yasindan 6nce
bilateral ooferektomi gegiren kadinlarin, normal menopoza giren kadinlara oranla yalnizca

%40 meme kanserine yakalanma riski vardir®,

2.3.1.4. Ik Hamilelik Yas1

Nulliparite (hi¢ dogum yapmama) ve ilk dogumun ge¢ yasta yapilmasi meme
kanseri insidansim arttirir. Ilk gocugu 30 yasindan sonra olan kadinlarda meme kanseri riski,
ilk cocugu 20 yasindan dnce olan kadinlarin iki katidir. En yiiksek risk grubu, 35 yasindan
sonra ilk ¢ocuga sahip olanlardir; bu kadinlar nullipar kadinlardan daha yiiksek risk altinda

goriinmektedir. Tkinci cocugu erken yasta doguran kadinlarda meme kanseri riski azalir®.



2.3.1.5. Aile Gecmisi ve Genetik Faktorler

Aile Oykiisii meme kanseri agisindan Onemli bir risk faktdrii olarak goze
carpmaktadir. Meme kanseri olan bir adet birinci derece akrabanin (anne, kiz kardes, kiz
¢ocuk) bulunmasi, meme kanseri gelisme riskini 1.8 kat arttirmaktadir. Iki tane birinci derece
akraba varliginda ise risk 2.9 kat artar. Meme kanserine yakalanmis olan birinci derece
akraba 30 yasindan geng ise risk 2.9 kat artar, ancak 60 yasindan sonra tan1 konulmus akraba

varhginda risk 1.5 kat olmaktadir?°.

Bat iilkelerinde, meme kanserinin %10'u genetik yatkinliktan kaynaklanmaktadir.
Meme kanseri genellikle otozomal dominant kalitim gosterir. Bu durum, her iki cinsiyetten
de kanser genlerinin ge¢isinin olabilecegini ve bazi aile iiyelerinin kendilerinde kanser
olmasa bile kanser genlerinin iletebilecegi anlamina gelir. Meme kanserine yol acan genler
henliz bilinmemektedir. Bununla beraber, kalitsal meme kanseri ile iligkili  genler
tanimlanmistir. Kalitsal Meme/Over Kanseri Sendromundan (HBOC) sorumlu genler
BRCA1/BRCA2, LiFraumeni sendromundan sorumlu gen TP53 ve Cowden sendromundan

sorumlu gen PTEN dir®.

2.3.1.6. BRCA1/ BRCA2
Meme kanseri biyolojik ve molekiiler olarak heterojenik bir hastaliktir. Genetik risk
faktorleri cesitlilik gdstermesine ragmen, BRCA1 ve BRCA2 genindeki mutasyonlar bu

maligniteye sebep olan en belirgin genetik yatkinlik genleridir.

Genel olarak, meme kanserlerinin yaklasik % 5-10'u, bir ebeveynden alinan gen
mutasyonlarina baglidir. Kalitsal meme kanserinin en yaygin nedeni, BRCA1 veya BRCA2

genindeki kalitsal bir mutasyondur?®-22,

Istatistiksel olarak, BRCA1 mutasyonu tasiyan kadmlarin % 55-65 oraninda
hayatinin bir ddneminde meme kanserine yakalanma riski vardir. BRCA2 mutasyonu olan
kadinlar i¢in yasam boyu risk % 45'tir. Ortalama olarak, BRCA1 veya BRCA2 gen
mutasyonu olan bir kadinin 80 yasia kadar meme kanserine yakalanma sanst % 70'tir. Aile
iiyeleri arasinda meme kanseri artikga mutasyonun meme kanserine sebep olma olasiligi

artar. Bu iki mutasyondan birine sahip olan kadinlarin, daha gen¢ yaslarda meme kanseri



tanis1 koymalarinin yanmi sira her iki memede de kansere yakalanma olasiliklar1 daha
yiiksektir. Ayn1 zamanda BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinindan herhangi birini tastyan

kadinlarda over kanseri olma riski de artar?-22,

Meme kanseri riskinde BRCA mutasyonlarindan daha az yaygin ve daha az siddetli
olmasina ragmen, diger birgok gende kalitsal mutasyonlar da meme kanseri gelisimine yol
acabilir. Bunlardan bazilari; 2 anormal kopyasinin kalitiminin ataksi telanjiektazi hastaligina
sebep olan ATM geni mutasyonu, meme kanseri ile beraber 16semi, beyin tlimorleri ve
sarkomlar gibi baz1 tlimorlerin artmug riski ile karakterize Li-Farumeni Sendromuna neden
olan TP53 mutasyonu, meme kanseri riskini iki kat arttiran CHEK2 mutasyonu, memede
kanserdz veya non-kanserdz tiimorlerin yaninda gastrointestinal, tiroid, uterus ve over
kanseri ile iligkili Cowden Sendromuna yol agan PTEN mutasyonu, herediter diffuz mide
kanseri ve invaziv lobuler meme kanserine yol agan CDH1 mutasyonu, meme kanserine eslik
eden birgok kanser tipi ile karakterize Peutz-Jeghers Sendromuna neden olan STK11
mutasyonu ve BRCA2 geninin eksprese ettigi protein ile etkileserek meme kanseri riskini
arttiran PALB2 mutasyonudur. Yiiksek risk grubundaki kadinlarda BRCA1 ve BRCA2 gibi
sik goriilen gen mutasyonlarinin yaninda PTEN ve TP53 mutasyonu arastirilmasi ve genetik
danigmanlik saglanmas1 meme kanseri gelisiminin 6nlenmesinde veya erken tanisinda yararl
olmaktadir?®-22, Meme kanserinden etkilenen birgok aile, ayni kalitsal mutasyonla aktarilan

over, kolon, prostat kanserlerinden de etkilenmektedir.

2.3.1.7. Onceki Benign Meme Hastahg

Benign (iyi huylu) meme hastaliklari, genis bir patolojik yelpazeye sahiptir. Soliter
papillom, fibroadenom, fibrokistik degisiklikler gibi non-proliferatif meme lezyonlar1 meme
kanseri riskinde artis yapmaz. Atipi (normal olmayan) icermeyen proliferatif lezyonlarda
hafif bir risk artis1 s6z konusu iken atipi iceren proliferatif lezyonlarda ise risk daha

yuksektir?>,

Siddetli atipik epitelyal hiperplazisi olan kadinlarda, herhangi bir proliferatif
degisiklik olmayan kadinlara gore dort ila bes kat daha fazla meme kanseri gelisme riski
vardir. Bu degisime sahip ve birinci derece akrabalarinda meme kanseri aile dykiisii olan

hastalarda ise risk dokuz kat artmaktadir?.
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2.3.1.8. Radyasyon Maruziyeti

Ozellikle meme gelisiminin aktif olarak siirdiigii 10-14 yas aras1 donemde iyonize
radyasyon maruziyetinin meme kanseri riskini arttirtigi gosterilmistir. Ayrica ilk 3 dekat
boyunca gogiis bolgesine yapilan radyoterapi islemi de meme kanseri riskini belirgin oranda

arttirmaktadir?®.

Tanisal amacl yapilan tetkikler bagl olarak radyasyon maruziyetinin ise dikkate

alimmayacak kadar diisiik risk tasidigi belirtilmigtir®>.

2.3.1.9. Diyet

Meme kanseri insidansi ve popiilasyonlardaki diyetsel yag alimi arasinda yakin bir
korelasyon olmasina ragmen, yag alimi ile meme kanseri arasindaki iligki hala tartigmalidir.
Yag icerigi yiiksek diyetin serum Ostrojen diizeyini arttirarak meme kanseri riskinde artiga

katkida bulundugunu belirten bazi1 ¢alismalar vardir®.

Kirmiz1 et tiiketiminin yiiksek olmasi ise meme kanseri riskinde artisa sebep
olabilmektedir’®. Ayrica Vitamin D’nin meme kanseri olusumuna karsi koruyucu rolii

olabilecegi belirlenmigtir?’.

2.3.1.10. Obezite

Obezite postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskinde iki kat artisla iligkiliyken,

menopoz oncesi kadinlar arasinda insidansin azalmasi ile iligkilidir?®,

2.3.1.11. Alkol Kullanimi

Baz1 caligmalar alkol tiiketimi ile meme kanseri insidansi arasinda bir baglanti
oldugunu gostermistir ancak bu iligki hala tartigmalidir. Yapilan bir caligmaya gore
karacigerde Ostrojen metabolizmasint etkiledigi i¢cin az miktarda alkol bile i¢ilmesi sonucu

risk artabilir®.

2.3.1.12. Sigara Kullanim

Sigara kullanim1 ve meme kanseri olusumu arasindaki iligki de ¢eliskili konulardan

biridir. Baz1 caligmalara gore eslik eden diger risk faktorleriyle birlikte riski arttirdigi

diisiiniilmektedir®© 3!,
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2.3.1.13. Oral Kontraseptif Kullanimi

Oral kontraseptif kullanimi ile meme kanseri riski arasindaki iliski hala
tartismalidir. Baz1 c¢aligsmalarda, oral hormonal kontraseptif kullaniminin, meme kanseri
riskini % 24 artirdigi one siiriilmiistiir’®. Ote yandan, epidemiyolojik calismalarin
reanalizinde meme kanseri olusma riski ve oral kontrasepsiyon kullanimi arasinda ¢ok az
iliski oldugu hatta hig bir iliski olmadig1 gosterilmistir®2. Analizler arasindaki farkliliklar, son
yillarda oral kontraseptif formiilasyonlarindaki degisikliklerle de iliskili olabilir. Ayrica,
farkli oral kontraseptif formiilasyonlari, farkli gogiis kanseri risk oranlarina yol acabilir.
Ayrica, meme kanseri goriilme riskinin hormonal tedaviyi biraktiktan 10 yil sonra dnemli

olgtide diistiigii ve kullanim siiresine bagli olmadigi belirtilmistir®.

2.3.1.14. Hormon Replasman Tedavisi

Hormon replasman tedavisi (HRT) postmenopozal dénemde menopoza bagl
semptomlarin giderilmesinde ve yasam kalitesinin arttirilmasinda kullanilmaktadir. Temelde
Ostrojene bagli olmakla birlikte, Ostrojen replasman tedavisi ve Ostrojen-progesteron
kombine replasman tedavisi olarak ikiye ayrilmaktadir. Hormon replasman tedavisinin
kullanim siiresi, meme kanseri riski ile iligkilidir. 5 yillik kullanim %15, 10 yillik kullanim
ise %34 risk artisiyla iligkilendirilmistir'®. Kombine Ostrojen ve progestojen kombinasyon
yonteminin, meme kanseri riski ile daha fazla iliskili oldugu belirlenmistir. HRT, meme
yogunlugunu arttirdigindan dolayr meme taramasinin duyarlhiligini ve 6zgiilligiinii azaltigi
belirlenmistir. Mevcut bilgiler, HRT'nin meme kanser mortalitesini arttirmadigini

gostermektedir?.

2.4. Meme Kanseri Histopatolojisi

Diger solid tiimorlerde oldugu gibi, meme maligniteleri histopatolojik olarak bazal
membrani agip asmamasina gore degiskenlik gosterir. Bazal membrani agmayan lezyonlar in
situ karsinom (non-invaziv) olarak smiflandirilirken bazal membrani asan tiimorler ise
invaziv karsinom olarak adlandirilir. In situ karsinom veya invaziv karsinom, her ikisi de

meme parankimini olusturan lobiil kaynakli veya bu lobiilleri birbirine baglayan duktus
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kaynakli olabilmektedir. Non-invaziv karsinomlarin metastaz yapma potansiyeli yoktur

ancak invaziv karsinomlar vaskiiler veya lenfatik yapilara ulagarak metastaz yapabilirler'®,

2.4.1. Meme Kanseri Siniflamasi

Meme kanserinde, WHO (World Health Organization) siniflama sistemi
kullanilmaktadir. Asagidaki tabloda bashiklar halinde meme kanseri smiflamasi
verilmektedir (Tablo 2-1)**,

Tablo 2-1: Meme Kanseri WHO Siniflamasi

a-Prekiirsor Lezyonlar

Duktal karsinoma in situ

Lobiiler neoplazi
Lobiiler karsinoma in situ

Atipik lobiiler hiperplazi
b-Epiteliyal tiimorler
e Invaziv duktal karsinom (NOS)
e Invaziv lobiiler karsinom
e Tiibiiler karsinom
e Kiribriform karsinom
e Miisinoz karsinom
e Mediiller 6zellik gosteren karsinom
e Apokrin differansiyasyon gosteren karsinom
e Tash yiiziik hiicreli karsinom
¢ Invaziv mikropapiller karsinom
e Metaplastik karsinom
c-Papiller lezyonlar
d-Mezenkimal tiimorler
e-Fibroepiteliyal tiimorler
f-Meme basi tiimorleri
g-Malign lenfomalar
h-Memeye metastaz yapan tiimorler

2.4.1.1. In Situ Karsinomlar
Memenin duktal-lobuler sistemi kaynakli malign epitelial hiicrelerinin, bazal
membran invazyonu olmadan kontrolsiiz proliferasyonuna in situ karsinoma adi

verilmektedir.
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2.4.1.2. Duktal Karsinoma in situ

Malign degisim gosteren meme duktal {initesi kaynakli epitelial hiicrelerin bazal
membran invazyonu olmadan proliferasyonuna duktal karsinoma in situ adi verilir. Bu
hiicreler stromaya, vaskiiler ve lenfatik dolasima gecemedigi icin metastaz yapma

potansiyeline sahip degildirler®.

Tarama mamografisinin kullaniminin artmasi ile duktal karsinoma in situ
saptanmasi olasilig1 artis gostermistir. ABD’de yapilan bir epidemiyolojik ¢aligmaya gore
tim meme kanserlerinin %?28’i duktal karsinoma in situ olarak saptanmistir. Ancak bu
lezyonlarin biiyiik bir kismu klinik olarak bulgu vermeyen mamografik olarak saptanan
lezyonlardir®®. Duktal karsinoma in situ vakalarmin mamografik olarak en belirgin 6zelligi

ise mikrokalsifikasyonlar olup vakalarin %95’inde goriilebilmektedir.

Duktal karsinoma in sitularin en 6nemli 6zelligi, bu kitlelerde gizli olusabilecek
mikroinvazyon ihtimalidir. Yapilan ¢aligmalara gore timor capr arttikca mikroinvazyon olma

ihtimali artmaktadir3®.

Duktal karinoma in situ lezyonlarin tedavisi ise cerrahi tedavi, endokrin tedavi,

radyoterapi veya kombine yaklagim seklinde degiskenlik gostermektedir®”’.

2.4.1.3. Lobuler karsinoma In situ
Lobuler karsinoma in situ terimi Ewing tarafindan 1919 yilinda literatiire
kazandirilmigtir®®. 1978 yilinda ise atipik lobuler hiperplazi ve lobuler karsinoma in situ

seklinde kullanilmustir®®.

Lobuler karsinoma in situ kadinlarda ¢ok seyrek goriilen bir lezyondur hastalarda
taninin konulmasi genellikle 40-50 yas arasi kadinlarda olur. Tedavi stratejisi olarak
genellikle takip Onerilir ancak endokrin tedavi sekli olrak kemoprevansiyon ile invaziv
kanser gelisme ihtimali diisliniilebilir. Bu lezyonlar genellikle her iki memede bilateral ve

multifokal goriilme egilimindedir®.

2.4.1.4. Invaziv Duktal Karsinom
Invaziv duktal karsinom, invaziv meme karsinomlarmin yaklasik %75’lik

boliimiinii olusturur ve en sik goriilen invaziv meme karsinomu tipidir*®. Genellikle ¢aplari
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2-4 cm arasinda olup, sert timorlerdir. Gogiis duvarina ve meme derisine infiltrasyon sonucu
meme yiizeyinde deformiteye neden olabilirler®. Bu karsinomlarin hormon reseptor
durumlarina bakildiginda ise %15-30’unda HER-2/neu pozitifligi, %60-70’inde progesteron

reseptor pozitifligi ve %70-80’inde dstrojen reseptor pozitifligi saptanmigtir®!.

2.4.1.5. invaziv Lobuler Karsinom

Bu kanser ikinci siklikta goriilmekte ve tiim meme kanserlerinin %0.7-14’iinii
olusturmaktadir*?. Ortalama goriilme yas1 45-57 arasidir ve genellikle palpabl kitle sikayeti
ilk bagvuru sebebidir. Bu lezyonlarin en 6nemli 6zelligi bilateral ve multrisentrik olma
olasiligmin invaziv duktal karsinoma daha yiiksek olmasidir®. Invaziv lobuler karsinomlarin
hormon reseptdr durumlarina bakildiginda ise HER-2/neu genellikle negatif saptanir ancak
%60-70’inde progesteron reseptor pozitifligi ve %70-95’inde ise dstrojen reseptorii pozitif

saptanmigtir®!.

2.5. Meme Kanseri Evrelemesi

Meme kanseri i¢in kullanilan birkac¢ evreleme sistemi vardir. Giiniimiizde en sik
AJCC (American Joint Committee on Cancer) ve Uluslararasi Kanserle Savas Birligi (UICC:
Union for International Cancer Control)’in tanimladiklar1t TNM sistemi kullanilmaktadir.

Buna gore primer timorii T, koltukalti lenf bezlerini N, uzak metastazlari ise M temsil

etmektedir(Tablo 2-2)*.



Tablo 2-2: Meme Kanseri TNM Evrelemesi

Primer Tiimor (T)

TX : Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO : Primer tiimor goriintiilenemiyor

Tis : Karsinoma in situ

Tis : (DCIS) Duktal Karsinoma in situ

Tis : (Paget) Paget disease (tiimor eslik etmeyen) (Paget hastalig ve eglik eden tiimor var ise
tiimoriin boyutuna gore simflandrilir)

T1 : Tiimor 2 cm‘den kiiciik ise

T1mic : Mikroinvazyon 0.1 cm den kiiciik ise

T1a : Tiimoriin en genis cap1 0.1 cm ile 0.5 cm arasinda

T1b : Tiimoriin en genis cap1 0.5 cm ile 1 cm arasinda

T1c : Tiimoriin en genis cap1 1.0 cm ile 2 cm arasinda

T2 : Tiimoriin en genis cap1 2 cm ile 5 cm arasinda

T3 : Tiimoriin en genis cap1 5 cm‘den biiyiiktiir

T4 : Tiimor capi ne olursa olsun gogiis duvari, cilt invazyonu veya asagidakilerden herhangi biri
var ise

T4a : Pektoral kasi icermeyen gogiis duvari invazyonu

T4b : Odem (portakal kabugu goriiniimii) veya meme cildinde iilserasyon veya aym memede
satellite deri nodiilerinin olmasi

T4c : T4a ve T4b‘nin bir arada olmasi

T4d : Inflamatuar kanser

Bolgesel Lenf Nodlar: (N)

NX : Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO : Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 : Sadece ipsilateral mobil aksiler seviye 1,2 lenf nodlarina metastaz,

N2 : Ipsilateral aksiler lenf nodlarina fikse metastaz ,veya aksiler lenf nodu metastazi olmadan
ipsilateral internal mamarian nod metastazi

N2a : Ipsilateral aksiler lenf nodlarina fikse metastaz

N2b : Aksiller nod metastazi olamadan, klinik olarak belirgin olan ipsilateral internal mamarian
nod metastazi

N3 : Ipsilateral infraklavikular lenf nodu metastazi, veya klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammarian lenf nodu metastazi ve eslik eden aksiller lenf nodu metastazi; veya ipsilateral
supraklavikular lenf nodu metastazi ve/veya aksiller veya internal mammary lenf nodu metastazi

N3a : ipsilateral infraklavikular lenf nodu metastazi
N3b : Ipsilateral internal mammary lenf nodu metastaz ve aksiller lenf nodlar
N3c : Ipsilateral supraklavikular lenf nodu metastaz

Uzak Metastaz (M)

MX : Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO : Uzak metastaz yok
M1 : Uzak metastaz var
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2.6. Meme Kanserinde Tani ve Tibbi Goriintiileme Yontemleri

Meme kanserini erken saptamak i¢in asemptomatik kadinlarda tarama amacuyla,
semptomatik kadinlarin memesindeki anormalligi degerlendirmek amaciyla meme
goriintlilemesi yapilir. Meme kanseri taramasinda mamografi kullanilirken, ileri diizey tetkik

amactyla ultrason ve manyetik rezonans goriintiileme kullanilmaktadir®.

Saglik bakanligit meme kanseri tarama protokoliine gore her kadina 40 yasindan
baslayarak 69 yasina kadar iki yilda bir uygulanacak mamografik tarama yapilmalidir. Yine
tarama protokolii kapsaminda mamografinin etkinligini arttirmak amaciyla taramaya katilan

her kadina klinik meme muayenesi de yapilmalidir®.

Ultrasonografi ise radyasyon riski tagimayan ve giivenle kullanilabilecek bir tanisal
yontemdir. Ultrasonografi, mamografi sonucu siipheli olarak raporlanan hastalarda taniya

yardimei olarak kullanimdir®,

Bir diger tanisal yontem olan manyetik rezonans (MR) goriintiileme ise invaziv meme

kanserinde duyarhligi en yiiksek yontemdir®.

2.7. Meme Kanserinin Molekiiler veya Intrinsik Alt Tipleri

Meme kanseri heterojen ve fenotipik olarak farkli gruplar iceren bir hastaliktir. Farkl
davraniglar sergileyen ve tedaviye farkli yanitlar veren bir¢ok alt tipleri bulunmaktadir. Gen
ekspresyon tetkikleri, kanser hiicrelerinde mevcut olan terapdtik hedeflerin ortaya
cikartilmanin yaninda prognozda da onemli farkliliklar yaratan birgok meme kanseri alt
tipininin belirlenmesini saglar. Bu tip molekiiler teknikler ile meme kanseri belirli bazi
genlerin ekspresyon oOzelliklerine dayanan bes ayri intrinsik veya molekiiler alt tipe

ayrilmaktadir.

2.7.1. Luminal A Meme Kanseri

Bu alt tip Ostrojen reseptdr (ER) ve / veya progesteron reseptor (PR) pozitif, HER2
negatif ve diisiik Ki-67 seviyelerine sahiptir. Luminal A kanserleri tim meme kanserlerinin
yaklasik% 40'mi1 olusturur. Diisiik dereceli, yavas bilyliyen ve en iyi prognoza sahip olma

egilimindedirler. Tedavi tipik olarak hormonal tedaviyi igerir?®-224647,
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2.7.2. Luminal B Meme Kanseri

Tiim meme kanserlerinin yiizde 20’sinden azin1 olusturur. Bu alt tip meme kanseri,
ER ve/veya PR pozitif, HER2 pozitif veya negatiftir ve Ki-67 seviyeleri yliksektir. Luminal
B kanserleri, liimen A kanserlerine gore biraz daha hizli biiyiir ve prognozu biraz daha

ko tiidiir20-2246:47

2.7.3. HER-2 Zenginlestirilmis Meme Kanseri

Bu alt tip, meme kanserlerinin %10unu olusturur ve ER ve PR ekspresyonunun
olmamasi, HER2 ve proliferasyon gen kiimelerinin yliksek ekspresyonu ve luminal ve bazal
kiimelerin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir. HER-2 zenginlestirilmis meme kanserleri
luminal kanserlerden daha hizli biiyiir ve daha kotli prognoza sahiptir. Bununla birlikte,
HER?2 proteinine yonelik hedefli tedavilerle basarili bir sekilde tedavi edilebilirler. HER2 ile
zenginlestirilmis alt tipin, klinik olarak HER2-pozitif meme kanseri ile esanlamli olmadigi
acikliga kavusturulmalhidir. Klinik HER2-pozitif meme kanserlerinin yaklasik %50'si HER2
bakimindan zengin olmakla birlikte, kalan 9%50'si herhangi bir molekiiler alt tip igerebilir
ancak cogunlukla HER2-pozitif liminal alt tiplerdir. Bununla birlikte, HER2 ile

zenginlestirilmis tiimorlerin yaklasik %30'u klinik olarak HER2-negatiftir?0-2246:47,

2.7.4. Uclii Negatif/ Bazal Benzeri Meme Kanseri (Triple Negative Breast Cancer-
TNBC):

Tiim meme kanserlerinin yaklasik % 20'sini olusturmaktadir. TNBC (Triple Negative
Breast Cancer) alt tipi ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatif olarak karakterize edilir?®-
224647 TNBC BRCA1 gen mutasyonlari pozitif olanlarda, 40 yasindan kiigiik kadmlar ile
Afrikali-Amerikali kadinlarda daha sik goriiliir. TNBC genellikle yiiksek dereceli meme
kanseri arasinda yer alir. Diger meme kanseri tiirlerinden daha agresif davranir. TNBC’ de

goriilen en sik histoloji, invaziv duktal karsinom olmakla birlikte nadir bir alt tip olan

mediiller karsinomda ti¢lii negatiftir.
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2.7.5. Normal benzeri meme kanseri
Bu alt tip, Luminal A tip kansere benzemektedir. ER ve/veya PR pozitif, HER2
negatif, Ki-67 protein seviyeleri diisliktiir. Normal benzeri meme kanseri iyi bir prognoza

sahipken, prognozu Luminal A kanserinin prognozundan biraz daha kotiidiir*®.

Tablo 2-3: Meme Kanseri Molekiiler Simiflandirmasi

Molekiiler Karakteristik
Alt Ti .. . T i Kleri
P Ozellikler Ozellikler edavi Segenckleri
. ER+, PR+/-, HER2-, %70, En sik goriillen, Hormonal Tedavi,
Luminal A R, .. ..
Diisiik Ki67 En 1yi prognoz Hedef Tedavisi
ER+, PR+/-, %10-20, Prognoz Hormonal Tedavi
Luminal B HER2+/-, Yiksek  luminal A’dan daha o ore 2SCaVE
) vepnn Hedef Tedavisi
Ki67 kotii
HER2 ER-, PR-,HER2+ %5-15 Hedef Tedavisi
Jclii Negatif/Bazal %15-20, En Kétii
Uelii Negatif/Bazal - pp bp_ HER2. 015-20, En KOt e f Tedavisi
Benzeri Prognoz
ER+, PR+/-, HER2- Hormonal Tedavi
Normal Benzeri A * Nadi L
oftal DerZES Diisiik Ki67 adit Hedef Tedavisi

2.8. Protein Sentezi

Mitokondri ve genellikle prokaryotarda plastidlerin ribozomlar1 iizerinde
sentezlenen proteinler hari¢ tiim proteinlerin sentezi sitoplazmada ribozomlar {izerinde
baglar. Sentezlenen proteinler amino asit dizilerindeki sinyallere gore farkli lokalizasyonlara

yonlendirilirler (Sekil2-3)*.
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Sekil 2-3 Protein Sentezi

2.9. Proteinlerin Tasinmasi ve Simiflandirilmasi

Okaryotik hiicreler, prokaryotik hiicrelerden sitoplazma icerisindeki zarla gevrili
organellerin varligiyla ayrilirlar. Okaryotik hiicrelerin karmasik i¢ organizasyonu nedeniyle
proteinlerin ilgili bolgelere hedeflenmesi 6nem tasir. Protein siniflandirmasinin ilk adimi
translasyon devam ederken gerceklesir. Endoplazmik retikulum, golgi aparati, lizozomlar,
plazma zar1 ve hiicrenin salgilanmasi i¢in kullanilan bircok protein, endoplazmik
retikulumun zarma baglanan ribozomlar {izerinde sentezlenir. Translasyon ilerledikge,
polipeptit zincirleri, protein katlanmasinin ve islemenin gerceklestigi endoplazmik retikulum
icine tasiir. Endoplazmik retikulumdan, proteinler vezikiiller i¢inde Golgi aparatina
nakledilirler, burada daha fazla islenir ve buradan vezikiiler yolla endozomlara, lizozomlara,
plazma membranina veya hiicreden salgilamaya yonlendirilirler. Endoplazmik retikuluma
bagli ribozomal protein sentezi disinda alan protein sentezi sitoplazmik serbest ribozomlarda
gerceklesir. Burada sentezlenen proteinler nukleusa, mitokondriye, kloroplasta, peroksizoma

yonlendirilir veya sitoplazmik proteinler olarak kalirlar>® (Sekil 2-4)°!.
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Sekil 2-4: Proteinlerin Tasinmasi ve Siniflandirilmasi

2.9.1. Endoplazmik Retikuluma Proteinleri Hedefleme

Proteinler, ya ER membranina bagl ribozomlar {izerinde sentezleri sirasinda
(kotranslasyonel translokasyon) ya da sitozoldeki serbest ribozomlar {izerinde (trans-
translokasyonel translokasyon) translasyonlari tamamlanmasindan sonra ER'ye transloke
edilebilir. Memeli hiicrelerinde, ¢ogu protein ER'ye translasyonel olarak girmektedir®® (Sekil

2-5).
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Sekil 2-5: SRP Proteini (mavi) SRP RNA (turuncu) ile etkilesim halinde, Riboniikleer
kompleks RNC’in (yesil) sinyal dizisi SRP Proteine baglaniyor.

Kotranslasyon yolundaki ilk adim, ribozomlarin ER ile iligkisidir. Ribozomlarin
ER membranina baglanmasi, ribozomda sentezlenen polipeptit zincirlerinin ER membrani
tarafindan taninmasi ile gerceklesir. Serbest ve zar bagl ribozomlar fonksiyonel olarak ayirt
edilemez ve tiim protein sentezi sitozol i¢inde serbest olan ribozomlar iizerinde baslatilir.
Sentezi ER membranina bagl ribozomlar seklinde devam edecek olan proteinlerin uzayan
polipeptid zincirinin amino ucunda yer alan bir sinyal dizisi tarafindan endoplazmik
retikuluma hedeflenir. Bu sinyal dizileri, ER liimenine aktarimi sirasinda genellikle polipeptit
zincirinden ayrilan kisa hidrofobik amino asitlerdir. David Sabatini ve Gunter Blobel ilk
olarak 1971'de ER'e ribozom baglanmasi ile ilgili mekanizmanin, uzayan polipeptit zincirinin
amino terminaline yakin bir amino asit dizisi ile ilgili olabilecegini 6ne siirdiirmiistiir.
Salgilanacak bir proteini kodlayan bir mRNAnin sentezi in vitro olarak serbest ribozomlara
cevrildiginde, olusan proteinin normal proteinden biraz daha biiyiik oldugu tespit edilmistir.
Bu deney, fazla olan amino asit dizisinin polipeptiti zincirini ER’a hedeflendirdigini ve daha

sonra bir mikrozomal proteaz ile ¢ikartildigin1 6ne siiren sinyal hipotezini agiklamaktadir>2.
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2.9.2. Kotranslasyonel Yol ve Sinyal Tamima Partikiilii (SRP)

Kotranslasyonel yol; translasyon sirasinda salgi proteinlerinin (hiicre i¢ine ve hiicre
disina) ER'ye hedeflendigi mekanizmadir. Sinyal dizileri, genellikle polipeptid zincirinin
amino ucunda yer alir ve ugtaki hidrofobik kalinti ile birlikte yaklagik 20 amino asit igerir.
Sinyal dizileri, alt1 polipeptit ve kiiciik bir sitoplazmik RNA (SRP RNA)’dan olusan sinyal
tanima partikiilii (SRP) tarafindan algilanir. Algilanan bu dizilere baglanan SRP ayni
zamanda ribozomada baglanir ve translasyonu inhibe eder. Daha sona ER membranindaki
SRP reseptoriine baglanarak tiim kompleksi (SRP, ribozom ve uzayan polipeptit zinciri)
ER’a hedefler. Son yapilan yapisal ¢aligmalar, hem SRP proteinlerinin hem de SRP-RNA'nin
ribozom ile etkilesimde yer aldigini, SRP-RNA’nin biiyiik ribozomal alt iinitenin rRNA'sina
baglandigin1 gostermistir. Reseptdre baglanma SRP'yi hem ribozomdan hem de uzayan
polipeptit zincirinin sinyal dizisinden ayirir. Ribozom daha sonra ER membraninda bir
protein translokasyon kompleksine baglanir ve sinyal dizisi bir membran kanalina veya
translokona aktarilir. Bu islemler hem SRP'ye hem de SRP reseptoriine GTP baglanmasi ve
GTP'nin GDP'ye hidrolizi ile katalizlenir; SRP'nin hem reseptérden hem de ribozom-mRNA
kompleksinden ayrigmasina yol acar. Hem maya hem de memeli hiicrelerinde, ER membrani
boyunca yer alan translokonlar, Sec61 proteinleri olarak adlandirilan {i¢ transmembran
proteinden olusan bir komplekstir. Ribozom-mRNA kompleksinin SRP'den transkonona
aktarilmasi ile translokon iizerindeki kap1 acilir ve protein sentezi translokondan ER igine
dogru devam eder. Translokasyon devam ederken, sinyal dizisi sinyal peptidaz tarafindan
kesilir ve polipeptid ER liimenine aktarilir. Memeli hiicrelerindeki birka¢ protein ve
mayalardaki bir¢ok protein ise membrana bagli ribozomlar iizerinde sentez sirasinda ER'ye
aktarilmak yerine, translasyon tamamlandiktan sonra ER’ye (posttranslasyonel
translokasyon) hedeflenmektedir. Bu proteinler serbest sitosolik ribozomlar {iizerinde

sentezlenir ve bunlarin ER'a aktarilmasi SRP gerektirmez>2.

Sentezlenen proteinlerin ER'ye hedeflenmesinde sinyal dizisinin tanimas1 6nemli
bir stirectir. Bu siirecteki iki anahtar bilesen, sinyal tanima partikiilii (SRP) ve reseptoriidiir.
SRP olusmaya baslayan bir proteindeki ER sinyal dizisine ve biiyiik 60S ribozomal alt birime

gecici olarak baglanan bir sitozolik riboniikleoproteindir.
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SRP, heksamerik bir yap1 i¢in iskele gorevi goren 300 niikleotid uzunlugundaki bir
RNA ve ona baglanmis alt1 proteinden olusur. Bu proteinler SRP72, SRP68, SRP54, SRP19,
SRP14 and SRP9’dur®>%33, SRP proteinlerinden biri (SRP54), ER sinyal dizilerine ¢apraz
baglanabilme 6zelligi tasir. Bir¢ok metionin ve hidrofobik amino asit kalintilar1 igeren
SRP54 altbirimi, i¢ yiizeyi hidrofobik yan zincirlerle kaplanmis bir yarik olusturur (Sekil2-
6)°L.

(a) Ffh, signal-sequence-binding domain

Hydrophobic

hindina arnove

Sekil 2-6: Sinyal Tanima Partikiilii Yapisi

Sinyal dizisinin hidrofobik ¢ekirdegi, bu yarikliga hidrofobik etkilesimler yoluyla
baglanir. SRP'deki diger altbirim polipeptidleri, ribozom ile etkilesime girer veya ER
limenine protein aktariminda rol oynarlar. SRP ve yeni olusan polipeptid zincir-ribozom
kompleksi, iki alt birimden (bir a alt birimi ve daha kiiclik bir B alt birimi) olusan ER
membranindaki SRP reseptoriine ve dolayisiyla ER zarma baglanir. Bu baglanma hem
SRP'nin SRP54 alt birimine hem de SRP reseptoriiniin a alt-birimine GTP'nin baglanmasi ile

daha giiglenir’!.
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(b) Ffh, GTPase-domain
(homolog of SRP P54 subunit)

Sekil 2-7: Sinyal Tanima Partikiilii Yapisi

GTP bagli SRPnin SRP54 alt birim ve SRP reseptoriiniin o alt-birimi
psodosimetrik bir heterodimer yapisi olusturur. Alt birimler, tek baslarina GTP'nin hidrolizi
icin tam bir aktif bolge icermez fakat iki altbirim heterodimer yap1 olusturacak sekilde bir

araya geldiginde GTP molekiillerini hidroliz edebilen iki tam aktif bolge olusur (Sekil2-7)!.
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Sekil 2-8: Kotranslasyonel Translokasyon

iki GTP molekiiliiniin hidrolizi, SRP’nin polipeptid zincirinden ve SRP
reseptoriinden ayrilmasina yol acar. Daha sonra ribozom ve uzayan polipeptit zinciri, ER
membrant i¢ine gomiilii kanal olusturan bir protein kompleksi olan translokona aktarilir. SRP
ve reseptorii birbirinden ayrildiktan sonra SRP sitozole doner. SRP ve reseptorii bu asamadan

sonra yeniden fonksiyonel hale gelir (Sekil 2-8)°!.

2.9.2.1. Translasyonla Uzayan Polipeptidlerin Translokon Aracilig: fle Gegisi
Translasyon devam ederken, uzayan zincir dogrudan biiyiik ribozomal alt tiniteden

translokonun merkezine gecer. Biiylik ribozomal alt birim translokonun boslugu ile

hizalanmigtir. Bu sayede uzayan zincirin, sitoplazmadan ER liimenine ulasana kadar

katlanmas1 Onlenir.
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Translokon, ilk olarak, Sec6la adi verilen bir proteini kodlayan maya genindeki
mutasyonlarla tanimlanmigtir. Bu mutasyon salgi proteinlerinin ER'nin  liimenine
translokasyonunda bir engel olur. Memelilerdeki bu translokon, ii¢ proteinden olusan Sec61a
kompleksi olarak adlandirilmistir; Sec61a (i¢ membran proteini ve on alfa helikaz sarmali)

ve iki kiigiik protein Sec61p ile Sec61y (sekil 2-9)°!.

Artificial
mRNA
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Cytosol

XXX

Microsomal
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11 w:x XY XX wil Y | E
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Microsomal Sec6lx protein
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Sekil 2-9: Sec61a Translokon Bilesenleri

ER bagli protein sentezinde rol oynayan ER membraninda yer alan SRP reseptorii
ve Sec61 kompleksi, enerji iiretimi ile iligkili siire¢lerde rol oynamadigindan, ribozomda

zincir uzamas: siirecinde tiiretilen enerji polipeptit zincirini translokon boyunca hareketini

saglar’!.
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2.9.3. SRP9 Molekiiler Yapisi

2.9.3.1. Gen Yapisi

SRP9 geni (Entrez Gene:6726, Ensembl no: ENSG00000143742, PMID: 7730321)
1q42.12 bolgesinde lokalize edilmistir.

2.9.3.2. SRP9 Fonksiyonu
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Sekil 2-10: SRP9 Kromozomal Lokasyonu

Evrimsel siirecte korunmus olan sinyal tanima partikiilii (SRP), salg1 proteinlerini
prokaryotlarda plazma membranina, 6karyotlarda ise graniillii ER membranina hedeflemede
rol oynayan sitoplazmik bir riboniikleoproteindir. SRP alt1 alt birim ve 300 niikleotid
uzunlugunda RNA (7SL RNA) molekiiliinden olusur. Bu alt birimler sirasiyla; SRP72,
SRP68, SRP54, SRP19, SRP14 ve SRP9’dur. SRP9 ve SRP14 kompleks olusturur ve 7SL
RNA’nin Alu dizilerine baglanir’. Bu yapit SRP’nin protein sentezinin uzama asamasini
durduran sahasini olusturur (Sekil2-10)>*. Alu bolgesinden yoksun bir SRP’nin veya tek

bagina SRP9/14 kompleksinin zincirin uzamasini durduramadagi gosterilmistir>.

SRP9 proteini 9.98kDa agirliginda olup, 85 amino asiten olusur. SRP9’un iki
izoformu bulunmaktadir(Sekil2-11)*. Birinci izoformu 86 amino asiten olusur, agirligi
10.112kDa’dir. Ikincil izoformu 82 amino asiten olusur, 9.124kDa agirligindadir (Sekil2-
12)%¢,



Sekil2-11: SRP9 Proteini U¢ Boyutlu Yapist
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Median protein expression

tissues 0 1 2 3 4 5 6 7
helper T-lymphocyte —/I— BTO:0002417
pancreatic islet - I BTO:0000991
retina — I —— BTO:0001175
stomach —| I BTO:0001307
B-lymphocyte —/ = BTO:0000776
ovary - I BTO:0000975
cytotoxic T-lymphocyte (- BTO:0000289
rectum —| I —— | BTO:0001158
renal cell carcinoma cell - I BTO:0000037
colon - — BTO:0000269
brain —{IEEEE—— BTO:0000142
breast —{IEEEE—- BTO:0000149
pancreas —[IIEEEEEE— | BTO:0000988
osteosarcoma cell - I BTO:0000970
monocyte —{ I ——— BTO:0000876
heart - I BTO:0000562
placenta | IEEE——— BTO:0001078
gut —{ I BTO:0000545
natural killer cell —{IE—- BTO:0000914
adrenal gland —{ - BTO:0000047
gall bladder I BTO:0000493
lung - BTO:0000763
liver -/ I ——| BTO:0000759
adipocyte -GGG BTO:0000443
testis - I BTO:0001363
salivary gland |- BT0:0001203
bone marrow stromal cell -/ BTO:0004122
prostate gland —/IEEEE—— BTO0:0001129
esophagus -{ I BTO:0000959
uterus —{ I BTO:0001424
oral epithelium —| I BTO:0001775
spleen - BTO:0001281
spinal cord —|IEEEGEGEEEEE—— BTO:0001279
amniocyte —/INEEEEEEE— BTO:0000066
vitreous humor —/IEE— BTO:0001451
prefrontal cortex —{ GG BTO0:0002807
urinary bladder —{ I BTO:0001418
kidney —{IEEE——— BTO:0000671
bone I BTO:0000140
lymph node —{ I BTO:0000784
colon muscle —|IIIEENEGEGEE— BTO:0004362
skin —[I— BTO:0001253
ileum epithelial cell -GG PDB:200031
myometrium I BTO:0000907
colonic epithelial cell | BTO:0004297
tonsil - I BTO:0001387
mesenchymal stem cell —|IEEEEEE—E- BTO:0003298
cardia —| I BTO:0000198
blood platelet -G BTO:0000132

o 1 2 3 4 5 6 7

log 10 normalized iBAQ intensity

Sekil2-12: Farkh Dokularda SRP9 Protein Ekspresyon Seviyeleri
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2.9.3.3. ALU Elementleri ve SRP9 iliskisi

Alu elementi, insan genomundaki en yaygin SINE (Kisa Serpistirilmis Niikleotid
Elementleri)’dir ve evrimsel siiregte 7S RNA genin orjin aldigina inanilir’’. Insan
genomunda yer alan SINE’ler, tiim genomik DNA’nin yaklasik %5 lik kismin1 olusturur. En
yaygin SINE ise toplam sayis1 bir milyona ulasan Alu dizileridir. insan Alu dizilerinin nciil

atast 7SL RNA dizisidir. Kodlama yapmayan RNA’ larin ¢ogu 7SL RNA’ dan evrilmistir.

SRP, prokaryotlarda ve Okaryotlarda spesifik proteinleri endoplazmik retikulum
membranina hedefler’®. SRP’nin RNA komponenti (prokaryotlarda 4.5S RNA ve
okaryotlarda 7SL RNA olarak da bilinir), sinyal tanima par¢acigiin (SRP) bir bilesenidir™.
7SL RNA dizisi yiiksek ol¢lide korunmus molekiiler kompleks i¢inde yer alir ve protein
translokasyonunu kolaylastirir®®. Memeli sinyal tanima partikiilii, Alu ve S olmak iizere iki

domainden olusur ve 7SL RNA her ikisine de baglanir®.

2.9.3.4. SRP9/14 Protein Etkilesiminin Alu RNA Mobilizasyonu Uzerine Etkisi
7SL RNA'nin ilk 50 niikleotidi (Alu RNA 5p alani) SRP9/14 heterodimeri
tarafindan taninan ve sarmal Alu RNA 3p domainine kars1 kenetlenmis karmasik {i¢ boyutlu

bir yapidan olugsmaktadir (Sekil 2-13)5!.

Alu left monomer Alu right monomer

Sekil 2-13: Alu Sol ve Sag Monomer Uc Boyutlu Yapisi
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2.9.3.5. SRPY/14 proteininin baglanmasi ve Alu mobilizasyonu

Sekil 2-14: Alu Mobilizasyonu

L1 ters transkriptazini ele gegirerek Alu, kendi RNA'sinin L1'in mRNA's1 yerine
genoma kopyalanmasini saglar (Sekil2-14)%2. Bu model, verimli Alu mobilizasyonu igin
SRP9/14 baglanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir. Bu model, AluYa5 RNA {iizerinde
tahmini bir SRP9/14 baglanma bdlgesi igerisinde G25C mutasyonu olusturularak test
edilmistir. Yakin iliskili 7SL RNA'da, bu mutasyon SRP baglanma sahasindaki énemli bir
niikleotidi degistirir ve SRP9/14 baglama afinitesini ~50 kat diigiiriir®>. AluYa5 G25C
mutasyonunun SRP9/14 baglanmasinda benzer bir etkiye sahip oldugu dogrulanmistir ve
mobilizasyonun da AluYa$5 diizeylerinin % 12'sine diistiigii bulunmustur. G159C’ye karsilik
gelen mutasyon SRP9/14 baglanmasinda benzer bir diisiise neden olur ancak
retrotranspozisyonda sadece 1liml1 bir azalmaya yol agar. Her iki mutasyonun kombinasyonu,
siddetli sekilde azalmis retrotranspozisyon seviyelerine yol agar, bu da SRP9/14

baglanmasinin Alu retrotranspozisyon i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.

Alu igerisindeki birincil dizi degisikliklerinin, evrim siiresince SRP9/14
baglanmasinin azalmasina yol actigi bulunmustur. Modern Alu RNA'lar1 SRP9/14'den
ayrilma kabiliyetini gelistirmistir. SRP9/14'ten ayrilma kabiliyeti, 7SL RNA i¢in zorunlu
olarak gerekli degildir ¢linkii 7SL. RNA sinyal tanima partikiilii iginde yapisal bir iskele

gorevi goriir®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Materyal ve Calisma Grubu

Calismaya, Saglk Bakanligi Istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Genel
Cerrahi/Meme Cerrahisi Anabilim Dali’'nda meme kanseri teshisi konulmus ve daha 6nce
herhangi bir tedavi almamis 40 kadin hasta dahil edildi. Dokularin patolojik
degerlendirilmesi istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji Ana Bilim Dalinda yapilda.
Hastalarmin rutin tetkik ve tedavi islemleri 6ncesinde hastalardan periferik kan 6rnegi alindu.
Calisma grubunu olusturan hastalarin verileri Istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji
Anabilim Dali kayitlarindan elde edildi. Hastalarin verilerinden; hastalarin yas,
mikrokalsifikasyon, histolojik tipi, histolojik derecesi, yerlesim yeri, niikleer derecesi,
timorlerin boyutu, metastatik durumu, PR, ER, HER-2 reseptorleri ve p53 degerleri
kullanilmak iizere not edildi. Calismaya dahil edilen hastalardan cerrahi islem sirasinda
alinan tlimorlii ve normal doku orneklerinin protein ekspresyon diizeyleri karsilastirmali

olarak incelendi.

Deneysel asama Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi.

3.1.2. Kimyasallar:

Protein ladder, Thermo Scientific

RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz Biotechnology
NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel 1.5mmx10 well

Novex NuPAGE MES SDS Running Buffer (20X)

Chem Cruz ,Santa Cruz Biotechnology, Inc, TBST:1L of 10X
Novex NuPAGE Sample Reducing Agent (10X)

Novex NuPAGE LDS Sample Buffer (4X)

Thermo Scientific Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate



Pluriselect-%10 BSA Stock Solution in 1X PBS (500ml)
Invitrogen Iblot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular
SDS Merk

Glisin, Merck

HCL, Merck

3.1.3. Kullanilan Cihaz ve Markasz:

Mikropipetler, Eppendorf

MicroChemi 4,2 MP goriintiileme cihazi, Bio- Imaging Systems, Jerusalem, Israel
Dikey elektroforez Tanki, XCell SureLockTM

Otoklav, Tuttnauer

Vortex, Velp

Saf Su Cihazi, Millipore Elix 3

Santrifiij, Hettich

Buzdolabi ve Derin Dondurucu (+4 °C ve -20 °C), BOSCH
Ceker Ocak, Termal

Ph Metre, WTW

Ultra Derin Dondurucu (-80°C), New Brunswick Scientific, Sanyo
Hassas Terazi, CHYO

Mikrospin Cihazi, Biosan

Nanodrop, Thermo Scientific

Isitma Cihazi, Biosan CH-100

Western Blot Transfer Sistemi, iBlotTM

Western Blot Gii¢ Kaynagi, InvitrogenTM Life Tecnologies
Doku Homojenizatorii, Bullet-blender, Next Advance
Santrifiij, Allegra X-30R

Sogutmal1 Santrifiij, Hettich

Mini Shaker, Biosan

Yatay Calkalayici, Janke&Kunkel IKA Labortechnik
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3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.4.1. Stip Tamponu:
%1 SDS

25mM Glisin

HCL

3.1.5. Antikorlar

3.1.5.1. Primer Antikorlar
SRP9 (Proteintech-1195-1-AP Rabbit PolyAb)
Beta Actin (ABclonal AC004 Beta actin Mouse mADb)

3.1.5.2. Sekonder Antikorlar

HRP Goat Anti Rabbit (ABclonal AS014 HRP Goat Anti Rabbit IgG)
HRP Goat Anti Mouse (ABclonal AS003 HRP Goat Anti Mouse IgG)

3.1.6. Yontemler

3.1.6.1. Normal ve Tiimérlii Meme Dokularindan Total Protein izolasyonu

SRP9 proteininin Western Blot analizinin yapilabilmesi i¢in timdr ve normal
dokulardan total protein elde edildi. Protein eldesi RIPA lysis buffer system (Santa Cruz
Biotechnology) kullanilarak protokole uygun olarak yapildu.

1) Ameliyat sonrasi almip -80°C’ de saklanan tiimor ve normal doku &rnekleri buz

tizerinde ¢ozdiiriildii ve her 6rnekten 0.5 gram doku tartildi.
2) Buz lizerindeki doku 6rnekleri steril bistiiri yardimiyla par¢alandi.

3) Her bir 6rnek tizerine 500ul Ripa Lysis Buffer eklendi.
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(10ul proteaz+10 ul PMSF+10 pl sodyum ortovanadat+970 pl Ripa Lysis Buffer)
4) Ornekler steril Zirkonyum boncuk iceren tiipler icerisine alind.
5) +4°C’ye sogutulmus homejenizatdr icerisinde drnekler 26.000xg’de 6 dk lize edildi.
6) Ornekler +4°C” de sogutulmus mikrosantrifiijde 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi.

7) Siipernatan yeni mikrosantrifiij tlipline alindi ve tekrar +4°C° de sogutulmus

mikrosantrifiijde 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi.

8) Siipernatan yeni bir tiipe alinarak — 80°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.1.7. Total Protein Konsantrasyonunun ve Safliginin Olciilmesi
Protein konsantrasyonu ve safligit NanoDrop ScientificTM 1000 ( Thermo Fisher,
Delaware, USA) cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Protein konsantrasyon degerleri, 280 nm’deki

optik yogunlugundan(OD) , saflig1 ise 260 nm/280 nm’ deki OD oranindan tespit edildi.

Protein konsantrasyonu (mg / ml): (1,55% A280) — (0,76x A260)
Protein safligi: OD 260 / OD 280

3.1.8. Western Blot Yontemi

Western blot, proteinleri ayirmak ve tanimlamak i¢in arastirmalarda siklikla
kullanilan bir yontemdir. Bu teknikte, proteinler molekiiler agirliklarina gore dikey jel
elektroforezi ile ayrilir ve bir membrana aktarilir. Membran ilgili proteine 6zgii primer
antikor ile muamele edilir. Primer antikor uygulamasindan sonra primer antikora 6zgii
sekonder antikor uygulanir. Sekonder antikor ile ilgili goriintiileme yOntemlerinden bir

secilerek dolayli olarak hedef proteinin diizeyi saptanir.

Bu tezin c¢aligmasinda normal ve tiimérlii meme dokularindan total protein
izolasyonu yapildi. Izole edilen proteinlerle western blot teknigi kullanilarak hedef protein
SRP9’ un ekspresyon diizeyindeki degisimler saptandi. Calisilan hedef proteinin ekspresyon
diizeyleri bir housekeeping proteini olan aktin beta (ACTB) ile karsilastirilarak belirlendi.
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3.1.8.1. Proteinlerin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforezi

Her bir 6rnek icin proteinler 75mg/mL’ a sabitlendi (Birinci normalizasyon)

1) Protein sulandirilmalar1 yapilip ylikleme tamponu ile karigtirildiktan sonra

ornekler 70°C’ de 10 dakika boyunca denatiire edildi.

2) Denatiirasyon asamasinin ardindan ornekler buz iizerine alindi ve ornekler 15

dakika buz tizerinde bekletildi.

3) Proteinlerin yiiklenecegi jel diizenegi hazirlandi. Jel tanka yerlestirilip tankin

icerisine 1x MES yiiriitme tamponu eklendi.
4) Protein ladder (Thermo Scientific) ve protein 6rnekleri jele yiiklendi.
5) Ornekler 200 Volt 120mA’de 35 dakika yiiriitiildii ve diizenekten jeller alind.
3.1.8.2. Jeldeki Proteinlerin Membrana Aktarilmasi
Jel iizerindeki proteinlerin membrana aktarilmasi i¢in iBlot™ Gel Transfer Stacks

Nitrocellulose, Regular (invitrogen by Thermo Fisher Scientific) ile iBlot™ Dry Blotting
System (Invitrogen Inc, New York, USA ) cihazi kullanildu.

e Jel western blot tankindan dikkatlice ¢ikarildi.
e Spatula yardimu ile jel kasetlerinden ¢ikarildi.
e Jeldeki proteinlerin transferi i¢in blotlama cihazi hazirlandi.

¢ Blotlama cihaz1 hazirlanirken sirasiyla; bakir anot, jel, filtre kagidi, bakir

katot ve siinger tist liste gelecek sekilde yerlestirildi.
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Filtre Kagidi
\NU‘W

Sekil 3-1: Blotlama Cihazi1 Hazirhk Semasi

= Protein aktarimi i¢in iBlot™ Dry Blotting System (Invitrogen Inc,
New York, USA ) cihaz1 kullanildi, 20 Voltta 1 dakika, 23Voltta 4
dakika ve 25Voltta 2 dakika olmak iizere toplam 7 dakikada
gergeklestirildi.

= Aktarim sonrast membran +4 de saklanmak tizere TBST igerisine

alindi.

3.1.8.3. Blokaj Asamasi

%3’liik BSA ve TBST karisimi1 eklenen membran 1 saat oda 1sisinda yatay ¢alkalayici
kullanilarak bloke edildi.

3.1.8.4. Primer ve Sekonder Antikor Uygulamalar:
e Blokaj asamasinin ardindan membran 5’er dakika siire ile TBST kullanilarak 3 kez
calkalayici lizerinde yikandi.
e Membran iizerine %3’ liikk BSA ve 5 ul (1:1000) SRP9 primer antikor uygulamasi
yapildi.
e 1,5 saat oda 1sisinda yatay calkalayici ile ¢alkalandi.

e Membran iizerindeki BSA ve antikor karigimi uzaklagtirildi.
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Membran 5’er dakika siire ile TBST kullanilarak 3 kez ¢alkalayici tizerinde yikandi.
Membran tizerindeki TBST uzaklastirildiktan sonra %3 lilk BSA ile 1 pl (1:10000)
sekonder antikor membran iizerine uygulandi.

1 saat oda 1s1sinda yatay calkalayic tizerinde ¢alkalandi.

Membran {izerindeki BSA ve antikor karisimi uzaklastirildi.

Membran 5’er dakika siire ile TBST kullanilarak 3 kez ¢alkalayici tizerinde yikandi.

3.1.8.5. Membran Goriintiilemesi ve Protein Ekspresyon Diizeyinin Belirlenmesi

Membrana 5 dakika siireyle 2 ml Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate uygulandi.

Uygulamanin ardindan membran {izerindeki fazla miktardaki Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate temiz filtre kagidi kullanilarak uzaklastirildi.
MicroChemi 4,2 MP goriintiileme cihazi (Bio- Imaging Systems, Jerusalem, Israel)

ile 20 saniye, 1 dakika ve 3 dakika siire ile goriintiileme yapild1 ve protein bantlari

belirlendi.

Hedef proteinin ekspresyon diizeyi housekeeping proteinin aktin beta (ACTB)

ekspresyon diizeyi ile karsilastirilarak ikinci normalizasyon gerceklestirildi (Ikinci

normalizasyon).

3.2. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 for Windows programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Istatistiksel analiz icin SPSS 15.0 for Windows programi kullamldi. Tanimlayici
istatistikler; kategorik degiskenler i¢in say1 ve yiizde, sayisal degiskenler i¢in ortalama,
standart sapma, minumum, maksimum olarak verildi. Bagimli iki grup karsilastirmalar
sayisal degiskenlerin farklar1 normal dagilim kosulunu sagladiginda Paired t test, normal
dagilim kosulunu saglamadiginda Wilcoxon Analizi ile yapildi. Bagimsiz iki grupta sayisal
degiskenlerin  karsilagtirmalar1  sayisal  degiskenler normal dagilim kosulunu
saglamadigindan Mann Whitney U testi ile yapildi. Istatistiksel alfa anlamlilik seviyesi
p<0,05 olarak kabul edildi.



4.1. Tez Hastalarma Dair Klinik Veriler

Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4-1: Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

40

N %

Yas (yil) Ort.+SD (Min-Maks) 53,2+11,8 (31-77)
Yas (yil) <50 14 43,8
> 50 18 56,3
Menopozal Durum Premenopozal 10 31,3
Postmenopozal 22 68,8
Nukleer Derece lvell 16 50,0
1] 16 50,0
Histolojik Derece Ive ll 18 56,3
1] 14 43,8
Klinik Derece lvell 24 75,0
I ve IV 8 25,0
Lenf Nodu Metastazi Var 19 59,4
Yok 13 40,6
Tumor Yerlegimi Sag 14 43,8
Sol 18 56,3

Tumor Biyiikliigi Ort.£SD (Min-Maks) 25,6+14,9 (5-85)
Tumor Biyiikliigu <2cm 15 46,9
>2 cm 17 53,1

Mikrokalsifikasyon Var 25 78,1
Yok 7 21,9
P53 Pozitif 9 42,9
Negatif 12 57,1
Ostrojen Reseptorii Pozitif 29 90,6
Negatif 3 9,4
Progesteron Reseptorii Pozitif 24 75,0
Negatif 8 25,0
HER2 Resepterii Pozitif 4 12,5
Negatif 28 87,5

3’lii Negatif Pozitif 1 3,1
Negatif 31 96,9

Not: P53 degerleri sadece 21 hastadan elde edilebilmistir.
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4.2. Meme Kanserli Hastalarda SRP9 Protein ifade Diizeyi
Timor dokusundaki SRP9 protein ekspresyon seviyeleri normal dokuya gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edilmistir (p=0,001).

Tablo 4-2: SRP9 Normal ve Tiimér Doku Ekspresyon Seviyeleri

Ort.+SD Min-Maks Median (IQR)

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri Normal Doku 0,551+0,456 0-2 0,507 (0,162-0,725)
Timor Doku  1,019+1,011  0,027-5,545 0,759 (0,581-1,131)
p* 0,001
*Wilcoxon Test
6_
*
5_
4_
3_
o}
o}
24 0
1_
O._
T T
Normal Doku Timér Doku
SRP Ekspresyon sseviyesi SRP Ekspresyon sseviyesi

SRP9 normal ve timdr doku ekspresyon seviyeleri minumum, maksimum, %25-75 persentil, median degerleri
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N I N | N I N |
[ S — — || l Wt p-actin

S55kDa—
42 kDa

17 kDA —

10 kDA —>

Sekil 4-1: Beta-Aktin ve SRP9 Proteinlerinin Sirasiyla Normal ve Tiimor Western Blot
Gorintiileri
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4.3. Meme Kanserli Hastalara Ait Klinik Verilerin SRP9 Protein ifade Diizeyleri ile
Tiskisi
SRP9 ekspresyon diizeylerini 50 yas alt1 ve 50 yas iistii olarak iki gruba ayirdigimizda
hem normal dokuda (p=0,582) hem de tiimér dokusunda (p=0,362) SRP9 ekspresyon

seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri hem 50 yas alti
(p=0,013)ve 50 yas tistii (p=0,012) gruplarda normal dokuya gore istatistiksel olarak yiiksek
tespit edildi.

Tablo 4-3: Yas Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Tiimo6r Doku
Ort.£SD Median Ort.+SD Median p
Yas (yil) <50 0,447+0,314 0,527 0,754+£0,407 0,704 0,013**
> 50 0,631+0,536 0,507 1,225%1,279 0,935 0,012*
p* 0,582 0,362

*Wilcoxon Test **Paired t Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
3,000 -
2,500 -
2,000 -
1,500 -

= Normal Doku
1,000 - = Tiimér Doku
0,500 -

0,000 -

Yas (yl)
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SRP9 ekspresyon diizeylerini hastalarin premenapozal ve postmenapozal
durumlarina gore iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,611) hem de tiimor
dokusunda (p=0,597) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve timor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri hem
premenapozal (p=0,029) ve postmenapozal (p=0,007) gruplarda normal dokuya gore
istatistiksel olarak ytiksek tespit edildi.

Tablo 4-4: Menapoz Durumlarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Tiimor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Menopozal Durum Premenopozal 0,446+0,320 0,527 0,776x0,478 0,759 0,029**
Postmenopozal 0,598+0,505 0,507 1,129+1,171 0,793 0,007*
p* 0,611 0,597
**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -
2,000

1,500

1,000 = Normal Doku

m Tumor Doku
0,500

0,000

Premenopozal Postmenopozal

Menopozal Durum
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SRP9 ekspresyon diizeylerini hastalarin Niikleer Derece I-11 ve III durumlarina gore
ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,720) hem de tiimor dokusunda (p=0,309) ekspresyon

seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri Niikleer Derece I
ve II (p=0,025) ve Niikleer Derece III (p=0,013) gruplarinda normal dokuya gore istatistiksel
olarak yiiksek tespit edildi.

Tablo 4-5: Niikleer Derece Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon
Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Tiimo6r Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Niikleer Derece |vell 0,589+0,499 0,507  1,058+0,755 1,113 0,025**
1] 0,512+0,420 0,509 0,980+1,241 0,704 0,013*
p* 0,720 0,309

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -

2,000 -

1,500 -
1,000 - ® Normal Doku
m Tumor Doku

0,500 -

0,000 -

lvell I ve IV

Niikleer Derece
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SRP9 ekspresyon diizeylerini hastalarin Histolojik Derece I-1I ve III durumlarina gore
ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,414) hem de tiimor dokusunda (p=0,820) ekspresyon

seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri Histolojik Derece
I-11 (p=0,022) ve Histolojik Derece III (p=0,026) gruplarinda normal dokuya gore istatistiksel
olarak yiiksek tespit edildi.

Tablo 4-6: Histolojik Derece Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimér Doku Ekspresyon
Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Timor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Histolojik Derece |ve ll 0,519+£0,503 0,454  0,945+0,756 0,643 0,022**
1] 0,592+0,400 0,617  1,114%1,295 0,833 0,026*
p* 0,414 0,820

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
3,000 -
2,500 -
2,000 -
1,500 -

= Normal Doku

1,000 - m Tiimo6r Doku

0,500 -

0,000 -

lvell I ve IV

Histolojik Derece
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SRP9 ekspresyon diizeylerini hastalarin Klinik Derece I-1l ve llI-IV durumlarina gore

ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,617) hem de tiimo6r dokusunda (0,896) ekspresyon

seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimdr dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri Klinik Derece I-I

(p=0,015) ve Klinik Derece IlI-IV (p=0,036) normal dokuya gore istatistiksel olarak yiiksek

tespit edildi.

Tablo 4-7: Klinik Derece Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon

Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Timor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Klinik Derece [ ve ll 0,519+£0,503 0,454  0,945+0,756 0,643 0,015**
I ve IV 0,592+0,400 0,617  1,114%1,295 0,833 0,036*
p* 0,617 0,896

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

3,500 -
3,000 -
2,500 -
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 -

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

= Normal Doku
m Tumor Doku

lvell I ve IV

Klinik Derece
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SRP9 ekspresyon diizeylerini lenf nodu metastazi olan hastalar ve lenf nodu
metastazi olmayan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,116)
hem de tiimor dokusunda (p=0,954) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak

anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve timo6r dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi lenf nodu metastazi
olan hastalarda (p=0,001) normal dokuya gore istatiksel olarak yiiksek tespit edildi. Lenf
nodu metastazi olmayan hastalarda (p=0,235) normal ve tiimér dokusu SRP9 ekspresyon

diizeyi ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4-8: Lenf Nodu Metastazi Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon

Seviyeleri
SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
Normal Doku Timor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Lenf Nodu Metastazi Var 0,441+£0,305 0,444 1,027+1,137 0,764  <0,001*
Yok 0,711£0,592 0,677 1,007+0,840 0,755  0,235**
p* 0,116 0,954

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -
2,000 -

1,500 -
1,000 - = Normal Doku
m Tumor Doku
0,500 -

0,000 -

Var Yok

Lenf Nodu Metastazi
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SRP9 ekspresyon diizeylerini tiimdr yerlesimi sol olan hastalar ve tlimor yerlesimi
sag olan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,323) hem de tiimor
dokusunda (p=0,909) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimoér dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi tiimor yerlesimi sol
olan hastalarda (p=0,004) normal dokuya gore istatiksel olarak yiiksek tespit edildi. Timor
yerlesimi sag olan hastalarda (p=0,142) normal ve tiimdr dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi

ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4-9: Tiimor Yerlesimi Sag Sol Hastalarin SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon

Seviyeleri
SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
Normal Doku Timor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Tumor Yerlegsimi Sag 0,614+0,448 0,615 0,914+0,581 0,704 0,142**
Sol 0,502+0,468 0,432  1,100+1,262 0,833 0,004*
p* 0,323 0,909

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -

2,000 -

1,500 -
1,000 - = Normal Doku
m Tumor Doku

0,500 -

0,000 -

Sol

Timor Yerlegimi
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SRP9 ekspresyon diizeylerini hastalarin tiimor biiyiikliigii >2 cm ve <2 durumlarina
gore iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,067) hem de tiimor dokusunda
(p=0,509) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde degismedigini
tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimdr dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi tiimor biiyiikligii >2
cm (p=0,003) normal dokuya gore istatiksel olarak yiiksek tespit edildi. Tiimor biiyiikligi
<2 hastalarda (p=0,133) normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi ortalamalarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamada.

Tablo 4-10: Tiimor Biiyiikliigii Gruplarinda SRP9 normal ve tiimor doku ekspresyon seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Tiimo6r Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Tumor Biyiiklugili <2 cm 0,680+£0,499 0,653 0,938+0,601 0,764 0,133**
>2 cm 0,436+0,393 0,421 1,090+1,287 0,637 0,003*
p* 0,067 0,509

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -
2,000 -

1,500 -
1,000 = Normal Doku
m Tumor Doku

0,500 -

0,000 -

<2cm >2cm

Tumor Buyuklugu
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SRP9 ekspresyon diizeylerini mikrokalsifikasyon olan hastalar ve mikrokalsifikasyon
olmayan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,106) hem de tiimdr
dokusunda (p=0,227) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve timor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri
mikrokalsifikasyon olan hasta (p=0,001) gruplarinda normal dokuya gore istatiksel olarak
yliksek tespit edildi. Mikrokalsifikasyon olmayan hastalarda (p=0,181) normal ve timor
dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi.

Tablo 4-11: Mikrokalsifikasyon Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimér Doku Ekspresyon

Seviyeleri
SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
Normal Doku Tiimor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Mikrokalsifikasyon Var 0,460+0,351 0,464 0,772+0,404 0,755 0,001
Yok 0,874+0,651 0,667  1,900+1,864 1,099 0,181**
p* 0,106 0,227

**Paired t Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
4,000 -
3,500 -
3,000 -
2,500 -
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 -

= Normal Doku
m Tumor Doku

Var Yok

Mikrokalsifikasyon




52

SRP9 ekspresyon diizeylerini dstrojen resptorii pozitif olan hastalar ve &strojen
reseptOrii negatif olan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,674)
hem de tiimor dokusunda (p=0,539) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri dstrojen reseptorii
pozitif olan hasta grubunda (p=0,001) normal dokuya gore istatiksel olarak yiiksek tespit
edildi. Ostrojen reseptdrii negatif hastalarda (p=0,593) normal ve tiimér dokusu SRP9

ekspresyon diizeyi ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4-12: Ostrojen Reseptorii Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimér Doku Ekspresyon

Seviyeleri
SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
Normal Doku Tiimo6r Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Ostrojen Reseptorii Pozitif 0,548+0,466 0,476 1,056+£1,053 0,755 0,001*
Negatif 0,581+0,418 0,636 0,654+0,346 0,764 0,593*
p* 0,674 0,539

*Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -
2,000

1,500

1,000 = Normal Doku

m Tumor Doku
0,500

0,000

Pozitif Negatif

Ostrojen Reseptérii
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SRP9 ekspresyon diizeylerini progesteron reseptorii pozitif olan hastalar ve
progesteron reseptorii negatif olan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal
dokuda (p=0,151) hem de tiimor dokusunda (p=0,459) SRP9 ekspresyon seviyelerinin

istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri progesteron
reseptorli pozitif olan hasta (p=0,001) gruplarinda normal dokuya gore istatiksel olaral
yliksek tespit edildi. Progesteron reseptorii negatif hastalarda (p=0,484) normal ve timor
dokusu SRP9 ekspresyon diizeyi ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi.

Tablo 4-13: Progesteron Reseptorii Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimor Doku Ekspresyon

Seviyeleri
SRP9 Ekspresyon Seviyeleri
Normal Doku Timor Doku
Ort.+SD Median Ort.+SD Median p
Progesteron Reseptorii Pozitif 0,482+0,404 0,454 1,114%1,148 0,828 <0,001*
Negatif 0,756+£0,565 0,642 0,733+0,270 0,707 0,484*
p* 0,151 0,459

*Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

2,500 -
2,000

1,500

1,000 = Normal Doku

m Tumor Doku
0,500

0,000

Pozitif Negatif

Progesteron Reseptori
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SRP9 ekspresyon diizeylerini HER2 Reseptorii negatif olan hastalar ve HER2
Reseptorii pozitif olan hastalar olarak iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,171)
hem de timér dokusunda (p=0,393) SRP9 ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde degismedigini tespit ettik.

Diger yandan normal ve tiimoér dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri HER2 Reseptorii
negatif olan hasta (p=0,004) gruplarinda normal dokuya gore istatiksel olarak yiiksek tespit
edildi. HER2 Reseptorii pozitif hastalarda (p=0,144) normal ve tiimér dokusu SRP9

ekspresyon diizeyi ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4-14: Her2 Reseptorii Gruplarinda SRP9 Normal ve Tiimoér Doku Ekspresyon Seviyeleri

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

Normal Doku Timor Doku
Ort.£SD Median Ort.+SD Median p
HER2 Resepterii Pozitif 0,807+0,346 0,802 1,969+2,387 0,848 0,144*
Negatif 0,514+0,462 0,470 0,883+0,624 0,704 0,004**
p* 0,171 0,393

**Paired t Test *Wilcoxon Test “Mann Whitney U Testi

SRP9 Ekspresyon Seviyeleri

5,000 -
4,500 -
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

= Normal Doku
m Tumor Doku

Pozitif Negatif

Her2 Resepterii
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5. TARTISMA

Proteinlerin dogru lokalizasyonlara hedeflenmesi tiim canli organizmalar i¢in dnemli
bir siiregtir, ¢linkii farkli yerlerde ¢alisan proteinler esas olarak sitoplazmada sentezlenir. Bu
cok basamakli siiregte, proteinlerin dogru hedefine ulasmadan 6nce dogru molekiiller ile
etkilesime girmeleri gerekir. Bu siireglerin ana bilesenlerinden biri sinyal tanima partikiilii
(SRP) ve sekretuar (Sec) kompleksidir®. SRP, bir multiprotein-RNA kompleksi olup evrim
sirasinda iyi korunmus, kiigiik riboniikleoprotein partikiillerinden biridir. Okaryotik SRP; 9,
14, 19, 54, 68 ve 72 kDa'lik kiitlelere sahip proteinlerden ve 300 niikleotid 7S RNA
molekiiliinden olusur’. SRP’nin korunmus bir yapiya sahip olmasi ¢alisma mekanizmasinin
anlagilabilmesi i¢in sadece insan degil farkli organizmalarinda kullanilabilmesinin yolunu
acmistir. Renu Tuteja ve ark’larmmin P.falciparum ile yaptiklart g¢alisma, SRP ve
mekanizmasini anlamamiz agisindan bize 151k tutmustur®®. Bu ¢alisma bize gostermektedir
ki SRP9 ve SRP14’ iin olusturdugu heterodimer yap1 kotranslasyonel hedeflenmede dnemli

bir rol oynamaktadir.

Bu bulgular bizim ¢alismamizdaki sonuglar1 desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda
da SRP9 ekspresyonunu tiimor dokusunda artmis olarak bulduk. Bu bulgular SRP9’un artmis

ekspresyonunun kanser fizyopatogenezinde rolii oldugunu destekler niteliktedir.

Rho ve arkadaslar1 kolorektal adenokarsinomlu ve akciger kanserli olgularda PSB7,
PRDX1 ve SRP9un protein diizeyinde ekspresyonlarini incelemisler ayrica
immunohistokimya metodu ile SRP9 proteininin incelenen dokularin hiicrelerinde spesifik
lokalizasyonlarin1 da aragtirmislardir. Bizim calismamizda kullandigimiz Western blot
teknigi  kullanilarak yapilan protein ekspresyon ¢aligmalarinda, SRP9 protein
ekspresyonunun kolorektal adenokarsinomlu ve akciger kanserli olgularin timorli
dokularinda normal dokularina kiyasla artmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu bulgular
kanser fizyopatolojisinde SRP9’un etkin rol oynadigini kanitlar niteliktedir. Rho ve
arkadaslarinin yaptiklart ¢calisma PSB7, PRDX1 ve SRP9’un artmis protein ifadesinin
neoplastik kolon kanseri hiicreleri ile sinirli oldugunu ve mezenkimal hiicreler veya damarlar

gibi primer tiimdr dokusunun diger bilesenlerinde goriilmedigini ifade etmislerdir
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Ayrica subselliiler diizeyde yapilan incelemelerde, PSB7’nin hem sitoplazmik hem
de niikleer kompartmanlarda artmis oldugu goriilitken, PRDX1 ve SRP9’un asir1
ekspresyonun ¢ogunlukla sitoplazmik kompartmanda oldugu belirtilmistir. Rho ve
arkadaslarinin ¢alismada tespit edilen kolorektal kanserli dokularin hiicrelerindeki SRP9
artmis ekspresyonunun Ozellikle sitoplazmada goriilmesi SRP9’un intrasitoplazmik

gorevlerinin kanser fizyopatolojinde etkin oldugunu dogrular niteliktedir.

Bizim yapmis oldugumuz ¢alisma da dahil olmak {izere, farkli kanser tiirlerindeki
artmig SRP9 protein diizeyleri, bu proteinin kanser dokularinda yiiksek diizeyde eksprese
edildigini ancak kanser tiirlerine spesifik olmadigin1 gostermektedir. Bu durum SRP9’un

meme kanserine spesifik bir biyomarkir olarak kullanimini kisitlayabilmektedir.

Meme kanserindeki klinik ve molekiiler bulgular hastanin durumu ve hastaligin
gidisat: ile ilgili bize bilgi vermektedir. Hastalik ile ilgili bilgi veren bulgular ve hastalik
stirecini etkileyen faktorler; lenf nodu durumu, tiimor boyutu ve Ostrojen / progesteron
reseptorii (ER / PR) durumunu, histolojik derecesi, klinik evre, lenfovaskiiler invazyon
varligi, hastanin yasi ve etnik koken yer almaktadir®’. Bunlarin yaninda son zamanlarda

hastalikla iliskili birgok molekiiler biyomarkirlar da tespit edilmistir.

Bu prognostik belirtegler arasindan 6zellikle erken evre meme kanseri olan hastalar
icin en Onemli gosterge, aksiller lenf nodu tutulumunun varlig1 veya yoklugudur. Ayrica,
ilgili aksiller lenf nodu sayis1 ile hastalik sagkalimi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
ortaya koyan birgok arastirma bulunmaktadir®. Fisher ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada,
aksiller lenf nodu negatif olan hastalar i¢in 5 yillik sagkalim % 82.8 iken, lenf nodu pozitif
olan hastalarda tutulan lenf nodu say1si ile orantili olmakla birlikte 5 yillik sagkalim orani %
28.4’¢ diismektedir®®. Bizim ¢aligmamizda meme kanseri tanisi nedeniyle opere edilen 32
hastaya aksiller lenf nodu diseksiyonu uygulanmis ve bu hastalardan 19’unda (%59,4) lenf
nodu metastazi saptanmig iken 13 hastada (%40,6) lenf nodu metastazi goriilmemistir. Lenf
nodu metastazi olan hastalarin SRP9 tiimdr doku ekspresyon seviyeleri ortalamasi normal
dokuya gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanirken (p<0,001), lenf nodu metastazi
olmayan hastalarin normal ve tiimdr doku SRP9 ekspresyon seviyeleri ortalamalarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,235). Bu parametreler 15131nda kanser

dokusunda SRP9 ifadesindeki artisin lenf nodu metastazi riskinde artigla ortiistiigii ve kotii
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prognostik faktor olarak degerlendirilebilecegi goriilmektedir ancak bu konuda daha genis

hasta gruplarinda arastirma yapilmasi gerektigine inanmaktay1z.

Tiimor boyutunda artis, aksiller lenf nodlarinin varlig1 ve sayisinda artis ile iliskilidir.
Meme kanseri evrelemesinde kullanilan TNM sistemine gore artan T evresi hastalik
evresinde artiga neden olur. TNM evrelemesinde; primer tiimorii T, koltukalt: lenf bezlerini
N, uzak metastazlar1 ise M temsil etmektedir. Bizim ¢aligmamizda meme kanseri nedeniyle
cerrahi olarak eksize edilen dokunun patolojik incelemesi sonucu timor boyutu
belirlenmistir.”® Yaptigimiz istatistik verilerinin sonuglarina gére tiimor biiyikligii >2 cm
olan hastalarin SRP9 tiimor doku ifade seviyeleri ortalamasi normal dokuya gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek saptanirken (p=0,003), timor boyutu <2 cm olan hastalarin normal ve
timor doku SRP9 ekspresyon seviyeleri ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p=0,133). Ancak tiimdr biiyiikliigii >2 ve <2 olan hastalarin da normal ve timdr
doku SRP9 ekspresyon seviyeleri ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanamadi. Bu bulgular neticesinde >2cm iizerindeki tiimoral dokularda normal dokuya
gore artmig SRP9 ekspresyonu, bu proteinin ekspresyonunun tiimor biiyiikliigii ile orantili
olarak artabilecegini gostermistir. Bununla birlikte tlimor biiyiikliigii >2 ve <2 olan hastalarin
da normal ve tiimor doku SRP9 ekspresyon seviyeleri arasinda fark saptanamamasi bu
bulgularin prognostik faktdr olarak kullanimini kisitlamaktadir. Bu konuda bir yargiya

varabilmek i¢in daha ¢ok sayida hasta ile ¢alisma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Kanser gelisiminde karmasik sinyal yolaklari rol oynar.”! Kanserogenez siireginde
bazi genlerde genetik ve epigenetik degisimler gergeklesir. 7 Protoonkogenlerde aktive edici
mutasyonlar, timor baskilayici genlerde inaktive edici mutasyonlar meydana gelmektedir.”?
Ostrojen reseptdr (ER), progesteron reseptdr (PR) ve HER2 sinyallizasyonu normal meme
bezi gelisimini ve meme kanser gelisimi ile ilgili sinyal yolaklar1 arasinda yer alir. HER2
tirozin kinaz glikoproteinini kodlayan protoonkogendir. Meme kanseri patogenezinde dnemli
rol oynar. HER2’ nin fazla ekspresyonu kotii prognostik bir parametredir. Ayrica invaziv
meme karsinomunda ER ve PR’lerinin varligt hem prognostik hem de prediktif degere
sahiptir. ER, hem membran &strojen reseptorleri hem de niikleer dstrojen reseptorlerinden
olusur.”>7 Hem ER o hem de ER P reseptorlerine ligand baglanmasi, hedef genlerin

ekspresyonunu aktive eden veya baskilayan etkiye yol acar. Meme kanser hiicreleri yliksek
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ERa ve diisiik ERB ekspresyonuna sahiptir. Bu iki tip niikleer hormon reseptorii, ligand
baglanmasi lizerine homodimer veya heterodimer yap1 olusturur ve ER'lerin ana islevi olan
transkripsiyonel diizenleme icin hiicre ¢ekirdegine gegerler. Ostrojen etkisini bu reseptorler
sayesinde gerceklestirir. ER o‘nin fazla ekspresyonu, meme kanserinde bilinen iyi bir
prediktif faktordiir. ER B’nin prognostik dnemi bilinmemektedir. PR’ fazla ekspresyonu
fonksiyonel durumu gosterir ve timor ER negatif olsa dahi ER yolunun intakt oldugunun
gostergesidir. ER durumu diger iyi prognostik faktorler ile iliski gostermektedir. ER pozitif
hastalar adjuvan ve palyatif hormonal tedaviden yarar gérmektedir. ER pozitifligi primer ve
metastatik meme kanserlerinde %45-65 oraninda mevcuttur. Bu tiimorlerin prognozu iyi olup
hormonal tedaviye daha iyi cevap vermektedirler. Calismamizda Gstrojen reseptorii pozitif
olan hastalarin normal ve tiimoér dokularindaki SRP9 protein ekspresyon diizeyleri
kiyaslandiginda, timoér dokusundaki SRP9 ekspresyon seviyeleri normal dokuya gore
istatistiksel yiiksek olarak tespit edilmistir (p=0,001). Ostrojen Reseptdrii negatif olan
hastalarin normal ve tiimoér doku SRP9 ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamustir (p=0,593). Ayn1 bulgular hem PR pozitifligi ve negatifligi hem
de HER2 pozitifligi ve negatifligi durumlarinda da tespit edilmistir. Istatistik sonuglarimiz
ER, PR ve HER2’ deki pozitiflik ve negatiflik degiskenlik faktorii temelinde SRP9 protein
ifadesinin prognostik degere sahip olmadigimni fakat her {i¢ parametre agisindan pozitiflik
durumunda SRP9 ekspresyonunun normal doku ve tiimor dokusunu ayirt etmede bir belirteg

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Meme kanseri en sik menopoz ¢evresindeki kadinlarda goriiliir. 45 yasin altindaki
kadinlarda anlamli olarak daha az goriilir. Meme kanseri insidans1 yasla birlikte artar ve
menopoza kadar her 10 yilda bir ikiye katlanir. Yiiksek diizeyde endojen Ostrojen seviyesinin
meme kanseri insidansinin yiikselmesine katkisi olan iyi bilinen bir risk faktoriidiir. Bu
nedenle endojen Ostrojene maruz kalinan siirenin daha uzun oldugu mensturasyonu erken
baslayan ve menopoza gec¢ giren kadinlarda meme kanseri goriilme riski artar. Bizim
calismamizda hem normal dokularda hem de tiimor dokularinda <50 yas ve > 50 yas gruplar
arasinda SRP9 ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml fark saptanmadi. Bununla beraber,
tiimor dokularindaki ekspresyon diizeyleri her iki gruptada normal dokuya gore yiiksekti.

Ayni bulgular premenopazal ve postmenopozal gruplar arasindada tespit edildi. Bu sonuglar
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meme kanseri hastalarinda SRP9 ekspresyonun yastan ve hastanin menopozal durumundan

bagimsiz oldugunu gostermektedir.

Memede kalsifikasyonun morfolojisi, dagilimi ve zaman i¢erisindeki degisikliginin
gozlemlenmesi meme kanseri agisindan onemli bir bulgudur. Kalsifikasyon bulgusunda
siipheli bir durum varsa ise bu durum genel olarak malignite habercisidir. Bu durumlarda
biyopsi yapilarak kalsifikasyonun etiyolojisine karar verilir. Benign ve malign ayriminda en
onemli faktor kalsifikasyon morfolojisidir’”’. Bizim ¢aligmamizda SRP9 ekspresyon
diizeylerini mikrokalsifikasyon olan hastalar ve mikrokalsifikasyon olmayan hastalar olarak
iki gruba ayirdigimizda hem normal dokuda (p=0,106) hem de tiim&r dokusunda (p=0,227)
SRP9 ekspresyon seviyelerinin degigsmedigini tespit ettik. Diger yandan mikrokalsifikasyonu
olan hastalarda tiimor dokusu SRP9 ekspresyon diizeyleri (p=0,001) normal dokuya kiyasla
yiiksek olarak tespit edildi. SRP9’un tiimorlii dokularda artis gostermesi ve bu bulgunun kotii
prognostik faktor olarak mikrokalsifikasyon olusum riski ile parelellik gostermesi,

bulgularimizi destekleyen bir iliskidir.

Calismamizin sonuglari, SRP9 protein ekspresyonunun tiimoral dokudaki artiginin
meme kanserinde kotii prognoz olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir. SRP9
proteininin meme kanserindeki ekspresyon artis bulgusunu anlayabilmemiz i¢in farkli
molekiiler yontemler kullanilarak SRP9 ve ilsikili molekiillerin meme kanser
patogenezindeki rollerinin agiga cikartilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica meme kanser
dokusunda ER bagl protein ekspresyonunda artis1 ifade eden SRP9 ekspresyon artiginin,
serbest ribozomal protein sentezi ile ilgili proteinlerde de goriiliip goriilmediginin

arastirilmasi ilging olabilir. Bu konu ile ilgili daha fazla caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda en fazla gézlenen ve kanser iligkili
oliimlerin en 6nde gelen nedenleri arasinda yer alir. Cevresel, hormonal, sosyo-biyolojik,
psikolojik ve genetik gibi faktorler kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Meme
kanseri ile iligkili genlerdeki mutasyonlarin yanisira, post-transkripsiyonel ve post-
translasyonel modifikasyonlarin da meme kanser gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir.
Insan genomundaki genlerin bir kismi transkribe oldugu halde translasyona ugramaz.
Protein kodlayan ve kodlamayan RNA’ larda ¢esitli post-transkripsiyonel modifikasyonlar
gerceklesir. Bu post-transkripsiyonel modifikasyonlar arasinda RNA diizenlenmesi ¢ok
onemli yer tutar. RNA diizenlemesinin farkl tipleri mevcuttur fakat en iyi karakterize
edilen ve en sik gozlenen RNA diizenlemesi, ¢ift zincir RNA bdlgelerindeki Adenozinin
Inozine doniisiimiidiir. Bu doniisiimde, ADAR ( Adenosine Deaminase Acting on RNA)
enzimleri gérev almaktadir. Hiicresel mekanizmalar etkileyecek diizeyde modifikasyonlara
neden olan ADAR gen ekspresyonlar ¢esitli kanser dokularinda incelenmis ve dnemli
degisiklikler saptanmigtir. Bu dogrultuda, bu degisimlerin ADAR’ 1n substratlari (SRP9)
iizerine olan etkileri de arastirilmaktadir.

Bu mekanizma proteinlerin hatali modifikasyonuna ve yanlis katlanmasina engel olur.
Calismanin amaci, meme kanseri dokusunda SRP9 ekspresyon diizeyini tespit etmek,
ayrica bu protein diizeyinin hastalarin klinik bulgular ile olan baglantisini arastirmaktir. Bu
caligmanin sonuglarinin meme kanseri patogenezinde post-transkripsiyonel
modifikasyonlarin dnemini ortaya ¢ikartacagi umulmaktadir.

Bu ¢aligma i¢in sizden ameliyatiniz sirasinda cerrahiniz tarafindan alinacak olan dokudan
20-100 mg parga kullanilacaktir. Alinacak olan bu doku laboratuarimizda ¢aligilacaktir.

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu ¢alisma bir aragtirmadir. Arastirmanin amaci
hastaliginizin gelisimi tizerine etkisi oldugu diisiiniilen proteinlerin ifadesindeki
degisiklikleri tespit etmektir. Goniillii olarak sizin arastima {lizerinde herhangi bir
sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Arastirma boyunca sizden maddi katki talebi
olmayacaktir. Sizin i¢in herhangi bir rahatsizlik veya risk olusturmayacak bu ¢alisma, kisa
donemde size fayda da saglamayacaktir. Ancak uzun déonemde hastaligin gelisiminin daha
iyi anlagilabilmesi ve alternatif tedavi gelistirebilmek i¢in ¢alisma dnemlidir.

Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagl olup arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yarariniza engel ya da cezai bir durum ortaya
¢ikmayacaktir. izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi
bilgilere ulasabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirmis olur formu imzalamakla bunu kabul etmis
olacaksiniz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir.



67

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal
temsilcinize derhal haber verilecektir.

Arastirma hakkinda ek bilgiye 0212 414 30 00-22659 telefon numarasindan ulasabilirsiniz.
Hasta olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum, dinledim, anladim, istedigim sorular1
sordum ve cevaplar1 aldim. Bu klinik arastirmaya goniillii olarak hi¢bir baski ve zorlama
olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

[leride yapilacak tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Hasta/Hasta yakini ad1, soyadi Imza Tarih

Aciklama yapan arastirmaci adi, soyadi Imza Tarih

Olur alma islemine tanik olan kiginin ad1, soyadi Imza Tarih
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