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OZET

Bobrek Tumorlerinde RHEB Geninin Ekspresyon Duzeyinin Analizi

KUCUKGUZEL, Betiil

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismanlart: Dr. Ogr. Uyesi Nihan BOZKURT
Dr. Ogr. Uyesi Stiimeyya Deniz AYBEK
Eylul 2024, LIl +52 sayfa

Bobrek kanseri, bobrek dokusundaki hiicrelerin degisime ugrayarak anormal derecede
biiyiimesi ve kontrolsiizce ¢ogalmasidir. Bobrek kanseri, son yillarda diinya genelinde
en sik goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Beyinde Zenginlestirilmis Ras
Homologu (RHEB), hiicrelerin biilylimesini ve hiicre dongistnu kontrol eden, insanlarda
ve diger memelilerde bulunan bir GTP- baglayici proteindir. RHEB proteini, memeli
Rapamisin Hedefi (mTOR) sinyal yolunun anormal aktivasyonuna katkida bulunmasinin
yani sira insulin/TOR/S6K sinyal yolunun merkezinde de yer alir. Calismamizin amaci,
bébrek tumodrinde RHEB geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol bobrek
dokusuna oranla bobrek timorlerindeki degisikliklerini incelemektir. Calismaya tiroloji
poliklinigine basvuran bobrek kanseri tanis1 almis 11 hasta dahil edildi. Calisma grubu
olarak bobrek tumdr dokusu ve kontrol grubu olarak ayni hastaya ait saglikli bdbrek
dokusu kullanildi. Gen ekspresyon seviyeleri SYBR Green Temelli Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR) ile belirlendi. RHEB geninin bébrek kanseri
hicrelerindeki mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore azaldigi bulunmustur
ancak bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=0,083). RHEB
geninin bobrek kanseri gelisimi ve ilerlemesi tizerindeki roliini anlamak amaciyla yapilan

calismalar, gelecekteki aragtirmalara 6nemli bilgiler saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek Tumori, mTOR, RHEB, gRT-PZR



ABSTRACT

Analysis of RHEB Gene Expression Levels in Renal Tumors

KUCUKGUZEL, Betiil
Master's Thesis, Department of Medical Biology

Advisors: Dr. Asst. Prof. Nihan BOZKURT
Dr. Asst. Prof. Stimeyya Deniz AYBEK
September 2024, L11+52 pages

Kidney cancer is an abnormal growth and uncontrolled proliferation of cells in the kidney
tissue. Kidney cancer has become one of the most common cancers worldwide in recent
years. Ras Homolog Enriched in Brain (RHEB) is a GTP-binding protein found in humans
and other mammals that controls the growth of cells and the cell cycle. The RHEB protein
contributes to the abnormal activation of the mammalian Target of Rapamycin (mTOR)
signaling pathway as well as being central to the insulin/TOR/S6K signaling pathway.
The aim of our study was to investigate the changes in mRNA expression levels of RHEB
gene in kidney tumors compared to control kidney tissue. Eleven patients diagnosed with
kidney cancer who were admitted to the urology outpatient clinic were included in the
study. Kidney tumor tissue was used as the study group and healthy kidney tissue from
the same patient was used as the control group. Gene expression levels were determined
by SYBR Green Based Real Time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR). It was found
that the mRNA expression levels of RHEB gene in kidney cancer cells decreased
compared to the control group, but this decrease was not statistically significant
(p=0.083). Studies conducted to understand the role of the RHEB gene on the
development and progression of kidney cancer may provide important information for

future researches.

Key Words: Kidney Tumor, mTOR, RHEB, qRT-PZR
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek kanseri, bobrekte bulunan "proksimal tubilus" bolgesinden kaynaklanan,
bobregin idrar irettigi ve idrarm toplandigi havuzcuk bolgesinde goriilen bir kanser
tiraddr. Renal hucreli kanser (RHK), bobrekte bulunan duktus veya tubil epitelinden
kaynaklanan kanserlerdir (Yilmaz, 2013). Bobrek kanseri, tim kanser tiirleri iginde
onemli bir yer tutmaktadir (Kavala & Yildirim, 2023). Bobrek kanserlerine ¢ok sayida alt
grup hastaliklar neden olabilir. Bu hastaliklarin her biri farkli histolojiye sahip, farklh
Klinik seyir gosteren ve farkli bir genin neden oldugu hastaliklar olarak nitelendirilebilir
(Linehan & Rathmell, 2012). Bobrek kanserinin en sik gorilen alt tiplerinden biri olan
berrak hicreli bobrek kanseri (BHBK), genellikle erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bu
tiiriin timorlerinin 6zelligi, hiicrelerde lipitin fazla bulunmasi sonucu altin rengine sahip
olmas1 ve genel olarak diizgiin sinirlar1 bulunmasidir. BHBK'h bireylerin, Von Hippel-
Lindau (VHL) hastaligina genetik yatkinligi bulunmaktadir (Yilmaz, 2013). Bobrek
timorlerinde goriilme siklig1 agisindan ikinci sirada yer alan Papiller bobrek hiicreli
kanser, ikialt tipe sahiptir. Bunlar; Kalitimsal Tip I: Germ hatt1 hepatosit bliyuime faktor
reseptoril (c-MET) aktivasyon mutasyonlarina bagh iken, Kalitimsal Tip II: Fumarat
Hidrataz (FH) geninin germ hatti mutasyonuna baglhidir. Bu bobrek kanseri tiri genellikle
kronik hemodiyaliz hastalarinda goriilmekte olup kortikal adenomlarla sikga iliskilidir
(Yildirim, 2016). Bobrek tlmorlerinin yaklasik %5’ ini olusturan Kromofob bdbrek
hucreli kanser (KBHK), genellikle yetiskinlerde goriilmekte olup hem sporadik hem de
kalitsal formlar1 bulunmaktadir. Bu timorlerin genel dzellikleri, iyi tanimlanmus, tekil

ve kat1 yapiya sahip kortikal konumda olmalaridir (Elibol, 2010).



Tiim kanser tiirleri arasinda erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilen kanser
tird Renal hicreli kanser (RHK)'dir (Celik ve ark., 2014). RHK" min risk faktorleri
arasinda cinsiyet, yas, etnik koken, sigara kullanimi, hipertansiyon ve obezite
bulunmaktadir (Elibol, 2010). Bobrek kanserlerinde yapilan ¢aligmalar, bir¢ok kanser
tipinde oldugugibi hiicre dongiisii kontrolii, DNA hasar onarimi, sinyal iletimi, apoptoz,
anjiyogenez, hucresel proliferasyon, invazyon ve metastaz ile ilgili bircok genin

degistigini gostermistir (Bjornsti & Houghton, 2004).

Beyinde Zenginlestirilmis Ras Homologu (RHEB), memeli Rapamisin Hedefi
(mTOR) sinyal yolunda bulunan 184 amino asitten olusan 21 kDa biiyiikliiglinde bir
proteindir. RHEB, mTOR aktivasyonu, hiicre déngusi diizenlemesi, apoptozis ve otofaji
diizenlemesi gibi bazi molekiiler gérevlerde yer alir. RHEB ilk olarak N-metil D-aspartik
asit’ e bagimli sinaptik aktivite ile sican beyninde ekspresyonu azalmis bir GTPaz olarak
kesfedilmistir (Long ve ark., 2005). Insanlarda, RHEB1 7. kromozomda bulunurken,
RHEB2 12. kromozomda yer alir. Ayrica, insan genomunda tic RHEB psddogeni vardir:
ikisi 10. kromozomda ve biri 22. kromozomda bulunur. Amino asit dizilimleri
bakimindan RHEB1 ve RHEB2 proteinleri %51 oraninda benzerlik géstermekte olup
evrim siirecinde olduk¢a korunmuslardir (Laplante & Sabatini, 2009). RHEB, Ras’a
benzer bir yapida olup Guanozin Trifosfat (GTP) hidrolizleyebilir. Hiicre zar proteini olan
RHEB, mTOR sinyal yolagmi kullanarak hiicrelerin blyime ve metabolizma
dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. In vitro hlicre hatlar1 ve in
vivo fare ksenograft modellerinde yapilan ¢aligmalarda, onkogen uyarilma veya timor
baskilayicilarin iglev gérmemesinin, mTOR yolunun anormal aktivasyonuna, timor

biiyiimesine, anjiyogenez ve metastaza etki ettigi goriilmiistiir (Populo ve ark., 2012).



GTP, Guanozin Difosfat (GDP)a doniiserek RHEB proteinini etkisizlestirir.
Yapilan c¢alismalarda Tulberdz Skleroz Kompleksinin (TSC), farkli kanser tiplerini
etkiledigini gostermistir. Bobrek kanseri ve diger kanser tiirleri i¢in TSC-RHEB-mTOR
baglantisi son zamanlarda Onem kazanmistir. RHEB/MTORC1 sinyali bdbrek
fibroblastlar1 ve interstisyel fibroz gelisimine katkida bulunmakta olup ilerleyen bobrek
hastaliginin tedavisi i¢in terapotik bir hedef haline gelmektedir. Birgok Urolojik kanser
hastalarinda tiimor niiksii veya metastazi olusmakta ve etkili bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Bobrek kanseri hicresel buyime ve bolunme sureglerini etkilerken
RHEB proteinini ise bu strecleri dizenleyen bir protein olmasi ile 6nem kazanmistir.
Kanser tedavisinde yeni hedeflerin belirlenmesi i¢in, RHEB proteininin islevinin
arastirtlmas1 ve anlasilmas1 6nemlidir. Kanser tedavisinde RHEB proteinin inhibe
edilmesi potansiyel bir tedavi yontemi olabilir. Bobrek kanserinde metastaz énemli bir
sorundur ve bunun icin RHEB’ in metastaz sureclerindeki rolinin anlasilmasi, bu
yayilma mekanizmalarimi hedefleyen tedavilere yol gdsterebilir. Daha etkili ve hedefe
yonelik tedaviler bobrek kanseri icin yeniilaglarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
Calismadaki amacimiz bobrek kanserli hastalarin tiimorlii doku 6rneklerinde, RHEB
geninin ifade diizeyindeki degisiklikleri degerlendirmektir. Calismada normal ve tiimorlii
dokular arasinda, RHEB geninin ifade diizeyindeki degisimler kiyaslanarak RHEB

geninin bobrek kanseri olusumundaki rolii arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOBREK ANATOMISI VE FiZYOLOJiSi

Bobrekler, karmn boslugunun arka kisminda yer alir ve periton zari ile cevrili
degildir. Bobregin {ist uglar1 gogiis omurgasi iist seviyesine, alt uglari ise bel omurgasi alt
seviyesine kadar uzanmaktadir. Her bir bobregin uzunlugu yaklasik olarak 11,5 cm,
genisligi 5-7 cm ve kalinhigt 2,5 cm, agirligi ise erkeklerde 125-170 gr, kadmlarda 115-
155 gr arasinda degismektedir (Elibol, 2010). Bdbrekleri igcten disa dogru cevreleyen
yapilar bulunmaktadir. Bunlar; en icte ince bir fibroz kapsil, adipoz kapsiiliin disinda
olduk¢a kalin adipoz (yag) dokusu bulunmaktadir. Bu yag dokusu, bilgisayarli tomografi
(BT) gorintisiinde daha soluk goriinmektedir (Sampaio ve ark., 2000). Renal fasya,
bébrekistu bezini de icine alan, anterior ve posterior olmak tzere iki b6limden olusmakta
olup bilgisayarli tomografide daha yogun ¢izgi seklinde goriilmektedir (Kiligarslan,
2015). Sekil 2.1.’de bobregin yapist gosterilmistir. Vicudumuzun en o6nemli
organlarindan biri olan bobrekler, viicudun ihtiyaci olmayan metabolik iiriinleri, ilaglari
ve yabanci maddeleri idrar yoluyla uzaklastirmak, vicut sivilarinm osmolaritesini
korumak ve elektrolit konsantrasyonunu diizenlemek gibi bircok hayati gorevi yerine
getirmektedirler (Balzer ve ark., 2022). Bunun yani1 sira bobreklerin, asit salgilanmasini
kontrol ederek viicut sivilarimin tampon stoklarini diizenlemek, su ve sodyum atilimiyla
uzun siireli arter kan basincini diizenlemek, kisa siireli arter kan basincinin diizenlenmesi
icin anjiotensin 11 gibi damar etkinlestirici faktdrlerin yapimina neden olan renin' i
salgilamak, uzun sureli ag¢lik durumlarinda glikoneojenezle glikoz sentezi yapmak,
eritropoetin salgilayarak eritrosit Oretimini tesvik etmek gibi, 6nemli gorevleri

bulunmaktadir (Y1lmaz, 2013).
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Sekil 2.1. Bobregin Anatomik Yapist (Land & Tee, 2007).

2. 2. BOBREK KANSERI

Kanser, diinya genelinde ve tlilkemizde 6nemli bir toplumsal saglik sorunu olarak
kendini gostermektedir. Olimle sonuclanma agisindan ilk sirada yer alan kardiyovaskiiler
hastaliklar1, ikinci sirada bobrek kanseri takip etmektedir. Bébrek kanserinin her gecen
giin prevalansi arttid1 i¢in ilerleyen yillarda birinci sirayayerlesmesi beklenmektedir
(Kavala & Yildirim, 2023). Bobrek kanseri, bobregin parankim ve pelvis bolgelerinden
kaynaklanan, kotii huylu tiimorlerin genel adidir. Bu timorler, tim kanserlerin yaklasik
%2-3’inli olusturan ve adeno karsinom histolojisi gosteren RHK tirtdir. RHK,
erkeklerde kadinlara oranla daha fazla gortilmekte olup son 20 yilda yillik insidansinda
%2’lik bir artis tespit edilmistir (Uyetiirk ve ark., 2014). Erken belirti gostermeyen
bobrek kanserinin baska hastaliklarla birlikte ortaya g¢ikan belirtilerinin degiskenligi
nedeniyle teshisi zordur (Balzer ve ark., 2022). Kicuk kitleler genellikle semptomlara
neden olmamaktadir (Bahadoram ve ark., 2022). Erken evrelerde saptanmasi hastaligin

farkli bir seyir gostermesi agisindan Onemlidir (Kavala & Yildirim, 2023).



2.3. EPIDEMIiYOLOJi

RHK, eriskin donemde, bobrekteki kitlesel lezyonlari % 90’1 olustururken, tiim
organ tumdrlerinin %2-3’tinii meydana getirmektedir (Sampaio ve ark., 2000). RHK
genellikle 60 ile 70 yas araliginda goriilmektedir (Bahadoram ve ark., 2022). Gelismis
ulkeler icinde en sik goriildiigi tilke Cek Cumhuriyeti’dir ve burada yilda 10-20/100.000
yeni vaka bildirilmektedir. Gelismekte olan ulkelerde en sik goriildiigii bolge ise Latin
Amerika Ulkeleri, 6zellikle Uruguay olarak belirtilmistir (Y1ilmaz, 2013). Tirkiye’de
kanser istatistikleri, diinyanin gelismekte olan iilkeleriyle benzerlik gostermektedir. 2020
yili Tiirkiye bobrek kanseri istatistikleri, yaklasik 5.125 yeni vakanm tespit edildigini
gostermektedir. Ayn1 y1l boyunca, bébrek kanseri nedeniyle 1.965 kisi hayatini kaybetmis
ve bes yillik prevalans oranina gore, bu hastalikla miicadele eden kisi sayis1 14.172 olarak

raporlanmustir (Ozdogan, 2023).



2.4. ETIYOLOJIiK FAKTORLER

Bobrek kanseri olusumuna etki eden cesitli faktorler bulunmaktadir. En iyi
tanimlanmig risk faktOru sigaradir. Sigara tuketimi ile iliskili durumlar ve oksijen
yetersizligi, hiicresel yolaklarin aktivasyonuna neden olmakta ve RHK’nin olugmasina
katki saglamaktadir. Sigara kullanma gegmisi olan kisilerin patolojik nitelikleri ve yasam
sreleri, sigara kullanma geg¢misi olmayan kisilere gore daha olumsuz sonuclar ortaya
cikarabilir. Sigara kullanma miktari ile hastaligin evresi arasinda dogru orantili bir iligki
bulunmaktadir (Uyetiirk ve ark., 2014). Bobrek kanserinin belirleyici bir risk faktori ise
obezitedir. Vicut Kitle indeksi yiiksek olan bireylerde viicuttaki yag miktarinin artmasi
sonucu; instlin, insulin benzeri bliytime faktori-1 (IGF-1) ve Gstrojen seviyelerinde artis
meydana gelmektedir. Bu durum, diyabet ve hipertansiyon riskini artirabilir veya
glomertiler filtrasyon hizi ve bobrek plazma akisinin artmasma neden olabilir (Stone ve
ark., 2007). Obeziteyi 6nlemek icin fiziksel aktivitenin diizenli olarak yapilmasi, bobrek
kanseri riskini azaltabilir (Elibol, 2010). Hipertansiyon, bobrek kanseri gelisimini
hizlandirdig icin 61U0m oranimi artirmaktadir (Kiligarslan, 2015). Meslegi geregi asbest,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organik ¢ézlciler ve petrol Uriinlerine maruz kalan
kisilerde bobrek kanseri riski artmaktadir (Kus, 2008). Agri kesicilerin bobrek kanseriyle
iliskisi belirsizdir. Fenasetin iceren ilaclarin renal pelviste iirotelyal kanserlere yol
acabilecegi diisiiniilse de bu ilaglarin bobrek parankim kanserleriyle baglantisi zayiftir.
Dilretik kullanan kadinlari bobrek kanseri riski 5 kat artmaktadir (Kiligarslan, 2015).
Tedavi amaclh iyonizan radyasyon alan hastalarda, kronik bobrek yetmezligi olan ve
hemodiyaliz uygulanan kisilerde bobrek kanseri riski artmaktadir. Bobrek nakli olan
hastalarda, erken tan1 i¢in dlizenli ultrasonografi takibi dnerilmektedir. Bu faktorlerin her

biri, bobrek kanseri riskini etkileyebilir ve bu nedenle énemlidir (Elibol, 2010).



2.5. BOBREK KANSERINDE ROL OYNAYAN GENLER VE GENETIK

DEGIiSiMLER

Bobrek kanseri, genetik ve epigenetik degisikliklerle tanimlanan bir kanser
tiraddr (Bahadoram ve ark., 2022). Bobrek kanseri riskinde genetik polimorfizm 6nemli
bir etkendir. Ozellikle VHL, Edinsel Kistik Hastalik, Tuberoz Skleroz, Birt-Hogg-Dube
Sendromu, No6roblastom ve Herediter Leiomyomatozis gibi genetik hastaliklar bobrek
kanseri riskini artwrabilir. Bu hastaliklar, g¢esitli kromozomal anormallikler ve
mutasyonlarla iligskilendirilmis olup, timorlerin biiytikliigiinde, sayisinda ve metastaz
yapma egiliminde farkliliklar gosterirler (Elibol, 2010). Bobrek kanseri ile ilgili yapilan
bazi arastirmalar, histon-likin N-metiltransferaz 2 (SETDZ2), histon lizin demetilaz 5C
(KDM5C) ve histon lizin demetilaz 6 A (KDMG6A) gibi histon modifikasyon genlerinin,
timor olusumunu etkileyebilecegini gostermektedir. Ayrica, VHL, Tuber6z skleroz
kompleksi 1 (TSC1), Tuberdz skleroz kompleksi 2 (TSC2), Fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfat 3-fosfataz (PTEN), Hepatosit biytime faktori reseptori (c-MET), FH, Follikalin
(FLCN), Hiperparatiroidizm-jaw timoér sendromu 2 (HRPT 2), Susinat dehidrojenaz
(SDH), Transkripsiyon faktorti E3 (TFE3) ve Transkripsiyon faktéri EB (TFEB) gibi
genlerde goriilen mutasyonlar, bobrek kanseri riski ile iligkilidir (Basso ve ark., 2005).
Bu genler, besin, oksijen ve demir yoksunlugu durumunda metabolik cevabin ve enerjinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Yildirim, 2016).



2.6. BOBREK KANSERINDE TANI

RHK tanisi, evrelenmesi ve izlemi igin radyolojik gorintuleme teknikleri, 6Gnemli
bir rol oynamaktadir. Bilgisayarli Tomografi, bobrek kitlelerinin daha iyi
goriintiilenmesini saglar. Tek bir kontrast madde enjeksiyonu sonrasinda farkl fazlarda
incelemeler yapilabilir. Bobreklerin kontrastsiz BT ile taranmasi, bobrek lezyonlarinin
kontrast tutulumunu degerlendirmek igin kolaylik saglamaktadir. RHK, yogun
damarlasmaya sahip olup belirgin kontrast tutulumu géstermektedir. Kitle ile normal
bobrek parankim sinirmin net olarak segilememesi, kot huylu tuméri destekleyen
onemli bir belirtidir (Kiligarslan, 2015). Radyolojik olarak kesin tani konamayan
Kitlelerde, ablasyon tedavisi veya farmakolojik tedavi planlanan hastalarda histolojik tani
koymak amaciyla bobrek biyopsisi yapilmaktadir ancak, bazi hastalarda tani igin yeterli
bilgi vermeyen biyopsiler séz konusu olabilir. Bu hastalarda biyopsinin tekrarlanmasi
diisiiniilmelidir (Uyetirk ve ark., 2014). Nefrektomi, bobrek timorlerinin tedavisinde
kullanilan bir yontemdir. Ancak, kiiclik lezyonlar varsa, bobrek hastaligi farkli tedavi
yontemleri gerektirebilir. Nefron koruyucu cerrahi, tiimoriin ¢ikarilmasimi ve normal
bobrek dokusunun korunmasii amaglamaktadir. Ancak, laparoskopik parsiyel
nefrektomi (LPN) daha fazla komplikasyon riski taswr. Bu nedenle, genellikle acik
parsiyel nefrektomi tercih edilmektedir ve laparoskopik yontem daha risksiz vakalarda

kullanilmaktadir (Bahadoram ve ark., 2022).
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2.7. BOBREK TUMOR EVRESI

Tiimor, Nod, Metastaz (TNM) smiflandirmasi, diinya genelindeki merkezlerin
klinik, patolojik verilerinin karsilastirilmasini saglayan ve kanserlerin evrelemesi icin
kullanilan bir yontem olarak kabul gormistiir (Kiligarslan, 2015). Bu evreleme,
kanserlerin buyime ve yayilma egilimlerini anlamak i¢in kullanilmaktadir. Smiflandirma,
tumorin boyutunu (T), lenf nodlarmma yayilip yayilmadigmi (N) ve viicudun diger
kisimlarina yayilip yayilmadigini (M) belirler. Sekil 2.2'deki her asama, “1. EVRE,” “2.
EVRE,” “3. EVRE” ve “4. EVRE” olarak etiketlenmistir. ilk asama, bobrek icinde smirli
bir timori gosterirken, ikinci asama bobrek icinde daha blylk bir tumori
gostermektedir. Uglincii asama, bdbrek disina dogru yayilan daha biiyiik bir tiimérii ve
“Gerota Fasyas1” olarak etiketlenen yakindaki dokular1 géstermektedir. Dordlncu asama
ise oklarla isaretlenmis diger organlara yayilan timori ve “Lenf Digiimleri” olarak
adlandirilan lenf bezlerini géstermektedir (Anonim, 2018). T, N ve M siniflandirmalari,
kanserin yayilma durumunu belirtir. Bu bilgiler, tiimoriin tipini, tedaviyontemini belirler
ve hastaligin seyrini tahmin etmeye yardimci olmaktadir. Ayrica, benzer hasta gruplari

ve tedavi yontemlerinin karsilastirilmasimi saglamaktadir (Ozkan ve ark., 2012).

1. EVRE 2.EVRE 3. EVRE 4.EVRE

ﬁ* Diger Organlara Dogru

Gerota Fasyasi Lenf Dugiimleri

Sekil 2.2. Bobrek Kanseri Evreleme
(Anonim. (2018). Kidney cancer. 29 Mayis 2024, https://patients.uroweb.org/)
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2.8.BOBREK KANSERINDE TEDAVi

Bobrek kanserinin tedavisinde immunoterapi, radyoterapi, kemoterapi, cerrahi
tedavi ve hedefe yonelik tedaviler gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Tedavi yontemi
secilirken, hastanin genel saglik durumu, kanserin evresi ve diger bir¢cok faktor goz
oniinde bulundurulur. Bu nedenle, her hasta i¢in en uygun tedavi planinin belirlenmesi,
multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Tedavi segenekleri, hastanin yasam
kalitesini artirmay1 ve kanserin ilerlemesini yavaglatmay1 hedeflemektedir (Kavala &
Yildirim, 2023). Biiyiik tiimorlerde genellikle radikal nefrektomi tercih edilirken, erken
evre tumorlerde nefron koruyucu cerrahi teknikler kullanilir. Metastatik bobrek
kanserlerinde basarili sonuglar elde etmek icin, hedefe yonelik tedaviler birinci veya
ikinci tedavi se¢enegi olarak kullanilabilir. Bu tedaviler, Vaskiiler Endotelyal Buyime
Faktorini (VEGF) nétralize eden antikorlari, Tirozin kinaz inhibitéri (TKI), mTOR
icerir ve genellikle iyi tolere edilmektedir (Kavala & Yildirim, 2023). Berrak hiicreli
RHK, immiinoterapiye yanit veren tek RHK tipidir. interferon alfa (IFN-a) ve Interldkin
2 (IL-2), en tanmmis immiinoterapétik ajanlardir. Radyoterapi, beyin ve kemik
metastazlar1 olan hastalarin semptomatik tedavisi i¢in kullanilir. Metastatik RHK
(MRHK) tedavisinde kemoterapi ilaglarmin etkisi olduk¢a azdir. Tedavilerde kullanilan

vinblastin genellikle % 3 oraninda etkinlik gostermektedir (Elibol, 2010).
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2.9. MEMELI RAPAMISIN HEDEFI (mTOR)

Kanser, genlerdeki degisiklikler sonucu ortaya cikar ve 250’den fazla genin
etkisiyle olusur. Bu genler, hiicre yasam dongiisiinii diizenleyen yolaklarda aktif rol
oynarlar. Kanser huicrelerinde, bu yolaklarin aktivitesi genellikle artar veya azalir, bu da
kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve doku yapisinin degismesine yol acar. Kanser yolagi,
genellikle bir insan kanserinin gelisimi i¢in genetik veya epigenetik bir mutasyonla
aktivasyon veya inaktivasyon gerektiren bir hiicre diizenleyici sistemdir (Pazarbasi ve
ark., 2011). Bu yolaklardan biri mTOR sinyal yolagidir. mTOR, hiicre zarmda bulunan
ve 2549 aminoasit ile 7 korunmus yapisal bolgeden olusan karmasik bir protein olarak
tanimlanabilir. Bu proteinin yapisi, mayalardan memelilere kadar genis bir yelpazede
korunmustur (Tigh H., 2009). mTOR, katabolik ve anabolik metabolizma siireglerinde
merkezi rol oynayan bir kinazdir (Kii¢iikoner & Isikdogan, 2013). mTOR, amino asitler
gibi besinlere, insillin ve Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii 1 (IGF-1) gibi blytime
faktorlerine ve ATP gibi hiicresel enerjiye yanit olarak hiicresel biylimeyi
dizenlemektedir. Hicre buyimesinin, hiicre sayisindaki bir artis yerine hicre

boyutundaki bir artis1 temsil ettigini belirtmek dnemlidir (Hall, 2008).

mTOR aktivasyonu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri birlestirerek biiyiime,
cogalma ve hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde ve hayatta kalma gibi merkezi
fonksiyonlarda gorev almaktadwr. Bu yolak, kanser hucrelerinin proliferasyonu,
sagkalimi, kemoterapiye direnci ve anjiyogenez surecleri ile iligkili olup, kanser tedavisi
icin alternatif bir molekiler hedef olarak gortlmektedir (Ozcan & Dikmen, 2015). Sekil
2.3" de hucresel blyume dizenlemesinde rol oynayan bu 6nemli sinyal yollarmin

bilesenleri gosterilmektedir.
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2.3.a mTOR

HEAT HEAT FAT | FRB | Kinaz
FATC

2.3b

mTOR mTOR

miSTs
misSTs

- N

/"~ msint | Rictor

Protor

mTORC1 mTORC2

Sekil 2.3. mTOR Protein Yapis1 ve iliskili Kompleksler (Tigli H., 2009)

HEAT: Huntingtin, Uzama faktoéru 3, protein fosfataz 2A ve TOR1; FAT: FRAP, ATM ve TRRAP;

FRB: FKBP12-Rapamisin Baglanma; FATC: FAT C-terminal; mTOR: Rapamisin protein kompleksinin
memeli hedefi; mLST8: Memeli SEC13 Proteini ile Olimciil 8

Sekil 2.3.a> da mTOR proteininin farkli boltimleri gésterilmektedir. Bunlar arasinda Huntingtin,

i

Elongasyon faktort 3, protein fosfataz 2A ve TOR1 (HEAT), FRAP, ATM, TRRAP (FAT), FKBP12—-
rapamisin baglayici bolge (FRB) ve Kinaz bélgeleri bulunur. Bu bdlgeler, proteinin farkli islevlerini yerine
getirir. Sekil 2.3.b’ de, mTOR’un iki farkli kompleksi gosterilmektedir. mMTOR Kompleks 1 (nTORC1),
mTOR ve Raptor proteinlerinden olusurken; mTOR Kompleks 2 (mTORC2), mTOR, Rictor ve
muhtemelen mSIN1 proteinlerinden olusur. Her iki kompleks de hiicrenin besin ve enerji durumuna yanit

olarak protein sentezini ve hiicre buytimesini diizenler (Tigli H., 2009).
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MTOR, mMTORC1 ve mTORC2 olarak adlandirilan iki farkli kompleksten olusur.
mTORCI, Raptor ve Lst8/GBL adli iki protein icermektedir (Tigh H., 2009). mTORCI,
protein ve lipid sentezi, hiicresel bliylime ve ¢ogalma, erken hiicresel yaglanma ve otofaji
ile ilgilidir (Sarikaya ve ark., 2023). Bu kompleks, rapamisin adl1 bir antifungal ilacin
hedefi olup, ilagla etkisiz hale getirilebilir. Raptor proteinine baglanan rapamisin,
mTOR’un etkisizlesmesini saglamaktadir. Raptor, substratlara baglanabilen 150 kDa
biiylikliigiinde bir proteindir ancak, mTORC2'de raptor ozelligi yoktur. Genellikle
literatirde mTOR olarak gegcen, mTORC1’dir. mTORC2 kompleksi, aktin hiicre
iskeletinin dizenlenmesinden sorumludur ve Rictor ve Lst8/GRL adli iki protein
icermektedir. Bu kompleks, hicre iskeletinin dizenlenmesinde &énemli bir rol

oynamaktadir (Tigli H., 2009).
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2.9.1. mTOR Sinyal Yolag:

Memelilerde, g¢evresel faktorlerin varligina ve yogunluguna bagli olarak
blylimeve gelisme sure¢lerini mTOR sinyal yolag: diizenlemektedir. Sekil 2.4'de mTOR
kompleksinin, protein olusumu ve hicre buyumesinin ayarlanmasi i¢in gesitli
ekstraselliiler ve intraselliler sinyalleri birlestiren kritik bir merkez olarak gorev yaptigi
gosterilmistir (Tighh H., 2009). Bu faktorler arasinda IGF, Epidermal Bilyime Faktor
(EGF), VEGF, Trombosit Kokenli Biyume Faktéri (PDGF) gibi gesitli biiyiime
faktorleri amino asitler, kolesterol, glukoz, demir seviyeleri, stres, hipoksi, DNA hasari,
1s1 soku, ozmotik stres, oksidatif stres ve mitojenler bulunmaktadir (Rosner ve ark., 2008).
Kanserde mTOR sinyal yolunun aktive olmasi, U¢ farkli mekanizma ile gergeklesir:
Birinci mekanizma, mTOR genindeki mutasyonlar sonucu yapisal olarak asir1 aktif olan
mTOR sinyal yoluna neden olur; Tkinci mekanizma, mTORC1 ve mTORC2' de meydana
gelen mutasyonlar, mTOR sinyal yolunun aktivasyonunu tetikler ve Gcunci
mekanizmada ise, genellikle akisin yukar1 gergeklestigi genlerdeki mutasyonlardan
anormal mTOR sinyallemesi gergeklesir. Gergeklesen mutasyonlar, baskilayici
genlerdeki islev kaybi1 mutasyonlar1 ve onkogenlerdeki islev kazanimi mutasyonlari

seklinde olabilir (Dancey, 2010).



16

Amino asitler, Glukoz ve —— - -
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Sekil 2.4. Buytme Etmeni ile Tetiklenen mTOR Sinyal Yolag: (Tigli H., 2009)

Normal hiicrelerde, mTOR sinyal yolagi, biiyiime faktorlerinden gelen sinyaller
veya glukoz ve amino asit seviyeleri ile diizenlenmektedir. Bir biiyiime faktorii tarafindan
sinyal yolagi uyar1 aldiginda, Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) aktive olur. Tetiklenen
PI3K, Protein Kinaz B (PKB)’nin aktive olmasina ve PKB’nin RHEB 'in inhibitorl olan
TSC1/TSC2’yi fosforillemesine neden olur. Bu, TSC1/TSC2’nin inaktive olmasmna ve
RHEB'in RHEB-GDP formdan RHEB-GTP formuna déniismesini saglar (Laplante &
Sabatini, 2009). Boylelikle mTOR aktive olur. Aktif mTOR, S6 kinazi ve 4E-Baglayici
Protein ( 4EBP)’i fosforillendirir, bunun sonucunda S6 kinaz aktive olur ve 5’ Terminal
Oligopyrimidine  Tract (5°TOP) mRNA’larin transkriptini uyararak ribozom

biyogenezini artirir.
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Cevirimsel inhibisyon, Okaryotik c¢eviri baglatma faktorii 4E(elF4E) 'nin aktive
edilmesi icin Okaryotik ceviri baslatma faktorii 4E baglayici proteini 1 (4E-BP1)'in
fosforillenmesi ve inhibisyonunu gerektiren asamadir. Okaryotik baslatma faktorii eIF4E,
4E-BP1’1inhibe ederek, 4E’nin serbest kalmasini saglar. Aktif 4E, ribozomal proteinlerin

cevirisini uyarmak ve artirmak igin harekete gecer (Kim ve ark., 2017).

mTOR sinyal yolunun aktivasyonu, gesitli proteinlerin sentezinde artisa neden
olmaktadir. mTOR’ un aktivasyonu, hiicre dongusu duizenleyicisi Siklin D1,
anjiyogeneze yol acan Hipoksi-Indiiklenebilir Faktor-1 Alfa (HIF-1a) ve Hipoksi-
Indiiklenebilir Faktor-2 Alfa (HIF-2 a), hiicrelerin hayatta kalmasinda rol oynayan P21
ve survivin ve hiicre i¢ine besin alimi ve tasima islemlerinde rol oynayan Glukoz Tasiyici
1 (GLUT1) ve T hiicrelerinin aktivasyonu igin baglayici (LAT) proteinlerinin sentezini
artirir. Bu yolu inaktive eden proteinler TSC1(Hamartin), TSC2 (Tuberin) ve fosfataz ve
tensin homolog (pTEN)'dur. TSC1 ve TSC2, RHEB in mTOR’u aktive etmesini RHEB'in
RHEB-GDP formunda kalmasini saglayarak engeller. pTEN ise fosfataz aktivitesi ile bu
mekanizmay1 saglamaktadir. Sekil 2.5'de gosterilen diyagram, hiicresel islevlerle ilgili bir

biyolojik yolag: temsil etmektedir (Tigli H., 2009).
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Sekil 2.5. mTOR Sinyal Yolag: (Tigli H. , 2009)

PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz, AKT: Protein Kinaz B, TSC1/2: Tiberoz Skleroz Kompleksi 1/2,

RHEB: Beyinde Zenginlestirilmis Ras Homologu, mLSTS: Memeli Lethal with Sec Thirteen 8

PRAS40: Prolin-Rik Protein Kinaz Substrat1 40, mSIN1: Memeli Stresle iliskili Protein Kinaz Etkilesimcisi 1
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2.9.2.RHEB

1994 yilinda Yamagata ve arkadaslari tarafindan kesfedilen RHEB geni, nobetlerve
NMDA-bagimmli sinaptik aktivite sonucunda hizla indiiklenen bir transkript olarak ortaya
cikarilmigtir. RHEB, Ras suiper ailesine ait kiglik G-proteinlerini kodlar ve Ras proteinleri
gibi, RHEB de GTP ve GDP bagl formlar arasinda gegis yapar. GTP bagh formu aktifken,
GDP bagh formu inaktiftir. RHEB, Ras proteinleriyle %30-40 oraninda dizi benzerligi
paylasir, bu da onlarin benzer islevlere sahip olduklarin1 gostermektedir (Buerger ve ark.,
2006). RHEB proteinleri mayadan memelilere kadar genis bir yelpazede bulunur ancak
prokaryotlarda bulunmaz. Bu proteinlerin GTP’ ye baglanma ve hidroliz yetenekleri,
biyokimyasal analizlerle belirlenmistir (Parmar & Tamanoi, 2010). RHEB ve Ras
proteinleri arasinda yapisal farkliliklar bulunmaktadir ve bu farkliliklar, iki proteinin
biyokimyasal aktivitelerini belirleyen amino asit kalintilarinda da gorilebilir. RHEB ’in
hicre biyimesi ve hicre dongusu ilerlemesi Gzerinde énemli bir etkisi bulunmaktadir
(Aspuria & Tamanoi, 2004).

RHEB geni genomik lokasyonda "7q36’da" bulunur ve 8 ekzondan olusur (Sekil
2.6). RHEB proteini, 20-30 kDa biyiikligiinde olup, RHEB'in mRNA uzunlugu 1376
niikleotidden olusur. RHEB proteini ise 184 amino asit igerir (Tiglt H., 2009). RHEB
proteininin yapisi, RAS ile iliskili GTP baglanma bdlgesinin bes tekrarini igerir ve bu
protein lipid ile bagli bir hiicre zar1 proteinidir. RHEB, "Guanozin-5'-trifosfat’a" ve
"Guanozindifosfat’a" baglanabilir ve bu iki form arasinda ge¢is yaparken konformasyonel
degisikliklere ugrayabilir. Bu konformasyonel degisiklikler, | ve Il olarak adlandirilan
“gecis” bolgelerinde gergeklesmektedir. Bu genin bir psédogeni kromozom "10°da", diger
psodogeni ise kromozom "22’de" yer almaktadir (Tuncer & Kozaci, 2022). RHEB Geninin
MRNA Diziliminin Goésterimi (Sekil 2.7) ve RHEB Gen Ekspresyon Paterni (Sekil 2.8)

gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Genomik Lokasyonda RHEB Geni (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=RHEB&keywords=RHEB)
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Sekil 2.7. RHEB Geninin mRNA Diziliminin Gosterimi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005614.4?report=graph)
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RHEB geninin ekspresyon oldugu dokular

Sekil 2.8. RHEB Gen Ekspresyon Paterni (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/6009)
RPKM: Kilobaz Milyon Bagina Okuma


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RHEB&keywords=rheb
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RHEB&keywords=rheb
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RHEB&keywords=rheb
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2.9.3. RHEB’in mTOR Sinyal Yolagindaki Rolu ve Kanser ile Tliskisi

RHEB, mTOR sinyal yolunu aktive ederek hiicrelerin ¢ogalmasi, blyumesi ve
yagamasini siirdiirmesi {izerinde etkili olan bir molekiildiir (Parmar & Tamanoi, 2010).
PI3K, besin ve biiylime faktorlerini algiladiginda aktive olan bir serin/treonin kinazdir ve
mTOR ile birlikte ¢alisir (Bjornsti & Houghton, 2004). Aktif hale gelen mTOR, p70S6K1
ve 4EBP'nin fosforillenmesini baslatarak protein sentezini tetikler. Fosforillenen 4EBP,
elF4E'yi aktive eder ve bu da protein sentezini uyarir (Hay & Sonenberg, 2004). mTOR
sinyal yolunun asir1 aktif hale gelmesi, yeni tumor hicrelerinin olusumunu ve bu
hicrelerin hayatta kalmasini kolaylastirir. Bu siirecte, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi
icin gerekli olan proteinlerin sentezi gerceklestirilir. HIF-1oo proteininin  sentezi
artiginda, VEGF, PDGF, FGF, Ang-1 faktorleri aktive olur ve anjiyogenez artar, bu da
kanser hiicrelerinin beslenmesini saglamaktadir (Powis ve Kirkpatrick 2004; Vaupel
2004). Sekil 2.7' de, mTOR sinyal yolunu ve hiicresel siire¢ler tizerindeki ¢esitli etkilerini
gostermektedir. mTOR, hiicre biiylimesi ve ¢ogalma, protein sentezi ve hiicrenin oksijen

seviyelerine yanit verme yetenegi gibi dnemli hiicresel islevleri diizenler.
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siklin D1 HIF-1a Glutl, LAT1,Glikolitik P21, Survivin
Enzimler
Hiicre Donglisii VEGF, PDGF, bFGF, Besin Otofaji, DNA
ﬂ Ang-1 Metabolizmasi onarimi, Apaptoz

Hiicre biiylimesi ve
¢ogalma

D5 O W

Sekil 2.7. mTOR’un Hiicresel Islevlerdeki Cok Yonlii Rolleri (Land & Tee, 2007)
MTOR: Rapamisin Hedefi Memeli; HIF-1a: Hipoksiye Bagh Faktor 1-alfa

VEGF: Vaskiiler Endotelyal Buyume Faktorl; PDGF: Trombosit Kaynakl Biiyiime Faktorii
bFGF: Temel Fibroblast Blyime Faktori; Ang-1: Anjiyopoietin 1

Glutl, LAT1, Glisemik Enzimler: Glukoz Tasiyicilari ve Glikoliz Enzimleri

Anjiyogenez Biyoenerjetik Sagkalim

mTOR sinyal yolunun aktif hale gelmesiyle, cok sayida protein sentezlenebilir.
Sentezlenen proteinlerin, blylme faktorleri, onkoproteinler veya hiicre dongusini
dizenleyen proteinler olmasi, mTOR’un Onemini gostermektedir. Bu protein
seviyelerinin artisi, hiicre bolinme hizin1 artirir. Ornegin, sentezlenen proteinin EGF
oldugu varsayilirsa, hiicre siirekli bir biiylime sinyali ile uyarilir. Ortamda ylksek
seviyede biiyiime faktorii bulunursa, bu uyari tekrarlanir ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde
biyur ve cogalir (Powis & Kirkpatrick, 2004). mTOR yolunun diizenli isleyisinin
bozulmasi, O6rnegin pTEN’in mutasyona ugrayarak tiimor baskilayic1 06zelligini
kaybetmesi TSC1 veya TSC2’de bir mutasyon olusmasi ile RHEB'in asir1 aktif olmasi

gibi durumlar, karsinogenezin tetiklenmesine neden olabilir (Bai & Jiang, 2009).
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Insanlarda goriilen cesitli kanserlerde PI3K/Akt-mTOR yolundaki bozukluklar
gozlemlenmistir. 2009 yilinda yapilan caligmalar, mTOR sinyal yolunun apoptozu
diizenledigini ve bir¢ok kanser ve hastalikta 6nemli oldugunu gostermektedir. RHEB
geninin asir1 ifade edilmesi, hiicre dongisiinde S evresinin uzamasina, G2/M’ye gegisin
kolaylagsmasima ve G1 evresinin kisalmasima yol acar, bu da hiicre boliinme hizin1 artirir
ve kanser olusumuna yol agabilir (T1gli H., 2009). Saucedo ve ekibi, RHEB proteininin
islevini bir deney tizerinde incelemislerdir. Bu deneyde, Drosophila larvalart RHEB (+)
(Transgenik olarak RHEB geni eklenmis), RHEB (-) (RHEB geni eklenmemis) ve RHEB
(normal) olmak iizere ii¢ gruba aywrmislar ve RHEB geni eklenen larvalarda, gen
eklenmeyenlere kiyasla cesitli doku tiplerinde hiicre biiyiimesi gozlemlemislerdir. RHEB
geni eksik olan larvalarda ise bir siire sonra 6liimler meydana geldigi gézlemlenmistir.
Deneyin sonuglarma gore, RHEB proteininin hiicre blyimesinde kritik bir rol oynadigi

gbzlemlenmistir (Saucedo ve ark., 2003).
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2. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cahsma Grubu

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Poliklinigi'ne bagvurarak
RHK tanis1 alan ve bu amacla opere edilen yaslar1 39 ile 75 araliginda olan1l hasta (5
erkek ve 6 kadin) calismaya dahil edildi. Katilimcilarm izni ve bilgisi dahilinde cerrahi
operasyon sirasinda rezekte edilen tiimor dokular1 hasta grubu ve ayni hastalarin timor
hiicresi icermeyen dokular1 ise kontrol grubu olarak kullanildi. Dokular1 saglayabilmek
icin hastalara ek bir islem yapilmadi. Calisma icin gerekli izin Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastrmalar Etik Kurulu
tarafindan 22.12.2022 tarihli toplantisinda 22-KAEK-292 proje numarasi ile alindi. Bu
calisma Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi’nca
2023/69 proje no ile desteklenmistir. Calismanin tamami Tokat Gaziosmanpasa

Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilda.



3.1.2. Cahsmada Kullamilan Cihazlar

< Gergek Zamanli PZR cihazi (Applied Biosystems, Ingiltere)

% Termal Cycler cihazi1 (Applied Biosystems, MiniAmp Plus Thermal Cycler,
Singapur)

< Vorteks (Velp, Scientifica, F20220176, Italya)

% Santrifj (Hettich, Almanya)

% Sogutmali Santriflij (Hettich, Almanya)

< Qubit 3.0 Fluormeter (Invitrogen, Life Technologies, Avusturalya)
% Otomatik Pipetler (Gilson, Fransa)

%+ Buzdolab1 (Arcelik,570465, Turkiye)

%+ -20°C Derin Dondurucu (Arcelik, 2052dy, Turkiye)

¢+ -80°C Derin Dondurucu (Nuaire, Nu9483e, ABD)

%+ Homojenizator (Heildolph Silent Crusher, Almanya)

25
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3.1.3. Cahsmada Kullamilan Kimyasal Maddeler, Kitler ve Kit I¢erikleri

+ Etanol (Sigma-Aldrich Katalog No: E7023, ABD)

% Nukleaz Free Water (Thermo Fisher Scientific)

%+ 2-Merkaptoetanol (Biotech, Lot: N6563970, Kanada)

< RNA Izolasyon Kiti (Thermo Scientific GeneJET RNA Purfication Kit, K0731,

ABD)

>

YV V VYV VYV

Proteinaz K 600 pL

Lizis Tamponu 40 mL

Wash Buffer 1(konsantre) 40 mL
Wash Buffer 2(konsantre) 23 mL

Nikleaz-Free Water, 30 mL

RNA Saflastirma Kolonlar1 (Toplama Tiipleri ile birlikte) 50 adet

s+ Komplementer DNA (cDNA) sentez kiti (Applied biosystems marka High Capacity

cDNA ReverseTranscription Kit, (4368814, Lot:0152470, ABD)

>

10X Reaksiyon Buffer (RT Buffer)
25X dNTP Karisimi (100mM)
10X Random Primer

Reverse Transkriptaz (50U/ul)
RNase Inhibitor (100pul)

RNase- Free Water
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< cDNA 6lcuim Kiti Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit (Q10212,
Lot:1759394,ABD),

»  Working solution (50ml)

»  Standart1 (1 ml)

»  Standard 2 (1 ml)

< AMPIGENE® gPCR Sybr Green Mix HI-ROX (ENZ-NUC104-1000,Lot:05272212,
ABD)

3.1.4. Cahsmada Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

RNA eldesinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler:

LYS Soltsyonu: 300 uL Lys
33 uL. B-merkaptoetanol

Proteinaz K Soliisyonu:10 pL Proteinaz K
590 uL TE
Yikama Tamponu 1: 40 ml Wash Buffer 1 + 10 ml Etanol (% 96)

Yikama Tamponu 2: 23 ml Wash Buffer 2 + 39 ml Etanol (% 96)
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3.2. YONTEM

Hastalardan cerrahi operasyon sirasinda rezekte edilen tiimdr dokular1 ve ayni
hastalarin tiimor hiicresi icermeyen dokular1 toplandi ve ¢alisma zamanina kadar -80 °C’
de muhafaza edildi. RNA izolasyon kit protokolu uygulanarak hasta ve kontrol gruplarina
ait doku oOrneklerinden RNA elde edildi. Daha sonra cDNA sentez Kiti protokoli
kullanilarak bu RNA’lar ¢DNA’ya cevrildi. qRT-PZR analizi ile RHEB geninin

ekspresyon degisiklikleri belirlendi.

3.2.1. Dokularin Homojenizasyonu ve Total RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu Thermo scientific GeneJET RNA Purification Kit (Thermo,
ABD) kullanilarak iiretici firmanm protokoliine uygun sekilde yapildi. Izolasyon islemi

asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi.
¢-80 °C’de muhafaza edilen bobrek dokularinin, ¢alismadan 6nce ¢oziinmesi saglandi.

e Tuplerin icerisinde bulunan dokularin Uzerine 300 ul Lizis solusyonu (lizis

tamponu+beta-merkaptoetanol) eklendi ve 6rnekler 10 sn vortekslendi.

¢ 12.000 rpm'de homojenizator yardimiyla dokularin par¢alanmasi saglandi.
e Dokular homojenize olmus sekilde 1.5 ml’lik ependorf tipiine alindi.

e Her bir 6rnek izerine 600 pl seyreltilmis Proteinaz K eklendi

e Ornekler 25 °C’de 10 dk inkiibe edildi.



e Dokular, 12.000 rpm'de vortekslenerek santrifiij edildi.

e Sipernatant, yeni bir steril 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tuptine aktarildi.

¢ 600 pl etanol (% 70 'lik) eklendi ve pipetaj yapildi.

e Ornekler filtreli tiipe alind1 ve 700 pl lizat aktarild1 ardindan, 12.000 rpm’de

1 dk boyunca santriftj edildi.

e Santriflij sonrasi, filtre yeni bir toplama tiipiine alindi. Bu adim, tiim lizat

bitene kadar tekrarlandi.

e Tiiplere 700 pl Wash buffer 1 eklenerek, 1 dk boyunca 12.000 rpm’de

santriftj edildi ve filtre yeni bir toplama tiipu ile degistirildi.

¢ Yeni bir toplama tiipline yerlestirildikten sonra, iizerine 600 pul Wash buffer
2 cklendi ve 1 dk boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edildi ve filtre yeni bir

toplamatupu ile degistirildi.

e Spin kolonu, yeni bir toplama tupine yerlestirildi ve 1 dk boyunca 12.000

rpm’de santrifiij edildi (kolon temizliginden emin olmak icin yapildi).

e Spin kolonu, 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve lizerine 100 pl
RNase-Free water eklenerek 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Bu islemler

sonucunda elde edilen RNA’lar, 6l¢lim yapilana kadar -80 °C’de saklandi.
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3.2.2. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA 6rneklerinin cDNA’ya ¢evrilmesi islemi, Applied Biosystems
marka High Capacity cDNA Reverse Transcription kit kullanilarak Termal Cycler
cihazinda gergeklestirildi. Sentez isleminde iiretici firma kit protokolii uygulandi. Kit
bilesenleri 6nerilen oranlarda toplam hacim 20 pL olacak sekilde cDNA sentez karisimi
hazirlandi. Uygulanan karisim ve tepkime kosullarinda, izole edilen RNA’dan ¢cDNA
sentez islemi gerceklestirildi. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve PZR prosediirii

sirasiyla Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. cDNA Sentezinde Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

Bilesenler Miktar
10x RT Buffer 2 uL
25x dNTP 0.8 uL
10x RT Random Primers 2 uL
Revers Traskriptaz Enzimi 1ul
Nikleaz Free Water 4,2 uL
RNA Ornegi 10 uL
Total Hacim 20 pLL

Tablo 3.2. cDNA Sentezinde Kullanilan PZR Prosediri

Adim Islem Adi Sicaklik Sire

Adim 1 Baglanma 25°C 10 dakika
Adim II Uzama 37°C 120 dakika
Adim 11 Sonlandirma 85°C 5 dakika

Adim IV Bekletme 4°C 0
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3.2.3. cDNA Konsantrasyonlarinin Olgiimi

cDNA konsantrasyon olclimi icin Qubit® 3.0 Fluorometer cihazi (Life
Technologies, ABD) ve Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kiti (Invitrogen Katalog No:
Q33230, ABD) kullanildh.

0.5’1ik PZR tiiplerine Standard 1 ve Standard 2' den 10 pL, calisma soliisyonundan
190 uL eklenerek son hacimleri 200 puL’ye tamamlandi. Her cDNA 6rneginden 5 pL
alinarak, son hacim 200 pL olacak sekilde ¢alisma soliisyonu eklendi. Pipeta; yapilarak
ornek ve calisma soliisyonunun karigmasi saglandi. Tiim ornekler oda sicakliginda ve
karanlik ortamda 2 dk inkiibe edilerek Ol¢iim i¢in hazirlandi. Qubit 3.0 cihazina 6nce
Standard 1, daha sonra Standard 2 okutuldu ve cDNA 6rneklerinin élciimiine gecildi. Her
bir cDNA’nin konsantrasyonu kaydedildi. cDNA miktar1 her bir reaksiyonda 60 ng
olacak sekilde hesaplama yapilarak, cDNA miktarlar1 her bir 6rnek igin ayr1 ayri

hesaplandu.



32

3.24. Gergek Zamanh PZR (QRT-PZR)

Hiicre i¢indeki RNA miktari, bir genin ne kadar ifade edildigini belirtir.
Ekspresyon diizeyleri, genler arasinda, hiicreler arasinda ve deneysel kosullara gore
degisebilir. Kantitatif gen ekspresyon calismalari, protein seviyelerini, saghkli ve
hastalikli dokulardaki gen ifadesini karsilagtirmak igin transkripsiyon seviyelerini, hiicre
farklilagsmas1 ve gelisimi sirasinda gen ifadesi degisikliklerini, Kimyasal maddelere
(ilaglar, toksinler, hormonlar veya sitokinler) maruz kalan hicrelerdeki ifade
degisikliklerini, kodlanmayan RNA’larin ifade miktarlarmi1 veya antisens
oligonukleotitlerinin etkinligini 6lcmeyi amagclar (Livak & Schmittgen, 2008).Kantitatif
RT-PZR (qRT-PZR), niikleik asitlerin miktarini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. qRT-PZR’da, amplifikasyon sirasinda olusan iiriin miktari, reaksiyon
boyunca artan floresan boyasi ve prob sinyali ile izlenir. Bu, belirli bir miktardaki DNA
molekiillerinin elde edilmesi agisindan 6nemlidir. En basit yontemlerden biri, ¢ift zincirli

DNA’ya baglanan “SYBR Green I” floresan boyasmin kullanilmasidir (Sirin, 2018).
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Calismamizda izole edilen RNA'larin cDNA'ya cevrilmesinden sonra qRT-PZR
ile gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi gerceklestirildi. Qubit dlgimlerine gore
reaksiyon sonucundaki degisimleri net gormek i¢in cDNA miktar1 her bir reaksiyonda 60
ng olacak sekilde hesaplama yapilarak, CONA miktarlar1 her bir 6rnek icin ayr1 ayri
hesaplandi. Elde edilen cDNA 6rneklerinin yogunluguna gore uygun miktarda Nukleaz-
free water eklenip sulandirildi. qRT-PZR analizinde hedef gen olarak RHEB geni,
housekeeping gen olarak BETA AKTIN (ACTB) geni kullanildi. Calismada negatif

kontrol olarak igerisinde cDNA 6rnegi icermeyen Real time karisimi kullanildi.

Tablo 3.3’de gRT-PZR isleminde kullanilan RHEB ve ACTB genlerine ait
primerler gosterilmistir. Calismada kullanilan qRT-PZR bilesenleri ve miktarlar1 Tablo

3.4.’de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.3. qRT-PZR Isleminde Kullanilan RHEB ve ACTB Genlerine Ait Primerler

RHEB F 5'- AAGTCCCGGAAGATCGCCA-3'
RHEB R 5-GGTTGGATCGTAGGAATCAACAA-3'
ACTB-F 5’-GCATGGGTCAGAAGGATTCC-3'
ACTB-R 5’-CACGCAGCTCATTGTAGAAGG-3'

Tablo 3.4. qRT-PZR’da Ornek Basma Kullanilan Tepkime Bilesen ve Miktarlar1

Bilesenler Miktar
2x Master Mix Green 12,5 ul
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 ul
cDNA Ornegi 3ul
dH20 8,5 ul

Total Hacim 25 ul
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RT-PZR karigimlar1 hazirlandiktan sonra 96 orneklik plate’e esit hacimlerde
dagitildi ve tizerlerine cDNA 6rnekleri eklendi. Tablo 3.5’de belirtilen RT-PZR programi

kullanildi.

Tablo 3.5. qRT- PZR Protokoli

Asama Asama Adi Dongii Sayis1  Sicaklik Stire

1 Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95.0°C 15 dakika
95.0°C 15 saniye

2 PCR Amplifik 4

CR Amplifikasyonu 0 60.0°C I dakika

95.0°C 30 saniye

Erime Egrisi  Erime Egrisi 1 60.0°C 15 saniye
95.0°C 15 saniye

RHEB geninin ifade diizeyi, 2"2A°T metodu ile hesaplandi.Hesaplama islemi
asagidaki formile gore yapilds,
ACt (Bobrek tumdr dokusu) = RHEB geni (Ct ortalama)- Aktin geni (Ct ortalama)
ACt (Kontrol dokusu) = RHEB geni (Ct ortalama)-Aktin geni (CT Ortalama)
AACT = ACt (bobrek timor dokusu)- ACt (kontrol grubu) (Schmittgen ve Livak,

2008).
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3.2.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Calisma gruplarmm genel niteliklerini belirlemek igin tanimlayici istatistikler
kullanildi. Surekli degiskenlerin verileri Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edildi;
kategorik degiskenlerin verileri ise n (%) formatinda sunuldu. Istatistiksel analizler, SPSS
yaziliminin Statistics 26.0 versiyonu kullanilarak yapildi. Tiimdr ve kontrol dokularina
ait mRNA ekspresyonu analizi, Paired Sample Test ile analiz edildi. p degerlerinin

"0.05’ten" kiigiik olmas1 durumunda, bu degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calisma icin, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji
Poliklinigi'ne bagvurarak bobrek kanseri tanist alan 11 bireye ait bobrek tiimor dokulart
ve bu hastalara ait saglikli bobrek dokular1 kullanildi. Caligma grubu, yas araligi 39 ile
75 olan 6 kadin ve 5 erkek bireyden olusmaktaydi. Tiim analizler Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. Calisma gruplarina ait demografik veriler Tablo
4.1°de gosterilmistir. Caligma grubundaki bireylerin; 5 tanesi Evre 1, 1 tanesi Evre 2, 4
tanesi evre 3, 1 tanesi evre 4 olarak tespit edilmistir ve evre dagilim grafigi Sekil 4.1' de

verilmistir.

Tablo 4.1. Calisma Grubundaki Bireylerin Demografik Verileri

n=11
Yas Ortalamasi, Ort £ SS 62 +11.61
Cinsiyet, n (%) Kadin 6 (% 54.55)

Erkek 5 (% 45.45)

Kisi Sayis1

EVRE

Sekil 4.1. Calisma Grubundaki Bireylerin Evre Dagilim Grafigi
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4.1. RHEB Gen Ifade Diizeyinin Analiz Sonuclar

Bobrek timor dokularindan ve saglikli bobrek dokularindan total RNA
izolasyonundan sonra, cDNA elde edildi. ACTB, housekeeping geni olarak secildi ve
RHEB gen ekspresyon diizeyleri bu gen ile normalize edildi. 2-22¢t formiilii ile kat artis1
hesaplanarak elde edilen veriler ile istatistiksel analizler yapildi. Veriler ort + SS olarak
verildi. gqRT-PZR sonuglari, RHEB gen ekspresyonunun boébrek timoér dokularinin

%18'inde (2/11) arttigini, %82'sinde (9/11) ise azaldigin1 gosterdi.

gRT-PZR sonuglarina gére ACTB ve RHEB genine ait amplifikasyon ve erime

piki sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3' de gosterilmistir.
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Sonuglarin degerlendirilmesi 0.9-1.1 aralig1 kullanilarak yapildi. 0.9°dan kiiglik
degerler saglikli bobrek dokusuna oranla bobrek tiimor dokusunda RHEB geninin ifade
dizeyinin azaldigi, 1.1’ den blylk degerler saglikli bobrek dokusuna oranla bobrek
tumor dokusunda RHEB geninin ifade diizeyinin arttigi, 0.9-1.1 arasindaki degerler ise
sagliklt bobrek dokusu ile karsilastirildiginda ifade diizeyinde bir degisiklik olmadigi
kabul edildi (Livak & Schmittgen, 2001). Bu degerlendirmeye gore bobrek tumaor
dokusunda RHEB geninin ifade diizeyindeki kat artis1 0.53 olarak bulundu. Sekil 4.4’de
tumor bobrek dokusu ve saglikli bobrek dokusuna ait kat artis grafigi verilmistir. Bu
sonuclara gore tumor dokusunda RHEB gen ekspresyon diizeyi kontrol dokusuna oranla
diistik bulunmus olmasina ragmen bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.083).

Tablo 4.2'de gosterildigi gibi sonuglar degerlendirilirken Bagimli Orneklem T
Testi kullanildi ve p degeri 0.05'ten buyilk hesaplandig: icin sonuc istatiksel olarak

anlamsiz kabul edildi.

12
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<]
<
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0.4
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Timor Bobrek Dokusu Saglikli Bébrek Dokusu

Sekil 4.4. Timor ve Saghkli Bobrek Dokularinda RHEB Genine ait Kat Artis Grafigi



Tablo 4.2. p Degeri Tablosu

Ornekler 2-AACT p Degeri
Tiumor Bobrek Dokusu
(n=11) 0,53
0,083
Saglikli Bobrek Dokusu
(n=11) 1
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4. TARTISMA

RHEB proteini, GTP’yi baglama ve hidroliz etme yetenegi olan hiicre zarinda
bulunan 6nemli bir proteindir. Bu protein, hicre biytumesi ve dizenlenmesinde kritik bir
rol oynayarak mTOR sinyal yolunda merkezi bir rol Ustlenir (Tee ve ark., 2005).
Literatlrl taradigimiz kadariyla bobrek kanserinin de dahil oldugu tirolojik kanserler ile

RHEB geni arasindaki iligkiyi arastiran smirli sayida ¢alisma mevcuttur.

RHEB/MTOR aktivasyonunun kanserdeki roliinin ve bu sinyal yolunun
regulasyonunun incelendigi Babcock ve Quilliam tarafindan yapilan bir galismada RHEB
ve MTOR sinyal yolunun kanser gelisimindeki 6nemi vurgulanmistir. Bu ¢aligmada
RHEB gen ekspresyon duzeyinin RHK dokularinda azaldigi tespit edilmis ve bu azalma
MTOR sinyal yolunun inhibisyonuyla iliskilendirilmistir. Bu sinyal yolunun
hedeflenmesinin RHK tedavisinde potansiyel bir strateji olabilecegi 6ne stiriilmiistiir.
Babcock ve Quilliam tarafindan yapilan bu ¢alismaya ait sonuglar ile bizim ¢alisma
sonuglarimiz uyum gostermektedir. Bu da RHEB geninin hem RHK gelismesi hem de

tedavisindeki potansiyel roliinii destekler niteliktedir (Babcock & Quilliam, 2011).

Tigh ve ark.’lari, tarafindan iirolojik kanserlerden biri olan mesane kanseri ile
RHEB gen ifade diizeyinin inceledigi ¢aligmada tiimor doku 6rneklerinde RHEB gen ifade
diizeyinin, normal doku 6rneklerine kiyasla daha ylksek oldugu tespit edilmis ancak bu
degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Tigh ve ark.’nin ¢aligsmasi ile benzer
nitelikte olan ¢aliyjmamizda, RHEB gen ifade diizeyinin tiimor dokularinda azaldig: tespit
edilmigtir. Ancak, Tigli ve ark.’nin ¢aligmasinda RHEB gen ifade diizeyinin timor

dokularinda yiiksek oldugu belirlenmistir (Tigli H., 2009).
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Eom ve ark.’larmin RHEB'in hiicre buytumesi ve proliferasyonundaki énemini
vurguladigi ¢aligmasinda meme fibroadenomlarinda RHEB gen ekspresyon diizeyi

incelenmis ve RHEB gen ekspresyonunun fibroadenomlarda arttig1 bildirilmistir (Eom ve

ark., 2008).

Liu ve ark.’larmin yapmis oldugu c¢ahisma, kicik hicreli olmayan akciger
kanserinde (NSCLC) miRNA'larin tiimor olusumunu RHEB'i hedef alarak etkiledigine
dair bilgiler sunmaktadir. Arastirma, miRNA'larm, RHEB geninin ekspresyonunu
baskilayarak hicre proliferasyonunu ve tumér buyumesini engelledigini ortaya
koymustur. Spesifik olarak, miRNA'larm RHEB mRNA'sina baglanarak onun
translasyonunu inhibe ettigi ve bu mekanizma ile RHEB protein seviyelerini azalttigi
gosterilmistir. Bu, hicrelerin biylime ve proliferasyon kapasitesini diistirmekte,

dolayisiyla tiimor gelisimini baskilamaktadir (Liu ve ark., 2022).

Knowless ve ark.’lar1 mesane karsinomun mTOR/RHEB sinyal yolaginda bir
tumor baskilayici olarak gorev alan TSC1 genine ait mutasyonlari incelemisler ve bu
gende meydana gelen mutasyonlarm mTOR yolunun agir1 aktivasyonuna yol agarak
hiicresel proliferasyonu artirabilecegini rapor etmislerdir. Dolayisiyla gesitli kanser
tirlerinde RHEB ekspresyonunun azalmasi, TSC1 gibi timor baskilayici genlerin
fonksiyon kaybindan kaynaklaniyor olabilir ve bu durum mTOR yolunun asiri

aktivasyonuna neden olarak timor gelisiminde etkili olabilir (Knowless ve ark., 2003).
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Kobayashi ve ark.’larinin ¢alismasi RHEB'in prostat kanseri hiicrelerinde
androjen reseptorinun transaktivitesini ve mTOR-S6 kinaz yolunun regulasyonunu
etkileyebilecegini  gOstermektedir. Bu bulgu, RHEB'in kanser hcrelerinin
proliferasyonunu ve biylmesini etkileyebilecegini 6ne slirmektedir (Kobayashi ve ark.,

2010).

Lw ve ark.’lar1 caligmalarinda, farkli karaciger kanseri hiicre hatlarinda RHEB
ekspresyonunu incelemiglerdir ve aymi zamanda Kklinik verilerle iliskisini
degerlendirmislerdir. Karaciger kanseri dokusunda RHEB ekspresyonu, normal dokulara
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, yilksek RHEB ekspresyonu olan hastalarda
genel sagkalim slresinin azaldigi gézlenmistir. Bu bulgular, RHEB ’in Hepatoseliler
karsinom (HCC)’un gelisiminde ve prognozunda oOnemli bir rol oynadigini

vurgulamaktadir (L ve ark., 2018).

Tan ve ark.’lar1 RHEB ’in pankreas adenokarsinomu (PAAD)’ndaki islevini daha
iyi anlamak amaciyla c¢alisma yapmuglardir. Calisma sonuglarma g6re, RHEB'in,
PAAD'da anlamli derecede asir1 eksprese edildigi gosterilmis ve ylksek ekspresyonu
kotli prognozla iliskilendirilmistir. RHEB, pankreas kanseri hicrelerinin ¢ogalmasini,
goclinu tesvik etmektedir. Calisma sonuglari, RHEB' in hiicre dénglsi ilerlemesine ve
WNT sinyal yoluna katildigmi gostermistir. Bu bulgular, RHEB'in PAAD'de yukari
regiile edildigini ve potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini gostermektedir (Tan ve

ark., 2021).
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Tian ve ark.’lart RHEB ve rapamisin (mTOR) sinyal yolunun Kolorektal kanser
(CRC) ile iligkisini arastirmislardir. Bu c¢alismada, RHEB gen susturmasinin, CRC
hastalarindan elde edilen hiicrelerde mTOR sinyal yolunu hedefleyerek hicre
cogalmasmi, farklilasmasini ve apoptozu etkileyip etkilemedigi incelenmistir. CRC
dokularinda RHEB ve Ki-67 ekspresyon oranlari belirlenmis ve RHEB susturmasi
sonucunda hiicrelerde mTOR, p70S6K ve 4EBP1 fosforilasyonunun azaldig: tespit
edilmistir. Aynm1 zamanda RHEB susturulmasinin, hicre proliferasyonunu ve
farklilagsmasini baskiladigi, ancak apoptozu hizlandirdig1 goriilmiistiir. Bax ekspresyonu
ise artmustir. Bu veriler, RHEB gen susturmasmim mTOR sinyal yolunu etkisiz hale
getirerek apoptozu hizlandirabilecegini ve hiicre g¢ogalmasini baskilayabilecegini
gostermektedir (Tian ve ark., 2019).

Yukarida da belirtildigi gibi, literatiirii inceledigimiz kadariyla farkl kanser
turlerinde RHEB gen ekspresyon degisiklikleri incelenmis ve genellikle RHEB gen ifade
diizeyinin tiimor dokularinda arttig1 rapor edilmistir.

Calismamizda, hasta ve kontrol gruplar1 arasmmda RHEB geninin mRNA
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda tiimoér dokusunda kontrol dokusuna oranla
RHEB geninin mRNA ekspresyon seviyesinin azaldigi ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir (p= 0.83). Bu ¢aligma, 11 hasta Uzerinde
gerceklestirilmis olup ve bu goreceli olarak kiciuk orneklem grubu g¢alismadaki
sonu¢larimizin genellestirilebilirligini smirlamaktadir. Calismamizda hasta sayismin
sinirli olmasi ve ekspresyon seviyelerinin farkli evrelerdeki hasta gruplarinda incelenmesi
nedeniyle, elde edilen sonucglarin literatiirdeki verilerle uyum gostermemis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, daha genisOrneklem gruplar1 Uzerinde yapilacak ileri
caligmalar, RHEB geni mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin hastalik

stirecindeki roliini daha 1yi anlamamizi saglayabilir.
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