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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AKCIGER KANSERI PATOGENEZINDE SIRTUIN’IN ROLU

ilke ULU

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Tez Danmismani: Dog. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Temmuz 2019, 89 sayfa

GLOBOCAN 2018 verilerine gore, akciger kanseri, en sik rastlanan kanser tiirlerinden biri
olmakla birlikte, kanserden Oliimlerin yaklagik beste birinden sorumludur. Akciger
kanserinde, SIRT1 ekspresyonunun arttigi ve kotii prognozla iliskili oldugu, SIRT2

ekspresyonunun ise azaldig1 bulunmustur.

Akciger adenokarsinomlarinda ¢ogunlukla KRAS proto-onkogen mutasyonlar1 goriiliirken,
kiiciik hiicreli akciger karsinomunda tiimor baskilayict gen P53 mutasyonu ile EGFR
amplifikasyon ve mutasyonu daha sik goriiliir. SIRT1 ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin
artmasinin, P53'li ve potansiyel olarak bagka timdr baskilayici genleri inhibe ederek kanser
riskini arttirabilecegi ongoriilmektedir. Genel olarak, SIRT2 asir1 ifadesinin ise, hiicre
proliferasyonunu azalttigi ve DNA hasar stresine cevap olarak hiicre oliimiinii diizenledigi
bulunmustur. Ayrica, SIRT2’nin akciger adenokarsinomlarinda siklikla goriilen KRAS proto-

onkogenini deasetile ettigi ve aktivitesini diizenledigi bilinmektedir.

Memeli sirtuinleri hiicrenin strese karsi direncinde ve hiicre Sliimiiniin diizenlenmesinde

onemli rol oynar. Sirtuinlerin, NAD* bagimli deasetilaz ya da mono-ADP-ribozil-transferaz



OZET (devam ediyor)

aktiviteleri bilinmektedir. Cesitli transkripsiyon faktorlerinin ve enzimlerin deasetilasyonu ile
birgok hiicresel mekanizmay1 diizenlemektedir. Memelilerde Sirtuin ailesinin farkli hiicresel

bolmelerde lokalize olan ve gesitli etkilere sahip yedi tiyesi bulunmaktadir (SIRT 1-7).

Bu ¢alismada Sirtuin ailesi liyelerinden sirasiyla SIRT1 ve SIRT2’ye ait iki polimorfizmi
(rs11596401 C/T ve rs2015 A/C) arastirdik. Calisma popiilasyonu 100 akciger kanserli hasta
ve 100 saglikli kontrolden olugmaktaydi. EDTA iceren tiiplere kanlar toplandiktan sonra
genomik DNA izolasyonu yapildi. Genetik polimorfizmler; polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (PCR- RFLP) yontemiyle tespit edilmis olup

sonuglar ki-kare testi ve lojistik regresyon ile analiz edildi.

Yaptigimiz analizler sonucunda SIRTI1 rs11596401 (C/T) gen polimorfizmi igin genotip
dagilimi (p=0.593) ve alel dagilimi1 (p=0.617) arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamadi. SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmi i¢in elde ettigimiz verilere gore genotip
(p=0.306) ve alel dagilim1 (p=1.0) arasinda da anlamli bir farklilik bulunamadi.

Sirtuin gen polimorfizmleri ile akciger kanseri arasindaki ilskiyi arastirdigimiz bu ¢alismanin
sonucunda SIRT1 rs11596401 (C/T) ve SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmleri ile insan

akciger kanseri arasinda anlamli bir iligki saptanamamastir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Sirtuin, SIRT1, SIRT2, rs11596401, rs2015,

polimorfizm

Bilim Kodu: 401.02.00
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M.Sc. Thesis

THE ROLE OF THE SIRTUIN IN THE PATHOGENESIS OF LUNG CANCER

ilke ULU

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
July 2019, 89 pages

According to data of GLOBOCAN 2018, lung cancer is one of the most common types of
cancer, it is also responsible for about one out of five of cancer deaths. It was discovered that in
lung cancer, SIRT1 expression increased and correlated with poor prognosis and SIRT2

expression was decreased.

While KRAS proto-oncogen mutations are mostly seen in lung adenocarcinomas, tumor
suppressor gene p53 mutation and EGFR amplification and mutation are more common in
small cell lung carcinoma. It is contemplated that increased expression and/or activity of
SIRT1 may increase cancer risk by inhibiting p53 and potentially other tumor suppressor
genes. In general, 1t was discovered tahat SIRT2 overexpression reduces cell proliferation and
regulate cell death in response to DNA damage stress. In addition, it is known that SIRT2
deacetylate and regulate activity of KRAS proto-oncogene, which is common in lung

adenocarcinomas.

Mammalian sirtuins play an important role in cell resistance to stress and regulation of cell

death. NAD + dependent deacetylase or mono-ADP-ribosyl-transferase activities of sirtuins



ABSTRACT (continued)

are known. It regulates many cellular mechanisms by deacetylation of various transcription
factors and enzymes. In mammals, the Sirtuin family has seven members that are localized in

different cellular compartments and have various effects (SIRT 1-7).

In this study, we investigated two polymorphisms (rs11596401 C / T, A and rs2015 A/ C) in
respectively SIRT1 and SIRT2, from Sirtuin family members. The study population
composed of 100 patients with lung cancer and 100 healthy controls. Blood was collected into
EDTA-containing tubes and genomic DNA was extracted. Genetic polymorphisms were
detected by using polymerase chain reaction- based restriction fragment length polymorphism
(PCR- RFLP) and the results were analyzed by chi-square test and logistic regression

analysis.

As a result of our analyzes, no statistically significant difference was found between genotype
distribution (p=0.593) and allele distribution (p=0.617) for SIRT1 rs11596401 (C / T) gene
polymorphism. According to our data for SIRT2 rs rs2015 (A / C) gene polymorphism, no
significant difference was found between genotype (p=0.306) and allele distribution (p=1.0).

As a result of our study, which investigated the relation between Sirtuin gene polymorphisms
and lung cancer, no significant relation was found between SIRT1 rs11596401 (C/T) and
SIRT2 rs2015 (A/C) gene polymorphisms and human lung cancer.

Keywords: Lung cancer, Sirtuin, SIRT1, SIRT2, rs11596401, rs2015, polymorphism

Science Code: 401.02.02
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BOLUM 1

GIRIS

Kanser, gelismis ve gelismekte olan ekonomilerde, tiim yas gruplarinda énemli bir morbidite
ve mortalite nedenidir (Bray vd. 2018). Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi
(International Agency for Research on Cancer, IARC)’ nin 12 Eyliil 2018 tarihli raporunda
yayinladig verilere gore, kiiresel kanser yiikiiniin 2018'de 18.1 milyon yeni vakaya ve 9.6
milyon oliime yiikseldigi tahmin edilmektedir. 2040 yilinda ise kanser insidansinin yaklagik
29.5 milyon yeni vakaya ve 16.3 milyon 6lime neden olmasi beklenmektedir. Son verilere
gore, diinyada her 5 erkek ve 6 kadindan biri, yasamlar1 boyunca kanser olmakta ve her 8
erkek ve 11 kadindan biri de bu hastalik nedeniyle dlmektedir. Diinya c¢apinda, 5 yillik
prevalansa bakildiginda ise 5 yil i¢inde kanser tanist alan 43.8 milyon kiginin yasadigi tahmin
edilmektedir. Kanser yiikiiniin artmasindaki en 6nemli etkenler ise niifus artisi, yashlik, diger

ekonomik ve sosyal faktorler olarak gosterilmistir (WHO 2018a).

Diinya capinda insidansi en yiiksek ilk {i¢ kanser tiirii, akciger, meme ve kolorektal
kanserleridir. Mortalite agisindan ise sirasiyla birinci, besinci ve ikinci sirada yer
almaktadirlar. Bu ii¢ kanser tiirii, diinya capinda kanser insidansi ve mortalite yiikiiniin
yaklasik {icte birinden sorumludur. GLOBOCAN 2018 verilerine gore, akciger kanseri, en sik
rastlanan kanser tiirlerinden biri olmakla birlikte (2.1 milyon yeni vaka, toplam vakalarin
%11.6’s1), kanserden oOliimlerin yaklasik beste birinden sorumludur (1.76 milyon oliim,
toplam kanser 6liimlerinin %18.4°1i). Akciger kanseri kotii prognoz nedeniyle, diinyada 6liime
en ¢ok neden olan kanser tiirleri arasinda, erkeklerde birinci sirada (%22), kadinlarda ise

meme kanserinden sonra ikinci sirada (%13.8) gelmektedir (WHO 2018a).

Akciger kanseri, etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynadig bir hastaliktir. Sigara, hava
kirliligi gibi cevresel faktorler, mesleki karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar, gecirilmis
akciger hastaliklari, genetik ve immiinolojik faktorler baslica etiyolojik faktorlerdir (Toraks
2006).



Akciger kanseri; biyoloji, tedavi ve prognoz goz oniine alindiginda kiiciik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere 2 ana sinifa
ayrilmistir (Larsen ve Minna 2011). Akciger kanseri i¢in 5 yillik sag kalim oranlari
KHDAK’de yaklasik %15, KHAK’de ise %5 civarindadir (Janssen-heijnen ve Coebergh
2003). Kanser biyolojisi, teshis ve tedavisindeki son zamanlardaki gelismeler 5 yillik sag
kalim oranim %66’ya yiikseltmistir. Ancak bu gelismelerin akciger kanserine etkisi sinirl

kalmig ve 5 yillik sag kalim yaklasik %17’lere ulasabilmistir (URL-1).

Sirtuinler, mayadaki Sir2 (Silent Information Regiilator 2) ailesinin memeli homologudur
Sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™¥) bagimli deasetilaz ya da mono-ADP-
ribozil-transferaz aktiviteleri ile birlikte neredeyse tiim tiirlerde bulunan evrimsel olarak
korunmus bir ailenin iiyesidir. Memelilerde Sirtuin ailesinin farkli hiicresel bdlmelerde

lokalize olan ve ¢esitli etkilere sahip yedi tiyesi bulunmaktadir (Michan ve Sinclair 2007).

Sirtuinler, ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ve enzimlerin deasetilasyonu ile bir¢ok hiicresel
mekanizmay1 diizenlemektedir. Sirtuin ailesinin etki ettigi en 6neli mekanizmalarin basinda
gen ifadesinin diizenlenmesi gelir. Hiicre dongilisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, mitokondriyal
biyogenez, yag asidi oksidasyonu, hiicresel stres yaniti, insiilin salgilanmasi, yaslanma ve
inflamasyon gibi pek ¢ok fizyolojik slirecte rol oynayan sirtuinler; kanser, diyabet,
yaslanmaya baglh hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek c¢ok hastalikla
iliskilendirilmis olup strese bagl sinyal yolaklarinda kritik bir éneme sahitir (Taddei vd.
2005, Poulose ve Raju 2015, Palmirotta vd. 2016).

Yapilan ¢alismalarda SIRT1 (Sirtuin 1)'in ¢esitli kanserlerde yiiksek diizeyde eksprese oldugu
ve yiiksek SIRT1 ekspresyonu diizeylerinin, akciger kanseri de dahil pek ¢ok kanser tiiriinde
kotii prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir. SIRT1 ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin
artmasinin, P53'i ve potansiyel olarak baska tiimor baskilayici genleri inhibe ederek kanser

riskini arttirabilecegi 6ngoriilmektedir (Li vd. 2015, Lee vd. 2019).

Yapilan bir¢cok caligsma, hiicresel strese cevap olarak hiicre dongiisiinlin diizenlenmesindeki
rolii nedeniyle SIRT2 (Sirtuin 2)'nin tiimdrigenezde rol oynadigini1 géstermektedir (Inoue vd.
2007). Yapilan ¢aligmalar, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (Li vd. 2013), glioma (Hiratsuka
vd. 2003), mide karsinomlar1 (Peters vd. 2010) ve hepatoseliiler karsinom (Kim vd. 2011)

dahil olmak iizere birgok kanser tiiriinde, SIRT2 ekspresyonunun azaldigini gostermektedir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiratsuka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12963026

Sirtuinlerin mayalarda kesfinden bu yana bir¢ok ¢alisma yapilmistir. insan metabolizmasi,
yaslanma, kanser ve noérodejenerasyon gibi bir¢ok olayla iligkisi nedeniyle daha da 6nem

kazanacag diisiiniilmektedir (Bayram ve igci 2013).






BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 AKCIGER KANSERI

Akciger kanseri, solunum yolu epitel hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan
genetik degisikligin fenotipe yansidigi bir hastaliktir. Akcigerdeki malign epitelyal tiimorler,
akciger kanseri ve bronsiyal karsinom olarak da adlandirilir ve bu tiimoérlerin ¢gogu bronsiyal
sistem i¢inde santral ve daha kii¢iik hava yollarinin epitelyal veya néroendokrin hiicreleri ve

%10'dan daha az1 da akciger parankiminden kaynaklanmaktadir (Coskunpinar 2013).

Klinikte, akciger kanserinin, klinik, tedavi ve prognoz oOzelliklerini dikkate alarak kiiciik
hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak {izere
iki ana gruba ayrilarak tedavi ve takibi yapilir (Larsen ve Minna 2011). Kiigiik hiicreli akciger
kanseri; akciger kanserlerinin %10-15’ini olusturur. En hizli biiyliyen ve uzak metastaz
gosteren tipidir. Sigara ile ¢ok yakindan iligkilidir, bu tiimorlerin sadece %1°1 sigara igmemis
kisilerde ortaya ¢ikar. Cok hizli metastaz yaptigindan genellikle tan1 konuldugu sirada viicutta
yayilmis oldugu goriiliir. Kemoterapiye yanitt iyi olmasina ragmen uzun dénem sag kalim
oranlar1 diger kanser tiplerine gore daha diisiiktliir. Daha az metastaz yapan ve kemoterapiye
daha az cevap veren kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri ise en sik goriilen akciger kanseridir ve
tiim hastalarin %85-90’mn1 olusturur. KHDAK, adenokanser, skuamoz hiicreli kanser ve

biiyiik hiicreli kanser olmak {izere {i¢ ana pataojik alt gruba ayrilir (Cruz vd. 2011, URL-2).

2.1.1 Epidemiyoloji

Kanser, diinya genelinde bulasici olmayan hastaliklarin 6lim nedenleri arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada (%22) gelmektedir. Diinya Saglhk Orgiitii
(World Health Organization, WHO)’ niin yayinladig istatistiki verilere gore, 2016 yilinda 9
milyon kansere bagli 6liim bildirilmistir (WHO 2018b). Akciger ve meme kanseri, yeni vaka

sayist bakimmdan diinya capinda onde gelen tiplerdir; Bu tiirlerin her biri i¢in, 2018'de



yaklagik 2.1 milyon teshis konulmus olup toplam kanser insidans yikiiniin yaklasik
%11.6's1n1 olusturmaktadir. Akciger kanseri, ayrica diinya ¢apinda kotii prognoz nedeniyle en
fazla sayida oliimden (toplam 1.8 milyon 6liim, %18.4) sorumlu olup yaklasik her bes kanser

oliimiiniin birinden sorumludur (WHO 2018a).

Erkeklerde, akciger kanseri en sik rastlanan kanser tiirlidiir. Kadinlarda ise meme ve
kolorektal kanserden sonra ti¢lincii sirada yer almaktadir (erkeklerde toplam vakalarin %14.5'1
ve kadinlarda %8.4°1). Kanserden 6liim oranlarina bakildiginda ise erkeklerde birinci sirada
(%22.0), kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada (%13.8) yer almaktadir. Son
yillarda kadinlarda da goriilme sikliginda ciddi bir artis olmustur. Kadinlarda en yiiksek
insidans oranlari, Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa (6zellikle Danimarka ve

Hollanda'da), Cin, Avustralya, Yeni Zelanda ve Macaristan’da goriilmektedir (WHO 2018a).

Avrupa, akciger kanseri insidansmin %22.4’linli ve akciger kanserine bagli oliimlerin
%22’sini olusturmaktadir. Kuzey Amerika ise akciger kanseri insidansinin %12.1°1 ve akciger
kanserine bagli Oliimlerin  %9.8’in1  olusturmaktadir. Diinyanin diger bdlgeleriyle
karsilagtirildiginda Asya ve Afrika’da akciger kanserine bagli 6liim oranlarmin (sirasiyla
%60.7 ve %2.1), insidans (sirasiyla %58.5 ve %1.9) oranlarindan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Cogu iilkede, kotli prognozu olan belirli kanser ¢esitlerinin goriilme sikliginin
fazla olmasinin yani sira, zamaninda tan1 ve tedaviye erisimin kisitli olmasi gibi nedenlerle de

kansere bagli 6liim oranlar1 artmaktadir (WHO 2018a).

Latin  Afrika;%%2,1 _Okyanusys;
Amerikave

Karayip;

%46

W Asys

B Avrup3a

B Kuzey Amerika

B Latin Amerika ve Karayip

m Afrika

= Okyanusya

Toplam 1.761.007 olim

Sekil 2.1 2018 yilina ait Diinya genelindeki akciger kanserine bagli 6liim oranlar1 (Her iki
cinsiyet, tiim yas gruplari, GLOBOCAN 2018) (URL-3).



Ulkemizde de akciger kanseri sadece yaygin olarak goriilen bir kanser olmas1 yoniiyle degil,
neden oldugu mortalite ylikii nedeniyle de 6énemli bir saglik sorunudur. Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansi’nin GLOBOCAN 2018 verilerine gore, Tiirkiye’de 210.537 yeni kanser
vakast bildirilmis, 116.710 kisi kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Bu vakalarin
%16.5’ini akciger kanseri olusturmaktadir (34.703 yeni vaka). Kanserden oliimlerin basinda

da %28.9’luk oranla yine akciger kanseri gelmektedir (33.683 6liim) (Sekil 2.2).

55,7 56,2

(@) (b)

Sekil 2.2 a) 2018 yilina ait Tirkiye kanser insidansi oranlari, toplam 210.537 yeni vaka
b) 2018 yilina ait Tiirkiye’deki kanser nedenli 6liim oranlari, toplam: 116.710 6lim
(Her iki cinsiyet, tiim yas gruplari, GLOBOCAN 2018) (URL-3).

Tiirkiye’de yeni kanser vakalarinin, erkeklerde 29.405°1 (%24.7), kadinlarda ise 5.298’i
(%5.8) akciger kanseridir. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinin baginda akciger kanseri
gelmektedir, bunu prostat ve kolorektal kanser izlemektedir (Sekil 2.3). Kadimlarda ise
akciger kanseri yaygin goriilen besinci kanser tiirii iken en yaygin kanser tiiri meme
kanseridir, bunu tiroid ve kolorektal kanser izlemektedir. Mortalite acisindan bakildiginda
ise, erkeklerde kansere bagli dliimlerin basinda gelirken (28.525 6liim, %38.3), kadinlarda

meme kanserinden sonra ikinci sirada (5.158 6liim, %12.2) gelmektedir (URL-3).



Akciger 24,7 d 38,3

Prostat 14,6 R 6,9

Mortalite (%
Kolorektal 9,7 - 75 ortalite (%)
m insidans (%)

Mesane 8,1 - 4,7

Mide 6,2 q 8,6

Sekil 2.3 2018 yilina ait Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen ilk bes
kanser tiirii ve 6liim oranlari, GLOBOCAN 2018 (URL-3).

Meme 204 129

Tiroid 11,5 [N

Mortalite (%
Kolorektal 9,3 - 10,6 ortalite (%)
W insidans (%)

Korpus Uteri 6,0 - 2,5

Akciger 5,8 ! 12,2

Sekil 2.4 2018 yilina ait Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen ilk bes kanser tiirii ve 6lim
oranlari, GLOBOCAN 2018 (URL-3).

Akciger kanseri olgular1 biiylik oranda ileri (Evre IV) ya da lokal ileri evrede (Evre IIIA ve
I1I1B) saptanmaktadir. Olgularin %70’i tan1 aninda radikal tedavi olan cerrahi sansina sahip
olamamaktadir. Ulkemizde bu oran daha yiiksektir. Toraks Dernegi Akciger ve Plevra
Maligniteler1 Calisma Grubu’nun yapmis oldugu calismada, olgularin %86.7’sinin ileri

evrede yer aldigi tespit edilmistir (Cizelge 2.1) (Toraks 2006).



Cizelge 2.1 Akciger kanserli hastalarin tan1 anindaki evrelerinin dagilimi (Toraks 2006).

EVRE %

Evre 1 5.6

Evre 2 1.7
Evre 3A 14.2
Evre 3B 32.1
Evre 4 40.4

Bunlara ek olarak TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2014 verilerine gore akciger kanseri
evrelerinin ylizdelik dagilimlar1 lokalize %18.1, bolgesel %29.2 ve uzak metastaz %52.7
olarak agiklanmistir. Akciger kanserinin histolojik tiplerinin yilizdelik dagilimlariysa kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri %79.2, kiiciik hiicreli akciger kanseri %16.6 ve diger %4.2 olarak
gosterilmistir (Giiltekin vd. 2017).

2.1.2 Etiyoloji

Akciger kanseri, etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynadigi bir hastaliktir. Sigara, hava
kirliligi gibi ¢evresel faktorler, mesleki karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar, gecirilmis
akciger hastaliklari, genetik ve immiinolojik faktorler baglica etiyolojik faktorlerdir. Akciger
kanseri hastalarinin birinci derece yakinlarinda kanser riski artmaktadir (Toraks 2006, Spitz
vd. 2007).

2.1.2.1 Sigara

Titlin kullanimi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve kronik solunum yolu hastaliklar1 i¢in
onemli bir risk faktoriidiir (WHO 2018b). Sigara, akciger kanseri i¢in primer risk faktorii olup
biitiin akciger kanseri vakalarinin %80’inden fazlasindan sorumludur. Sigara kullanicisi olan
akciger kanseri hastalarinda histopatolojik olarak ¢ogunlukla kiiciik hiicreli akciger kanseri ve

skuamoz hiicreli akciger kanseri goriilmektedir (Cruz vd. 2011).

Sigarada tanmimlanmis olan yaklasik 4.000 tane kimyasal maddeden 50°den fazlasinin
karsinojen oOzellikte oldugu tespit edilmistir. En giiclii karsinojenler, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, N-nitrozaminler, ve heterosiklikaminlerdir. Sigarada



bulunan bu karsinojenler dogrudan DNA hasar1 olusturabilir veya enzimler araciligi ile aktif

metabolitlere doniiserek etki gosterebilir (Cruz vd. 2011).

Sigara i¢enlerde akciger kanseri goriilme olasiligi, sigara igmeyenlere gore 15-30 kat daha
fazladir. Sigara igme siiresi, icilen sigara sayisi, icilen sigara tipi ve sigaraya baslama yasi
kanser gelisiminde etkili faktorlerdir. Akciger kanseri gelisme riski, sigarayr birakmay1

takiben yaklasik 10-20 yil i¢inde, hi¢ igmeyenlerin diizeyine yaklasmaktadir (Cruz vd. 2011).

2016 yilinda, diinya genelinde 15 yas ve iistii 1.1 milyardan fazla insanin sigara ictigi tahmin
edilmektedir (Bu yas grubundaki erkeklerin %34°#, kadinlarin %6’s1) (WHO 2018b).
Ulkemizde ise akciger kanseri tanis1 konmus kadinlarin %17’sinin, erkeklerin ise %94 iiniin
sigara kullandig1 belirtilmistir (Giiltekin vd. 2017). Erken evrede tani alan akciger kanseri
hastalarinda sigarayr birakmanin olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarda sigara
kullanim1 devam ettigi takdirde ise mortalite ve ikinci bir primer tiimoriin olugsma oraninda

artis oldugu saptanmstir (Parsons vd. 2010).

Bunun yani sira sigara kullanmayanlarda da pasif igicilik nedeniyle akciger kanseri riskinin
yaklasik 3.5 kat arttig1 gozlenmistir. Pasif igicilerin maruz kaldigi dumanda, sigara igenlerin
soludugu dumanda bulunan kanserojenlerin tamami yer alir ve sigara fitresinden ge¢gmedigi
icin ¢ok daha yogundur (Miisellim 2007). Pasif igiciligin her yil diinya genelinde 21.400

akciger kanseri 6liimiine neden oldugu tahmin edilmektedir (Jemal vd. 2014).

2.1.2.2 Yas, Cinsiyet ve Irk

Akciger kanseri ileri yaslarda daha fazla goriilmektedir. Hastalarin %95’ini 50-70 yas
araligindaki kisiler olusturmaktadir (Halilgolar vd. 1999) ve 50 yas altindaki kisilerde
hastaligin goriillme orani %5-10’dur (Spiro ve Porter 2002, Radzikowska vd. 2001). Yash
bireylerdeki insidansin bu artis1 hormonal degisikliklerle birlikte, direncin azalmasi ve sigara
kullananlarda sigaranin zararli etkilerine uzun siire maruz kalinmasiyla iliskilidir (Alberg ve
Samet 2003). Ulkemizdeki olgularin biiyiik ¢ogunlugunda tan1 alan hastalar 45-65 yaslari
arasinda olup, %901 erkektir (Toraks 2006).

Akciger kanseri erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte, son yillarda kadinlarda insidansi

erkeklere gore daha hizli artis gostermektedir. Son zamanlarda yapilan olgu kontrol
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caligmalar1, sigara igen kadinlarda akciger kanseri gelisme riskinin erkeklere gore daha
yiiksek oldugunu gdstermistir. Ancak kadinlarda hayatta kalma oraninin erkeklere gore daha
fazla oldugu gozlenmistir. Histolojik tipler ve sag kalim acisindan da cinsler arasinda
farkliliklar vardir. Kadinlarda adenokarsinomlarin daha sik goriildiigii ve biraz daha geg

evrede tan1 aldiklari bildirilmistir (Zang ve Wynder 1996, Cruz vd. 2011).

Cok belirgin olmasa da etnik kokenler arasinda da akciger kanserine yatkinlik agisindan
farklar bulunmaktadir. Afrika kokenli Amerikalilarda ve Yeni Zellanda yerlilerinde daha
yiiksek 6liim oranlar1 gézlenmistir (Muir ve Nectoux 1996). Afrika kokenli Amerikalilarin,
beyaz kokenli Amerikalilara gore, 5 yillik sag kalim siiresi daha diisiik ve mortalite orant daha
yiikksek gozlenmistir (Alberg ve Samet 2003). Buna ek olarak bir ¢alismada siyahlarin
beyazlara gore tasidig1 akciger kanseri riskinin 1.8 kat fazla oldugu bildirilmistir (Wynder ve
Muscat 1995). Erkeklerde en sik %7.5 risk ile Afrika kokenli Amerikalilarda goriiliirken, en
diisiik risk %2 ile Isveclilerde goriilmektedir. Kadinlarda ise %3.5 risk ile yine Afrika kokenli
Amerikalilarda goriiliirken, en diisiik risk ise %1 ile Fransiz ve Korelilerde goriilmektedir

(Ferlay vd. 2010).

2.1.2.3 Diyet

Akciger kanserinde diyetin %5 oraninda etkili oldugu ileri siiriilmektedir. Akciger
kanserinden koruyucu olarak A vitamini, B-karoten, retinol iceren sari-yesil sebzelerin ve
meyvelerin tiiketilmesi tavsiye edilmektedir. E vitamini ve selenyum da antioksidan etki
gostererek riski azaltmaktadir. Benzer sekilde ¢ay (6zellikle yesil ¢ay) tiiketimi de koruyucu
etki gostermektedir (itil 2000). Sigara igenlerde diyetsel antioksidan konsantrasyonlar1 diisiik
olma egilimindedir (Miisellim 2007). Ancak bazi calismalarda, sigara icenler ve asbestosa
maruz kalanlar gibi akciger kanseri gelisme riski yiiksek olan kisilerde vitamin desteginin
koruyucu olmadigi, A vitamini fazlaliginin (Ginsberg vd. 2001) ve B-karoten aliminin akciger

kanseri mortalitesini arttirdig1 saptanmistir (Tanvetyanon ve Bepler 2008).
Yapilan ¢lalismalarda, yiliksek yagli diyetle beslenen sigara tiryakilerinde akciger kanseri

riskinin arttig1  gosterilmistir. Hayvanlarda yapilan c¢alismalardan bazilar1 zeytinyaginin

onemli bir koruyucu etkisinin oldugunu savunmaktadir (Smith vd. 1998).
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2.1.2.4 Cevresel Etmenler

Hava kirliligi, biyolojik yakitlar, radon gazi, asbest, kimyasal iirlinler (bocek ilaglari,

formaldehit) akciger kanseri riskinde artisa neden olan ¢evresel etmenlerdir (Siegfried 1998).

Hava Kirliligine yol acan maddeler arasinda, tasitlarin egzoslari, enerji santralleri ve sanayi
faaliyetlerinden kaynaklanan kimyasal madde salimlari ve evlerde isinmak i¢in kullanilan
yakitlar bulunmaktadir. Sanayilesme ve niifus yogunlugunun fazla oldugu kentsel bolgelerde
hava kirliligine bagli olarak akciger kanseri riskinin kirsal kesimlere oranla arttigi tespit
edilmistir. Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi’na gore diinya ¢apinda akciger kanserine

bagli her y1l 223.000 6liim hava kirliliginden kaynaklanmaktadir (Straif vd. 2013).

Mesleksel ve cevresel karsinojenler i¢inde en iyi bilinenler asbest ve radondur. Bunun
disinda, arsenik, berilyum, kadmiyum, formaldehit, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, krom,
nikel, silika, vinil klorid, iyonize radyasyon gibi etkenler de akciger kanseri riskini arttirmakta

ve bu etkenler ile sigara birlikteligi sinerjistik etki gostermektedir (Cruz vd. 2011).

Radon, uranyumun radyuma doniisiimii siirecinde dogal olarak ortaya ¢ikan renksiz, kokusuz
ve radyoaktif bir gazdir. Uranyum madenlerinde ¢alisanlar ve niikleer tesislerde ¢alisanlarda
radyoaktif madde maruziyeti nedeni ile daha yiiksek akciger kanseri riskine sahiptirler
(Boffetta 2004). Radon gazi (6zellikle Rn222)’nin RAS (Rat Sarkoma Viral Proto-onkogen)
ve P53 mutasyonlarina sebep oldugu gosterilmistir (Vdhakangas vd. 1992).

2.1.2.5 Aile Oykiisii ve Genetik Yatkinlik

Epidemiyolojik calismalar akciger kanserinde aile Oykiisiiniin 6nemli olabilecegini de
vurgulamaktadir. Kanserli hastalarin birinci derece akrabalarinda akciger kanseri riski 2,4 kat
artmaktadir. Ayrica erken yasta akciger tanist almig birden fazla akrabasi olan bireylerde

riskin daha fazla oldugu goézlenmistir (Spitz vd. 2007).

Spesifik genlerin ya da genetik varyasyonlarin akciger kanserine yatkinligi arttirdigi
diistiniilmektedir. Karsinojenleri iceren toksik ajanlarin metabolizmasinda rol oynayan
enzimlere ait mutasyonlarin kanser gelisimine yatkinlik olusturdugu yoniinde yayinlar da son

zamanlarda literatiirde yer almaktadir. Bugiine kadar akciger kanserinin ortaya ¢ikmasinda
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sorumlu olabilecek genler sitokrom P450 aile iiyeleri CYP1Al, CYP2D6, CYP2A6, CYP2C9,
CYP3A4, CYP2E1l ve glutatyon S-transferaz iiyeleri GSTM1, GSTT ve GSTP olarak
belirlenmistir. Bunlardan CYP1Al, CYP2D6 ve GSTML1 en iliskili olanlardir (Ruano-Ravina
2003, Cruz vd. 2011).

Tiimdr baskilayici genler, onkogenler ve DNA onarim kapasitesi, sigara i¢enlerde yatkinligi
belirlemedeki diger etkenlerdir. Onkogenlerin en 6nemli gruplar1 arasinda MYC (c-MYC, L-
MYC, N-MYC) ve RAS (K-RAS, H-RAS, N-RAS) aileleri bulunmaktadir (Miisellim 2007).
Timor supresor P53 ve RB genindeki kalitsal mutasyonlara sahip bireylerin daha yiiksek
akciger kanseri riskine sahip olduklar1 bilinmektedir (Takahashi 1989, Nevins 2001). Ayrica
EGFR (Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorii)’deki nadir bir germline mutasyonu (T790M)
ailesel kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri vakalari ile iliskilendirilmistir (Bell vd. 2005). Son
dénemde yapilan bazi c¢alismalarda 5p15.33, 6p21.33 ve 15025.1'deki polimorfik
varyasyonlarin akciger kanseri ile iligkili oldugu saptanmistir (Amos 2008, Wang vd. 2008c,
Landi vd. 2011).

Akciger kanseri, tim tiimorler i¢inde genetik bozukluklarin en fazla oldugu kanserlerden
biridir (Cooper vd. 2013). Mevcut bilgiler 1s18inda genetik yatkinlik profili elde edebilmek

i¢in ¢ok sayida genin farkli polimorfizmleri tespit edilerek incelenmektedir.

2.1.2.6 Akciger Hastaliklar

Bircok arastirma solunumsal hastaliklar ile akciger kanseri arasinda pozitif bir iligski oldugunu
gostermistir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi’na goére kronik bronsit, pndmoni,
amfizem gibi solunum yolu hastaliklarindan birini gegiren bireylerin akciger kanserine

yakalanma riski artmaistir.

Tiiberkiiloz, brongektazi, pndmoni, abse, pulmoner emboli, interstisyel akciger hastaliklar
gibi akcigerde skatris birakan hastaliklarda, skar dokusunun kanser gelisimine zemin
olusturdugu ve akciger tiiberkiilozu geciren olgularda akciger kanseri gelisme riskinin 8 kat

fazla oldugu belirtilmektedir (Tatar vd. 2000).

Diger malign hastaliklar nedeniyle radyoterapi uygulanan hastalarda, primer akciger kanseri

acisindan risk altindadir (Kaufman vd.2008).
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2.1.3 Klinik Ozellikler

Akciger kanseri tanist ¢ogunlukla erken evrelerde konulamamaktadir. Bunun muhtemel
sebebi hastaligin metastaz yapmadan ya da lokal olarak daha agresif hale gelmeden once
belirti gostermemesidir. Akciger kanseri tanisi alan vakalarin yaklasik dortte birine erken
evrede tan1 konmaktadir. Aslinda bu vakalarin tipik olarak semptomlar1 yoktur ve insidental
olarak saptanir. Hastalarin yarisindan fazlasi ise ileri evrede primer timor, uzak metastaz ve

paraneoplastik sendroma bagli semptomlarla tan1 almaktadir (Ost vd. 2013).

Erken donemde semptomlarin 6zgiin olmamasi, saglam kisilerde dahi goriilebilen belirtiler
ve/veya eslik eden hastaliklar nedeniyle akciger kanseri ilk planda akla gelmeyebilir. En sik
gbzlenen semptomlar Sksiiriik, kilo kaybi, nefes darhigi, gogiis agrisidir. Oksiiriik sigara icen
bireylerde mevcut olup, karakter degistirerek devam ederse akciger kanserinden
stiphelenilebilir. Nefes darligi da cogunlukla karsilagilan semptomlardan olup ayirict bir
ozellige sahip degildir. Bunlarla birlikte invazyonla beraber Siiperior vena kava sendromu,
Horner sendromu, ses kisikligi, disfaji meydana gelebilir. Hizli hiicre ¢ogalmasina bagh
olarak ani ortaya ¢ikan ve hizla ilerleyen semptomlar goriilmesi, santral yerlesimli kitle
saptanmasi ve tanida hematojen metastazlar bulunmast KHAK igin tipik 6zelliklerdir. Basta
karaciger, adrenaller, beyin ve kemik olmak {izere hemen her organa metastaz yapabilirler.
(Ost vd. 2013).

Paraneoplastik semptom ya da sendromlardan uygunsuz antiditiretik hormon salinimina bagh
hiponatremi, Cushing sendromu daha ¢ok KHAK ve karsinoid tiimorlerin erken evresinde
goriiliirken,  hiperkalsemi,  siklikla ~ skuam6z  hiicreli  karsinomlarla  iligkilidir.
Adenokarsinomlarda, diger tiplere gore endokrin ve paraneoplastik sendromlar daha az
gozlenmektedir (Ost vd. 2013).

2.1.4 Histopatolojik Sitmflandirma
Diinya Saglik Orgiitii 2015°te akciger kanseri siniflandirmasimi giincelleyerek agiklamistir. Bu
simiflandirmada temel olarak akciger kanseri; epitelyal tiimdrler, noroendokrin tiimorler,

mezenkimal tiimorler, lenfohistiyosit tlimorler, ektopik orijinli tiimorler ve metastatik

tiimorler olmak tizere alt1 ana gruba ayrilmustir (Cizelge 2.2) (Travis vd. 2015).
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Cizelge 2.2 Akciger kanserinin histopatolojik siniflandirmasi (Travis vd. 2015).

HiSTOLOJIK TiP VE ALT TiP

EPITELYAL TUMORLER
Adenokarsinoma
Lepidik adenokarsinoma
Asiner adenokarsinoma
Papiler adenokarsinoma
Mikropapiller adenokarsinoma
Solid adenokarsinoma
Invaziv miisindz adenokarsinoma
Mix invaziv miisindz ve nonmiisinéz adenokarsinoma
Kolloid adenokarsinoma
Fetal adenokarsinoma
Enterik adenokarsinoma
Minimal invaziv adenokarsinoma
Nonmiisinz
Miisinéz
Preinvaziv lezyonlar
Atipik adenomatdz hiperplazi
In situ adenokarsinoma
Nonmiisin6z
Miisin6z
Skuamoz Hiicreli Karsinoma
Keratinize skuamoz hiicreli karsinoma
Nonkeratinize skuaméz hiicreli karsinoma
Bazaloid skuaméz hiicreli karsinoma
Preinvaziv lezyonlar
In situ skuamiz hiicreli karsinoma
NOROENDOKRIN TUMORLER
Kiiciik Hiicreli Karsinoma
Kombine kii¢iik hiicreli karsinoma
Biiyiik Hiicreli Noroendokrin Karsinoma
Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinoma
Karsinoid Tiimorler
Tipik karsinoid tiimdrler
Atipik karsinoid tiimérler
Preinvaziv Lezyon
Diffiiz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi
Biiyiik Hiicreli Karsinoma
Adenoskuamoéz Karsinoma
Sarkomatoid Karsinomalar
Pleomorfik karsinoma
Igsi hiicreli karsinoma
Dev hiicreli karsinoma
Karsinosarkoma
Pulmoner blastoma
Diger ve Smiflandirilmams Karsinomalar
Lenfoepitelyoma benzeri karsinoma
NUT karsinoma
Tiikiiriik Bezi Tipi Tiimorler
Miikoepidermoid karsinoma
Adenoid kistik karsinoma
Epitelyal-miyoepitelyal karsinoma
Pleomorfik adenoma
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(Cizelge 2.2 devam ediyor)

Papillomalar

Skuamoz hiicreli papilloma

Ekzofitik

Inverted (ters)

Glandiiler papilloma

Mix skuaméz ve glandiiler papilloma
Adenomalar

Sklerozan pndmositoma

Alveoler adenoma

Papiller adenoma

Miisindz kistadenoma

Mukéz bez adenomast
MEZENKIMAL TUMORLER
Pulmoner Hamartoma
Kondroma
PEComatoéz Tiimorler

Lenfanjiyoleiomiyomatoz

PEComa, iyi huylu

Berrak hiicreli tiimor

PEComa, kotii huylu
Konjenital Peribronsiyal Miyofibroblastik Tiimor
Diffiiz Pulmoner Lenfanjiyomatoz
inflamatuar Miyofibroblastik Tiimér
Epiteloid Hemanjiyoendotelyoma
Plevropulmoner Blastoma
Sinoviyal Sarkoma
Pulmoner Arter intimal Sarkoma
Pulmoner Mixoid Sarkoma (EWSR1-CREBL1 translokasyonu)
Miyoepitelyal Tiimorler

Miyoepitelyoma

Miyoepitelyal karsinoma
LENFOHISTIYOSIT TUMORLER
Mukoza iliskili Ekstranodal Marjinal Zon Lenfoma

Lenfoid doku (MALT lenfoma)
Diffiiz Biiyiik Hiicreli Lenfoma
Lenfomatoid Graniillomatoz
Intravaskiiler Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
Pulmoner Langerhans Hiicreli Histiyositoz
Erdheim- Chester Hastahgi
EKTOPIiK ORIJINLI TUMORLER
Germ Hiicreli Tiimorler

Teratoma, matiir

Teratoma, immatiir
intrapulmoner Timoma
Melanoma
Menenjiyoma, NOS
METASTATIK TUMORLER
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Onceki yillarda, skuamoz hiicreli kanser, akcifer kanserlerinin yaklasik %350’sini
olustururken son yillarda etiyolojide sigara kullaniminin artmasi nedeniyle adenokarsinomun
daha sik goriildiigi bildirilmektedir (Cruz vd. 2011). Akciger kanserlerinin tedavisindeki en
onemli gelisme, adenokarsinomlarda hedefe yonelik yeni ajanlar uygulanmasi olmustur. Bu
nedenlerle arastirmalar ve yeni c¢alismalar akciger adenokarsinomlar1 iizerinde

yogunlagsmaktadir (Y1ldiz 2017).

Akciger kanserinin hiicre tipi, hem tedavi hem prognoz ile iliskilidir. Klinikte, akciger
kanserinin, klinik, tedavi ve prognoz ézelliklerini dikkate alarak kiigiik hiicreli akciger kanseri
ve kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri olmak tizere iki ana gruba ayrilarak tedavi ve takibi

yapilir (Larsen ve Minna 2011).

2.1.5 Evreleme

Akciger kanseri tanisi alan hastalarda evreleme, hastaligin seyri, yayilmasi ve tedavisini
belirlemek agisindan biiylik bir 6neme sahiptir. Bu sayede daha onceki benzer evredeki
hastalara ait deneyim ve tedavi sonuclarma gore yeni vakalarda en uygun tedavi sec¢imi
saglanabilmektedir. Dogru evreleme, tedavi sonuglari1 ve klinik aragtirmalarini
degerlendirmek kanser arastirmalarina baz olusturmasi agisindan biiyiik 6nem tagir. Ulusal ve
uluslararas1 platformda kanser vakalarinin klasifikasyonu iizerinde anlasilmasi, klinik
deneyimin sliphe igermeden aktarilmasimi saglamaktadir (Ergliney 2012). Bu nedenle
evreleme i¢in, primer tiimoriin bliylikligl ve yayilimima (T), bolgesel lenf bezi tutulumuna
(N), uzak metastaz varhigina (M) dayanan TNM smiflamasi1 yapilmistir (Spiro ve Porter
2002).

2.1.6 Molekiiler Patoloji

Kanser, hiicrelerin bir takim farklilasmalar gecirerek kontrolsiiz bir bi¢imde asir1 ¢ogalmasi
sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinde, normal hiicrelere gore cesitli
genlerde ekspresyon farkliliklar1 ve mutasyonlar meydana gelmektedir. Proto-onkogenler,
tiimor baskilayict genler ve bazi koruyucu genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser
indiiksiyonunda anahtar rol oynar. Bu genler hiicre biiylimesinin ve ¢ogalmasinin kontroliine
yardimci olan cesitli proteinleri kodlar. Ozel bir kanser tipiyle ilgili genetik ¢aligmalarla,

timor hiicrelerinde siirece katkisi olan mutasyona ugramis bir ya da daha fazla genin
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belirlenmesi, hastalik ve evre teshisi yapilabilmesi, yatkinlik derecesinin belirlenebilmesi ve

yeni tedaviler igin olas1 yontemlerin gelistirilmesine olanak saglar (Lodish vd. 2011).

Akciger kanseri genetik bozukluklarin en fazla oldugu kanserlerden biridir (Cooper vd. 2013).
Akciger kanseri hiicreleri mutasyon, amplifikasyon, delesyon, insersiyon ve translokasyon
gibi bir¢ok kromozomal anormallikler igerir (Sato vd. 2007). Molekiiler biyolojideki
gelismeler sayesinde akciger kanserindeki genetik bozukluklarin bir kismi saptanmis
olmasina ragmen bir kismi hala bilinmemekte ve hastaligin prognozunda 6nemli bir degisiklik
kaydedilememektedir (URL-1). Bu nedenle son yillarda molekiiler biyolojiye dayali uzun
stireli sag kalimi belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri gelistirilmeye calisilmakta ve
prognostik onemi olabilecek yeni faktorler incelenmektedir (Travis vd. 2015). Yapilan
caligmalar yalnmizca genetik degil, epigenetik belirteclerin de erken tam1 ve tedavide onemli

ipuclar1 verebilecegini gostermektedir (Sato vd. 2007, Yildiz 2017).

Cogu kanserde oldugu gibi akciger kanseri de onkogenlerin aktivasyonu veya timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ile baslar (Sato vd. 2007). Akciger adenokarsinomlarinda
cogunlukla KRAS proto-onkogen mutasyonlar1 goriiliirken, kiiclik hiicreli akciger
karsinomunda tiimor baskilayict gen P53 mutasyonu ile EGFR amplifikasyon ve mutasyonu
daha sik goriiliir. (Hainaut vd. 1998, Shigematsu ve Gazdar 2006). Degisiklige ugrayan diger
genlerden bazilart ise ALK, MET, BRAF, ROS1, RET, HER2, FGFR1 ve DDR2’dir (Cooper
vd. 2013).

Calismalarda klinik olarak akciger kanseri tanisi konulmadan once alinan balgam
orneklerinde P53 ve RAS mutasyonlari ile p16 hipermetilasyonu rapor edilmistir. Bu nedenle
erken tanida olduk¢a onem tasirlar (Kersting vd. 2000). Tiimor baskilayict bir gen olan
P53’iin mutasyonlar1, kii¢iik hiicreli akciger kanserinde %90’dan fazla, kiigiik hiicreli dis1
akciger kanserinde ise %50’den fazla goriilmektedir ve kotii prognozla ilskilidir. Yapilan bir
calismada P53 mutasyonunun skuamdz hiicreli kanserlerde, ileri evre tiimorlerde, erkeklerde
ve sigara igenlerde daha sik oldugu rapor edilmistir (Sato vd. 2007). P53 tarafindan uyarilan
timor baskilayici role sahip miR-34’tin de akciger kanserinde ekspresyonunun azaldigi

bilinmektedir (Gallardo vd. 2009).

Diger bir molekiiler belirleyici, bircok kanserde onemli rol oynayan ve kotii prognozla

iliskilendirilen KRAS (Kirsten Rat Sarkoma Viral Proto-onkogen) mutasyonlaridir. KRAS

18



mutasyonu akciger adenokarsinomlarinda en sik gorilen (%20-30) onkogenik
degisikliklerden biriyken skuamoz hiicreli karsinomlarda daha nadir (%5)  izlenir.
Mutasyonla birlikte gen firiinleri kontrolsiiz olarak artmakta ve MAPK (Mitojen-aktive
Protein Kinaz) fosforilasyonu aktiflesmektedir. Bu da hiicre ¢ogalmasi ve tiimor gelisimini
tesvik etmektedir. KRAS proteininin sinyal iletiminde ve MAPK sinyal yolunda gérevli olan
BRAF (B-RAF Proto-onkogeni) gen mutasyonlar1 da akciger kanserinde %3 oraninda
saptanmustir (Sato vd. 2007, Lohinai vd. 2017, Cooper vd. 2013).

Tirozin kinaz reseptorlerinden EGFR genindeki mutasyon ve insersiyonlar da akciger
kanserinde onemli gostergeler olarak bilinmektedir (Shigematsu ve Gazdar 2006). EGFR
mutasyonu akciger adenokarsinomlarinin yaklasik %?20’sinde tespit edilir. Anormal
aktivasyonu cesitli sinyal yolaklarini asir1 etkinlestirerek hiicre yasam stiresinde artis, apoptoz
inhibisyonu, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, migrasyon artis1 gibi yollarla kanser
gelisimine katkida bulunmaktadir (Rosell vd. 2012). EGFR mutasyonlarina, adenokarsinom
histolojisi, Asya etnik kokenli, sigara igcmeyen ve kadin hastalarda daha sik rastlanir
(Shigematsu vd. 2005). Tedavide tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak tiimor gerilemesi

saglanmaktadir (Lynch vd. 2004, Bell vd. 2005).

ALK (Anaplastik Lenfoma Kinaz)’de bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Inversiyon sonucu EML4
(Echinoderm Mikrotiibiil Benzeri Protein 4) geni ile yaptig1 fiizyonla onkogenik bir gen
haline doniigiir. EML4-ALK flizyon geni akciger adenokarsinomlarinin yaklasik %3-5’inde
tespit edilmistir. Genellikle sigara igmeyen veya kisa stireli az miktarda sigara icen geng-orta

yas erkeklerde sik rastlanir (Larsen ve Minna 2011, Kim vd. 2012).

Kromozomal degisiklikler goriilen diger dnemli genler ROS1 ve RET proto-onkogenleridir.
Ikisinin de akciger kanserinde insidans1 %1-2 arasindadir ve yine tirozin kinaz inhibitérleriyle
tedavileri onerilmektedir. ROS1 degisiklikleri EGFR, KRAS, BRAF, HER-2, MET ve diger
onkogenik degisikliklerle bir arada goriilebilmektedir (Kohno vd. 2015).

MET proto-onkogeni akciger kanserinde biiylik oneme sahip, degisime ugrayan bir diger
gendir. MET genindeki degisiklikler; overekspresyon, amplifikasyon, mutasyon ve epigenetik
degisiklikler gibi farkli mekanizmalar ile ortaya c¢ikmaktadir. Cesitli kanserlerde tiimor

gelisimini ve metastaz1 arttirdigr gosterilmis, kotii prognozla iligkilendirilmistir. MET
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amplifikasyonu skuaméz hiicreli kanserde, adenokarsinoma gore daha sik goriilmektedir (Go

vd. 2010, Cooper vd. 2013).

Ozellikle meme kanserinde ¢okga ¢alisilmis olan ERBB2 (Erb-B2 Reseptdr Tirozin Kinaz 2 /
HER2)’nin insan tiimorlerinde genellikle amplifikasyonu ve asir1 ifade edildigi tespit
edilmistir. Akciger adenokarsinomlarinda yaklasik %10-20 oraninda ERBB2 amplifikasyonu
bulunurken, %2-4 oraninda mutasyonu saptanmaktadir. ERBB2 mutasyonu Asya etnik
kokenli, sigara igmemis ve kadin hastalarda daha sik goriilmektedir (Hirsch vd. 2002, Cooper
vd. 2013).

Son yilarda yapilan caligmalarda hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve anjiogenezin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip olan FGFR1 (Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptorii
1) geninin amplifikasyonu skuaméz hiicreli karsinomlarin  yaklasik  %20’sinde,
adenokarsinomlarin %3’iinde saptanmistir (Roh vd. 2014). Ayrica skuamoéz hiicreli
karsinomlarin yaklasik % 3’tinde bir baska kinaz reseptor olan DDR2 (Discoidin Domain

Reseptor Tirozin Kinaz 2) mutasyonlari tanimlanmistir (Cooper vd. 2013).

2.2 SIRTUINLER

Sir2 (Silent Information Regulatory 2), ilk olarak Klar vd. (1979) tarafindan mayada
kesfedilmis ve baslangigta histon ya da histon dis1 hedeflerin deasetilasyonunu yapan gen
diizenleyici olarak tanimlanmistir. Daha sonra elde edilen bilgiler 1s1¢inda mayalarin
replikatif Omiirlerini arttirdigi goriilmis, ayrica uzun Oomiir ve saglikli yasam icin kalori

kisitlamasinda yararli etkilerinin oldugu gosterilmistir (Michan ve Sinclair 2007).

Sirtuinler, mayadaki Sir2 ailesinin memeli homologudur. Sirtuin ismi ilk kez 1999 yilinda,
SIRT1-5 arasindaki bes Sir2 insan homologunu tanimlayan Roy Frye tarafindan
kullanilmistir. Memelilerde Sirtuin ailesinin farkli hiicresel bolmelerde lokalize olan ve ¢esitli

etkilere sahip yedi tiyesi bulunmaktadir (SIRT 1-7) (Michan ve Sinclair 2007).

Cok sayida organizmadan elde edilen sirtuinler filogenetik analiz sonucu 5 ana smifa (I, I,
M1, IV ve U) ayrilmistir (Sekil 2.5). Yedi memeli sirtuini, molekiiler filogenetik analizine gore
dort siifta (I, I, III ve IV) yer alir. Sinif I, Sinif I ve Smif U sirtuinler, diger siniflardan

daha erken evrimlesmis goriinmektedir. Bu nedenle, SIRT4 ve SIRTS en eski memeli
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sirtuinleri olabilir. SIRT1 sekansi S. cerevisiae Sir2 proteini ile en yakin homolojiye sahipken,
SIRT4 ve SIRTS prokaryotik sirtuin sekanslarina daha fazla benzemektedir (Flick ve Liischer
2012).

SINIF | SINIF Il SINIF Il SINIF IV SINIF U

Sadece 6i(aryot|arda Sadece Bk.aryotlarda

Sekil 2.5 Memeli sirtuinlerinin smiflandirilmas: (Michan ve Sinclair 2007).

NAD* kofaktoriine ihtiya¢ duyan Sirtuinler, tip III histon deasetilazlarin (HDAC) iginde
siniflandirtlirlar. Sirtuinler, katalitik aktiviteleri icin NAD* kofaktoriine ihtiyag duymalariyla
geleneksel HDAC’lerden fonksiyonel olarak farklilik gosterirler (Poulose ve Raju 2015).

Sirtuinler, NAD* bagimli deasetilaz ya da mono-ADP-ribozil-transferaz aktiviteleri ile birlikte
neredeyse tiim tiirlerde bulunan evrimsel olarak korunmus bir ailenin iyesidir. Cesitli
transkripsiyon faktorlerinin ve enzimlerin deasetilasyonu ile bir¢cok hiicresel mekanizmay1
diizenlemektedir (Michan ve Sinclair 2007). Sirtuin ailesinin etki ettigi en O6nemli
mekanizmalarin basinda gen ifadesinin diizenlenmesi gelir. Histonlarin deasetilasyonu
kromatinin yogunlagsmasini (heterokromatin) ve bdylece de gen ifadesinin baskilanmasini

saglar (Taddei vd. 2005).

Sirtuin aracili histon deasetilaz reaksiyonlari asetile lizinler i¢in spesifiktir. Sirtuinlerin histon
dis1 deasetilasyon reaksiyonlarina da katildigir tespit edilmistir. Sirtuinler deasetilaz
reaksiyonlarinda, substrattan asetil grubunun koparilarak NAD*’in ADP-riboz kismina
aktarilmasini kataliz eder. Reaksiyon, nikotinamid (NAM) ve 2’-O-asetil-ADP-riboz
(OAADPr) olusumu ile sonuglanir (Sekil 2.6). SIRTI, en yaygin calisilan ve en giiclii
deasetilaz aktivitesi gosteren sirtuin ¢esididir (Michan ve Sinclair 2007, Sauve 2010).
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Sirtuinler i¢in histon deasetilaz aktivitesinden daha Once tamimlanmis olan bir diger
mekanizma mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesidir. Sirtuin aracili mono-ribozil-transferaz
reaksiyonlarinda ADP-riboz gruplart NAD*’dan alici proteinlere ADP-ribozilasyon olarak
adlandirilan post-translasyonel modifikasyonla aktarilir. Bu reaksiyon sonunda mono-ADP-
ribozile proteinler iretilir ve deasetilasyon reaksiyonlarina benzer sekilde nikotinamid

olusumu ile sonuglanir (Sekil 2.6) (Michan ve Sinclair 2007, Sauve 2010).

(jCONH2
N OCONHZ
NAM
e ADP-, _O._OH N

; S

OH OH

C el

OH %‘o-’-

DEASETILAZ

SIRTUIN AKTIVITESI

QCONHz

ADP MONO-ADP-RIBOZIL TRANSFERAZ

OH OH > CONH ADP
. OH OH

Sekil 2.6 Sirtuinlerin enzimatik aktivitesi (Michan ve Sinclair 2007).

Memelilerde her bir sirtuin yaklasik 200-275 amino asitlik korunmus katalitik ¢ekirdek alan
ve Ozgiin olarak degisen uzunlukta ilave N-terminal ve/veya C-terminal diziler ile karakterize
edilmektedir (Flick ve Liischer 2012).
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* Fosforilasyon bolgesi
¥ Metilasyon holgesi

¥ Nitrozilasyon bolgesi
* Sumolasyon bolgesi Mitokondriyal Ayrnima Bolgesi

H Niikleer Lokalizasyon Sinyali (NLS)
I Niikleer Eksport Dizisi (NES)

Sekil 2.7 Insan sirtuinlerine sematik genel bakis. Korunmus katalitik ¢ekirdek alani mavi
renk, farkli N ve C-terminal uzantilart gri renk ile gosterilmistir. Ayrica PTM (post
translasyonel modifikasyon)’ler, NLS, NES ve proteolitik boliinme bdlgeleri
belirtilmistir (Flick ve Liischer 2012).

Sirtuin tyelerinin hiicrede primer lokalizasyonu, bu proteinlerin 6nemli Ol¢iide degisen
fonksiyonel ayrimini yansitir (Roth ve Chen 2014). SIRT1, SIRT6 ve SIRT7, histonlart
deasetile etme islevi gorerek, gen ekspresyonunu epigenetik olarak etkiledikleri niikleusta
lokalize olurlar. SIRT1 ayrica, spesifik transkripsiyon faktorlerini ve enzimleri de deasetile
eder. SIRT2 ilk basta sitosolik sirtuin olarak tanimlanmistir, ancak son veriler SIRT2'nin
hiicre dongiisii kontroliinli modiile etmeye yaradigi ve niikleusta da bulundugunu
gostermektedir. SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 mitokondride lokalizedir ve genel olarak
mitokondriyal oksidatif metabolizmay1 arttirarak kalori kisitlamasina cevap vermektedirler

(Cizelge 2.3) (Chang ve Guarente 2014).
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Cizelge 2.3 Memeli sirtuinleri, lokalizasyonlar1 ve hiicre i¢i hedefleri (Poulose ve Raju 2015).

Enzimatik

Sirtuin Lokalizasyon Substratlan Aktivitesi

Histon H1, Histon H3, Histon H4,
p53, NF-kB, FOX04, PGClo, HIF 10,

SIRTL Niikleus HIF2a, p300, LXR, FXR, Ku70, XPA, Deasetilasyon
Sitoplazma WRN, NBS1, Ace-CS1, c-Myc,
SUV39H1, BMAL1, PER2, PARP1,
SREBP-1C
. Histone H4, Histone H3, Tubulin,
Niikleus .
SIRT2 Sitoplazma FOXO01, FOXO3A, p53, p300, p65, Deasetilasyon
PEPCK1, CDK9, HIF1la , G6PD
AceCS2, Ku70, SOD2, GDH, LCAD;
SIRT3 Mitokondri ATP synthase F1, ALDH2, Skp2, Deasetilasyon
FOXO03
. . Deasetilasyon,
SIRT4 Mitokondri GDH, Stress-70 ADP-ribozilasyon
. . Cytochrome C, CPS1, SOD1, Urate )
SIRT5 Mitokondri yt oxidase, HMGCS2 Deasetilasyon
SIRT6 Niikleus TNFa, Histone H3, PARPI Deasetilasyon,
ADP-ribozilasyon
SIRT7 Niikleolus Histone H3, p53, DNA-PK Deasetilasyon

Sirtuin enzimleri, metabolizma, yaslanma ve yasa bagl insan hastaliklarindaki g¢esitli
fizyolojik rolleri nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormektedir (Hoffmann vd. 2014). Hiicre
dongiistiniin diizenlenmesi, apoptoz, mitokondriyal biyogenez, lipid metabolizmasi, yag asidi
oksidasyonu, hiicresel stres yaniti, insiilin salgilanmasi, yaslanma ve inflamasyon gibi pek ¢ok
fizyolojik siliregte rol oynayan sirtuinler kanser, diyabet, karaciger yaglanmasi, yaslanmaya
bagli hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklar gibi pek c¢ok hastalikla iliskilendirilmistir
(Taddei vd. 2005, Poulose ve Raju 2015, Palmirotta vd. 2016).

Memeli sirtuinleri hiicrenin strese karsi direncinde ve hiicre Olimiiniin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. En iyi ¢alisilmis memeli sirtuini olan SIRT1, inflamasyonu ve oksidatif
stresi azaltarak yaslanmanin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Strese karst bu direnci,
traskripsiyon faktorii olan FOXO (Forkhead Protein Trankripsiyon Faktorii) ile etkilesimi
sonucu meydana gelmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri stres direncini ve enerji durumunu
diizenleyerek hiicrenin yasam siiresini etkilemektedir (Brunet vd. 2004). SIRT1‘in dogal

aktivatorleri olan kalori kisitlamasi ve resveratrol ile SIRT1 aktivasyonunun yasam siiresini
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onemli sekilde artirdig1 bildirilmistir (Bordone ve Guarente 2005). SIRT1’in etki ettigi diger
bir mekanizma apoptoz ve hiicre sag kalimidir. SIRT1'in NF-xB, FOXO3a, P53, P73, E2F1
ve Ku70 iizerindeki inhibe edici etkisi, DNA onarimi, oksidatif stres direnci ve inflamasyon

gibi farkli hiicresel siiregleri etkileyerek hiicrenin hayatta kalmasini saglar (Olmos vd. 2011).

Ayrica SIRT1, lipit metabolizmasi, glukoz metabolizmasi, insiilin salgilanmasi ve termogenez
gibi metabolik siireclerin diizenlenmesinde rol oynar. Yapilan c¢alismalarda, SIRT1
aktivasyonunun diyabet, karaciger yaglanmasi, inflamasyon ve ndrodejeneratif hastaliklarin

azalmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Rahman ve Islam 2011).

SIRT2‘nin tiimorigenez, hiicre sag kalimi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve inflamasyon
gibi birgok siirecte gorev aldigi bildirilmistir (Gomes vd. 2015). Asil sitoplazmik hedefi olan
tubulini hedefleyerek mikrotiibiill organizasyonunu diizenler (North vd. 2003). FOXO
transkripsiyon faktorii ailesinin tiyeleri de SIRT2’nin hedefleri arasindadir. SIRT2, hiicrenin
strese kars1 direncinde 6nemli rolii olan FOXO3a’nin aktive edilmesi, FOXOL'in pro-otofajik
roliiniin engellenmesi ve P53’iin inhibisyonu yoluyla hiicresel sag kalimi arttirmaktadir
(Olmos vd. 2011). Ayrica SIRTI1'e benzer sekilde NF-«kB aktivitesini inhibe ederek

inflamasyon siirecinin gelisiminde koruyucu rol oynar (Rothgiesser vd. 2010).

Genis bir substrat yelpazesine sahip olan ana mitokondriyal deasetilaz SIRT3 (Sirtuin 3)
(Roth ve Chen 2014), reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve SIRTI1 iiretimini azaltarak Omiir
uzunlugunu kontrol etmektedir. SIRT3 deasetilaz yaglarin p-oksidasyonu, aminoasit
metabolizmasi, elektron transport zinciri ve antioksidan savunma ile ilgili mitokondriyal
enzimleri aktive etmektedir. SIRT3,’tin Ace-CS1 (Asetil Co-A Sentetaz), PGC-1a ve UCP-1
(Uncoupling Protein 1) gibi mitokondriyal genleri diizenleyerek bir¢ok hiicresel yolu aktive
ettigi bildirilmektedir (Lombard ve Zwaans 2014). SIRT4 (Sirtuin 4), etkisini ADP-ribozil
transferans aktivitesiyle gosterir ve mitokondriyal GDH (Glutamat Dehidrogenaz)’t inhibe
eder. Boylece glutamin ve glutamati diizenleyerek oksidatif metabolizma ve aminoasitlerin
stimiile ettigi insiilin salimmint diizenler (Haigis vd. 2006). Mitokondriyal SIRT5 (Sirtuin
5)‘in ana hedefi iire siklusu enzimi CPS- 1 (Karbamoil Fosfat Sentetaz-1)‘dir. Boylece, iire
tiretimi ve hiicredeki fazla amonyagm uzaklastirilmasinda rol oynayarak oksidatif stresi

azaltir (Gertz ve Steegborn 2010).
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SIRT6 (Sirtuin 6), DNA stabilizasyonu ve onariminda 6nemli rol oynamaktadir. SIRT7
(Sirtuin 7)’nin, RNA polimeraz-l ve histonlarla etkileserek rRNA (ribozomal RNA)
transkripsiyonunu diizenledigi bildirilmistir (Roth ve Chen 2014).

Sekil 2.8 Memeli sirtuinlerinin hiicresel fonksiyonlari (Michan ve Sinclair 2007).

Sirtuinlerin hiicre proliferasyona etkisi ¢esitli molekiiler siiregler ile gerc¢eklesir. Bunlardan
bazilar;; SIRT1'in P53 aktivasyonunu inhibe etmesi, FOXO etkinligini diizenlemesi,
SIRT2'min hiicre dongiisii sirasinda kromozom kontroliinii yapmasi, SIRT6'nin BER'i (Baz
Eksizyon Onarimi) etkinlestirmesi, SIRT7'nin ise rRNA transkripsiyonu artirmasi seklinde
ozetlenebilir (Bayram ve Igci 2013). Sirtuinler ve kanser arasindaki iliskiyi destekleyen gok
sayida deneysel kanit bulunmaktadir. Bunlarin 6nemli bir kisminda, sirtuin ailesinin bazi

iiyelerinin tiimor baskilanmasinda rol oynadig: bildirilmistir.
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Bir dizi in vivo fare modeli ¢alismalari, SIRT1’in normal hiicrelerde genetik stabiliteyi
sirdlirdiigli ve tiimor olusumunu yavaslattigi yoniindedir. SIRT1’in asir1 ekspresyonu,
APC™"* modelinde kolon kanseri biiyiimesini baskilamaktadir (Firestein vd. 2008). Ayrica
hem SIRT1 hem p53 heterozigot farelerde spontan tiimorler gelismistir. Ancak ¢ogu ¢alisma,
SIRT1 ekspresyonunun bazi insan kanserlerinde malignite ile pozitif korelasyonu oldugunu

gostermektedir (Wang vd. 2008b).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan SIRT2 ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢cogu
ise daha ¢ok tiimor baskilayici olarak islev gordiigii yoniindedir. SIRT2-nakavt farelerde
azalan APC/C (Anafaz Uyarict Kompleks/Siklozom) aktivitesine bagli olarak disilerde meme
timorleri ve erkeklerde hepatoselliiler karsinom gelismistir (Kim vd. 2011). Ayrica SIRT2'nin
insan gliomalarinda da tiimor baskilayici rol oynadigi bildirilmistir (Hiratsuka vd. 2003).

2.2.1SIRT1

SIRT1 protein sekansi, maya NAD™* bagimli deasetilaz Sir2 (Silent Information Regulatory 2)

proteinine en yakin memeli homologu olan ve en ¢ok ¢alisilan memeli sirtuinidir (Roth ve
Chen 2014).

10g21.3 kromozomunda bulunan SIRT1 geni, igerdigi toplam 9 ekzon dahil yaklasik 34 kb
boyutundadir ve 747 amino asitlik bir proteinini kodlar. Insan SIRT1 geni, N terminalinde
niikleer bir lokalizasyon sinyali (NLS) ve merkezde korunmus bir sirtuin katalitik alani igerir.
SIRT1l'in katalitik etkinligi kofaktoér nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD*)ne baghdir
(URL-4).

SIRT1 aktivitesi, AROS (Sirtl'in Aktif Regiilatorii), DBC-1 (Deleted in Bladder Cancer
Protein 1) ve SENP1 (SUMO Specific Peptidase 1) tarafindan diizenlenebilirken (Sekil 2.10),
gen ekspresyonu, hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel seviyelerde p53, HIC1
(Hypermethylated in Cancer 1), E2F1 (E2F Transkripsiyon Faktor 1) ve HuR (Hu Antijen R)
ile modiile edilir (Sekil2.9) (Liu vd. 2009).
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Sekil 2.9 SIRT1 mRNA ekspresyonunun onkogenler ve tiimor baskilayici genler tarafindan
modiilasyonu (Liu vd. 2009).

Tiimor baskilayict HIC1, dogrudan SIRT1 gen promotoriinde yer alan baglanma bolgeleri ile
etkilesime girerek SIRT1 gen transkripsiyonunu baskilar ve bdylece SIRT1’in deasetilaz
hedefi olan bagka bir tiimdr baskilayac1 P53'iin asetilasyonu ve aktivasyonuna yol agar.
Ayrica P53'tin kendisi de SIRT1 promotoriindeki iki baglanma bolgesiyle SIRT1
transkripsiyonunu baskilayabilir (Roth ve Chen 2014). Bir tiimér baskilayict olan miR-
34a'nin, SIRT1'in 3’-UTR'sine dogrudan baglandigi, bdylece ekspresyonunu bastirdigi ve P53
aracili apoptozu arttirdig1 bildirilmistir. miR-34a'nin P53"in transkripsiyonel bir hedefi oldugu
da bilinmektedir (Poulose ve Raju 2015). Onkogenik RNA baglayici protein olan HuR ise,
SIRT1 mRNA'n stabilitesinin artmasina ve yiiksek ekspresyon seviyesine neden olur. Buna
karsilik, bir tiimor baskilayici olan Chk2 (Kontrol Noktas1 Kinaz 2), HuR'yi fosforile eder ve
SIRT1 ekspresyonunu azaltir. Ayrica, hiicresel stres veya DNA hasar1 altinda, hiicre dongiisii
ve apoptoz diizenleyici E2F1, SIRT1 promotdriine baglanarak dogrudan SIRT1
transkripsiyonunu uyarir. Bununla birlikte, SIRT1, E2F1'i baskilayarak kendisi de dahil
E2F1'in hedef genlerinin transkripsiyonunu engelleyebilir (Liu vd. 2009).
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Sekil 2.10 SIRT1’in deasetilaz aktivitesinin modiilasyonu (Liu vd. 2009).

SIRT1'in aktif regiilatorii (AROS), SIRT1 proteininin N-terminali ile dogrudan etkilesime
girerek aktivitesini arttirir. Boylece SIRT1 aracili P53 deasetilasyonu hem in vitro hem de in
vivo olarak artar ve P53 aracili transkripsiyonel aktiviteyi inhibe eder. Tiimor baskilayict
DBC1 (Deleted in Bladder Cancer Protein 1), dogrudan SIRT1'in katalitik alanina baglanarak
ve pro-apoptotik niikleer desumolaz SENP1, SIRT1 sumolasyonunu kaldirirarak SIRT1’in
enzimatik aktivitesini azaltir. SIRT1 inaktivasyonu ise, P53 asetilasyonu ve apoptoz

aktivasyonu ile sonuglanir (Liu vd. 2009).

SIRT1 agirlikli olarak ¢ekirdektedir, ayrica bazi 6nemli sitoplazmik fonksiyonlara da sahiptir.
Hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, stres yaniti, metabolizma, enerji homeostazi, yaslanma ve

kanseri diizenlemede ¢ok ¢esitli rollere sahiptir (Liu vd. 2009).

SIRT1, histon proteinleri H4 lisin 16 (H4K16), H3 lisin 9 ve 14 (sirasiyla H3K9 ve H3K14),
H1 lisin 26 (H1K26)’y1 deasetile ederek gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar. Histon
kuyruklarinin bu modifikasyonlari, belirli biyolojik islemlerin altinda yatan gen susturma ve
heterokromatin olusumuyla yakindan ilgilidir. Ozellikle, H4K16'daki global genom
hipoasetilasyonu, insan kanser hiicrelerinin hem hiicre hatlar1 hem de klinik numunelerinde
gosterilmistir (Vaquero vd. 2004). Ayrica SIRT1, besin yoksunlugunda ENOSC (Energy-
dependent Nucleolar Silencing Complex) igindeki SUV39H1 (Supressor of Variegation 3-9
Homolog 1) ve NML (Nucleomethylin) ile bir protein kompleksi olusturarak, rRNA
transkripsiyonunu azaltir, boylece enerji tiiketimini azaltarak hiicre omriinti uzatir (Liu vd.

2009).
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Bununla birlikte, SIRT1'in biyolojik rolleri, cogunlukla, metabolik, oksidatif / genotoksik ve
onkogenik stres tepkilerinde, ¢ok c¢esitli hiicresel fonksiyonlarda yer alan, artan sayida histon
olmayan substratin deasetilasyonu yoluyla ortaya ¢ikar. Bu substratlar genel olarak su sekilde
siiflandirilabilir; (1) hiicre dongiisii ilerlemesini diizenlemek ve ¢esitli kosullar altinda sag
kalimi tesvik etmek igin, transkripsiyon faktorleri P53, FOXO1, FOX03a, NF-kB, c-MYC,
N-MYC, E2F1 ve HIF-la; (2) DNA hasart onarimini iyilestirmek i¢cin DNA tamir
mekanizmasi elemanlar1 Ku-70, NBS1, APE1l, XPA/C ve WRN; (3) metabolizmay1
diizenlemek i¢in niikleer reseptor, sirkadiyen saat ve ilgili faktorler LXR, FXR, UCP2,
PPARy, PGCla, CLOCK ve PER2; (4) gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in histon modifiye
edici SUV39H1, p300 ve PCAF enzimleri; (5) hiicre sinyal molekiilleri B-katenin ve SMAD7
(Cizelge 2.3) (Roth ve Chen 2014, Olmos vd. 2013).
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Sekil 2.11 SIRT!’in biyolojik fonksiyonlari. SIRT1, DNA onarmmi, hiicre sag kalimu,
apoptoz, inflamasyon, stres direnci, metabolizma, enerji homeostazi, yaslanma ve
kanser dahil olmak tizere pek ¢ok fizyolojik siirecte rol oynar (Olmos vd. 2011).
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2.2.1.1 SIRTY1’in Metabolizmadaki Rolii

SIRT1, c¢esitli doku ve organlarda yag asidi oksidasyonu, glukoneogenez, insiiliin
salgilanmasi, insiilin duyarlilig1, adipogenez ve sirkadiyen ritmin diizenlenmesi gibi pek ¢ok
metabolik siirecin diizenlenmesinde rol oynar. Metabolik homeostaz SIRT1 aracili

deasetilasyon ile kontrol edilir (Olmos vd. 2011).

SIRT1, karacigerde aglik durumunda peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARYy)
koaktivator 1 (PGC-1a) ve FOXOI1 aktivasyonu yoluyla glukoneogenezi tesvik eder ve
hepatik glukoz ¢ikisint uyarir (Frojdo vd. 2011). Ayrica, enerji tiretimini artirmak i¢in PPARy
aracili B-yag oksidasyonunu uyarir. (Purushotham vd. 2009) iskelet kasinda, egzersiz veya
aclik durumunda SIRT1 ‘in artan seviyeleri PGC-lo’nin aktivasyonu ile artan egzersiz
tolerans1 ve termogenez ile sonuglanan mitokondriyal biyogenezi tesvik eder ve yag asidi
oksidasyonunu uyarir (Nemoto vd. 2005). Ayrica, karaciger ve kaslarda insiilin duyarliliginin

artmasina neden olur (Bordone ve Guarente 2005).

Pankreasta UCP2'yi baskilayarak B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini arttirir ve FOXO ile
etkilesime girerek bu hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik eder (Bordone vd. 2006). Beyaz yag
dokusunda SIRTI, PPARy’y1 baskilayarak LXR (Karaciger X Reseptorii)'nin aktivasyonu
yoluyla yag depolamasini azaltir, lipolizi arttirarak yag kaybini tetikler (Picard vd. 2004).

SIRT1, ayrica sirkadiyen ritmin diizenlenmesiyle de iligskilendirilmistir. SIRT1, memelilerde
sirkadiyen kontroliin merkezi olan SCN (Suprakiazmatik Niikleus)’de, transkripsiyon faktorii
BMALI1 ve mekanizmanin diger bilesenlerini diizenleyerek sirkadiyen genligi etkileyebilir.
SIRT1’in karaciger hiicrelerinde de sirkadiyen saatin iki merkezi bileseni olan BMALI1 ve
PER?2 ile etkilesime girerek karacigerde metabolik islemlerin sirkadiyen diizenlenmesinde

onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Chang ve Guarente 2013).
2.2.1.2 SIRT?’in Kanserdeki Rolii
Kanser hiicrelerinde hipermetile olan genlerin epigenetik susturulmasinda SIRT1’in 6nemli

bir roliiniin oldugu bulgusu kanser biyolojisi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Bir¢ok

etkisi gosterilen SIRT1’in daha ¢ok onkogenik oldugu iizerinde durulmaktadir (Olmos vd.
2011).

31



Yapilan ¢aligmalarda SIRT1in ¢esitli kanserlerde yiiksek diizeyde eksprese oldugu ve yiiksek
SIRT1 ekspresyonu diizeylerinin, akciger kanseri (Zhang vd. 2013), yumusak doku sarkomu
(Kim vd. 2013), prostat kanseri (Huffman vd.2007), 16semi (Kozako vd. 2012), primer kolon
kanseri (Firestein vd. 2008), mide kanseri (Cha vd. 2009), karaciger kanseri (Chen vd. 2012)
diffiiz biiylik B-hiicreli lenfoma (Jang vd. 2008) ve meme kanseri (Wu vd. 2012) gibi pek ¢ok
kanser tiirtinde bildirilmis ve kotli prognozla iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
SIRT1'in asir1 ekspresyonunun, kolorektal karsinomda (Jung vd. 2013) ve bas boyun
skuaméz hiicreli karsinomda (Noguchi vd. 2013) iyi prognoz ile iliskili oldugu da
bildirilmistir.

SIRT1 genotoksik stres ve DNA hasart altinda hem normal hem de kanser hiicrelerinde
genom korunmasimi tesvik eder. Stres kosullarinda, SIRT1, hiicre dongiisiinii durdurmayi,
DNA onarmmim ve hiicre sag kaliminm destekler. Kronik stres kosullarinda veya bazi biiyiik
DNA hasar seviyelerinde yaslanmaya ve apoptoza neden olur. Kronik stres ve DNA hasarini
takiben tiimor baskilayicilarin veya kontrol noktalarinin kaybinda ise SIRT1, apoptoz
inhibisyonu yoluyla tiimor olusumunu ve gelisimini tesvik eder (Bosch-Presegué ve Vaquero

2011).

SIRTI’in kanser ve hiicre sag kalimindaki mekanizmasi, SIRT1 ekspresyonunun
diizenlenmesi ve SIRT1 aktivitesinin modiilasyonu ile baglantihidir (Bosch-Presegué ve
Vaquero 2011). SIRT1 ekspresyonu ve deasetilaz aktivitesi, normal (malign olmayan)
hiicrelerde P53, Chk2, HIC1 ve DBCI gibi timor baskilayicr proteinler tarafindan baskilanir.
SIRT1 ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artmasinin, P53'0 ve potansiyel olarak baska
timor baskilayici genleri inhibe ederek kanser riskini arttirabilecegi ongoriilmektedir (Liu vd.

2009).

Yapilan caligmalarda HIC1, SIRT1 ve P53 arasinda diizenleyici bir geri besleme dongiisii
oldugu gosterilmigtir. HIC1, SIRT1 transkripsiyonunu baskilayarak SIRT1’in deasetilaz
hedefi olan P53’in asetilasyonu ve apoptoz aktivasyonuna yol agar. DNA hasar1 gibi
kosullarda hiicresel strese cevap olarak P53’tin indiksiyonu, HICl promotoriinii
aktiflestirerek HIC1’in up-regiilasyonuna ve siirecin baglamasina yardimei olur. DNA hasari
tamir edilen hiicrelerde, P53 seviyesindeki azalma HIC1’in azalmasimna ve bdylece SIRT1
tizerindeki transkripsiyonel baskinin ortadan kalkmasina yol acar. Artan SIRT1 seviyeleri,

P53’{in deasetilasyonu ve inaktivasyonuna neden olur (Chen vd. 2005).
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HIC1 promotoriiniin yaglanma sirasinda hipermetilasyona maruz kaldigi, bunun da yaslanma
sirasinda SIRT1'in up-regiilasyonuna ve dolayisiyla kansere duyarlilifa yol agabilecegi
bildirilmistir. Kanser hiicrelerinde promotor hipermetilasyonu nedeniyle tiimor baskilayici
HICLl’in inaktive olmasi SIRT1 ekspresyonunun artmasina neden olur. SIRT1, P53’
lys382°de deasetile ederek inaktive eder, boylece DNA hasar1 ve oksidatif stres durumunda

P53'e bagl apoptozu azaltarak hasar gormiis hiicrelerin sag kalimini ve yaslanmasini tegvik

eder (Chen vd. 2005).

SIRT1’in apoptozu diizenleyerek siirece katildig1 bir baska protein de P73 diir. SIRT1, P53’¢
benzer bir sekilde P73’lin transkripsiyonel faaliyetini baskilayarak bu gen araciligiyla
gerceklesen apoptozu engeller (Dai vd. 2007). SIRT1 ayrica, DNA onarim faktorii Ku-70'i
deasetile ederek, homolog olmayan u¢ birlestirme seklindeki onarim aktivitesini arttirirak
stres kaynakli apoptotik hiicre 6liimiinii inhibe etmesine neden olur. Artan Ku-70 aktivitesi
hiicrede meydana gelen ¢ift zincir DNA kiriklarinin homolog olmayan ug birlestirilmesi
yoluyla hataya agik bir sekilde onarilmasina neden oldugu i¢in genomik instabilitenin artigina

katk1 saglar (Jeong vd. 2007).

Hiicre dongiisii ve apoptoz diizenleyici E2F1, kanser hiicreleri genotoksik stres altindayken
SIRT1 transkripsiyonunu tetikler. SIRT1, E2F1 transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek
G/S gecisini diizenleyen bir niikleer protein olan timor baskilayici RB (Retinoblastoma)’nin
diizenlenmesinde rol oynar. E2F1 ve/veya RB'nin dogrudan deasetilasyonu RB'ye bagh

apoptozu onler (Wong ve Weber 2007).

Sirtuinler, ayrica, hiicre dongiisiinii durdurma, DNA onarimi ve apoptozdaki rollerinden
dolayr hem stres yanitinda hem de kanserde c¢ok onemli olan FOXO transkripsiyon
faktorlerini diizenler. FOXO genleri hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engelleyen proteinlerin
(p27, Rb2, GADD45) ve hiicre 6liimiinii hizlandiran proteinlerin (Bim, Fas, TRAIL, TRADD)
gen ifadelerini etkiler. FOXO'un susturulmasi ile bu gen etkinligini kaybeder ve apoptozun
baslamasi i¢in gerekli transkripsiyonel etkinlik azalir. SIRT1, dort adet bilinen FOXO
proteinlerinden t¢iini, yani FOXO1, FOX03a ve FOXO04’li deasetile ederek bu siirece etki
eder. FOXO’nun SIRTI tarafandan deasetilasyon sonucu baskilanmasi stres direncinde islev

goren FOXO hedef genlerinin transkripsiyonunu azaltir ve apoptozu 6nler (Brunet vd. 2004).
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Ayrica, MYC (c-MYC ve N-MYC) proto-onkogenlerinin de dogrudan SIRT1 transkripsiyonunu
aktive ettigi gosterilmistir. SIRT1 ve c-MYC arasindaki pozitif geri besleme dongiisii sonucu
¢c-MYC, SIRT1 ifadesini artirabilir, SIRT1 de c-MYC'yi deasetile ederek stabilize eder ve c-
MYC transkripsiyonel aktivitesini gelistirir. Boylece apoptoz ve yaslanmay1 baskilayarak c-

MY C kaynakli hiicre proliferasyonunu tesvik eder (Marshall vd. 2011, Menssen vd. 2012).

Birgok calismada, SIRT1'in EMT (Epitelyal Mezenkimal Gegis)'nin pozitif regiilatorii

oldugunu, hiicre gociinii ve metastazi arttirdigr gosterilmistir (Cha vd.2016).

Bununla birlikte SIRT1, f—katenin, NF-xB (Niiklear Faktor Kappa B) ve Survivin gibi birkag
onkogen veya onkoproteini baskilayarak tiimor baskilayici olarak da islev gorebilir. Bu da
SIRT1’in her zaman anti-apoptotik olmadigini goéstermektedir. WNT/B-katenin sinyal
yolunun aktivasyonu, kolorektal kanserlerin %90'inda bulunmustur. Ayrica bu sinyal yolunun
anormal aktivasyonu meme kanseri, yumurtalik kanseri ve melanom gibi bir¢ok kanserde de
rapor edilmistir. SIRT1, B-katenini deasetile ederek niikleer lokalizasyonunu baskilar ve
transkripsiyonunu inhibe eder. Boylece, B-kateninin onkogenik fonksiyonunu engelleyerek,

hiicre ¢ogalmasi ve tiimor gelisimini yavaslatir (Firestein vd. 2008).

SIRT1 ayrica inflamasyonda 6nemli rolii olan NF-xB p65 alt iinitesini deasetile ederek
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder ve boylece TNF-a (Tiimor Nekroz Faktor Alfa)’nin

indiikledigi apoptozu arttirir (Yeung vd. 2004).

Timor baskilayict BRCAL (Breast cancer 1) ile iliskili meme kanserlerinde, Survivin'i
baskilamasi da, SIRTI’in timor baskilayici roliinii desteklemektedir. BRCAL, SIRT1
promotoriiyle etkilesimi sonucu SIRT1 ekspresyonunu arttirir, boylece artan SIRT1 seviyeleri
apoptoz inhibitdrii Survivin ekspresyonunu baskilar. BRCAL mutasyonu ile iligkili meme
kanserlerinde, anormal derecede diisiik SIRT1 seviyeleri ve yiiksek Survivin seviyeleri

goriilmektedir (Wang vd. 2008a).

Diffiiz biiylik hiicreli lenfoma ve Burkitt lenfoma patogenezinde rol oynayan, onkogen BCL6
(B-Cell Lymphoma 6), SIRT1’in diger bir hedefidir. Farkli ¢alismalar, SIRT1'in BCL6'ya
baglanarak  deasetilasyon yoluyla onkogenik aktivitesini azalttigin1i = gostermistir
(Bereshchenko vd. 2002).
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2.2.2SIRT2

SIRT?2 (Sirtuin 2), mayada kesfedilen NAD+ bagimli deasetilaz aktivitesine sahip Sir2 (Silent
Information Regulatory 2) proteinine homolog olan, sirtuin ailesinin yedi iiyesinden biridir
(Smith vd. 2000).

19913.2 kromozomunda bulunan SIRT2 geni, i¢erdigi toplam 16 ekzon dahil, yaklasik 2.1 kb
boyutundadir (URL-4). Insan SIRT2 geni en az iki izoformda ifade edilir. Daha uzun olan
izoform 1, 389 amino asitten olusurken izoform 2, 352 amino asitten olusur (Voelter-
Mahlknecht vd. 2005). Bilinen SIRT2 izoformlar1 sitoplazmiktir, ancak yapilan son
caligmalarda ¢ekirdekte lokalize olan yeni bir SIRT2 varyanti, izoform 5 tanimlanmistir (Rack

vd. 2014).

SIRT2 proteini, deasetilaz islevi i¢in gerekli olan ve tiim memeli sirtuinlerinde korunmus olan
yaklasik 275 aminoasitlik merkezi bir katalitik alan igerir. Hem NAD* bagimli enzimatik
reaksiyona hem de ADP-riboziltransferaz enzimatik aktivitesine sahiptir (Michan ve Sinclair
2007). Esas olarak sitoplazmik bir protein olmasma ragmen, hiicre dongiisiine bagli bir
sekilde gecici olarak ¢ekirdege yerlesebilir. SIRT2'nin baskin sitoplazmik lokalizasyonu, N-
terminal uzantisindaki bir NES (Niikleer Eksport Dizisi) tarafindan belirlenir (Wilson vd.
2006).

SIRT2 genomik biitlinliik, hiicre biiylimesi, farklilasma ve enerji metabolizmast gibi ¢oklu
hiicresel fonksiyonlarda rol oynar. Yapilan caligmalarda, SIRT2'nin, inflamasyon, oksidatif
stres ve mitokondriyal fonksiyonun yani sira adiposit farklilasmasi, yag asidi oksidasyonu,
glukoneogenez ve insiilin duyarliligi dahil olmak iizere metabolik homeostazin korunmasinda
cesitli fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Azalan SIRT2 aktivitesi
kanser, Parkinson ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklar ve g¢esitli metabolik

hastaliklarla iliskilendirilmistir (Gomes vd. 2015).

SIRT2, H3 ve H4 histon proteinleri, transkripsiyon faktorleri P53, p65, FOXO1 ve FOXO3A
dahil olmak ftizere ¢esitli protein substratlar1 ve a-tubulini deasetile eder. Ayrica SIRT2’nin
deasetilasyon substratlar1 olmayan, 14-3-3 B/y, HOXA10 (Homeobox Transkripsiyon Faktorii
10) ve HDACE ile de etkilesime girdigi bilinmektedir (De Oliveira vd. 2012).
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SIRT2, aktif formunu oto-asetilasyon ile koruyan bir histon asetil transferaz olan p300’in
katalitik alanindaki lizin rezidiilerini deasetile eder. P300in SIRT2'ye baglh deasetilasyonu
sonucunda, P53 transkripsiyonel aktivitesi lizerindeki baskilama ortadan kalkar. Buna karsilik
SIRT2 de asetil transferaz p300/CBP tarafindan asetillenir. Ozellikle p300, dogrudan
asetilasyon yoluyla SIRT2 aktivitesini inhibe eder. Bu durum hiicrelerde asetilaz ve deasetilaz
aktivitelerinin karmagsik bir iligkisini ve diizenlenmesini gosterir. SIRT2 aktivitesi ayrica
cesiti CDK (Siklin Bagimhi Kinaz) kompleksleri tarafindan fosforilasyon ve CDCI14B
fosfataz tarafindan defosforilasyon yoluyla modiile edilir. CDK kompleksleri tarafindan
SIRT2’nin  post-translasyonel fosforilasyonu, ¢ekirdek histonlarmin ve a-tubulinin
deasetilasyonu ile olgiilen enzimatik aktivitesini azaltir (Black vd. 2008, Pandithage vd.
2008).

Diger sirtuinlerin aksine, SIRT2 temel olarak sitoplazmiktir, burada o -tiibiilin lys40 ile
kolokalize olur ve mikrotiibiil organizasyonunu diizenler (North vd. 2003). Ayrica
sitoplazmada, SIRT1'e benzer sekilde NF-kB p65 alt {initesini deasetile ederek inflamasyon
stirecinin gelisiminde koruyucu rol oynar (Rothgiesser vd. 2010). G2 / M faz1 sirasinda,
SIRT2 ¢ekirdege taginir ve histon H4K16'y1 deasetile eder, bdylece metafaz sirasinda
kromatin yogunlagmasini modiile eder. SIRT2 seviyeleri mitozda artar ve asir1 ekspresyonu M
fazin1 uzatarak mitotik ¢ikisi geciktirir. Bu nedenle, SIRT2'nin, 6zellikle mikrotiibiil inhibitor
aracilt mitotik strese cevap olarak, kromozomal instabilitenin indiiklenmesini onlemek i¢in
G2-M'de bir mitotik kontrol noktasi proteini olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir
(Vaquero vd. 2006, Inoue vd. 2007). SIRT2, APC/C’nin aktivitesini pozitif olarak

diizenleyerek mitozun biitiinliigiiniin korunmasinda énemli bir role sahiptir (Kim vd. 2011).
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Sekil 2.12 SIRT?2 diizenleyici ag (Harting ve Knoll 2010).

2.2.2.1 SIRT2’nin Metaboliizmadaki Roli

Yapilan caligmalarda, SIRT2'nin, inflamasyon ve mitotik fonksiyonunun yani sira oksidatif
stres, adiposit farklilasmasi, yag asidi oksidasyonu, glukoneogenez ve instilin duyarliligi dahil
olmak {izere metabolik homeostazin korunmasinda cesitli fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol

oynadig1 gosterilmistir (Gomes vd. 2015).

SIRT2, yaslanmayla birlikte beyinde biriken, merkezi sinir sisteminde olduk¢a bol bulunan
bir proteindir (Maxwell vd. 2011). SIRT2, transkripsiyon faktoérii SREBP-2 (Sterol Regiile
Edici Element Baglayic1 Protein 2)’yi pozitif olarak diizenler, boylece néronlarda kolesterol

biyosentezini saglar (Luthi-Carter vd. 2010).
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SIRT2, FOXOL'i deasetile ederek adiposit farklilasmasini negatif diizenler. FOXOI1'in
SIRT2’ye bagl deasetilasyonu, FOXO1'in PPARY'ye baglanmasini tesvik eder, bu da PPARy
aktivitesinin ve dolayisiyla adiposit farklilagsmasinin baskilanmasina neden olur. Yapilan
caligmalarda da, SIRT2 ekspresyonunun lipolizi destekledigi gosterilmistir. Bu nedenle,
SIRT?2 aktivitesini modiile etmenin, obezitedeki artan yag kiitlesinden kaynaklanan metabolik
bozukluklar1 kismen iyilestirebilecegi tahmin edilmektedir (Jing vd. 2007, Wang ve Tong
2009).

SIRT2, aynm1 zamanda hiicresel stres altinda antioksidan ve proapoptotik molekiillerin
ekspresyonunu tesvik etmek i¢in FOXO3a'y1r deasetile eder. FOXO3a'nin SIRT2'ye bagl
deasetilasyonu oksidatif stresi azaltmak i¢in MnSOD (Mangan Siiperoksit Dismutaz)
ekspresyonunun artmasina neden olur. Sonug olarak, SIRT2, mitokondriyal antioksidan enzim
MnSOD'un indiiksiyonu yoluyla hiicresel ROT seviyelerini azaltarak genotoksik ve oksidatif
strese karsi koruma saglar. Stres agilamazsa, SIRT2, BIM'i indiikleyerek apoptozu tegvik eder
(Wang vd. 2007). Ayrica Wang vd. (2014), SIRT2'nin deasetilasyon yoluyla G6PD (Glikoz-
6-fosfat Dehidrogenaz)'yi aktive ettigini, bunun da hiicreleri oksidatif hasardan korumada

onemli bir rol oynadigin1 géstermistir.
Jiang vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise SIRT2’nin, glukoneogenezde 6nemli bir

enzim olan PEPCK1 (Fosfoenolpiriivat Karboksilikaz 1) 'in deasetillenmesi ve stabilize

edilmesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 2.13 SIRT2’nin biyolojik rolleri (Olmos vd. 2011).

2.2.2.2 SIRT2’nin Kanserdeki Rolii

Farkl1 tiimor ¢esitlerinde, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve farklilasmasinda gorev alan genlerin
mutasyonuna oldukga sik rastlanmaktadir (Vogelstein ve Kinzler 2004). Yapilan bir¢ok
caligma, hiicresel strese cevap olarak hiicre dongiisiiniin diizenlenmesindeki rolii nedeniyle

SIRT2'nin tiimdrigenezde rol oynadigini gostermektedir (Inoue vd. 2007).

SIRT2 genel olarak, hasar gérmiis hiicrelerde DNA hasar1 stresine cevap olarak hiicrelerin
apoptoza ilerlemesini tesvik eder (North vd. 2003). Cogu arastirma, SIRT2'nin bir timor
baskilayici olarak islev gordiigiinii ve SIRT2 kaybinin mitotik kontrol noktasini etkiledigini,
genomik instabiliteye ve tiimorigeneze katkida bulundugunu goéstermektedir. SIRT2'nin
inhibisyonu hiicreleri kontrolsiiz biiyiimeye yatkinlastirabilir (Hiratsuka vd. 2003, Inoue vd.

2007).

Yapilan ¢alismalar, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (Li vd. 2013), glioma (Hiratsuka vd.
2003), mide karsinomlar1 (Peters vd. 2010) ve hepatoseliiler karsinom da (Kim vd. 2011)
dahil olmak ftizere bir¢ok kanser tiirlinde, SIRT2 ekspresyonunun azaldigini gostermektedir.

Insan gliomlarinda, bu azalmanm, SIRT2 geninin delesyonuyla ile iliskili olabilecegi tahmin
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edilmektedir, ¢iinkii SIRT2, 19q13.2'de, bu tiir karsinomda sik¢a delesyona ugrayan bir
bolgedir (Hiratsuka vd. 2003).

Buna karsin aralarinda akut miyeloid 16semi (Dan vd. 2012), hepatoselliiler kanser (Kim vd.
2011) ve prostat kanserinin de (Hou vd. 2012) bulundugu ¢esitli kanser tiirlerinde SIRT2
ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir. SIRT2, ayrica meme kanserinde farkli timor
derecelerine bagli hem tiimdr baskilanmasinda hem de tiimor gelisiminin desteklenmesinde

rol oynar (McGlynn vd. 2014).

Kim vd.’nin SIRT2 nakavt farelerde yapmis olduklari ¢aligmalar, SIRT2'nin tiimdr baskilayict
roliinii desteklemektedir. SIRT2'nin eksikligi, daha yiiksek andploidi oranlarina neden olan
Cdhl (Kadherin-1) ve Cdc20'nin deasetilasyonu yoluyla APC/C aktivitesinin azalmasina
neden olur. Sonug¢ olarak, SIRT2 eksikligi olan farelerde, artan bir kanser insidansi ve
cinsiyete Ozgli tiimorler gelistigi gosterilmistir. Disilerde esas olarak meme tlimdrleri,

erkeklerde hepatoselliiler karsinomlar ortaya ¢ikmaktadir (Kim vd. 2011).

SIRT2 ayrica, FOXO3a’y1 deasetile ederek pro-apoptotik protein BIM'in ekspresyonunu
diizenler. FOXO3a'nin SIRT2'ye bagh deasetilasyonu oksidatif stresi azaltmak igcin MnSOD
ekspresyonunun artmasina neden olur. Sonug olarak, SIRT2, mitokondriyal antioksidan enzim
MnSOD'un indiiksiyonu yoluyla hiicresel ROT seviyelerini azaltarak genotoksik ve oksidatif
strese kars1 koruma saglar. Stres agilamazsa, SIRT2, BIM'i indiikleyerek apoptozu tesvik eder
(Wang vd. 2007). Genel olarak, SIRT2 asir1 ifadesinin, hiicre proliferasyonunu azalttigi ve
DNA hasar stresine cevap olarak hiicre o6liimiinii diizenledigi bulunmustur. Bu kanitlar

SIRT2'in bir timor baskilayici islevini desteklemektedir.

Baska bir calismada ise, SIRT2'nin, lipid biyosentezi ve dolayisiyla tiimdr biiyiimesi i¢in
onemli olan ATP-sitrat liyaz1 deasetile edebilecegi ve bozulmasini destekleyebilecegi
gosterilmistir. SIRT2 inhibisyonu, ATP-sitrat liyaz stabilitesini arttirir ve dolayisiyla timor
biiylimesini tesvik edebilir (Lin vd. 2013).

SIRT2'in tiimor baskilayici roliiniin aksine, bir¢ok kanser hiicre hattinda, SIRT2’nin nakavti
ya da farmakolojik inhibisyonun kanser hiicre proliferasyonunu ve tiimdr gelisimini inhibe
edebilecegi gosterilmistir. SIRT2 azalmasiin/inhibisyonunun anti-proliferatif etkisi tizerine

Onerilen potansiyel bir mekanizma, SIRT2'nin FOXO, K-RAS ve MYC gibi onkoproteinleri
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stabilize etmeye veya aktiflestirmeye yardimci olmasidir. Boylece, SIRT2'yi inhibe etmek, bu
onkogenlerin aktivasyonunu destabilize ya da inaktive ederek kanser gelisimini onler (Jing

vd. 2014).

Asetile haldeki sitoplazmik FOXO1, otofajik hiicre 6liimiinii transkripsiyondan bagimsiz bir
sekilde indiiklemek i¢cin Atg7 (Autophagy-Related Protein 7) ile etkilesime girer. SIRT2'nin
FOXOL'i deasetile ettigi ve seviyesini / aktivitesini azalttig1 bildirilmistir; SIRT2 inhibisyonu,
FOXOL1 aktivitesini artirarak hiicre 6liimiinii tesvik eder (Zhao vd. 2010).

SIRT?2, birgok kanserde aktive edici mutasyonlar1 bulunan, onkogenik K-RAS" deasetile eder.
SIRT2, mutant K-RAS K104 aktivitesini deasetilasyon yoluyla pozitif olarak diizenler. K-
RAS K104 mutantini iceren kolorektal kanser hiicreleri ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicreleri, SIRT2 inhibisyonuna daha duyarlidir. SIRT2 ekspresyonunun inhibisyonu, K-
RAS'm mutant formlarimi eksprese eden kanserleri tedavi etmede yeni bir yol olabilir (Yang
vd. 2013).

SIRT2, pankreas kanseri hiicrelerinde ¢-MYC ve noroblastoma hiicrelerinde N-MYC
seviyelerini arttirarak kanser hiicre proliferasyonunu tesvik eder. SIRT2 inhibisyonunun, bu
hiicrelerde ¢c-MYC ve N-MYC onkoproteinlerini down-regiile ettigi gosterilmistir. Bu,
SIRT2'nin enzimatik aktivitesiyle, c-MYC ve N-MYC onkoproteinlerini down regiile eden
ubikuitin ligaz NEDDA4'in transkripsiyonu {iizerindeki baskisinin ortadan kalkmasiyla
gerceklesir. SIRT2 inhibitorlerinin kullanilmasi, MYC kaynakli ndroblastom ve pankreas

kanserinin 6nlenmesi ve tedavisinde, potansiyel bir terapotik hedef olabilir (Liu vd. 2013).

Meme kanseri hiicrelerinde giiglii sirtuin inhibitorleriyle yapilan son deneyler, tlimor
baskilayict P53'in sadece SIRT1'in degil, ayn1 zamanda SIRT2'nin de hedefi oldugunu ve
diger sirtuin genlerinin de hedefi olabilecegini gostermektedir. SIRT2 inhibisyonu, P53 ve
P21 gibi tiimdr baskilayici genlerin seviyelerini arttirirak kanser hiicrelerinde apoptozu tesvik
eder (Peck vd. 2010, Li vd. 2011). Es zamanli olarak hem SIRT1 hem de SIRT2'nin
inhibisyonu, bazi tiimor hiicre hatlarinda ve Burkitt lenfoma ksenogreftlerinde apoptozu

arttirmaktadir (Peck vd. 2010, Heltweg vd. 2006).

Cogu kanser hiicre hattinda ise, sadece SIRT2 down-regiilasyonunun apoptoza neden olmak

icin yeterli oldugu gosterilmistir. Li vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, SIRT2
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down-regiilasyonunun, P53 seviyelerini etkileyerek Hela kanser hiicre hattinda apoptoza
neden oldugu gosterilmistir. SIRT2 inhibisyonu, p38 MAPK aktivasyonu yoluyla p300'in
bozulmasmna ve buna bagl olarak negatif P53 regiilatorii MDM?2 proto-onkogeninin
azalmasina yol acarak P53’lin seviyesinin artmasina neden olur. Bunun yani sira, SIRT2
inhibisyonu hem P53 seviyesini arttirarak hem de P53’#i deasetile etme aktivitesi inhibe
edilerek antikanser tedavisi i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Liv vd. 2011, Hoffman

vd. 2014).

SIRT?2 ayrica, kanser hiicrelerinde laktat liretiminin artmasindan sorumlu olan LDH-A (Laktat
Dehidrogenaz A)’y1 aktive ederek kanser hiicre metabolizmasini etkiler. SIRT2 inhibisyonu,
kanser hiicrelerinin tercihi katabolizmasinin laktat yoniinde olmasi ve glikozun artan alimina

neden olan degisen metabolizma yolunu engelleyerek kanser hiicre metabolizmasini bozabilir
(Zhao vd. 2013).
2.3 SIRT1 VE SIRT2 GEN POLIMORFiZMLERI]

2.3.1 SIRT1 rs11596401 Gen Polimorfizmi

SIRT1, 10. kromozomda 67.884.669-67.918.390 niikleotidleri arasindan kodlanmaktadir.
Polimorfizm ise 67.896.279 niikleotidde bulunmaktadir (URL-5).
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Sekil 2.14 SIRT1 geninin genomik lokasyonu (URL-4).
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Dizi bilgisi (URL-5):

>gnl|dbSNP|rs11596401 allelePos=501|totalLen=1001|taxid=9606|snpclass=1|alleles="C/T'|m
ol=Genomic|build=151

TCACCCAGGCTGGAGTGCCGTGGTGAGATCTCGGCTCACTACAACCTTCACCTCC
CGAGTTCAAGCAATTCTGCTGCCTCAGTCTACTGAGTAGCTGGGATTACAGGTGC
CCATCACCACGCCCAGCTAATTTTTCTAATTTTAGTAGAGACGGGATTTCACCATG
TTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCGCCCGCCTAGGCCAA
AGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGTCTCCCACGCCCAGCCCTTAAATTTCATTTAG
ACTGGAAATTTCAAGTAATGGAGAGGTGTGTTAAGGAAGTTATTGCTCTGTTAGA
GCAGTTTCTTAAATTTGGCACTATTGACATTTTGGGCTGGATTTTTCTTTTTGTTTC
TGAGATAGTTTCACTCTGTCGAGCCATCACAGCTCGTTGCAGCCTTGAACTCCTGG
GCTCCTTGAACAGGAGGCTCCTGCCTGAGCCTCCTGAGTAGCTGAGACCATAGGC
AYGTACCATATACCTAGCTAAATGTGTTTTTGACTTTCTTTTTTCTTTGTAGAGTCA
AGTTCTCACTATGTTGTCCAGGCTGGTCTTGAAATCCTGGGTTCCAGCAATTCTCC
TGCTTAGCCTTACAGAGTGTCGGGATTGTAGGCATAGGCCACTGCACCCGGCCTT
GGGCTGATATTTATTTGCTATGGGGAACTTTCCTGTGCGTTGTAGGATGTTTGGCA
ATGTCCCTGGCCGGCCAGGTGCAGCGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGG
AGGCTGAGGTGGGCGGATCACTTGAGGCTGGGAGTTCAGAAGAGACCAGCCAAC
ATGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCGGGTGTGGTGACAC
ACATGAGAATCACTTGAACTCAGGAGGCTGAGTTTGCCGTGAGCTGAGATCGCGC
TGCTGTACTCCAGCCTGGGTGACAAAGCAAGAATCTGTCTCAAAAAAAAAAAAA
AAAAA

Yukarida verilen dizide Y; C ya da T niikleotidlerini ifade etmektedir. Polimorfizm meydana

geldiginde C alelinin yerini T almaktadir.

2.3.2 SIRT2 rs2015 Gen Polimorfizmi

SIRT2 19.kromozomdan 38.878.555-38.899.862 niikleotidleri arasindan kodlanmaktadir.
Polimorfizm ise 38.878.729 niikleotidde bulunmaktadir (URL-5).

43



Chr 13

pl3.3
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pl3.13
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Sekil 2.15 SIRT2 geninin genomik lokasyonu (URL-4).

Dizi bilgisi (URL-5):

>gnl|dbSNP|rs2015|allelePos=501|totalLen=1001|taxid=9606|snpclass=1|alleles="A/C'|mol=G
enomic|build=151

TCAGCTTCCCCCAAGAAGTCCCCGCCACCTGCCAAGGACGAGGCCAGGACAACA
GAGAGGGAGAAACCCCAGTGACAGCTGCATCTCCCAGGCGGGATGCCGAGCTCC
TCAGGGACAGCTGAGCCCCAACCGGGCCTGGCCCCCTCTTAACCAGCAGTTCTTG
TCTGGGGAGCTCAGAACATCCCCCAATCTCTTACAGCTCCCTCCCCAAAACTGGG
GTCCCAGCAACCCTGGCCCCCAACCCCAGCAAATCTCTAACACCTCCTAGAGGCC
AAGGCTTAAACAGGCATCTCTACCAGCCCCACTGTCTCTAACCACTCCTGGGCTA
AGGAGTAACCTCCCTCATCTCTAACTGCCCCCACGGGGCCAGGGCTACCCCAGAA
CTTTTAACTCTTCCAGGACAGGGAGCTTCGGGCCCCCACTCTGTCTCCTGCCCCCG
GGGGCCTGTGGCTAAGTAAACCATACCTAACCTACCCCAGTGTGGGTGTGGGCCT
CTGAATMTAACCCACACCCAGCGTAGGGGGAGTCTGAGCCGGGAGGGCTCCCGA
GTCTCTGCCTTCAGCTCCCAAAGTGGGTGGTGGGCCCCCTTCACGTGGGACCCAC
TTCCCATGCTGGATGGGCAGAAGACATTGCTTATTGGAGACAAATTAAAAACAAA
AACAACTAACAATCCGGTCTGGCCTCCTGTTTCTTTCTGTGGGCACCCAGGGAAA
TCTCTGAAGGGAGGGGGTTAGATCTTGGGCCACTAAGGAACCAGAAAGTCTCCG
GGATCCAGAGTGAGGGGTAACAAGAGGGTCCTCACGGGGGCCCTCGTGGCTCTG
ACCCCTGGACTCCCAGCCTGCCAGTGTCCCTTCCTCTAAGCCCCGTCACTAAAGG
CCTGAGGCCCCAGAAAGAGGGAGGAAAGTTGACTTCAGATACCCCAGCCCCG e
TCTTCCCCCTGCCTGCTCAGCTTCCTCTCTCCACTTCCTGCTACTGCAGGCCTCTCC
TCCGAGAACAGGTA

Yukarida verilen dizide M; A ya da C niikleotidlerini ifade etmektedir. Polimorfizm meydana

geldiginde A alelinin yerini C aleli almaktadir.
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BOLUM 3

MALZEME VE YONTEM

3.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Bu calismaya, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Onkoloji Anabilim Dali ve Medikal Park Gebze Hastanesi Medikal Onkoloji
Boliimiinde histopatolojik olarak akciger kanseri tanisi1 konmus, akraba olmayan 100 hasta
(calisma grubu) ve herhangi bir inflamatuar hastaligi olmayan 100 saglikli birey (kontrol
grubu) dahil edilmistir. Bilgilendirme isleminin ardindan tiim goniillii bireylerin rutin
kontrolii i¢in verdikleri kanin 2ml’si EDTA’l1 tiiplere alinmistir. Periferik dolasimdaki
l16kositlerden PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA’lar analizi yapilana kadar -20°C’de saklanmigtir. SIRT1 1511596401 ve SIRT2
rs2015 gen polimorfizmlerinin genotiplenmesi i¢in Oncelikle uygun primerler tasarlanarak
PCR ile ilgili diziler ¢ogaltilmistir. Daha sonra segilen restriksiyon enzimleri ile kesim
reaksiyonu gerceklestirilmistir ve agaroz jel elektroforezi yontemi ile analiz edilmistir. Elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1.1 Alet ve Cihazlar

» Thermal Cycler (BIO-RAD T100™)
» Buzdolab1 (Bosch)

» Buzdolabi (Altus)

» Mikrosantrifiij (Niive NF 048)

» Minisantrifiij (Isolab)

» Vorteks (Niive NM 110)

» Termal Blok (Inovia UHB-1)

45



» Etiiv (Niive EN 500)

» Mikropipet seti (Thermo Scientific — Finnpipette, Sartorius, Isolab)

» Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

» Manyetik Karistirict (Niive MK 418)

» Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)

» Elektroforez Tanki (JUNYI®)

» Jel Dokiimantasyon Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France)
» Derin Dondurucu (Bosch)

» Otoklav (Niive)

» Spektrofotometre (Mecasys- Optizen)

» Hassas Terazi (Rad-Wag)

3.1.2 Kimyasal Malzemeler

» PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen by life technologies)
» dH20 (distile su) (Eczacibasi)

» Trizma base (Sigma T1503)

» Asetik Asit (Merck — UN 2789)

» Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma 3341160)

» Ethidium Bromide (EtBr) (Sigma E-7637)

» Orange G (Sigma — O7252-25G)

» Disodyum EDTA (Na;EDTA) (Thermo Scientific — 17892)
» Gliserol (Aklar Kimya)

» Ethanol Absolute (>%99.9) (Isolab chemicals UN1170)

» Agaroz (life technologies)

» 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler 100bp)
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» 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler 50bp)

» 10X Taq Buffer (+(NH4)2SO2, -MgCl>) (Thermo Scientific)
» 2 mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

» 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific)

» Dimetil siilfoksit (DMSO) (VMR Life Science)

» Taq DNA Polimeraz 5U/ul (Thermo scientific)

» Primerler (Oligomer — 100nmol)

» Ddel restriksiyon enzimi (Thermo Scientific)

» Msel restiksiyon enzimi (Thermo Scientific)

» Bcecl restriksiyon enzimi (New England BioLabs)

3.1.3 Cozeltiler

> 50X Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris baz
57.1 ml asetik asit
37.2g Na;EDTA

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Bir gece boyunca manyetik karistiricida ¢éziinmesi

saglanir.

> Elektroforez Yiriitme Tamponu

Hazirlanan 50X TAE’den 20 ml alinir, distile su ile 1000 mlI’ye tamamlanir.1X’lik TAE

yiirlitme tamponu hazirlanmis olur.

> Orange G Cozeltisi

2.232 g Na,EDTA
200 mg Orange G

60 ml Gliserol
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40 ml distile suda ¢oziiliir.

> %3’lik Agaroz Jel Cozeltisi

200 ml 1X TAE Tamponu
6 g Agaroz
10 pl Ethidium Bromide

> %1.5’1lik Agaroz Jel Cozeltisi

200 ml 1X TAE Tamponu
3 g Agaroz

10 pl Ethidium Bromide

3.2 KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

3.2.1.1 Prensip

Periferik kanda bulunan hiicreler niikleaz inhibitérii guanidin HCI varliginda, proteinlerin
degredasyonunu saglayan proteinaz K ile inkiibe edilir. Bu islemle hiicrelerin pargcalanmasi
saglanir. Aciga c¢ikan hiicresel niikleik asitler spin kolona yerlestirilmig silika tabanli
membrana baglanirlar. Bu 6zel matriksteki fiberlere baglanan niikleik asitleri kontaminasyona
veya safsizliga sebep olabilecek hiicresel elemanlardan ve ortamdaki diger molekiillerden
arindirmak i¢in yikama ve santrifiigasyon islemleri gergeklestirilir. Sonrasinda diisiik
yogunluklu tuz eliisyonu ile fiberlere bagli olan niikleik asitlerin bu yapidan ayrilmasi

saglanir.
3.2.1.2 Protokol
Toplanan kanlarin 200 pl’si ile PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen by life

technologies) kullanilarak {iretici firmanin asagidaki protokoliine gére DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.
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Protokol:

1. 55 °C'de su banyosu veya 1s1 blogu hazirlanir.
2. Steril bir mikrosantrifijj tiipiine, 200 pL taze veya donmus kan 6rnegi eklenir.
3. Ornege 20 pL Proteinaz K eklenir.

4. Ornege 20 uL RNase A eklenip, karistirmak icin kisaca vortekslenir ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir.

5. 200 pL PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer eklenir ve homojen bir ¢ozelti elde

etmek icin iyice vortekslenir.
6. Proteinlerin par¢alanmasini tesvik etmek i¢in 55 © C'de 10 dakika inkiibe edilir.

7. Lizat'a 200 pL %96-100 etanol eklenir, homojen bir ¢ozelti elde etmek icin 5 saniye

boyunca vortekslenir.
8. Bir toplama tiipii ve bir PureLink® Spin Column'u (spin kolon) paketten ¢ikarilir.

9. PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer ve etanol ile hazirlanan lizat (~ 640 pL)

PureLink® Spin Kolonu'na eklenir.
10. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiijlenir.

11. Toplama tiipii atilir ve spin kolon kitle birlikte verilen temiz bir PureLink® toplama

tiipline yerlestirilir.

12. Kolona etanol ile hazirlanan 500 uL. Wash Buffer 1 eklenir.

13. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiij edilir.

14. Toplama tiipii atilir ve spin kolon temiz bir toplama tiipline yerlestirilir.
15. Kolona etanol ile hazirlanmig 500 uL. Wash Buffer 2 eklenir.

16. Kolonu 3 dakika boyunca maksimum hizda oda sicakliginda santrifiij edilir. Toplama tiipii

atilir.

17. Spin kolon steril bir 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.
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18. Kolona 25-200 pL PureLink® Genomic Elution Buffer eklenir.

19. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir. Kolon oda sicakliinda 1 dakika boyunca

maksimum hizda santrifiijlenir. Tiip saflastirilmis genomik DNA igerir.

20. Ikinci bir eliisyon asamasi ayn1 hacimde Elution Buffer kullanilarak gerceklestirilir. Kolon

oda sicakliginda 1,5 dakika maksimum hizda santrifiijlenir.

21. Tiipe akan genomik DNA igeren buffer DNA’nin saklanacagi mini santrifiij tiiplerine

aktarilir ve -20 °C'de uzun siire saklanabilir.

3.2.2 Primer Tasarimi ve Restriksiyon Enzimi Se¢imi

NCBI (National Center for Biotechnology Information-Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi)’in kisa genetik varyasyonlarin bilgilerini derlemek icin olusturdugu dbSNP

veritabaninda (URL-5) polimorfizmlerin ID’leri taranarak dizi bilgileri saglandi.

Bu diziler, mevcut kesim bolgeleri ve restriksiyon enzimlerinin haritasini ¢ikarmaya yarayan
online bir ara¢ olan NEB Cutter (URL-6) adresine kopyalandiktan sonra polimorfizmi taniyan
enzimler belirlenerek aralarinda diziyi en az lokustan kesenler secildi. Daha sonra enzimlerin
diziyi bir bolgeden kesebilecegi niikleotid araliklar1 belirlenerek bu diziye primer tasarlama

caligmalar1 gergeklestirildi.

Primer tasariminda temel olarak Primer 3 programimi kullanan NCBI’in primer tasarlama
araci Primer-BLAST (URL-5) ve PerlPrimer uygulamasindan yararlanildi. Edinilen primer
ciftlerinden Tm ve %GC oran1 uygun olanlar, kendileri ve birbirleriyle komplementer baz
eslesmesi yapmayanlar segilerek online bir primer 6zellikleri hesaplayicisi olan OligoCalc

(Oligonucleotide Properties Calculator)’ta kontrol edildi.
3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
izole edilen DNA’larin kalitesi ve saflig1 spektrofotometrede 260 ve 280 nm

dalgaboylarindaki  Olgtimler  kullanilarak  degerlendirildi. PCR’da  kullanilabilecek
konsantrasyonda olacak sekilde ayarlandi (25-50 ng). SIRT1 ve SIRT2 gen amplifikasyonlari
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PCR yontemiyle gerceklestirildi. Kullanilan forward ve reverse (ileri ve geri) primer dizileri
asagidaki gibidir:

SIRT1 F: 5 TTTCAAGTAATGGAGAGGTGTG 3°

SIRT1 R: 5 ATGTTGGCTGGTCTCTTCTG 3°

SIRT2 F: 5°CCC CAA CCC CAG CAAATCTCZ®

SIRT2 R: 5 GAC CCT CTT GTT ACC CCT CAC 3’

Her bir 6rnek i¢in toplam 25 pl reaksiyon hacminde PCR ortami hazirlandi. Reaksiyon tiipiine
1mM 1X Taq Buffer, 1.5mM MgClz, 0,2mM dNTP mix, 30 pmol primerler, 25-50ng DNA ve
1U Taq polimeraz enzimi eklendi. Amplifikasyonlar “Biorad T100™ Thermal Cycler” cihazi
ile agagidaki programlarda gerceklestirildi.

SIRT1 Program:

95°C 3 dakika........ (Ilk Denatiirasyon)
95°C 45 saniye .......... (Denatiirasyon) ]

60°C 45 saniye .... (Primer Baglanmasi) — [35 Dongii]

72°C 45 saniye .................. (Uzama)
72°C 7 dakika .............. (Son uzama)

SIRT2 Program:

95°C 3 dakika ....... (ilk Denatiirasyon)

_

95°C 45 saniye .......... (Denatiirasyon)

62°C 45 saniye .... (Primer Baglanmasi) (— [35 Dongii]

72°C 45 saniye ................... (Uzama) |
72°C 7 dakika ............... (Son uzama)

Amplifikasyon sonunda elde edilen {iriinler %1.5’luk agaroz jelde yiiriitillerek UV altinda
goriintiilendi ve bant boylari (sirasiyla 550 bp ve 562 bp) dogrulandi.

51



3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Oncelikle 242g Tris baz, 57.1 ml glasiyel asetik asit ve 37.2 g NazEDTA bir cam sise
icerisinde manyetik karistiricida bir gece boyunca c¢ozdiriilerek 50X’lik TAE tamponu
hazirlandi. Daha sonra elektroforez isleminde kullanilmak iizere 1X’e seyreltmek icin
50X’likten 20 ml alinarak dH20 ile 1000 ml’ye tamamlandi. Jelin hazirlanirken ve yiiriitme

esnasinda yiirlitme tamponu olarak bu ¢ozelti kullanildi.

PCR sonrasinda tasarlanan primerlerin dogru bolgeyi ¢ogaltip ¢ogaltmadigini kontrol etmek
icin Uriinler agaroz jelde yiiriitiildi. Amplikonlarin SIRT1 i¢in 550 bp ve SIRT2 icin 562
bp’lik tek bant igermesi beklenmekteydi. Bunun belirlenmesi i¢in %1.5’luk agaroz jel
hazirlandi. 200 ml 1X TAE tamponu ve 3 g agaroz bir erlen igerisine aktarildi ve
mikrodalgada homojen bir goriinim olusuncaya kadar agarozun erimesi saglandi. Jelin
tablaya ve taraklara zarar vermemesi i¢in hafifce karistirilarak sogumasi beklendi. Daha sonra
10 mg/ml’lik EtBr’den 10 pl eklenerek i1yice karigmasi saglandi ve hazirlanan tablaya dokiildii
ve taraklar yerlestirildi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilarak iginde 1X’lik yiiriitme
tamponu (1X TAE tamponu) bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. PCR iiriinleri
tizerlerine 10 pl Orange G boyasi eklenerek pipetaj yapilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Bant boyutlarin1 karsilastirarak tespit etmek amaciyla referans DNA bantlar1 i¢ceren 100 bp’lik
DNA Ladder kullanildi. Ornekler 120 voltta 30 dk yiiriitiildii. Yiiriitme sonunda jel, jel
dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France) ile UV altinda
goriintiilendi. Elde edilen bantlarin boyutlar1 kullanilan DNA Ladder ile karsilastirilarak
yaklasik olarak belirlendi ve dogrulanda.

3.2.5 Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PCR sonrast elde edilen amplikonlarin, segilen uygun enzimlerle ve bunlarin optimum
caligma sicakliklarinda inkiibe edilerek restriksiyonu gergeklestirildi. Bu reaksiyon, 10-15 pl
PCR iiriinti, 5U restriksiyon enzimi ve 1X tampon (enzime uygun) ile 25 pl hacimde
gerceklestirildi. Asagida kullanilan enzimler ve reaksiyon kosullar1 gosterilmistir (Cizelge
3.1). Enzim kesimi sonrasinda %3’liikk agaroz jel hazirlanarak 6rnekler yiiklendi ve 120 voltta

50-60 dk yiiriitiildii. Bant boyutlar1 kullanilan 100 bp DNA Ladder’a gore degerlendirildi.
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Cizelge 3.1 Kullanilan enzimler ve reaksiyon kosullari.

Gen SNP ID RestrIIfSI)_/on Kesim bolgesi Reaksiyon
Enzimi Kosullar:
rs11596401 5.CATG]|..3 37°C’de 16 saat
SIRTL (CIM) Nlalll 3.TGTAC..% inkiibasyon
rs2015 . 5.G|AATC..3 37°C’de 16 saat
IRT2 THil
S (AIC) ' 3.CTTA1G..5 inkiibasyon

3.2.6 Verilerin Degerlendirilmesi

3.2.6.1 SIRT1 rs11596401 (C/T) Gen Polimorfizmi

SIRT1 rs11596401 polimorfizminde normal alel olan C’nin yerini T aleli almaktadir. Akciger
kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde rs11596401 polimorfizmini saptamak i¢in ilgili
gen bolgesi amplifiye edildikten sonra her bir 6rnek %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Marker (100 bp DNA Ladder) ile karsilastirildiginda beklenildigi gibi yaklagik
550 bp (=10 bp) boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 3.1). Elde edilen PCR iirtinleri NlallI ile
kesilerek RFLP gerceklestirildi. Restriksiyon {iriinleri hazirlanan %3’liik agaroz jelde 120 volt
giic ile yaklasik bir saat yiirtitiilerek C aleli i¢in 550 bp, T aleli i¢in 332 ve 218 bp boylarinda
bantlar elde edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.1 SIRT1 primerleriyle yapilan PCR'!n agaroz jelde kontrolii. Tk kuyucukta 100 bp
DNA Ladder kullanilmistir. Diger kuyucuklarda farkli bireylere ait PCR iiriinleri
bulunmaktadir.
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Sekil 3.2 SIRT1 rs11596401 gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii. Ik kuyucuga 100
bp DNA Ladder yiiklenmistir. 100 bp’lik DNA Ladder’dan sonraki 1, 5 ve 8 nolu
ornekler CC; 2, 3, 6, 7, 9 ve 10 nolu 6rnekler CT; 4 ve 11 nolu 6rnekler TT
genotipindedir.

3.2.6.2 SIRT2 rs2015 (A/C) Gen Polimorfizmi

SIRT2 rs2015 polimorfizminde normal alel A’nin yerini C aleli almaktadir. Kullanilan Tfil
enzimi polimorfik alel C’yi taniyarak kesmektedir. Genotipte A aleli bulunmasi durumunda

562 bp’lik, C aleli bulunmas1 durumunda 300 bp ve 262 bp’lik bantlar beklenmektedir.

Akciger kanseri hastalar1 ve kontrollerde rs2015 polimorfizmini saptamak ig¢in ilgili gen
bolgesi amplifiye edildikten sonra her bir 6érnek %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edildi. Marker (100 bp DNA Ladder) ile karsilastirildiginda beklenildigi gibi yaklasik 562 bp
(10 bp) boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 3.3). PCR friinleri Tfil ile kesilerek RFLP
gerceklestirildi. Restriksiyon {irlinleri hazirlanan  %3’liikk agaroz jelde yiritildi ve
goriintiilendi. Marker (DNA Ladder) ile kiyaslanarak elde edilen bantlara gore belirlenen
genotipler su sekildedir; 562 bp AA aleli, 300+262 bp CC aleli, 562+300+262 bp AC aleli
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.3 SIRT2 primerleriyle yapilan PCR'in agaroz jelde kontrolii. Ik kuyucukta 100 bp
DNA Ladder kullanilmistir. Diger kuyucuklarda farkli bireylere ait PCR iiriinleri
bulunmaktadir.

Sekil 3.4 SIRT2 rs2015 gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii. ik kuyucuga 100 bp
DNA Ladder yiiklenmistir. 100 bp’lik DNA Ladder’dan sonraki 8 nolu érnek AA; 1,
2,3,4,5,7,9ve 10 nolu 6rnekler AC; 6 nolu 6rnek CC genotipindedir.

3.2.7 istatistiksel Analiz

Gergeklestirilen vaka kontrol calismasinda akciger kanseri hastalart ve saglikli kontroller
arasmdaki polimorfizmlerin genotip sikligin1 karsilastirmak icin ¥? (Ki-kare) testi kullanilds.
Polimorfizmler ve akciger kanseri arasindaki iliski ikili lojistik regresyon analizi yoluyla
modellenmistir. Genotipler arasindaki akciger kanseri riskini karsilagtirmak i¢in OR degeri ve
%95 giiven araligi hesaplandi. p<0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Istatistiksel analiz SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programi kullanilarak
gerceklestirildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Akciger kanseri ile SIRT1 ve SIRT2 gen polimorfizmleri arasindaki iligkinin incelendigi bu
caligmaya 100 akciger kanseri hastasi, 100 saglikli kontrol dahil edilmistir. Akciger kanseri
hasta grubunda 89 erkek 11 kadin bulunurken, kontrol grubunda 88 erkek 12 kadin
bulunmaktadir. Gruplar arasinda yasa ve cinsiyete bagli anlamli bir fark bulunmamaktadir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Akciger kanseri hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yasa gore dagilimi.

SIRT1(rs11596401) Kontrol Hasta
SIRT2 (rs2015) n (%) n (%)
Kadin 12 (12) 11 (11)
Erkek 88 (88) 89 (89)

Yas Ortalamasi 45,8+10,62 43,26+10,54

4.1 SIRTUIN GEN POLIMORFiZMLERININ FREKANSLARI

4.1.1 SIRT1 rs11596401 Gen Polimorfizmi

Akciger kanseri hastalar1 ve saglikli kontrol grubu SIRT1 rs11596401 (C/T) gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 23’{iniin (%23) CC genotipinde, 54 linlin (%54)
CT genotipinde, 23’1iniin (%23) TT genotipinde oldugu saptandi. Hasta grubunun ise 23’iiniin
(%23) CC genotipinde, 48’inin (%48) CT genotipinde ve 29’unun (%29) TT genotipinde
oldugu saptandi. Genotip dagilim1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

farklilik bulunamadi (p=0.593, OR=1.261; CI=0.569-2.795) (Cizelge 4.2).

SIRT1 rs11596401 (C/T) gen polimorfizmi igin kontrol ve hasta gruplart alel frekanslari
acisindan karsilastirildiginda C alel frekans: kontrol grubunda %50, hasta grubunda %47
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olarak bulundu. T alel frekansi ise kontrol grubunda %50, hasta grubunda ise %53 olarak

bulundu. Alel frekanslar1 agisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatiksel olarak

farklilik bulunamadi (p=0.617; OR=1.128; C1=0.762-1.669) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2 Akciger kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde SIRT1 rs11596401 gen
polimorfizm genotip frekanslari.

o e
SNP Genotip Kontroller P degeri OR (95 % GA)
n=100 Hastalan
n=100
SIRT1 cC 23 (% 23) 23 (% 23) Referans
rs11596401 CT 54 (% 54) 48 (% 48) 0.593 0.889 (0.443-1.784)
(CIT) TT 23 (% 23) 29 (% 29) 1.261 (0.569-2.795)

%95 GA; %95 giiven aralhigi, OR; Goreceli olasilik oranlari (odds ratio)
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Sekil 4.1 SIRT1 rs11596401 gen polimorfizm genotip frekanslari.

Cizelge 4.3 Akciger kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde SIRT1 rs11596401 gen
polimorfizminin alel dagilimu.

o Akciger
Saghkh Kanseri
SNP Alel Kontroller P degeri OR (%95 GA)
_ Hastalar
n=100 _
n=100
0, 0,
rs 11596401 c %50 %41 0.617 1.128 (0.762-1.669)
T % 50 % 53
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4.1.2 SIRT2 rs2015 Gen Polimorfizmi

Akciger kanseri hastalar1 ve saglikli kontrol grubu SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 28’inin (%28) AA genotipinde, 58’inin (%58) AC
genotipinde, 14’iiniin (%14) CC genotipinde oldugu saptandi. Hasta grubunun ise 23’iiniin
(%23) AA genotipinde, 68’inin (%68) AC genotipinde, 9’unun (%9) CC genotipinde oldugu
saptandi. Genotip dagilim1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir farklilik

bulunamadi (p=0.306, OR=0.783; C1=0.287-2.133) (Cizelge 4.4).

SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmi i¢in kontrol ve hasta gruplar alel frekanslari agisindan
karsilastirildiginda A alel frekansi kontrol ve hasta gruplarmin ikisinde de %57 olarak
bulundu. C alel frekansi da yine kontrol ve hasta gruplarinin ikisinde de %86 olarak bulundu.
Alel frekanslar1 agisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamadi (p=1.0; OR=1.0; CI=0.673-1.486) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4 Akciger kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde SIRT2 rs2015 gen
polimorfizminin genotip frekanslari.

sogor — 2he
SNP Genotip Kontroller P degeri OR (95 % GA)
n=100 Hastalar:
n=100
SIRT?2 AA 28 (% 28) 23 (% 23) Referans
rs2015 (A/C) AC 58 (% 58) 68 (% 68) 0.306  1.427 (0.743-2.743)
cC 14 (% 14) 9(%09) 0.783 (0.287-2.133)

%95 GA; %95 giiven arahigi, OR; Goreceli olasilik oranlari (odds ratio)
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Sekil 4.2 SIRT2 rs2015 gen polimorfizm genotip frekanslari.

Cizelge 4.5 Akciger kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde SIRTZ rs2015 gen
polimorfizminin alel dagilimu.

Akciger
Saghkh Kanseri .. o
SNP Alel Kontroller n=100  Hastalar: P degeri OR (%95 GA)
n=100
A % 57 % 57
1.000 . .673-1.
rs 2015 C % 43 % 43 1.000 (0.673-1.486)

4.1.3 SIRT1 rs11596401 (C/T) ve SIRT2 rs2015 (A/C) Polimorfizmleri Haplotip Analizi

SIRT1 rs11596401 (C/T) ve SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmleri haplotip a¢isindan

incelendiginde de hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunamamistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.3).

Cizelge 4.6 Akciger kanseri hastalarinda ve saglikli kontrollerde SIRT1 rs11596401 / SIRT2
rs2015 haplotip dagilimlari.

Akciger
Haplotip Saghkh Kanseri ..
rs11596401/rs2015  Kontroller n=100  Hastalar1 T 9¢€eri OR (%95 GA)
n=100
CA % 36 % 34 0.939 Referans
CC % 14 % 13 0.958 0.983 (0.525-1.843)
TA % 21 % 23 0.586 1.160 (0.680-1.977)
TC % 29 % 30 0.716 1.095 (0.671-1.788)
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Sekil 4.3 SIRT1 rs11596401-SIRT2 rs2015 gen polimorfizmlerinin haplotip dagilim1
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Akciger kanseri, GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya genelinde en sik rastlanan kanser
tiirlerinden biri olmakla birlikte, kanser nedeniyle meydana gelen o6liimlerin yaklasik beste
birinden sorumludur. Akciger kanseri kotii prognoz nedeniyle, diinyada 6liime en ¢ok neden
olan kanser tiirleri arasinda, erkeklerde birinci sirada, kadinlarda ise meme kanserinden sonra
ikinci sirada gelmektedir ve tanidan itibaren bes yillik mortalitesi %85-90 arasindadir (WHO
2018a, Beckles vd. 2003). Genel olarak sigara, cinsiyet, yas, 1rk, diyet, ¢evresel kirlilik, aile
Oykiisli, genetik yatkinlik gibi etiyolojik faktorlerin sebep oldugu akciger kanseri; diger
kanser tiirlerinde oldugu gibi iilkemizde goriilme siklig gittikge artan bir hastaliktir (Giiltekin
2017).

Cogu kanserde oldugu gibi akciger kanseri de onkogenlerin aktivasyonu veya timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ile baslar (Sato vd. 2007). Akciger adenokarsinomlarinda
cogunlukla KRAS proto-onkogen mutasyonlar1 goriiliirken, kiiciik hiicreli akciger
karsinomunda tiimor baskilayict gen P53 mutasyonu ile EGFR amplifikasyon ve mutasyonu
daha sik goriiliir (Hainaut vd. 1998, Shigematsu ve Gazdar 2006).

SIRT1 ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artmasinin, P53 ve potansiyel olarak baska
tiimor baskilayici genleri inhibe ederek kanser riskini arttirabilecegi ongoriilmektedir (Li vd.
2015). P53 proteini, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve apoptozun ana diizenleyicisidir. Timor
gelisimi sirasinda, SIRT1’in up-regiilasyonu, P53'iin deasetilasyonu ve inaktivasyonu sonucu

hiicrelerin apoptozu atlamasina ve DNA hasarini siirdiirmesine izin verir (Lee vd. 2011).

Meme kanseri hiicrelerinde giiglii sirtuin inhibitorleriyle yapilan son deneyler, tlimor
baskilayict P53'in sadece SIRT1'in degil, ayn1 zamanda SIRT2'nin de hedefi oldugunu ve
diger sirtuin genlerinin de hedefi olabilecegini gostermektedir. SIRT2 inhibisyonu, P53 ve
P21 gibi tiimor baskilayict genlerin seviyelerini arttirirak kanser hiicrelerinde apoptozu tesvik

eder (Peck vd. 2010, Li vd. 2011). Es zamanli olarak hem SIRT1 hem de SIRT2'nin
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inhibisyonu, bazi tiimor hiicre hatlarinda ve Burkitt lenfoma ksenogreftlerinde apoptozu

arttirmaktadir (Peck vd. 2010, Heltweg vd. 2006).

Onceki ¢aligmalarda hiicre ve hayvan modellerinde HIC1, SIRT1 ve p53 arasinda; HIC1’in
SIRT1 transkripsiyonunu baskiladigi, bu durumun SIRT1’in deasetilaz hedefi olan p53’iin
artan asetilasyonu ve aktivasyonuyla sonuclandigi diizenleyici bir dongii tanimlanmustir.
Ayrica, DBCI1 proteininin, SIRT1 deasetilaz ve p53 arasindaki etkilesimi bloke ettigi, p53
asetilasyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir (Chen vd. 2005). Tseng vd. (2009) ise
HIC1-SIRT1-P53"in deregiilasyonunun ilk defa akciger kanserinde potansiyel bir prognostik
biyobelirtec oldugunu gostermislerdir. Yiiksek SIRT1 ekspresyonunun, diisik HIC1
ekspresyonu / P53 asetilasyonu ile birlikte, akciger kanseri hastalarinda kotii prognoz la
iligkili oldugunu ve akciger skuaméz hiicreli karsinomlarinda DBCI1 inaktivasyonunun,

P53'iin SIRTT1 aracili deasetilasyonunu arttirdigini bildirmislerdir.

Zhang vd. (2013), kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde SIRT1 ekspresyonu ile klinik
ozellikler, kemoterapiye yanit ve prognoz arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla yaptiklari
calismada SIRT1 ekspresyonunun tiimdr evresi, tiimor boyutu ve farklilasma durumu ile
anlaml sekilde iliskili oldugunu bulmuslardir. ileri evre 295 KHDAK hastasindan olusan
caligma grubunda yiiksek SIRT1 ekspresyonunun kemoterapiye direng, daha kisa sag kalim
ve kotii prognoz ile iliskili oldugunu gostermislerdir. In vitro olarak, insan KHDAK H292
hiicre hattinda siRNA teknigi ile azaltilmig SIRT1 ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu,
goclinii ve metastazint 6nemli Olclide inhibe ettigini gostermislerdir. Farelerle yapmis
olduklar1 in vivo timor olusumu ve metastaz analizleri, SIRT1 nakavtinin, nude farelerde

tiimor hacmini ve metastatik yetenegini 6nemli 6l¢iide azalttigini géstermistir

Han vd. (2013), SIRT1'in, KHDAK hastalarmin beyin metastazi dokularinda yiiksek oranda
ifade edildigini ortaya koyan ¢alismalariyla SIRT1 ekspresyonunun, KHDAK hiicre hatlarinin
(A549) goe kabiliyeti ile pozitif iliskili oldugunu gdstermislerdir. Beyin metastazi, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserinde (KHDAK) sik goriilen dnemli bir komplikasyondur. KHDAK
hastalar1 arasinda yaklasik%20 ila%40 bir noktada beyin metastazi1 gelistirir. Benzer sekilde
Cha vd. (2009), SIRT1 ekspresyonunun lenf nodu metastazi ve tiimdr invazyonu ile anlaml
bir sekilde iliskili oldugunu ve gastrik karsinomun kétii prognozu ile iliskili oldugunu

bildirmislerdir.
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Li vd. (2015), 75 akciger adenokarsinom hastasi ve 75 saglikli bireye ait dokuyu
immiinohistokimyasal boyama yontemiyle incelemis ve yiiksek SIRT1 seviyeleri gézlemistir.
Calismalar1 sonucunda, SIRTI1'in akciger adenokarsinomunun ilerlemesinde kritik bir rol
oynadigin ve kotii prognozla iligkili oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica, Wang vd. (2017)
PubMed ve Web of Science veri tabanlarinda Aralik 2016 Oncesi yayimlanan caligmalari
kapsayan meta-analizlerinde, 6nceki ¢alismalarla tutarli olarak SIRT1 asir1 ekspresyonunun
ozellikle karaciger kanseri ve akciger kanserinde sag kalimla ve kotii prognozla iligkili

oldugunu bildirmislerdir.

Lee vd. (2019), SIRT1'in KHDAK'de klinikopatolojik dnemini incelemek ve metforminin
SIRT1 inhibisyonu iizerindeki etkilerini arastirmak i¢in tasarladiklari calismada, diger
caligmalarla benzer sekilde KHDAK dokularinda yiiksek SIRT1 seviyeleri ve SIRT1 asiri
ekspresyonunun KHDAK hastalarinda kotii sagkalim ile iligkili oldugunu tespit etmistir

Yiiksek SIRT1 ekspresyonu, prostat kanseri (Huffman vd.2007), primer kolon kanseri
(Firestein vd. 2008), diffiiz biiylik B-hiicreli lenfoma (Jang vd. 2008), mide (Cha vd. 2009),
16semi (Kozako vd. 2012), karaciger (Chen vd. 2012) ve meme kanseri (Wu vd. 2012) gibi
pek cok kanser tiiriinde bildirilmis ve kotli prognozla iliskilendirilmistir. Bununla birlikte,
SIRT1'in asir1 ekspresyonunun, kolorektal karsinomda (Jung vd. 2013) ve bas boyun
skuamoz hiicreli karsinomda (Noguchi vd. 2013) iyi prognoz ile iliskili oldugu da
bildirilmistir. SIRT1 ekspresyon seviyelerinin akciger kanseriyle iliskisini aragtiran
caligmalara ragmen SIRT1 gen polimorfizmleri ile akciger kanseri arasindaki iliskiyi analiz

eden az sayida calisma yer almaktadir.

Leng vd. (2013) Colorado platosunda radona maruz kalan eski madencilerde (267 skuamoz
hiicreli karsinoma vakas1 ve 383 kontrol) skuamoz hiicreli karsinoma duyarlilig1 etkileyip
etkilemedigini degerlendirmek i¢in molekiiler bir epidemiyolojik c¢alisma yapmistir. Bu
calismada, rs10997817, rs7097008, rs7895833, rs12414281, rs17533847 ve rs747024 dahil
SIRT1'deki 11 SNP (Tek niikleotid Polimorfizmi)nin 6's1, skuamoz hiicreli karsinom igin
artan risk ile iligkilendirilmistir. SIRT1'in bulundugu haplotip blogundaki genetik ¢esitlilik ile
madencilerdeki skuamoz hiicreli karsinom riski arasinda bir iligki oldugu tespit edilmistir (P =
0.003). Ozellikle SIRT1 rs7097008 A aleli ile isaretlenen haplotip aleller, skuaméz hiicreli
karsinom vakalarinda artan risk (OR=1.69, P=8.2 x 107°) ve madencilerde skuamoz hiicreli

karsinom vakalarinda (HR=0.79, P=0.03) daha yiiksek sag kalim ile iliskilendirilmistir.
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Islevsel SIRT1 rs7097008'in, A alelinin bronsiyal epitel hiicrelerinde diisiik gen ekspresyonu
ve periferal lenfositlerde riskli DNA onarim kapasitesi ile iliskili oldugunu gdstermistir. Bu
caligmalariyla SIRT1'in madencilerde radon kaynakli kanserde tiimor baskilayici rolii

oynayabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Lv vd. (2017) Cin popiilasyonunda 246 kontrol ve 79 skuamoz hiicreli karsinom, 124
adenokarsinom igeren 257 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastasindan olusan caligsma
grubunda SIRT1 genindeki dort SNP’yi (rs12778366 (C/T), rs2273773(C/T), rs3758391(C/T),
rs4746720(C/T)) analiz ederek SIRT1 gen polimorfizmleri ile insan KHDAK arasinda anlamli
bir iliski bulamadiklarimi bildirmiglerdir. Bu 4 SNP {izerinde yapilan haplotip birliktelik

analizi de, akciger kanseri ile de anlaml1 bir iligki gdstermemistir (P> 0.05).

Misir halk popiilasyonunda yapilan baska bir calismada da ise 541 meme kanseri kadin ve
439 saglikli kontrol grubunda SIRT1 varyantlar1 (rs3758391, rs3740051 ve rs12778366) ile
meme kanseri arasindaki iliski aragtirllmigtir. Rizk vd. (2016)’nin RT-PCR yontemi ile
yaptiklar1 ¢alismada SIRT1 geninin rs3758391 ve rs12778366 polimorfizmlerinin Misir
popiilasyonunda meme kanseri riski ve prognozu ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Her iki SNP
de TT genotipinin meme kanseri hastalarinda, yiiksek timor dereceleri ve daha yiiksek lenf

nodu tutulumu ile iliskilendirilmistir.

Bu tez kapsaminda PCR-RFLP yontemi kullanilarak, sirtuin ailesinden SIRT1 rs11596401
gen polimorfizminin akciger kanseri riski ile iliskisi aragtirilmigtir. Literatiirde bu
polimorfizmin akciger kanseri ile iliskilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Calismamizda 100 akciger kanseri hastasi birey, 100 saglikli birey SIRT1 rs11596401 (C/T)
gen polimorfizmi agisindan incelendi ve genotip dagilimi agisindan iki grup arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.593, OR=1.261; CI=0.569-2.795).
Alel frekanslar1 agisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamadi (p=0.617; OR=1.128; C1=0.762-1.669). Dolayisiyla bu polimorfizmin,

akciger kanseri ile iliskili olmadig: diisliniilmektedir.

Bircok calisma, hiicresel strese cevap olarak hiicre dongiisiiniin diizenlenmesindeki rolii
nedeniyle SIRT2'nin tiimorigenezde rol oynadigini gostermektedir. SIRT2 genel olarak, kritik
hasar gormiis hiicrelerde DNA hasar stresine cevap olarak hiicrelerin apoptoza ilerlemesini

tesvik eder (Inoue ve vd. 2007).
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Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda akciger kanserinde diisilk SIRT2 seviyeleri elde edilmistir.
Ornegin; Li vd.’nin (2013) KHDAK hastalar1 ve hiicre hatlarinda (A549 ve H1299) SIRT?2
ekspresyonunu analiz ettikleri calisma, tiimor hiicrelerinde SIRT2 mRNA ve protein
seviyelerinin timor dist dokulara kiyasla onemli 6lgiide diisiik oldugunu gostermektedir.
Ayrica yaptiklar1 diger analizlerde SIRT2 asir1 ekspresyonunun ROT iiretimini ve p27
seviyelerini arttirdigint bildirmislerdir. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda SIRT2'nin asir1

ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna ve hiicre apoptozuna neden olmustur (Li

vd. 2016).

Gong vd. (2018) yedi memeli sirtuininin (SIRT1-7), KHDAK'deki klinikopatolojik
parametreler ve prognoz ile olan iligkilerini arastirmak ve karsilagtirmak icin yaptiklar
calismada SIRT2 protein ekspresyonunun, KHDAK dokularinda normal dokularla
karsilastirildiginda down-regiile edildigini gostermistir. Ayrica Li vd.’nin ¢alismasindan elde
edilen sonuglar1 tekrar analiz ederek SIRT2 mRNA ekspresyonunun KHDAK dokularinda

down-regiilasyonunu gostermislerdir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, SIRT2'nin, KHDAK hiicrelerinin proliferasyonunu, koloni
olusumunu ve timor biiylimesini in Vvitro ve in vivo olarak JMJD2A (Lysine-spesific
demethylase 4A; KDM4A)'ya bagimli bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Xu vd. (2015) bu
caligmalarinda SIRT2’nin, JMJD2A'nin promotér bolgesine baglanarak JMJD2A ifadesini
negatif olarak diizenledigini ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri biiylimesini baskiladigini

aciklamisglardir.

Ayrica fare modelleriyle yapilan deneylerde, pankreas ve akciger kanserinde, SIRT27
KRASC?D farelerde, KRAS®'?P farelere oranla, artan KRAS asetilasyonu sonucu fenotipte
daha agresif tiimorler gelistigi saptanmistir. Song vd. (2016) farelerle yapmis olduklari
deneylerde SIRT2 nakavtinin onkogenik KRAS'in neden oldugu akciger adenokarsinomlarinin
ilerlemesini arttirdigini gostermislerdir. KRAS K147, SIRT2'ye 6zgii yeni bir deasetilasyon
hedefi olarak tanimlanirken, asetilasyon durumunun dogrudan KRAS aktivitesini
diizenleyerek sonugcta hiicre ¢ogalmasi, koloni olusumu ve tiimdr biiyiimesi iizerindeki etkisi

gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalar, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (Li vd. 2013), glioma (Hiratsuka vd.
2003), mide karsinomlar1 (Peters vd. 2010) ve hepatoseliiler karsinom (Kim vd. 2011) dahil
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olmak tizere bir¢ok kanser tiirtinde, SIRT2 ekspresyonunun azaldigini géstermektedir. Buna
karsin SIRT2’nin aralarinda akut miyeloid 16semi (Dan vd. 2012), hepatoselliiler kanser (Kim
vd. 2011) ve prostat kanserinin (Hou vd. 2012) de bulundugu cesitli kanser tiirlerinde
olumsuz sonuglari vardir. SIRT2, ayrica meme kanserinde farkli timdr derecelerine bagli hem
timor baskilanmasinda hem de tiimor gelisiminin desteklenmesinde rol oynar (McGlynn vd.
2014).

SIRT2 kanser prognozunda Onemli bir rol oynamasina ragmen, literatiirde SIRT2
varyantlarmin akciger kanseri ile iligkisini arastiran bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Literatiir
taramamizda, SIRT2 varyantlarinin kanserle iliskisini ortaya koyan Yang vd. (2017)
tarafindan yapilmis sadece bir ¢alismaya rastlanmis olup bu ¢alismada SIRT2 varyantlar: ile
kolorektal kanser arasindaki iligki arastirilmistir. Cin popiilasyonundan 842 kolorektal kanser
hastas1 ve 1.718 saglikli kontrol grubu dahil edilerek yapilan ¢alismada SIRT2’nin 3'UTR
bolgesinde yer alan minér allel sikligi> 0.05 olan iki varyant (rs2015 ve rs2241703)
belirlenerek Tagman genotipleme yontemi kullanilarak genotiplenmistir. rs2015 A aleli,
rs2015 C aleli ile karsilastirildiginda, erkeklerde ve 60 yasin lstiindeki hastalarda diisiik
kolorektal kanseri riski ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Yang vd. bu ¢alismayla SIRT2
genindeki rs2015 (A/C) polimorfizminin, kolorektal kanser riski ile iligkili oldugunu ve

kolorektal kanser karsinogenezinde SIRT2'nin 6nemli bir rol oynadigin1 géstermistir.

Biz de bu tez kapsaminda Yang vd. (2017)’nin kolorektal kanserde SIRT2 varyantlariyla
yapmis olduklar1 ¢alismaya benzer sekilde SIRT2’nin 3’UTR boélgesinde yer alan SIRT2
rs2015 gen polimorfizminin akciger kanseri riski ile iligkisini arastirdik. Calismamizda 100
akciger kanseri hastas1 birey, 100 saglikli birey PCR-RFLP yontemi kullanilarak SIRT2
rs2015 (A/C) gen polimorfizmi agisindan incelendi. Genotip dagilimi agisindan iki grup
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.306, OR=0.783; CI1=0.287-
2.133) Alel frekanslar1 agisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamadi (p=1.0; OR=1.0; CI=0.673-1.486). SIRT2 geni kanserde
onemli bir rol oynamasina ragmen SIRT2 rs2015 gen polimorfizminin akciger kanseri

patogenezinde roli olmadig diistiniilmektedir.

GLOBOCAN 2018 verilerine gore, akciger kanseri, en sik rastlanan kanser tiirlerinden biri
olmakla birlikte (2.1 milyon yeni vaka, toplam vakalarin %11.6’s1), kanserden O6liimlerin

yaklasik beste birinden sorumludur (1.76 milyon 6liim, toplam kanser 6liimlerinin %18.4°1).
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Akciger kanseri kotii prognoz nedeniyle, diinyada 6liime en ¢ok neden olan kanser tiirleri
arasinda, erkeklerde birinci sirada (%22), kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada
(%13.8) gelmektedir (WHO 2018b). Akciger kanseri diinya genelinde en yaygin goriilen
kanser tiirii olmakla birlikte, GLOBOCAN verilerine gore 2018 yilinda yaklagik 2.1 milyon
yeni vaka tespit edilmis ve 1.76 milyon akciger kanserine bagh 6liim meydana gelmistir.
Sigara, cinsiyet, yas, ik ve cevresel kirlilik gibi etiyolojik faktorlerin yaninda ¢ok sayida

genetik degisim bu kanserin gelisimine yol acabilmektedir.

Bu calisma i¢in akciger kanseri riski olusturabilecek genetik degisiklikler arastirilmis ve
SIRT1 rs11596401 ile SIRT2 rs2015 tek niikleotid polimorfizmleri secilmistir. 100 akciger
kanseri hastast ve 100 sagliklt kontrol grubundan olusan ¢aligmamizda rs11596401 gen
polimorfizmi hasta ve kontrollerde genotip ve alel dagilimi agisindan analiz edilmis ancak
anlaml bir farklilik bulunamamustir. Literatiirde rs11596401 gen polimorfizminin akciger
kanserinde etkisinin arastirildigi ilk ¢aligma olmasi sebebiyle ¢alismanin daha yiiksek sayida
hasta ve saglikli bireyle tekrar edilmesi faydali olacaktir. Literatiirde rs2015 ile ilgili sadece
bir tane calisma bulunmaktadir ve bu calismada kolorektal kanserde bir risk faktori
olabilecegi rapor edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise hasta ve kontrollerde genotip ve alel
dagilimi arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Sonuglara gore calismanin daha genis
bir popiilasyonla tekrarlanmas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira sonuglar bireylerin
etnik kokenlerine de bagli olabileceginden; farkli cografyalardaki bireyler rs2015 agisindan

degerlendirilmelidir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, hava yolu epitel hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan genetik
degisikligin fenotipe yansidigi bir hastaliktir. Akciger kanseri sadece yaygin olarak goriilen
bir kanser olmasi1 yoniiyle degil, neden oldugu mortalite yiikii nedeniyle de 6nemli bir saglik
sorunudur. Sigara, cinsiyet, yas, irk ve ¢evresel kirlilik gibi etiyolojik faktorlerin yaninda ¢ok
sayida genetik degisim bu kanserin gelisimine yol acabilmektedir. Onkogenler, timor
siipresor genler ve DNA tamir kapasitesi akciger kanserine yatkinlikta onemli rol
oynamaktadir. Timor supresor P53, KRAS proto-onkogeni ve EGFR mutasyonlarinin akciger
kanserinde en sik meydana gelen degisiklikler arasinda gelmektedir. P53 ve KRAS gibi bazi
tiimor baskilayict ve onkogenlerin sirtuinlerin deasetilasyon hedefi oldugu bilinmektedir.
Sirtuinler, ¢esitli enzimatik aktiviteleri ile aralarinda asetilasyonun onemli bir form oldugu
translasyon sonrast modifikasyonlar1 diizenlemede onemli rol oynamaktadir. Sirtuinler,
histonlar, transkripsiyon faktorleri ve metabolik enzimler dahil olmak {iizere birgok hedefi

etkisiz hale getirir.

Calismamizda akciger kanseri ile SIRT1 rs11596401 (C/T) ve SIRT2 rs2015 (A/C) gen

polimorfizmleri arasindaki iligki aragtirilmis olup elde edilen sonuglar asagida siralanmustir:

1. SIRT1 rs11596401 (C/T) gen polimorfizmi igin genotip (p=0.593) ve alel frekanslari
(p=0.617) acisindan akciger kanseri hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunamamastir.

2. SIRT2 rs2015 (A/C) gen polimorfizmi igin genotip (p=0.306) ve alel frekanslari
(p=1.0) acisindan akciger kanseri hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunamamuistir.

Yaptigimiz bu g¢alisma sonucunda SIRT1 rs11596401 (C/T) ve SIRT2 rs2015 (A/C) gen
polimorfizmlerinin akciger kanseri patogenezinde etkin bir roliiniin olmadig: tespit edilmistir.

Sonuglara gore her iki gen polimorfizmi ile ilgili ¢aligmanin daha genis bir popiilasyonla
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tekrarlanmas1 gerektigi distiniilmektedir. Bunun yami sira sonuglar bireylerin etnik
kokenlerine de bagli olabileceginden; farkli cografyalardaki bireyler bu polimorfizmler

acisindan degerlendirilmelidir.
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