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KOLOREKTAL KANSERLERDE SiRTUIN GEN EKSPRESYONLARININ

ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Bu calismanmi amaci kolorektal kanser tanisi alan hastalarin dokularinda
sirtuin 1 ve sirtuin 2 immiinreaktivitesinin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

ve klinik parametreler ile sirtuin 1 ve sirtuin 2 arasindaki iligkileri arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Kartal Dr. Liitfi Kirdar Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji boliimii
arsivinde 2016-2021 yillar1 arasinda degerlendirilen 104 hastaya ait kolon ornekleri
retrospektif olarak tarandi. Olgulara ait bloklardan kesitler alinip sirtuin 1 ve sirtuin 2
immiinreaktivitesi i¢in immiinohistokimyasal boyama yapildi. Boyamanin derecesi
yayginlik ve yogunluk esas alinarak elde edildi ve derecelendirildi. Kolorektal kanserli

hastalarin klinikopatolojik parametreleri ile iliskileri degerlendirildi.

Bulgular: Calismaya 104 kolorektal adenokarsinom tanili hasta dahil edildi. Hasta
grubunun yaglar1 24 ila 83 arasinda ve ortalama yas 61,95+11,27 idi. Calisma grubu sirtuin
ekspresyon seviyelerine gore degerlendirildiginde, hastalarin %38,5" inde sirtuin 1
ekspresyonu diisiik, %61,5' inde yiliksek ve %41,3" iinde sirtuin 2 ekspresyonu diisiik
%58,7' inde yiiksek olarak saptandi. Sirtuin 1 seviyelerine gore diisiik ve yiiksek gruplar
arasinda klinik parametreler ile anlamli iliski saptanmadi. Sirtuin 1 ve K-RAS (p=0,021)
arasinda anlamli istatistiksel iligki gozlendi. Sirtuin 2 ekspresyon seviyesi ile TNM evresi
(p=0,043), Dukes evresi (p=0,035), metastaz varlig1 (p=0,004), K-RAS (p=0,047) ve N-
RAS (p=0,02) mutasyon varlig1 arasinda anlamh iliski saptandi. Sirtuin 1 ve sirtuin 2
ekspresyon seviyeleri arasindaki uyum incelendiginde; TNM evresi (p=0,03), metastaz
varhigr (p=0,012), K-RAS (p=0,028) ve N-RAS (p=0,022) mutasyonu varligi ile anlaml
iliski saptandi.

Sonu¢: SIRT1 ve SIRT2 kolorektal adenokanserlerde tanisal ve prognostik

biyobelirtegler olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Adenokarsinom, Kolon, Prognoz, Sirtuin 1, Sirtuin 2



EVALUATION OF SIRTUIN GENE EXPRESSIONS IN COLORECTAL
CANCERS

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to evaluate the immunoreactivity of sirtuin 1 and
sirtuin 2 in the tissues of patients diagnosed with colorectal cancer and to investigate the

role of sirtuins in the diagnosis and prognosis of colorectal cancer.

Materials and Methods: Colon specimens of 104 patients diagnosed with
colorectal adenocarcinoma in Kartal Dr. Liitfi Kirdar City Hospital between 2016-2021
were investigated retrospectively. Immunohistochemical staining was performed for sirtuin
1 and sirtuin 2 immunoreactivity. The degree of staining was graded on the basis of
diffusiveness and density. The associations between clinicopathological parameters of

colorectal cancer patients with sirtuin expressions were investigated.

Results: One hundred and four patients diagnosed with colorectal adenocarcinoma
were included. The age of the patient group was between 24 and 83 years and the mean age
was 61.95+11.27 years. The expression of sirtuin 1 was low in 38.5%, high in 61.5%, and
sirtuin 2 was low in 41.3% and high in 58.7% of the patients. A statistically significant
relationship was observed between Sirtuin 1 and K-RAS (p=0.021). A significant
relationship was found between Sirtuin 2 expression levels and TNM stage (p=0.043),
Dukes stage (p=0.035), metastasis (p=0.004), mutations of K-RAS (p=0.047) and N-RAS
(p=0.02). When the concordance between sirtuin 1 and sirtuin 2 expression levels were
examined; there was significant relationship between Sirtuin 1 and Sirtuin 2 coexistence
and TNM stage (p=0.03), metastasis (p=0.012), mutations of K-RAS (p=0.028) and N-
RAS (p=0.022).

Conclusion: SIRT1 and SIRT2 can be evaluated as diagnostic and prognostic

biomarkers in colorectal adenocarcinomas.

Key Words: Adenocarcinoma, Colon, Prognosis, Sirtuin 1, Sirtuin 2



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserler (KRK) diinya ¢apinda en sik goriilen koti huylu timor
tipleri arasindadir (1). Gastrointestinal kanserler i¢in yeni molekiiler prognostik
biyobelirteglerin arastirilmasi, son yillarda siiregelen bir gorev olmustur. Epigenetik,
prognostik biyobelirte¢ arastirmalari i¢in umut verici bir alandir, ¢linkii anormal
epigenetik modifikasyon, yalnizca kanser olusumunun degil, ayn1 zamanda kanserin
ilerlemesinin de temelini olusturur. Bunlardan sirtuin grubunun, ¢esitli kanserlerin

klinik sonuglart ve prognozlar ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (2).

Maya sessiz bilgi diizenleyicisi 2'nin (SIR2) memeli ortologlar1 olan sirtuinler,
NAD + bagimli histon deasetilazlardir (sinif III histon deasetilazlar). Sirtuin 1 (SIRT1),
sirtuin ailesinin en kapsamli sekilde karakterize edilen iiyesidir ve sadece histonlarin
degil, ayn1 zamanda histon olmayan proteinlerin deasetilasyonuyla cesitli biyolojik
stireclere katildigi bildirilmistir (3). Tiumorijeneze goére SIRT1'in rolii belirsizdir.
SIRTI'in tiimor baskilayict bir rol oynadigi One siiriilmesine ragmen, onkojenik
Ozelliklerini tartisan ikna edici kanitlar mevcuttur. SIRT1, p53 (4) ve p73 (5) gibi diger
birkag timdr baskilayicisinin islevini deasetile edebilir ve baskilayabilir ve onkoprotein
N-Myc'nin (6) stabilitesini artirabilir. Ek olarak, SIRT1'in kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasini tesvik ettigi ve apoptozunu inhibe ettigi gosterilmistir (7). Yakin zamanda,
transgenik SIRT1 ekspresyonunun PTEN eksikligi olan farelerde karsinogenezi tesvik
ettigi (8), SIRT1'in enterosit spesifik inaktivasyonunun APC + / dak farelerde tiimor
yiikiinii azalttig1 bildirilmistir (9). Bu veriler ayrica kanser ilerlemesi sirasinda SIRT1'in

in vivo tiimorii tesvik eden bir islevi i¢in tartismistir.

Sirtuin ekspresyonlarinin deregiilasyonlar ¢esitli kanserlerde bulunmustur (10).
Gastrointestinal kanserler i¢in, SIRT1 ekspresyonu genellikle yiiksektir (11-16). Bir dizi
klinik 6ncesi ¢alisma, SIRT1 aktivitesinin bloke edilmesinin, sindirim sisteminin ¢esitli
kanserleri i¢in umut verici bir strateji olabilecegini ileri siirmiistiir (17-21). Bununla
birlikte, sirtuinlerin prognostik onemi iizerinde biiyiik bir dikkat ¢ekilmesine ragmen,
gastrointestinal kanserde prognostik etkisi i¢in kesin kanit yoktur. Kolorektal kanser ile
ilgili olarak, birka¢ ¢alisma, yiiksek SIRT1 ekspresyonu ile zayif genel sagkalim (OS)

ve / veya hastaliksiz sagkalim arasinda 6nemli iligkiler oldugunu bildirmistir (15-16).



SIRT1 ekspresyonunun zayif sagkalimla iligkisi, karaciger, pankreas ve mide kanserleri
dahil diger gastrointestinal kanserleri olan hastalarda da bulunmustur (11). Bununla
birlikte, SIRT1 ekspresyonu ile hayatta kalma sonucu arasinda higbir iliski olmadigini
veya SIRT1'in yiiksek tiimor ekspresyonunun daha iyi sagkalimi 6ngordiigiinii saptayan

calismalar da mevcuttur (12).

Sirtuin 2 (SIRT2) ise, hiicre siklusu ve hiicre boliinmesi tizerinde etkili olan bir
sirtuin lyesidir. Bulundugu yere ve fonksiyonuna gore, tiimor siipresor ve onkogen rolii
olabildigi diisliniilmektedir. Hiicrelerin dogru sekilde boliinmesini saglamak ve DNA

hasarinin onarimini yonetmek gibi 6nemli gorevleri vardir (22).

Birgok kanser tiirtinde sirtuin seviyesinde degisiklikler saptanmakla beraber,
kolorektal kanserlerde sirtuin gen ekspresyonlarin1 kapsamli olarak tespit eden bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamizin amaci, kolorektal kanserlerde sirtuin gen
ekspresyonlarin1 arastirmak; hastalarin yas, cinsiyet, TNM simiflamalari, tiimor
histolojik tipleri, tiimor lokalizasyonu, lenf nodu metaztazi, vb. gibi demografik, klinik,

patolojik verileri ile analizlerini yapmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KOLOREKTAL KANSER EPiDEMiYOLOJIiSi

KRK yaygin ve dliimciil bir hastaliktir. KRK gelistirme riski hem ¢evresel hem
de genetik faktdrlerden etkilenir. Diinya Saglik Orgiitii GLOBOCAN veri tabanina gore,
kiiresel olarak, KRK erkeklerde tigiincii en sik teshis edilen kanserdir ve kadinlarda
ikinci siradadir (1). Hem insidans hem de mortalite oranlar1 erkeklerde kadinlara gore

onemli 6l¢iide daha yiiksektir.

KRK'nin bolgesel insidanslart diinyada degiskenlik gosterir. En yliksek insidans
oranlar1 Okyanusya bolgesi, Avrupa ve Kuzey Amerika' dadir ve en diisiikk oranlar
Afrika kitast1 ve Asya' nin giiney/orta kisimlarindadir (23). Bolgesel degisiklikler,
beslenme ve ¢evresel maruziyetlerdeki farkliliklara, diisiik sosyoekonomik statiiye ve

diisiik KRK tarama oranlarina baglanabilir (24).

Kalin bagirsak kanseri 40 yastan geng bireylerde 6n planda degildir. Goriilme
sikliklar1 40 ve 50 yaslar1 arasinda belirgin bir sekilde yiikselme egiliminde olur ve yasa
bagl insidanslar, sonraki her on yillik siireclerde tedrici artar. Basta Amerika Birlesik
Devletleri Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER) veri tabanindan olmak
tizere veriler, KRK insidansinin 50 yas alt1 grupta arttigini, yasl gruplarda ise azaldigimi
gostermektedir (25-27) . Amerika Birlesik Devletleri'nde 55 yasin altindaki yetiskinler
arasinda yeni KRK vakalarinin oran1 1995 ile 2019 arasinda yilizde 11'den yiizde 20'ye
yiikselmistir (28). Bu artiglarin kaynagi agirlikli olarak sol tarafli kanserler ve rektum
kanseridir (28-29). Elli yasin altinda KRK teshisi konanlarin yiizde 86' sindan fazlasi
semptomatiktir ve hastalik daha sonraki asamalarda teshis edilmektedir, bu da artan
insidansin ger¢cek oldugunu ve daha erken taniya bagli olmadigini diisiindiirmektedir
(30). Bu egilimin altinda yatan sebepler, genetik c¢evresel etkiler ve yasam tarzindaki
degisikliklerle birlikte ¢ok faktorlii olabilir (31). 20 ¢alismanin meta-analizinde olusan
calismada, erken baslangigli KRK i¢in 6nemli risk faktérlerinin birinci derece akrabada
KRK oykiisii, hiperlipidemi, obezite ve alkol tiiketimi olduguna isaret edilmektedir (32-
33).



2.2. KOLOREKTAL KANSER RiSK FAKTORLERI

Kalitsal ve cevresel faktorler, KRK gelisme ihtimalini artirabilir. Kalitsal
yatkinlilar kanser ihtimalini belirgin arttirsa da, KRK'lerin biiyilik kismi ailesel olmaktan
ziyade sporadiktir. KRK riskini arttiran durumlar, KRK taramasi igin Onerileri
degistirmeye yetecek kadar biiyiik risk igerenler, tarama Onerilerini degistirebilecek
faktorler ve minimal / belli-belirsiz bir risk biyiikligii sagladiklar1 i¢in tarama

Onerilerini degistirmeyenler olarak ayrilabilir:

Tarama onerilerini etkileyen faktorler: Kalitsal KRK sendromlari, kisisel
veya ailesel KRK veya adenom oOykiisii, inflamatuar barsak hastaligi, abdominopelvik

radyasyon dykiisii.
Tarama onerilerini etkileyebilecek faktorler: Yas, irk ve cinsiyet, akromegali.

Tarama onerilerini degistirmeyen risk faktorleri: Kilo fazlaligi, sigara,
diyabetes mellitus/insulin direnci, islenmis kirmizi et yogun tiikketimi, alkol, hormone

ila¢ tedavileri, kolesistektomi, vd.

2.3. KOLOREKTAL KANSERLERDE KLINIK

KRK'li vakalar genellikle {i¢ klinik ile prezente olmaktadirlar: Semptom ve/veya
bulgularla, taramayla yakalanan belirtsiz bireyler ya da ileus, perforasyon veya nadiren
akut gastrointestinal kanama gibi akut tabloda miiracaatlar (34).

KRK ile iliskili tipik semptomlar/belirtiler arasinda hematokezya veya melena,
karm agrisi, baska tlirli aciklanamayan demir eksikligi anemisi ve/veya bagirsak
aligkanliklarinda degisiklik yer alir (35). Daha az gorillen basvuru semptomlari,
obstriiksiyon belirtileri olabilen karin siskinligi, mide bulantis1 ve kusmadir.
Belirti/bulgu ile bagvuran hastalar i¢inde, klinik belirtiler ayrica tiimoriin konumuna
bagl olarak farklilik gosterir: Bagirsak aliskanlik degisikligi, sol tutulumlu KRK'larda
saga nazaran daha yaygindir. Gayta kolon proksimalinde daha sividir, liimen ¢ap1 da
daha biiyiiktiir ve dolayistyla KRK' lerin kolik agr1 da dahil olmak iizere obstriiktif
semptomlarla prezzente olma ihtimali daha azdir. Asikar hematokezyaya sag kolon
tutulumlu tiimorlerden ziyade; rektosigmoid kaynakli tiimorler neden olur. Fark
edilmeyen kan kaybindan kaynaklanan demir eksikligi anemisi, sag kolon tutulumlu
KRK' lerde daha yaygindir (36). Rektum kanseri tenesmusa, rektal agriya ve diskida

incelmeye neden olabilir.



Pozitif bir digkida gizli kan testi, herhangi bir semptomdan ¢ok daha yiiksek

prediktif degere sahiptir ve kolonoskopi dnceligine sahiptir.

Metastatik hastalik: Amerika Birlesik Devletleri' ndeki hastalarin yaklasik
beste birlik kisminda tanmi siirecinde uzak metastaz saptanir (28). KRK, direk ve
transperitoneal yollarin yani sira lenfatik ve hematojen yollarla yayilabilir. KRK" lerin
en yaygin metastaz yaptigi yerler arasinda bolgesel lenf diiglimleri, karaciger, akciger

ve peritondur. Hastalar, bu bolgelere ait belirti veya bulgularla prezente olabilir.

Barsaklarin vendz drenaji1 portal sistem iizerinden karacigere yonelmektedir, bu
kapsamda hematojen yayilim igin ilk durak karacigerdir, miiteakiben akciger, kemik ve
beyin gelir. Beyin metastazlart son derece nadir olmakla beraber, siirecin ilerledigi
terminal hastalarda hem kemik hem de beyin metastazlarinda artis raporlanmistir
(37). Tiimor distal rektumdan kaynaklanmakta ise 6ncelikle karaciger yerine akcigerlere
metastaz yapabilir. Bunun nedeni inferior rektal venin portal ven yerine inferior vena

kavaya drene olmasidir.

2.4, KOLOREKTAL KANSERLERIN TANISI

KRK tanisi, genellikle kolonoskopi ile veya ameliyat ile rezeke edilen drnegin
histolojik incelemesiyle konur. Histopatolojik olarak kolon ve rektumda ortaya g¢ikan

kanserlerin biiylik cogunlugu adenokarsinomlardir.

Kolonoskopi, kalin barsaktaki lezyonlar1 lokalize edip biyopsi yapabildiginden,
eszamanli neoplazmalari tespit edebildiginden ve polipleri ¢ikarabildiginden, KRK i¢in
en basarili tam yontemidir. ilk KRK'den sonraki alti ay iginde teshis edilen, normal
barsakla ayrilan ve dogrudan yayilim veya metastaza bagli olmayan iki veya daha fazla
farkli primer tiimor olarak tanimlanan senkron KRK'ler, hastalarin % 3 ila 5' inde

gortlir (38).

BT kolonografi (sanal kolonoskopi veya BT kolografi olarak da adlandirilir),
hava dolu kolonun bilgisayar simiilasyonlu endoliiminal gézlenmesini saglar. BT
kolonografi, kolonoskopi yapilamayan ve KRK'yi diisiindiiren semptomlart olan

hastalarda ilk tanisal test olarak degerlendirilmistir.

Timor belirteglerinden, ozellikle karsinoembriyonik antijen (CEA), KRK ile
iliskilendirilmistir. Ancak CEA da dahil olmak iizere tiim bu belirtegler, diistik



duyarlilik ve 6zgiillik nedeni ile KRK' yi saptamada yeterli tanisal yetenege sahip
degildir (39).

2.5. KOLOREKTAL KANSERLERDE EVRELEME

Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)/Uluslararast Kanser Kontroli
Birligi'nin (UICC) birlesik Tiimor, Lenf nodu, Metastaz (TNM) evreleme sistemi, KRK

icin tercih edilen evreleme sistemidir.

TNM evreleme siniflandirmasinin en son (sekizinci baski, 2017) revizyonu
ayrica, tedavi hakkinda karar verirken goz onilinde bulundurulmasi: gereken ancak heniiz
resmi evreleme kriterlerine dahil edilmemis olan asagidaki faktorleri de kabul

etmektedir:
Ameliyat dncesi serum karsinoembriyonik antijen (CEA) seviyeleri.

Preoperatif radyoterapi, kemoradyoterapi veya kemoterapiye patolojik yaniti ve
rektal kanserler igin gevresel rezeksiyon smirinin durumunu yansitan timor regresyon

skoru.
Lenfovaskiiler ve perinoral invazyon.

Mismatch repair enzimlerinin eksikligini yansitan ve hem iyi bir prognostik
faktor hem de floropirimidin tedavisine yanit eksikliginin 6ngoriiciisii olan mikro

satellite instabilite.

KRAS, NRAS ve BRAF'In mutasyon  durumu, ¢lnkii  bu  genlerdeki
mutasyonlar, epidermal biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR) hedefleyen ajanlara yanit
eksikligi ile iliskilidir.

Yeni teshis edilmis KRK'li hastalarda, preoperatif abdominal ve pelvik BT
taramalar1 timor yayilimini, bolgesel lenfatik ve uzak metastazlar1 ve komplikasyonlari
gosterir. BT'nin uzak metastaz saptama basarisi, nodal tutulum veya transmural

invazyon saptamasina gore daha yiiksektir (40).

2.6. KOLOREKTAL KANSERLERDE MOLEKULER PATOGENEZ VE
PROGNOSTIK BiYOBELIRTECLER

Kolon ve rektumun malign tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu karsinomlardir. Diger

histolojik tiimor tiirleri (ndroendokrin neoplazmalar, hamartomlar, mezenkimal



timorler, lenfomalar) nispeten nadirdir. Karsinomlarin yiizde 90'indan fazlasi

adenokarsinomlardir. Bu morfolojik varyantlar prognostik 6neme sahiptir (41).

Histolojik farklilasma derecesi, iyi diferansiye glandlarin bulundugu dereceyi,
hiicre-hiicre igbirligini, polarizasyonun siirdiiriilmesini ve hiicrede iiretilenlerin liimene
koordineli sekresyonunu dikkate alir. Bu 0&zelliklerin varligi ne kadar fazlaysa,
farklilagsma derecesi o kadar yiiksek ve derecesi o kadar diisiiktiir. Gland olusumu,
sirastyla 1yi diferansiye ve orta derecede diferansiye tiimorlerde her zaman daha biiyiik
veya daha az derecelerde mevcuttur. Buna karsilik, az farklilasmis veya farklilasmamis
adenokarsinomlar (yliksek dereceli tiimorler), baskin olarak belirgin hiicresel atipi,
pleomorfizm ve yiiksek mitotik oran ile kati tabakalardan veya infiltre edici hiicre
tabakalardan olusur. College of American Pathologists (CAP) ve American Joint
Committee on Cancer (AJCC)/Union for International Cancer Control (UICC) KRK

icin dort kademeli bir derecelendirme sistemi kullanilmasini belirtmektedir:
Derece 1: lyi diferansiye (>yiizde 95 bez olusumu)
Derece 2: Orta diferansiye (yiizde 50 ila 95 bez olusumu)
Derece 3: Kétii diferansiye (<yiizde 50 bez olusumu)

Derece 4: Farklilagmamis (bez veya misin olusumu yok; skuamdz veya

noroendokrin farklilasma yok)

Immiinohistokimya: Sitokeratin 20 (CK20) ve kaudal tip homeobox 2 (CDX2),
barsak farklilasmasinin en duyarli ve spesifik belirteglerinden ikisidir ve kolorektal
kokenli adenokarsinomlar1 dogru bir sekilde tanimlamada son derece yararli THK

belirtegleridir (42) .

[HK, DNA MMR' nin eksik ifadesini belirlemede de yararlidir (43). IHK
sonuglarina dayali olarak MMR genlerinden birinde mutasyon bulma olasiligi,

bulunmayan proteine bagli olarak degisir (44).

KRK rezeksiyonundan sonra sonucun en 6nemli gostergesi basvuru anindaki
patolojik evredir. KRK i¢in 6nemli diger prognostik belirleyiciler, ekstramural timor
varligi, lenfovaskiiler ve perindral invazyon, histolojik farklilagma derecesi, preoperatif
serum karsinoembriyonik antijen (CEA), mikrosatellit instabilite (MSI) ve RAS
ve BRAF mutasyonlaridir.



Patolojik ozellikler; lokal tiimor yaygimligi, rezidiiel timor, ¢evresel rezeksiyon
marji, bolgesel lenf nodu tutulumu, nodal mikrometastazlar, ekstramural nodal olmayan
tiimor birikintileri, neoadjuvan tedaviden sonra tiimor gerilemesi, lenfovaskiiler
invazyon, perindral invazyon, histolojik tip, farklilasma derecesi ve miisin varligi, timér
sinir1 ve timor tomurcuklanmasi, konak immdiin yaniti, peritiimoral fibrosis, mikrodamar
yogunlugu, timor yerlesimi, preoperatif serum CEA, bagirsak obstriiksiyonu ve/veya

perforasyonu ve molekiiler faktorlerdir (45-62).

Molekiiler  faktorler:  American  Society for  Clinical  Pathology
(ASCP)/CAP/Association for Molecular Pathology (AMP)/ASCO™mun birlesik KRK
degerlendirmesi igin molekiiler biyobelirteglere iliskin giincellenmis kilavuzda

asagidakileri 6nermektedir (63):

Prognostik siiflandirma ve/veya Lynch sendromu acisindan yiiksek risk tasiyan
hastalarin belirlenmesi i¢in KRK'li hastalarda MMR c¢alisilmalidir (64). Anti-EGFR
tedavisi icin disiiniilen kolorektal karsinoma hastalarina genisletilmis RAS mutasyon
testi calisilmalidir. Lynch sendromu riskini degerlendirmek i¢cin MLH1 kaybi olan
dMMR tiimérlerinde BRAF V600 mutasyon analizi yapilmalidir.

2.7. SIRTUINLER

Smf III histon deasetilazlara ait korunmus proteinler olan sirtuin protein ailesi,
yedi iiyeden olusur. SIRT'ler bir nikotin adenin diniikleotidi + (NAD) + -baglayict
katalitik alani paylasir ve ozellikle farkli substratlar tizerinde etki edebilir. SIRT'lerin
dizisi ve uzunlugu hem N- hem de C-terminal alanlarinda farklidir ve bu sirtuinlerin

farkli lokalizasyonlarini ve fonksiyonlarini kismen agiklar (65).

SIRT'lerin ge¢misi, yaklastk 40 yil once, ilk olarak tomurcuklanan
Saccharomyces cerevisiae'de kesfedilen ve orijinal olarak ciftlesme tipi diizenleyici 1
proteini olarak bilinen kurucu iiye Sir2'ye dayanir. Su anda, B-NAD +veya
NAD +bagimli enzimler olarak iyi bilinen SIRT1 ila SIRT7 olarak adlandirilan Sir2

mayasinin yedi homologu tanimlanmustir. Bu sirtuinler Tablo 2.1' de gosterilmistir (66).

SIRT protein ailesinin tiyeleri arasindaki farkliliklar, baslangicta onlarin hiicre
alt1 lokalizasyonlarina atfedildi. SIRT1 esas olarak cekirdekte lokalizedir ve belirli
kosullar altinda sitozole geger. SIRT2 sitozoliktir ancak hiicre dongiisiiniin G2'den M

fazina gecisinde cekirdekte de bulunur. SIRT3-5, oncelikle mitokondride lokalize olur.



SIRT6 ve SIRT7 niikleer proteinlerdir. SIRT6 esas olarak kromatinde bulunur ve SIRT7
cogunlukla niikleolde bulunur.

Tablo 2.1: Sirtuinlerin 6zellikleri ve fonksiyonlari

SIRT Hiicre ici yerlesimi One ¢ikan fonksiyonlar:

Hiicre dongiisii regiilasyonu, hiicre proliferasyonu, gen
SIRT1 Nukleus/Sitoplazma ekspresyonu, kromatin modifikasyonu, genomik stabilite,

enerji metabolizmasi, stres tepkisi, hiicre sagkalimi

SIRT2 Nukleus/Sitoplazma Hiicre dongiisii regiilasyonu, hiicre sagkalimi
SIRT3 Mitokondri Enerji metabolizmasi, stres tepkisi, hiicre sagkalimi
] ) Enerji metabolizmasi, hiicre dongiisii regiilasyonu, stres
SIRT4 Mitokondri o
tepkisi, hiicre sagkalimi
SIRT5 Mitokondri Enerji metabolizmasi, stres tepkisi, hiicre sagkalimi
SIRT6 Nukleus Enerji metabolizmasi, stres tepkisi, hiicre sagkalimi
Enerji metabolizmasi, stres tepkisi, hiicre sagkalimi,
SIRT7 Nukleus

genomik stabilite

Ek olarak, SIRT'lerin lokalizasyonu, farkli hiicre tiplerine ve hiicre dongiilerine
baghdir. Ikinci en 6nemli farkin ise SIRT protein ailesi iiyelerinin katalitik aktivite

seviyesi oldugu diisiiniilmektedir (65).
2.7.1. Sirtuin Ve Kanser

Son yillarda, sirtuinlerin kanser biyolojisindeki rolii giderek daha belirgin hale
geldi ve artan kanitlar, sirtuinlerin kanser hiicrelerinde hiicresel metabolizma, kromatin
yapisinin  diizenlenmesi ve genomik stabilitenin korunmasi gibi bir¢ok siireci
diizenledigini gostermektedir (67). SIRTI, kansere karistigi gosterilen ilk sirtuindi.
SIRT1'in p53 aracili timor supresyonunu baskiladigr gosterildi. Bu bulgudan bu yana,
SIRT1'in kanserin tipine ve evresine bagli olarak hem tiimor baskilayict hem de

onkojenik rollere sahip oldugu gdsterilmistir.

SIRT2, hiicre siklusu ve hiicre boliinmesi tizerinde etkili olan bir sirtuin tiyesidir.
Hiicrelerin dogru sekilde boliinmesini saglamak ve DNA hasarinin onarimini yonetmek

gibi 6nemli gorevleri vardir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA ORNEKLERIi

Calismamizda 2016-2021 yillar1 arasinda Kartal Dr. Liitfi Kirdar Sehir Hastanesi
Tibbi Patoloji Bolimii’nde kolorektal adenokarsinom tanisi almis 104 olguya ait kolon

rezeksiyon materyalleri dahil edildi.

Calismamiz igin Saglik Bilimleri Universitesi Kartal Dr. Liitfi Kirdar Sehir
Hastanesi’nden 28.04.2021 tarihli 2021/514/200/11 nolu karar ile yerel etik kurul onayi
alind1 ve bu calisma Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan, 2022/069 proje kod numarasi ile desteklendi.

Olgulara ait parametreler, hastane otomasyon sistemi kullanilarak tarandi.
Hastalarin klinik evrelendirmesi, kolorektal kanserler i¢in ‘America Joint Committee on

Cancer/ Union for International Cancer Control (AJCC/UICC)’nin 8. Baski TNM

siniflamasi kullanilarak hesaplandi.
Olgularda degerlendirilen parametreler;
Yas: tan1 anindaki yasi
Cinsiyet
Tiimdr yerlesim yeri: tiimdriin kolondaki yerlesim yerine gore sag/sol
T, N, M Degerleri
Lenfovaskiiler invazyon: var/ yok
Perinoral invazyon: var/yok
Metastaz/niiks: var/ yok,

Immunhistokimyasal SIRT1 ekspresyonu: Diisiik ekspresyon / Yiiksek

ekspresyon

Immunhistokimyasal SIRT2 ekspresyonu: Diisiik ekspresyon / Yiiksek

ekspresyon

Arastirmaya dahil edilme kriterleri;
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1. Kolorektal kanseri tanisi olmasi

2. Patoloji preparatinda SIRT1 ve SIRT2 expresyonu calisilacak kadar yeterli

numunenin olmasi
Aragtirmaya dahil edilmeme kriterleri;
1. Igne biyopsileri ve diger materyalin smirli oldugu vakalar
2. Patoloji arsivinde hastaya ait parafin bloklarin mevcut olmamast

3. Hastanin ikinci bir primer tiimoriiniin olmasi

3.2. IMMUNOHISTOKIMYAL iNCELEME

Olgulara ait H&E boyali kesitler, formalin ile fikse edilmis ve parafine
gomiilmiis bloklar arsivden ¢ikarilarak incelendi. Hazir camlara bakilarak en ¢ok timor
dokusunu ve beraberinde normal dokuyuda igeren uygun parafin blok secimi yapildi.
Hazir camlar1 bulunamayan bloklardan tekrardan H&E boyama yapilarak uygun blok

tespit edildi. Her bir olgu i¢in, bir adet tanisal parafin blok saptandi.

SIRT1 (B-7, mouse monoclonal antibody, sc-74465) ve SIRT2 (A-5, mouse
monoclonal antibody, sc-28298) ile boyamadan once bir preparatta uygun diliisyon
oranin1 bulmak icin ¢esitli sulandirma oranlar1 denendi ve uygun sulandirma SIRTI
antikoru i¢in 1/300 ve SIRT2 antikoru igin 1/100 olarak belirlendi. i¢ ve dis kontroller,
Human Protein Atlas’taki (http://www.proteinatlas.org/) dokularin SIRT1 ve SIRT2

boyanma skorlar1 goz 6niinde bulundurularak secildi.

Immiinohistokimyasal boyama islemi ‘Ventana Medical System-Benchmark
Ultra/ISH Staining’ ile gergeklestirildi. ‘Ultraview Universal DAB Detection Kit’

kullanilarak su prosediirler uygulandi:
1. Parafin bloklardan kesitler 4 mikron kalinligindaki pozitif sarjli lamlara alindu.
2.70°C’lik etiivde 1 saat bekletildi.
3. Lamlar Benchmark Ventana Ultra marka immiinohistokimya cihazina alindi.

4. Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ile pH:8’de (CC1) antijen geri kazanimi
yapildi.

11



5. Antikor enkiibasyonu: Primer antikor siiresi 2 saat olacak sekilde 1/300
oraninda diliisyon ile SIRT1 (B-7) ve 1/100 oraninda diliisyon ile SIRT2 (A-5) antikoru
uygulandi.

6. Arka plan boyama i¢in Harris Hematoksilen (Ventana Medical Systems) 16

dakika uygulandu.

7. Bluing Reagent (mavilestirme soliisyonu) (Ventana Medical Systems) 4

dakika uygulandi.
8. Lamlar deterjanl suyla yikandi.
9. Lamlar absolii alkolde 2 kez ¢alkalandi.
10. Lamlar kurutulup ksilol bazli kapaticiyla kapatildi.

Boyama sonrasi tiim kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi.

3.3. SIRTUIN EKSPRESYONLARININ YORUMLANMASI

SIRT1 ve SIRT?2 i¢in negatif boyanmalar Sekil 3.1' de, pozitif boyanmalar Sekil

3.2' de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Kolorektal kanserli SIRT1 VE SIRT2 negatif hastalarda boyanma, A- SIRT1
negatif IHK X400, B- SIRT2 negatif IHK X400

SIRT1 (B-7) ve SIRT2 (A-5) i¢in bir skorlama sistemi olusturuldu. Boyanma
skorlar1 daha onceki ¢aligsmalarda bildirildigi gibi semikantitatif bir puanlama yontemi
kullanilarak hesaplandr (22,23). Boyamanin yaygiligi ve yogunlugu hastalarin klinik

ozelliklerine ve sonuglarina kor olarak degerlendirildi. Boyamanin yaygiligi olarak
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pozitif hiicrelerin yiizdesi hesapland1 (%0=0, 1= %1-25, 2= %26-50, 3= %51-75,
4=%76-100). Boyamanin yogunlugu bilinen harici pozitif kontrol ile karsilastirilarak
degerlendirildi (0, negatif; 1, zayif; 2, orta; 3, giiclii). Boyanma yiizdesi ve yogunlugu
kullanilarak elde edilen nihai bir immunhistokimya skoru (Allred skor) hesaplandi. ITHK
skoru temel alinarak SIRT1 ve SIRT2 ekspresyonu high ekspresyon (skor >3) ve low
ekspresyon (skor <3) olarak siniflandirildi. Skor i¢in cut-off deger; high ve low

ekspresyonlarin ortalamasi alinarak elde edildi.

¥ e .

Sekil 3.2: Ko
pozitif IHK X400, B- SIRT2 pozitif IHK X400

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar, hastalarin yas, cinsiyet, TNM siiflamalari, sagkalim siireleri, timor
histolojik tipleri, timor lokalizasyonu, lenf nodu metastazi, K-RAS mutasyonu vb. gibi
demografik, klinik, patolojik verileri ile istatistiksel olarak SPSS v22 ile analiz edildi.
Calisma grubunun tanimlayici istatistikleri (yilizde, ortalama, ortanca, dagilimlar ve
grafikleri) belirlendi. Gruplarin birbirleri ile karsilastirilmalari i¢in nonparametrik
testler; kategorik verilerin arastirilmasinda ki-kare testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel

anlamli olarak kabul edildi.
Calisma icin izlenen kilavuz

Calisma tasarimi i¢cin STARD (Standards for Reporting Diagnostic Accuracy

Studies) aragtirma kilavuzu kullanilmistir.

13



4. BULGULAR

4.1. HASTALARIN DEMOGRAFIK OZELLIKLERI VE
KARAKTERISTIKLERI

Calismaya 104 kolorektal adenokarsinom tanili hasta dahil edilmistir.

Ortalama yas 61,95+11,27 olup hastalarin yaslar1 24 ila 83 arasinda
degismektedir.

Hasta grubunun %67,3' i erkeklerden, %32,7' si kadinlardan olugsmaktaydi.

Tiimor lokalizasyonu agisindan ise % 21,2 sag kolon, % 78,8 sol kolondan

koken almaktaydi.

Histolojik grade yoniinden hastalarin %3,8' inde tiimorler iyi diferansiye, %76,9'

und aorta diferansiye, %19,2' sinde az diferansiye idi.

Mikroskopik tomor yayilimi- T evresi yoniinden incelendiginde 2. evredeki

hastalar %4,8; 3.evre %57,7 ve 4. evre %37,5 idi.
Kolorektal kanserli hastalarin %70,2' sinde lenfovaskiiler invazyon gozlendi.
Kolorektal kanserli hastalarin %61,5' inde perinoral invazyon gézlendi.

Lenf nodu evreleri agisindan hastalarin %34,6' s1 evre 0, %26,9' u evre 1 ve

%38.,5"1 evre 2 idi. Metastaz hastalarin % 17,3' iinde mevcuttu.

TNM simiflamasi agisindan ¢aligsma grubu degerlendirildiginde, hastalari %1,9'

uevrel, %27,9'uevre 2, %51,9'u evre 3, %18,3' i evre 4 idi.

Dukes siniflamasina gore ise hastalarin %1,9' u B1, %22,1' i B2, %7,7' si Cl,
%51'1C2, %17,3' i1 D evresi idi.

Calisma grubunun RAS yolagi mutasyonlar: incelendiginde hastalarin %46,2'
sinde K-RAS mutasyonu, %7,7' sinde N-RAS mutasyonu, %1,9" unda B-RAF
mutasyonu saptandi. Mismatch repair genleri 104 hastada bulunmamakta idi.

Calisma grubunun demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4.1' de sunulmustur.
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Tablo 4.1: Calisma grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

Say1 %
Yas 24-83 aras1 | 61,95+11,27 (ortalama)
Cinsiyet kadin 34 32,7
erkek 70 67,3
e . sag 22 21,2
Tiimoriin Lokalizasyonu ol 82 78.8
iyi diferansiye 4 3,8
Histolojik Grade orta diferansiye 80 76,9
az diferansiye 20 19,2
2 5 4,8
Mikroskopik Tiimor Yayilimi/T evresi | 3 60 57,7
4 39 37,5
Lenfovaskiiler invazyon zzr % 33,2
Perindral invazyon yok 40 38,5
var 64 61,5
0 36 34,6
Lenf nodu evresi 1 28 26,9
2 40 38,5
Metastaz var mi1? zg:( ?g ?3:;
1 2 1,9
. 2 29 27,9
TNM evresi 3 54 51.9
4 19 18,3
B1 2 1,9
B2 23 22,1
Dukes Evresi C1l 8 7,7
C2 53 51,0
D 18 17,3
K-RAS Wild 56 53,8
Mutant 48 46,2
N-RAS Wild 96 92,3
Mutant 8 7,7
B-RAF Wild 102 98,1
Mutant 2 19
Mismatch Repair Genes Yok 104 100,0
0 16 15,4
L . 1 10 9,6
Sirtuin 1 boyanma kuvveti > 26 250
3 52 50,0
0 16 15,4
1 43 41,3
Sirtuinl boyanma yayginligi 2 35 33,7
3 9 8,7
4 1 1,0
0 9 8,7
- . 1 33 31,7
Sirtuin 2 boyanma kuvveti 5 17 452
3 15 14,4
0 9 8,7
1 23 22,1
Sirtuin 2 boyanma yayginligi 2 27 26,0
3 21 20,2
4 24 23,1
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Sirtuinlerin boyanma kuvveti ve yayginligi degerlendirilerek hesaplanan SIRT1
1 ve SIRT2 skorlarimin hasta sayilarina gore dagilimlar1 Sekil 4.1 ve Sekil 4.2' de

sunulmustur.

309

209

Hasta (%)

107

0 T T T T T T T T
o] 1 2 3 4 [ 9 12

Sirtuin 1 Skoru

Sekil 4.1: SIRT1 skorlarinin hastalara gore dagilimi
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209

157

Hasta (%)
T

Sekil 4.2: SIRT2 skorlarinin hastalara gére dagilimi

4.2. HASTA OZELLIKLERININ SIRT1 VE SIRT2 SKORUNA GORE

INCELENMESI

Calisma grubu sirtuin ekspresyon seviyelerine gore degerlendirildiginde,
hastalarin %38,5" inde SIRT1 ekspresyonu diisiik, %61,5' inde ise yliksek saptandi.
SIRT2 ekspresyonu ise %41,3 hastada diisiik iken %58,7 hastada yliksek olarak
saptand1. SIRT1 ve SIRT2 ekspresyon seviyeleri Tablo 4.2' de sunulmustur.

T
3

Sirtuin 2 Skoru

Tablo 4.2: SIRT1 ve SIRT2 ekspresyon seviyeleri

Say1 %
— . |disik 40 38,5
Sirtuinl Ekspresyon Seviyesi yiiksek 64 61,5
— . diisiik 43 41,3
Sirtuin 2 Ekspresyon Seviyesi yiiksek 61 58,7
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SIRT1 ekspresyon seviyeleri ile klinik parametrelerin karsilagtiriimas: Tablo 4.3'

de sunulmustur.

Tablo 4.3: SIRT1 ekspresyon seviyeleri ile klinik parametrelerin Karsilastirilmasi

Sirtuinl Ekspresyon Seviyesi p
Diisiik (n=40) | Yiiksek (n=64)
Yas (ortalama) 62,75+11,74 61,45+11,04 0,571
Cinsivet Kadin 13 21 0,574
insiye
y Erkek 27 43
. sag 12 10 0,068
Timoriin Lokalizasyonu
sol 28 54
iyi diferansiye 3 1 0,145
Histolojik Grade orta diferansiye 32 48
az diferansiye 15
1 0 0,057
) 2 10 19
TNM evresi
3 17 37
4 11 8
Bl 2 0 0,157
B2 8 15
Dukes Evresi Cl 2 6
Cc2 18 35
D 10 8
yok 30 56 0,116
0
Metastaz var m1? var 10 8
0 15 21 0,611
Lenf nodu evresi 1 12 16
2 13 27
MikroskopikTiimorYayil |2 3 2 0,588
mi / 3 22 38
T evresi 4 15 24
o yok 13 18 0,664
Lenfovaskiiler invazyon var >7 6
Perindral in N yok 17 23 0,539
ermorat invazyo var 23 41
Wild 16 40 0,021
KRAS Mutant 24 24
Wild 39 57 0,114
NRAS Mutant 1 7
Wild 39 63 0,624
BRAF Mutant 1 1
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SIRT1 seviyelerine gore gruplar arasinda; yas ortalamalar1 (p=0,571), cinsiyet
(p=0,574), tiimoriin lokalizasyonu (p=0,068), histolojik grade (p=0,145), TNM evresi
(p=0,057), Dukes evresi (p=0,157), metastaz varhigi (p=0,116), lenf nodu evresi
(p=0,611), mikroskobik tiimor yayilimi (p=0,588), lenfovaskiiler invazyon (p=0,664),

perindral invazyon (p=0,539) ile anlaml iligki saptanmadi.

RAS mutasyonlar arasinda ise K-RAS (p=0,021) ile anlamli istatistiksel iliski
mevcuttu, N-RAS (p=0,114) ve B-RAF (p=0,624) i¢in anlaml1 iliski yoktu.

SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile klinik parametrelerin karsilastirilmasi ise Tablo

4.4' de sunulmustur.

SIRT?2 seviyelerine gore gruplar arasinda; yas ortalamalar1 (p=0,094), timoriin
lokalizasyonu (p=0,635), histolojik grade (p=0,779), lenf nodu evresi (p=0,465),
mikroskobik timor yayilimi (p=0,889), lenfovaskiiler invazyon (p=0,097), perindral

invazyon (p=0,505) ile anlaml1 iligki saptanmadi.

Cinsiyete gore; SIRT2 ekspresyon seviyeleri erkeklerde anlamli yiiksek (p=0,03)
idi.
SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile TNM evresi (p=0,043) arasinda istatistiksel

anlaml iligki mevcuttu.

SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile Dukes evresi (p=0,035) arasinda istatistiksel

anlaml iligki mevcuttu.

SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile metastaz varligi (p=0,004) arasinda istatistiksel

anlaml iliski mevcuttu.

RAS mutasyonlar1 arasinda ise K-RAS (p=0,047) ve N-RAS (p=0,02) ile

anlaml istatistiksel iliski mevcuttu.
B-RAF (p=0,802) i¢in anlaml1 iligki yoktu.

SIRT2 icin istatistiksel olarak anlamli iligkilerde iliski zit yonliiydii. SIRT2
seviyesi diisiik iken TNM evresi (p=0,043), Dukes evresi (p=0,035), metastaz varlig
(p=0,004) art1s gostermekteydi.
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Tablo 4.4: SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile klinik parametrelerin karsilastiriimasi

Sirtuin2 Ekspresyon Seviyesi p
Diisiik (n=43) Yiiksek (n=61)
Yas (ortalama) 59,74+10,49 63,51£11,63 0,094
Cinsivet Kadin 19 15 0,03
y Erkek 24 46
Tiimérin sag 8 14 0,635
Lokalizasyonu sol 35 47
iyi diferansiye 2 2 0,779
Histolojik Grade orta diferansiye 34 46
az diferansiye 7 13
1 2 0,043
TNM . 2 11 18
evresi
3 19 35
4 13 6
B1 0 2 0,035
B2 8 15
Dukes Evresi C1 4 4
C2 18 35
D 13 5
yok 30 56 0,004
Metastaz var mi1?
var 13 5
0 15 21 0,465
Lenf nodu evresi 1 14 14
2 14 26
. o 2 2 3 0,889
Mikroskopik Tumor 3 26 34
Yayilimi_T evresi
4 15 24
Lenfovaskiiler yok 9 22 0,097
invazyon var 34 39
L yok 17 23 0,505
Perindral invazyon
var 26 38
Wild 18 38 0,047
KRAS
Mutant 25 23
Wild 43 53 0,020
NRAS
Mutant 0 8
Wild 42 60 0,802
BRAF
Mutant 1 1
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4.3. SIRT1 VE SIRT2 UYUMUNUN KLINIK PARAMETRELERLE
TLISKISININ BELIRLENMESI

SIRT1 ve SIRT2 ekspresyon seviyeleri arasindaki uyum incelendiginde; hasta
grubunun %37,5' inde SIRT1 ve SIRT2 pozitif iken, %24' tinde SIRT1 pozitif ve SIRT2
negatif, %17,3' linde SIRT1 negatif ve SIRT2 pozitif, % 17,3' iinde hem SIRT1 hem
SIRT2 negatif idi.

SIRT1 ve SIRT2 ekspresyon seviyeleri arasindaki iliski, Tablo 4.5 ve Sekil 4.3'

de gosterilmistir.

Tablo 4.5: SIRT1 ve SIRT2 uyumu

SIRT1/SIRT2 uyumu Say1 (n) Yiizde (%)
SIRT1 pozitif - SIRT2 pozitif 39 37,5
SIRT1 pozitif - SIRT2 negatif 25 24

SIRT1 negatif - SIRT2 pozitif 22 21,2
SIRT1 negatif - SIRT2 negatif | 10 17.3
Toplam 104 100

[CISIRT1+SIRT2 +
[ SIRTL+SIRT? -
[CJSIRT1 - SIRT2 +
[CISIRT1 - SIRT2 -

Sekil 4.3: SIRT1 ve SIRT2 uyumunun grafiksel gésterimi
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SIRT1 ve SIRT2 birlikteligi ile klinik parametrelerin iligkileri Tablo 4.6' da

gosterilmektedir.

Tablo 4.6: SIRT1 ve SIRT2 uyumu ile klinik parametrelerin karsilastirilmasi

SIRT1/SIRT2 uyumu p
+/ + +/ - -l + -/ -

(n=39) | (n=25) | (n=22) | (n=18)

Yas <65 yas 21 17 10 10| 0,471
>65 yas 18 8 12 8

Cinsiyet Kadin 8 13 7 6| 0,076
Erkek 31 12 15 12

Timorin sag 3 4 8 4 0,237
Lokalizasyonu sol 33 21 14 14

Histolojik Grade |iyi diferansiye 1 0 1 2 0,41
orta diferansiye 29 19 17 15
az diferansiye 9 6 4 1

TNM evresi 1 0 0 2 0 0,03
2 13 6 5 5
3 24 13 11 6
4 2 6 4 7

Dukes Evresi Bl 0 0 2 0 0,06
B2 11 4 4 4
Cl 3 3 1 1
C2 23 12 12 6
D 2 6 3 7

Metastaz var m1? | yok 37 19 19 11 0,012
var 2 6 3 7

Lenf nodu evresi |0 14 7 7 8| 0,738
1 8 8 6 6
2 17 10 9 4

Mikroskopik 2 1 1 2 1| 0,792
Tiimér Yayilimi/ |3 24 14 10 12
T evresi 4 14 10 10 5

Lenfovaskiiler yok 13 5 9 4| 0,366
invazyon var 26 20 13 14

Perinéral invazyon |yok 14 9 9 8| 0,919
var 25 16 13 10

KRAS Wild 28 12 10 6| 0,028
Mutant 11 13 12 12

NRAS Wild 32 25 21 18| 0,022
Mutant 7 0 1 0

BRAF Wild 28 25 22 17| 0,519
Mutant 1 0 0 1
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SIRT1 ve SIRT2 birlikteligi durumunda gruplar arasinda; yas (p=0,471), cinsiyet
(p=0,076), tiimoriin lokalizasyonu (p=0,237), histolojik grade (p=0,41), Dukes evresi
(p=0,06), lenf nodu evresi (p=0,738), mikroskobik tiimér yayilimi (p=0,792),
lenfovaskiiler invazyon (p=0,366), perindral invazyon (p=0,919) ile anlamli iliski

saptanmadi.

SIRT1 ve SIRT2 birlikteligi ile TNM evresi (p=0,03) ve metastaz varlig

(p=0,012) yoniinden anlaml1 iliski mevcuttu.

RAS mutasyonlar1 arasinda ise K-RAS (p=0,028) ve N-RAS (p=0,022) ile
anlamli istatistiksel iligki mevcuttu, B-RAF (p=0,519) i¢in anlamli iligki yoktu.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanserler tiim diinyada kansere bagli oOliimlerde ilk tigteki yerini
korumaya devam etmektedir (68). Calismamizda 104 kolorektal adenokarsinom tanilt
hastada SIRT1 ve SIRT2 gen ekspresyonu arastirilarak bu sirtuinlerin  klinik

parametreler ile iligkileri degerlendirilmistir.

Calisma grubu sirtuin ekspresyon seviyelerine gore degerlendirildiginde,
kolorektal kanserli hastalarin %38,5' inde SIRT1 ekspresyonu diisiik, %61,5" inde ise
yiiksek idi. Hong ve ark. yaptigi ve 265 hastadan olusan ¢alismada SIRT1 ekspresyon
yiiksekligi %24,5 olarak saptanmustir (69). Ote yandan, SIRT1 tiim sirtuinler arasinda
en kapsamli c¢alisilan1 olmakla beraber, literatiirde, kolorektal kanserlerde hem
yiikseldigine (70), hem de distiigiine dair ¢alismalar vardir (71-72). Yakin zamanda
yapilan ¢alismalar, SIRT1'in bu tiir ikili rollerinin hiicre i¢indeki lokalizasyonu ile
iligkili olabilecegini gostermistir (73). SIRT1 basta niikleer bir protein olarak
tanimlanmisti, ancak sonraki caligmalar SIRT1'in en az iki niikleer eksport sinyali
icerdigini ve dolayisiyla niikleositoplazmik gegisinin oldugunu gosterdi (74). SIRT1'in
farkl hiicre i¢i lokalizasyonlarinin, normal ve kanser hiicrelerinde substrat 6zgiilliiglinii

etkileyebilecegini gosteren yeni kanitlar da vardir.

Calismamizda SIRT1 ekspresyon seviyeleri ile hastalarin tiimér proliferasyonu
gosteren parametreler arasinda iliski saptamadik. Hong ve ark. ¢alismasinda da sadece
vaskiiler invazyonla korelasyon saptanmis, diger tiim klinikopatolojik parametrelerle ve
sagkalim yoniinden anlamli bir iliski saptanmamstir (69). Ote yandan bizim
bulgularimizin  aksine klinik parametrelerle iliski raporlayan c¢alismalar da
bulunmaktadir. Lv ve ark. ¢alismasinda SIRT1 ekspresyonu ileri evre tiimorlerde, lenf
nodu tutulumu ve metastaz olan hastalarda yiiksek saptanmis, ayrica diisiik sagkalim ve
hastaliksiz siire ile de anlamli iligki belirtilmistir (13). Liu ve ark. ¢alismasinda ise
SAD1/UNC84 domain protein-2 (SUN2)" nin down-regiilasyonu sonucu SIRT1 ile
etkilesime girdigini ve boylece BDNF/TrkB sinyalini aktive ederek kolon kanseri
metastazint arttirdigint ileri siirmiislerdir (75). Lee ve ark. ise serin 27 iizerinde
fosforilasyon yoluyla stabilize edilen SIRT1 in, kolon kanseri hiicrelerinde onkojenik
etkiler olusturdugunu gostermislerdir (76). Jung ve ark.da IL-1p ile indiiklenen SIRT1

up-regiilasyonunun, c-Jun'un niikleer birikimi yoluyla proinflamatuar sitokinlerin
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tiretimini uyararak kolon kanseri biiyiimesine ve ilerlemesine yol actigini
gostermiglerdir (77). Song ve ark. leptinin Nrf2'ye bagimli SIRT1 asir1 ekspresyonunu
indiikleyerek kolon karsinogenezinde rol oynayabilecegini belirtmislerdir (78). Kanser
ilaglarna kars1 direng gelisiminde SIRT1 in roliinii konu alan derlemelerinde, Yousafzai

ve ark. overekspresyon ile ilag direncinin arttigina isaret etmislerdir (79).

Literiirde SIRT1 azalisiin kotii prognostik gosterge oldugunu ve SIRTI
aktivasyonu ile tomiiriin geriletilebilecegini 6ne siiren ¢alismalar da vardir. Garcia-
Martinez ve ark. ¢alismalarinda KRK hiicrelerinde D vitamininin SIRT1 {izerinden
antiproliferatif etkiye yol agtigim1 gostermigler ve SIRT1 aktivatorlerinin kanser
tedavileri i¢in kullanilabilecegini ifade etmislerdir (80). Meng ve ark. da miR-34a'nin,
SIRT1'i inhibe ederek ve NF-xB/B7-H3/TNF-a eksenini tetikleyerek KRK
proliferasyonununa yol actigin1 gostermislerdir (81). Li ve ark. ise miR-141in SIRT1" i
hedefleyip inhibe ederek kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini sagladigint ve
apoptozunu engelledigini saptamiglardir (82). Kabra ve ark. SIRT1' in yikilmasinin
timor olusumunu hizlandirdigini, SIRT1 asir1 ekspresyonunun ise timor olusumunu

engelledigini raporlamislardir (71).

SIRT2  ekspresyon  seviyeleri ile  klinikk  o6zelliklerin  iligkisini
degerlendirdigimizde TNM evresi, Dukes evresi, metastaz varligi arasinda anlamli iliski
saptadik. SIRT1 ve SIRT2 birlikteliginde de TNM evresi ve metastaz varlig1 yoniinden
anlamli iligki mevcuttu. Literatiir incelendiginde, sirtuin ailesinin 6zellikle KRK' lerde
metastaz ile iligkili oldugu gozlenmekle beraber, bu iligkinin yonii ve kapsami halen
tartismalidir (83). Zhang ve ark. SIRT2' nin normal komsu dokulara kiyasla KRK
biyopsi Orneklerinde down-regiile edildigini ortaya c¢ikardi (84). SIRT2 immiin
boyamas1 biiylik 6l¢lide kolon epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize olurken,
azalmis SIRT2 ekspresyonu, kolon kanserinde olumsuz klinikopatolojik ozellikler ve
kotli prognoz ile iliskilendirilmisti (84). Cheon ve ark. spesifik bir SIRT2 inhibitorii
olan AK-1 in, kolon karsinomu hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurarak kanserin
ilerleyisini azalttigim1 gostermislerdir (85). Hu ve ark. SIRT2'nin inhibisyonunun
STAT3/VEGFA sinyal yolunun inaktivasyonu yoluyla tiimdr anjiyogenezini
siirladigini saptamiglardir (86). Tiim caligmalar birlikte ele alindiginda, KRK' de
SIRT2" nin potansiyel zit rolleri olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirdeki

caligmalardaki major kisitlilik, nispeten diisiik sayidaki 6rneklem gruplaridir. 'Online
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database' ler ile yapilan g¢aligmalar ise protein seviyesinden ziyade mRNA iizerinedir
(22). Bizim g¢alismamiz, 6zellikle SIRT2 ekspresyon diistikliigli ile metastaz iligkini

ortaya koymus, SIRT1 y6niinden ise desteklememistir.

Calismamizin bir diger 6nemli sonucu K-RAS mutasyonu ile hem SIRT1, hem
SIRT2, hem de ikisinin birlikte eksprese oldugu gruplar arasindaki anlamli iliski idi.
KRAS onkogeni, 1960'larda kesfedilmesinden bu yana malignitelerde kapsamli bir
sekilde calisilmistir (87). KRAS mutasyonu, epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR) inhibitorlerine direnci belirlemede en 6nemli belirleyici belirte¢lerden biridir
(88). Bununla birlikte, KRAS mutasyonu, olumsuz bir prognoz belirteci olmanin
yanisira, ilgi ¢ekici bir aragtirma alan1 ve tedavi segenegi kimligi de kazanmaktadir (88-
89). Giinlimiizde, ilerlemis KRAS mutant mikrosatellit stabil KRK' li hastalarin
tedavisindeki kemoterapi segeneklerimiz (FOLFIRI, FOLFOX or FOLFOXIRI) art1
anti-vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ilaglart (6rn. bevacizumab ve
aflibercept) dir (90). Farkl olasi tedaviler igin KRAS sinyal yolaginda sorumlu siiregleri
netlestirmek igin ek caligmalara ihtiyag vardir. Bu kapsamda sirtuin ve KRAS
mutasyonu iligkisi halihazirda kolorektal kanserlerde literatiirde bulunmamaktadir, diger
kanserler yoniinden ise oldukga az literatiir olmakla beraber ilgi ¢ekicidir. Teasley ve
ark. tarafinca yapilan ve endometrium ve over kanserli hasta grubunda K-RAS ve
SIRT1 iliskisini arastirdiklari g¢aligmalarinda, SIRT1' in niikleer ekspresyonunun
endometriozis ile iliskili yumurtalik kanserlerinde KRAS ekspresyonu ile iliskili
oldugunu saptamislardir (91). Yine Cheng ve ark. tiitiin maruziyeti ile akciger kanseri
konusundaki g¢aligmalarinda tiitliin maruziyeti ile SIRT1 artisinin, K-RAS' in SIRT1
tarafindan deasetilasyonu, Ras-GTP' nin Ras-GDP' ye doniisiimiinii artirarak ERK1/2'
nin asag1 akigini aktive ettigini tespit etti (92).

Ote yandan da, Ras mokeliiler yolagmin da SIRT1 transkripsiyonunu
diizenleyebilecegini, sonug¢ olarak, SIRT1'in inhibisyonunun, yiiksek riskli hastalarda
timor ilerlemesinin dnlenmesi i¢in etkili bir strateji olabilecegini ifade etmislerdir (92).
Jing ve ark. yaptigi ve SIRT2 ile KRAS4a iliskisininin molekiiler yolaklarimi
arastirdiklar1  ¢aligmalarinda SIRT2' nin  K-Rasd4a'dan yag agil gruplarinin
uzaklastirllmasini katalize ettigini, K-Ras4a'nin i¢ zar lokalizasyonunu destekledigini,
A-Raf ile etkilesimini arttirdigin1 ve boylece hiicresel transformasyonu sagladigini

gosterdiler (93). Yakin donemde bu mekanizmalar iizerinden SIRT2' ye yonelik
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terapotik hedefler giindeme gelmistir (94). Yang ve ark. SIRT2' nin KRAS mutant
kanserlerde bir tedavi hedefi olabilecegini gostermislerdir (95). Bu konuda literatiirde in
vitro caligmalar ve hayvan caligmalar1 mevcuttur. Bajpe ve ark. in vitro ¢alismasinda
SIRT?2 inhibisyonu ile, KRAS mutant kolorektal kanserlerdeki mevcut ila¢ direnglerinin
geriledigini gostermislerdir (96). Ancak bu calismada bu iligki in vivo sartlarda teyit
edilememistir. Bunun baslica sebeplerini yazarlar, hastalarin anti-EGFR ilaglar
haricinde sirtuin mekanizmasini etkileyebilecek farkli kemoterepdétikleri de kullanmalari
ve in vivo ortamdaki sirtuinlerin izoformlarinin degismis olabilecegi ve bunun da ilag
direnci lizerindeki etkilerini degistirmesi olarak belirtmiglerdir (96). Song ve ark. nin
sicanlar ile yaptiklart bir ¢alismada SIRT2 delesyonunun K147 asetilasyon durumunu
diizenleyerek KRAS kaynakli tiimorogenezi arttirdigi gosterilmistir (97). Caligmamizin
ise bu kapsamda, SIRT1 ve SIRT2 diisiik oldugu hastalarda KRAS mutantlig1 ile
iligkisinin kolorektal kanserlerde oldugunu gostermesi ile literatiire katki yaptigini
degerlendirmekteyiz. Bu kapsamda farkli KRK modelleri ile ¢oklu SIRT iiyelerinin
entegre analizi ve ayni SIRT {iyesinin metastaz oncesi ve sonrasi gibi KRK gelisiminin

farkli agsamalarindaki roliiniin de arastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizin bir takim kisitliliklart mevcuttur. Bunlardan ilki hasta sayisinin
gorece az olusudur. ikincisi calismanin retrospektif dizaynindan dolayi, hastalarin tani,
tedavi ve prognozlari konusunda tiim belirteglere ait tam verilerin elde edilemeyisidir.
Ucgiinciisii, calismamizda yalmizca IHK teknigi kullamlmistir ve meveut doku drnekleri

parafin bloklardan retrospektif olarak elde edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda elde edilen sonuglar sunlardir:

1- Calismamiza dahil ettigimiz 104 olgu, 24 ila 83 yas arasi olup, ortalama yas
61,95+11,27 dir. Erkek/kadin orani 2,05'dir.

2- Erkek hastalarda SIRT2 ekspresyon seviyeleri kadin hastalara gore daha
yiiksek diizeydedir. SIRT1 ekspresyonu ise kadin ve erkek cinsiyette benzerdir.

3- Timoriin lokalizasyonu ve histolojik grade agilarindan SIRT1 ve SIRT2

ekspresyon seviyelerinde anlamli farklilik bulunmamaktadir.

4- SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile TNM, Dukes siniflamalari ve metastaz
varlig1 gibi prognoz gostergeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmustir.

SIRT 1 de bu kapsamda anlamli iliski saptanmamustir.

5-SIRT1 ve SIRT2 ekspresyon seviyeleri ile vaskiiler/perindral invazyon, lenf
nodu tutulumu, mikroskopik tiimor yayilimi yonlerinden istatiksel olarak anlamli

farklilik goriilmemistir.

6- SIRT1 ve SIRT2 birlikteligi ile TNM evresi ve metastaz varligi yoniinden

anlaml iligki mevcuttu.

7- Hem SIRT1 hem de SIRT2; prognostik bir belirteg olan KRAS mutasyonu

varligi ile istatistiksel olarak anlamlr iligkilidir.

8- SIRT1 ve SIRT2' nin kolorektal kanserlerde tanisal ve prognostik

biyobelirtegler olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

9- Sonuglarimizin daha genis hasta sayisinin oldugu ve klinik verilerin daha iyi

toplanabildigi, iyi tasarlanmis prospektif caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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