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1. GIRIS

Genetik bir hastalik olan kanser, hucrelerdeki genetik
degisiklikler sonucu olusur ve yeni nesillere kalitsal olarak aktarilabilir.
Kanser dogrudan ve aniden ortaya ¢ikan bir durum degildir. Normal bir
hdcrenin dnce kanser6z duruma ge¢cmesi, daha sonra metastatik yayilim

yapacak sekilde donlusum gegirmesi gerekir.

Bir timoér hdcresinin en 6nemli Ozelliklerinden biri gen
ifadesindeki degisikliktir. Bu dedgisiklik normal olan komsu hucrelerden
daha fazla ¢odalmaya sebep olmaktadir. Hicre gogalmasini kontrol eden
gen gruplan ise proto-onkogenler ve anti-onkogenlerdir. Gen ifadesinin
bozulmasi ile kontrolsiz ¢ogalan hucreler tumér dokunun olusumuna

neden olmaktadir.

HIT bdlgesine sahip proteinler, Histidin aminoasitlerinin,
hidrofobik(“$”) aminoasitlerle birbirine baglanmasiyla meydana gelen, His-
¢-His-¢-His-¢—¢ motifini paylasan bir enzim Ust ailesini olustururlar.
Hayatin tim formlarinda bulunan HIT proteinleri ve hayvanlarda ve
mantarlarda bulunan FHIT (kinlgan histidin triad) proteinleri HIT super
ailesinin iki ana dalin1 temsil eder. Bu iki ana dalin haricinde; Aprataksin,
DcpS (Scavenger mRNA decapping enzim) ve GALT (Galaktoz-1-fosfat

uridililtransferaz) da bu superailede yer almaktadir.

insan genomu HINT1, HINT2 ve HINT3 gen rinlerini
kodlayan 3 ayri gene sahiptir. HINT1 (Histidin Gc¢li nlkleotid baglayan
protein 1), 126 aminoasitli, sitozolik bir proteindir. ilk defa 1990 yilinda bir
protein kinaz C inhibitéri olarak belirtiimis ve ilk literatirlerde Protein
Kinase C Inhibitor-1 (PKCI-1) olarak isimlendiriimisse de HINT1’in PKC



inhibitord rolu artik supheyle karsilanmaktadir ve bu yuzden PKCI-1 yerine
HINT1 olarak isimlendirilmektedir.

HINT?1’in 6zel tumor supresor gen ifadesi, kanser hicrelerinin
icerisine, bu genlerin ilgili promotor alanlarindaki belirli sitidin kalintisi
metilasyonu araciliiyla ve kromatin yapisini degistiren modifikasyonlar
araciligiyla yerlesmektedir. Daha 6nceden yapilmis olan bazi ¢alismalarda
HINT1 geni silinmis farelerin analizi, HINT1’in bir timor supresor olarak
davrandigini ortaya koymustur. Bunun gibi yapilan bircok caligmada da

HINT1 geni ile kanser hucreleri arasinda iliski saptanmigtir.

Antioksidan ve diger hicre redoks durumunu module edici
enzim  sistemleri, tum intraselliler ve hatta ekstrasellller
kompartimanlardaki ROT’a kars! birinci derece savunma olarak etki
ederler. Bu enzimlerin en o6nemlileri, slperoksit dismutazlar, glutatyon
peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. SOD’lar ilk tanimlanan
antioksidan enzimlerdir. SOD’lar arasinda Cu, Zn sUperoksit dismutaz
(SOD1) yaygin olarak dagiimaktadir ve toplam SODun % 90'ini
kapsamaktadir. Bu her yerde bulunan ve aktivite icin Cu ve Zn gerektiren

enzim, buyuk fizyolojik dnemi ve terapdétik bir potansiyele sahiptir.

Bu calismada HINT1 gen ekspresyonunun kanserle iligkisi,
HINT1’'in SOD1 ile korelasyonu ve HINT1'’in bir antioksidan olup olmadigi
arastinimistir. Turkiye’de yaygin olan kanser turlerinden kolorektal, mide
ve meme kanserli timor dokularinda HINT1 gen ekspresyon analizi

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Genetik bir hastalik olan kanser, hucrelerdeki genetik

degisiklikler sonucu olusur ve yeni nesillere kalitsal olarak aktarilabilir™.

Kanser, dinyada kalp hastaliklarindan sonra ikinci derecede
blylk saglik problemlerinden birisidir ve her yil olumlerin yaklasik
%25'inin sebebini olusturmaktadir®>. Kanserle ilgili ilk ¢alismalara 1911
yilinda Rockefeller Medikal Arastirma EnstitlisU olarak bilinen New York

City Rockefeller Universitesinde baslanmistir®.

Kanser klinikte goértlen en yaygin ve ciddi hastaliklardan
biridir. Yapilan istatistiksel ¢alismalar kanserin toplumlarin yaklasik Ugte
birinden fazlasinda goéruldigund, olimlerin yizde yirmiden fazlasindan
sorumlu oldugunu ve gelismis Ulkelerin toplam saglik harcamalarinin
yaklasik yuzde onundan fazlasini kanser tedavileri harcamalarinin
olusturdugunu gostermigtir. Kanser tedavi edilmediginde olumle
sonuclanmaktadir. Kanser arastirmalarinda erken tani ve tedavi son
derece 6nemli olup, kansere yakalanma riski yuksek olan bireylerin kanser

gelisiminden &nce saptanabilmesi bilyiik 5nem tasimaktadir®.

insanda olusan kanserlerin elliden fazla farkli tipleri
bulunmaktadir; bunlarin yaklasik %54’GnU akciger-bronsg, kolon-rektum,
meme, prostat ve uterus kanseri vakalari olusturur. Mesane, kolon-rektum,
akciger-brons ve prostat kanserlerinin erkeklerde daha siklikla géraldtgu,
kadinlarda ise; meme, akciger-brons, kolon-rektum ve rahim kanserlerinin

yiiksek siklikla gériildiigi rapor edilmistir®.



Son yillarda, kanser vakalarindaki artis, gecmis yillara gore
oldukga dikkat gekicidir (Sekil 1)°.

TURKIYE KANSER ISTATISTIKLERI (1999-2005)

200 =

14848
167,
173,85

13378

60
40
20
] T

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Insidans {100.000'de)
"
[=]
[=]
64,43
7967

5813

Sekil1. Tiirkiye’de goriilen kanser oraninin yillara gére art|§|6.

Tarkiye'de en sik gorulen kanser tura akciger ve brong
kanseri olmakla birlikte bunu prostat ve deri kanseri izlemektedir (Sekil 2).
Cinsiyet ayrimi gozetmeksizin ele alindiginda bu verilere ulasilirken,
cinsiyetler farkli oldugunda farkh kanser turlerinde yogunluk oldugu

godzlenmektedir®.

Tirkiye ilk 10 Kanser Turi (2005)
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Sekil 2. Turkiye’de en sik goriilen ilk 10 kanser tiirii ve yﬁzdeleris.



Erkeklerde akciger kanseri birinci sirada yer alirken, bunu
siraslyla prostat ve deri kanseri izlemektedir. Kadinlarda en stk meme

kanseri gdzlenirken bunu sirasiyla deri ve tiroid kanseri izlemektedir®.

2.1.1. Hiicre Donqusu

Hucre dongusunun sureci, mitoz (M fazi) sirasinda iki
nikleusa kromozom dagilimi i¢in gerekli olan DNA replikasyon (S fazi)
isleviyle devam etmektedir. Bu iglevin arasina bosluk olarak anilan G1 ve
G2 adi verilen iki basamak katilmistir. G1,S ve G2 hep birlikte hlcre
dongusunin interfaz bélumunu olusturmaktadir. G1 basamagr mitozdan
hemen sonra baglar; ribozomlar, enzimler, membran turevi organeller gibi
pek ¢ok sitoplazmik elementin sentezi bu zaman sulreci icerisinde yaplilir.
S fazinda, DNA replikasyonu her kromozomun Kkopyasini yaparak
kromozom sayisini ikiye katlanmasini saglar. G2 fazi, blyimenin ve

sentezin ikinci ddnemi olarak mitozun baslamasina énciiliik eder?.

\
Bolinmeyen /4 [ \ !E%

hicreler
G1

Telofaz - .

Anafaz”  Metafaz

Sekil 3. Hiicre dongiisii ve hiicre dongiisiiniin béliimleri’.



Hucre ¢cogalmasi ve bunun kontrolu ile ilgili ¢alismalarda G1
evresinin 6nemi blyuktir. G1’in ge¢ bir noktasinda butin hacreler iki
yoldan birini izler. Hucreler ya donguden c¢ikarak GO evresindeki bir
dinlenme evresine girer ya da DNA sentezini baslatarak donguyu
tamamlar. GO’a giren hucreler canli ve metabolik olarak aktif kalirlar fakat
¢ogalmazlar. Kanser hicreleri belirgin bir sekilde G0’a girmekten kaginirlar

ve burayi cok hizli bir sekilde gecerler®.

Hucre dongusunde U¢ kontrol noktasi bulunmaktadir. Bunlar
G1/S, G2/M ve M kontrol noktalaridir®.

2.1.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser hucreleri ¢ nitelik ile karakterize edilir. Bunlar;
blylUmenin denetiminde azalma veya ortadan kalkma, yerel dokulari isgal,

viicudun diger bolimlerine yayilma veya metastazdir’.

Kanser, hucrelerin surekli olarak ¢ogalmasiyla karakterize
olan bir dizen bozuklugudur. Sirekli ¢odalan hicrelere karsilik htcre
kaybi ayni oranda olmadigi i¢in hucreler birikmeye baglarlar. Bu biriken
hucreler invazyon yaparlar ve organizmanin organlarini hasara ugratirlar.
Kanser hucreleri normal hucrelerden daha kisa dmurld olmalarina karsin,
yeni hucre olusumunun hizli olmasi nedeniyle hucreler devamli birikirler.
Bu dengesizlik, hem kanser hucrelerindeki genetik anormalliklerden hem
de organizmanin  bu hicreleri tanimada ve yok etmedeki
basarisizligindandir. Bu biriken kutlelere kanser veya tumor adi

verilmektedir®.

Tumorlerden  olusturulmus hucre  kultrlerinde  normal

dokulardan olusturulmus hicre kalttrlerinden farkli 6zellikler gézlenir. Bu



hicre kultard igin transforme olmus tanimi kullanilir. Transforme bir hiicre
daha az kisith sartlarda buyur, genellikle sert bir zemine tutunma ihtiyaci
duymaz, bu nedenle yuvarlak sekilli gorulir. Serum ihtiyaclari azalmigtir
ve zeminde tek tabaka olusturmak yerine fokus adi verilen kitlesel bir yapi
gosterirler. Uygun deney hayvanlarina enjekte edildiklerinde tumorleri
indUklerler. Boylece hucrelere transformasyon ve olumsuzluk oOzelligi

saglayan zincirleme degisiklikler tiimdrlerin olusturulmasina olanak tanir®.

2.1.3. Tumor Olusumunun Molekuler Mekanizmasi

Bir tumor hicresinin en dnemli 6zelligi gen ekspresyonundaki
degisikliktir. Bu degisiklik normal hucrelerden daha fazla Greme avantaji
saglamaktadir. Bu durum hidcreye kontrolsiz Ureme  6zelligi
kazandirmaktadir. Bu sebeple kanser; normal hicre 6zelliklerini degistiren
genlerin ekspresyonundaki degisikliklere neden olan mutasyonlar sonucu
ortaya cikan genetik bir hastaliktir. Normal Greme kontrolini duzenledigi
ortaya konulan farkl 2 tipte gen grubu bulunur. Bunlar; proto-onkogenler
ve anti-onkogenler (tUmdér supresér genler)dir. Bu genlerin
ekspresyonunun bozulmasi Ureme kontrolinin kaybina sebep

olabilmektedir®.

2.1.3.1. Proto-onkogenler: Hicre dremesini kontrol eden genlerdir. Proto-

onkogenlerdeki  mutasyonlar sonucu bu genler onkogenlere
doénusmektedir. Onkogenlerin normal hicresel fonksiyonu ise, hcre
proliferasyonunu hizlandirmaktir. Hiperaktivite durumlarinda kansere

sebep olurlar™.

Gunumuzde proto-onkogenlerin; Ureme faktorlerini, hicre
yuzey reseptorleri ve onlarin ligandlarini, hiicre ylzey reseptorlerinden

nukleusa uremeyi sitimule eden sinyalleri tagiyan sinyal molekullerini



(intraselluler sinyal yolagi bilegenleri), gen ekspresyon oranini kontrol
eden nukleer transkripsiyon faktorlerini, htcre siklusunun ilerlemesi, DNA
baglayan proteinler, hicre proliferasyonu, hicre farklilagsmasi ve apoptotik
hidcre olusumunun molekuler kontroline katilan molekdlleri ve hucre
siklusu yolagindaki bilesenler gibi normal hucre Uremesinin regulasyonu

icin gerekli proteinleri kodladiklari bilinmektedir'®*2.

Proto-onkogenlere 6rnek olarak, hicre siklusu regulatorleri,
Int-2 (fibroblast buyume faktora reseptoru), sis (trombositlerden salinan
blylime faktdru reseptoru), fms (koloni uyarici faktor reseptoéra tip 1), erb-
B (epidermal buyume faktoru reseptorli) ve ras proto-onkogenleri

verilebilir®s.

2.1.3.2. Anti-onkogenler (tumdr supresor genler): Hucre proliferasyonunu

inhibe eden veya geciktiren genlerdir. Bu genler, inaktive olduklarinda

kansere sebep olmaktadirlar®'.

TUumor supresor genler, normal olarak hicre bdoliunmesini
baskilayan bir grup gendir. Her iki allelde iglev kaybi, kontrolsuz hucre
boliunmesine ve tUumor buyimesine neden olur. Normal allelin varhgi timor
gelisimini baskilar. Bir etki olugsmasi icin islev kaybi her iki alleli de
etkilemelidir (yani timoér slpressor genlerin mutasyonlari, htcresel
dizeyde resesiftir). Bunun icin iki hatta bazen daha fazla mutasyonel olay

gereki I,.10,11, 14,15,16

Genetik  dlUzensizlik, premalignant hiicreyi atmadan
malignant hicreyi Uretir. Bu dlzensizlik mikro seviyede (DNA sekansinda)
oldugu kadar, makro seviyede (kromozom) olabilir. Kromozomlarda olusan

tekrar duzenleme, aktif olmayan (sessiz) onkojenleri aktifleyebilir veya



tumor supresor genleri iceren bolgeleri silebili. DNA’ daki mutasyon,

onkojenleri aktive edebilir veya timér supresér genleri inaktive edebilir®.

Proliferasyonu dogrudan baskilayan tumor supresor genlere
“‘bekci” (gatekeeper) tipi genler denmektedir. Bekgiler hicre siklusunu
denetlerler, hicreyi apoptozise yoOnlendiren genler de bu gruptadir.
Ornegin p53 her iki dzellige de sahip dénemli bir timér supresdr gendir.
TUumor supresor genlerde ortaya cikan islev kaybettirici mutasyonlar da
hicreye c¢ogalma yodnunde bir Ustunlik saglar. Hicre g¢ogdalmasini
dogrudan baskilayan bekgi tipi tumoér supresdr genlerden baska, dolayli
etki gosterenler de vardir. Bunlara da “bakici” (caretaker) tipi tUmor
supresor genler denir. Bakicilar genomun batunligunden sorumlu DNA
onarim genleridir ve mutasyon olusumunu engellerler. Bu genler islev
kaybettirici bir mutasyona ugradiginda, genom boyunca mutasyonlar
ortaya ¢ikmaya baslar, yani genomik instabilite (kararsizlik) gelisir.
Genomik instabilite  bekg¢i tipi tUmor  supresdér genlerin  ve
protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla sonuglanabilir. Bazi germline
(yumurta veya spermde olusan mutasyon) tUmoér supresér gen
mutasyonlari kalitsal kanserlerle iligkilidir. Bunlar sporadik kanserlerde de

mutasyona ugrayabilirler*’.

Anti-onkogenler, onkogenlerin dnemli bir ailesi olan siklinleri
ve siklin-bagimli kinazlari (CDK) icerir. CDK’lar hlicre siklusunda énemli
kontrol noktalarinda gérev alirlar ve hticre proliferasyon oranini belirlerler.
TUumor supresodrlere 6rnek olarak Retinoblastoma geni (Rb), Antijen
Sunucu Hucre geni (ASH, kolon kanseri), Wilm’s timor proteini geni (WT1,
bobrekte), Meme kanseri duyarlilik geni tip 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2,
meme kanseri), CDK4 inhibitor, INK4 ailesinden timor protein 16 (pl6)
geni (INK4A tarafindan kodlanir), timor protein 53 (p53, birgok dokuda

bulunabilmektedir) ve HINT1 drnek olarak verilebilir'?.



2.2. HIT (Histidin Triad) Proteinleri

Histidin triad (HIT) proteinleri, ismini C-terminalinin yaninda
var olan His-¢-His-¢-His-¢-¢ motifinden alan bir protein ya da enzim ust
ailesidir. Burada “¢” semboll, hidrofobik olan herhangi bir aminoasiti
sembolize etmektedir'®. Enzimatik aktivitelerine gére diisiiniildiigiinde HIT
proteinleri nukleotid fosforamidat hidrolazlar, dinUkleotid hidrolazlar ve
nukleotidilil  transferazlar olarak siniflandirilabilir.  HIT  proteinleri,
nukleotidleri His-¢-His-¢-His-¢—¢p motifinin aktif kisimlari substratin a-
fosfati ile karsi karsiya gelecek sekilde baglarlar®®.HIT proteinlerinin
evrimsel suregte korunmus olmasi, temel ve belki de yasamsal

fonksiyonlar gerceklestirdiklerini gdsterir'®,

Histidin triad (HIT) proteinleri yakin zamana kadar sadece
histidin dizi motiflerini paylasan proteinlerin bir stper ailesiydi. Histidin triad
nikleotid baglayan protein (HINT)'in ntkleotid baglayan formlarinin kristal
yaplilari, HIT proteinlerinin korunmus bdlgelerinin 6zel, dimerik, 10-dizili iki
esit purin nukleotid baglanma bdlgesi olusturan kayik yapilarindan
meydana geldigini gostermistir. Hayatin tim formlarinda bulunan HINT ile
iligkili proteinler ve hayvanlarda ve mantarlarda bulunan kirilgan histidin
triad (FHIT) ile iligkili proteinler HIT stper ailesinin iki ana dalini temsil
eder (Sekil 4) %°.
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Sekil 4. Niikleotid bagh HIT proteinlerinin li¢ boyutlu yapilar.
Ustteki dimer HINT-GMP'dir. Alttaki dimer hidroliz edilemez bir ApppA analogu ile
bagh FHIT'tir (Kayik yapili protein katlari, ilk olarak GALT'te g6zlenmistir, iglerinde
iki alfa-helezonu barindiran 10 sarmall B-diizlemleri tarafindan olusturulmuslardir).
Kayik yapilar, halihazirda her bir protein dimerinin yandan goriiniiglerinde
degerlendirilebilir (Ustteki HINT, alttaki FHIT)®.

HIT Ust ailesinde yer alan proteinlerin 35 den fazlasi,
bakteriler, arkeler, mayalar, bitkiler, yuvarlak solucanlar, Drosophila ve
memelileri de iceren 29 tiirde gorilmistir. insan genomunda 7 HIT
proteini (HINT1, HINT2, HINT3, Aprataksin, DcpS, FHIT, GALT)

kodlanmigtir.

Bunlar 5 dalda siniflandirilabilir: HINT (Histidine triad
nucleotide binding protein), Aprataksin, DcpS (Scavenger mRNA
11



decapping enzim), FHIT (Fragile Histidine Triad Binding Protein) ve GALT
(Galaktoz-1-fosfat-uridililtransferaz). Sekil 4’de bu proteinlerin fonksiyonlari

dzetlenmistir (Sekil 5)%.

HIT Protein Ailesi

P 1.Histidin Triad Miikdeotid badh ProteinkerfHIMT)

2. Aprataksin
-Ataksi okiler sprakside mutasyons ugramistir e HINT1

-DMA onanminda rol oynar -AMP-izin’i hidroliz eder
-DMA sarmalinin kink bélgelerindeki 5 AMP yi -HINT1™ fareler timére yakalanma egilimii
ortadan kakdinr
i HiNT2
-AKMP-izin'i hidroliz eder
jo-3.CicoS -Apoptoza duyarastinci/duyarastine
-mRM& degredasyonu :-Ir_nsfr:sr_l .
M7 GpppN T GNP -Tambrdd dokuda fade azalmasi
B e
HINT3
et Kinigan Histidin Triad Protein (FHIT) Multimerik biyikidkier
-Disdenozin polifosfat hidrolize eder -Asikadenilat substrat

-Tarar baskilayicidir

-Kanserde Metilasyon promotdrodir
-Pro-apoptotik

-5z tarefindan fosforile edilir
-Aktdozenler

I-.-:E.Nﬂ kleotidil transferaz (GALT)
Galaktoz oridi-1P transferaz
Eksikliji Galaktozemiye neden olur.

Sekil 5. insanlarda bulunan HIT siiperailesinin alt iiyeleri*’.

2.2.1. HINT (Histidine Triad Nucleotide Bagli Protein)

Histidine triad nUkleotid bagli protein (HINT), ilk olarak tavsan
kalbinden izole edilen dimerik purin bir nikleotid bagli proteindir ve HIT
(histidine triad) ailesinin bir tyesidir. HINT nukleotid komplekslerinin kristal
yapilari, HIT Ust ailesindeki korunmus kalintilarin nikleotid baglamaya
aracilik ettigini ve HIT motifinin fosfat baglama donglsinin bir parcasi

oldugunu géstermektedir?.
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HINT proteinleri, HIT Ust ailesinin birinci subesini olusturur.
Tam siralanmig tim genomlarda en az bir HINT mevcuttur. insan genomu

HINT1, HINT2 ve HINT3 gen (riinlerini kodlayan 3 ayri gene sahiptir®,

2.2.1.1. HINT 1

Calismamizin konusu olmasi nedeniyle HINT1 geni ileride

daha genis bigimde anlatilacaktir.

2.2.1.2. HINT 2

HINT1 ile %61 oraninda benzerlik tasiyan bir protein olan

HINTZ2, bir karaciger taramasi sonucunda tanimlanmistir®®,

Her ne kadar bir a-sarmali icinde de olsa diziliminde
potansiyel bir HINT fosforilasyon bdlgesi (122TAK-Karisik kdkenli kinaz)
olmasi, HINT2’nin bir PKC substrati olup olmadiginin test edilmesine
sebep olmustur. PKC aktivitesine yonelik bir ¢calismada, afinitesi olmayan
HINT2'nin  histon veya miyelin temel proteinine ait PKC’nin
fosforilasyonunu inhibe etmedigi goruldi. Bu sonugla HINT2'nin bir PKC

inhibitdrii oldugu varsayimi elenmis oldu®.,

Korunmus N-terminal uzanti ve toplam siralama temel
alindiginda, HINT2 homologlari, yalnizca memelilerde bulunur ve baliklar

ve kuslar gibi diger omurgalilarda bulunmaz?.

HINT2'nin dokulardaki ekspresyonu real-time kantitatif PCR
yontemi ile ve immunoblot analiz ile belirlenmistir. HINT2 mRNA’sI ve
proteini karaciger ve pankreasta baskin olarak bulunurken, analiz edilen

diger insan dokularinda da bu oranda olmamakla beraber gorulmustur.
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immunositokimya, izole mitokondrilerin immunoblot analizi ve HINT2-
GFP(yesil floresan proteini) transfeksiyon c¢alismalari ile belirlenen
HINT2’nin bir mitokondriyal protein oldugunu ve memeli HINTZ2’sinin
mitokondride lokalize olan ilk HINT proteinlerinden biri oldugunu
gOstermektedir. Ayrica, HINT2'nin apoptoza kargl duyarli oldugunu ve
insan hepatoselller karsinomada ekspresyonunun asagi yonlu regule

oldugunu géstermektedir®*.

HINT2'nin adenozin fosforamidaz aktivite gosterdigi ve
HINT1'den farkli olarak ATP sentezi ve adenozin metabolizmasi igin
gerekli olan mitokondride yerlesik oldugu bulgusu bu HINT proteinlerinin

fizyolojik rolii konusundaki galismalari genisletmektedir®.

2.2.1.3. HINT3

Uglincl bir insan HINT geni de 6g22.33’de bulunan HINT3
genidir. HINT3'Un N ve C terminallerinde sirasiyla 31 ve 25 aminoasitlik
uzantilara sahip oldugu 182 aminoasitlik bir proteini kodladigi ve hem
sitozolik hem de c¢ekirdek bélimlerinde yer aldigi varsayillmaktadir. HINT3
multimerik oligomerlere dahil edilebilir ve substrat olarak daha c¢ok
niikleozit fosforamidatlar {izerindeki acil-adenilatlari tercih eder®.
GUnumuzde, HINT3’Un timoér olusumu ve ilerlemesindeki roll Uzerinde

calisma bulunmamaktadir®.

2.2.2. Aprataksin (APTX)

Aprataksin, bir ¢inko parmak motifi iceren ve Ataksi
Okulomotor Apraksi Sendromu’nda mutasyona ugrayan HINT ailesi

Uyesidir'®. Ataksi okiilomotor apraksi sendromu (AOA) erken baslangicli,
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ilerleyici bir nérolojik hastaliktir®®. APTX, cift 6rgiilii formlarda gériilen ve

niikleolusta bulunan Aprataksini kodlar?*.

2001 yilinda yapilan baglanti analizi APTX geninin 9.
kromozom'da yer aldigini, semptomlari ¢ift sarmal DNA kiriklari ve genom
instabilitesi ile karakterize olan ataxia telangiectasi’'ye benzeyen norolojik
bir bozukluk olan ataksi-okular apraksi hastalarinda mutasyona ugradigini

27,28 Bir

gostermigtir HIT motifine ek olarak Aprataksin’in, DNA'ya

baglanabilen bir C-uclu cinko parmak alani icerdigi varsayilmaktadir®2°.
Uglincli bir domen, catal basi domeni, APTX in ana 6rgli formunda
bulunur ve bu domen ligaz kofaktorleri, XRCC (x-ray cross-
complementing) proteinleri ile etkilesimleri dluzenler. Daha 6nce HINT
bransi hidrolazlarinin bir (iyesi olarak siniflandirimis olmakla birlikte™,
daha yeni bir filogenetik analizde APTX' in HIT Ust ailesinin ayri bir

bransinda yer aldigi gosterilmistir®.

insan APTX'i iki parca formda ekspresedir®®. Kiigiik parca, C-
terminalinde belirgin bir ¢inko parmak motifi ve 168 amino asitlik bir
polipeptid icerdigi tahmin edilen Hint domeninden kodlanir. Bu bodlum
adenozin 5’-monofosforamidaz aktiviteyi tasidigi ve dimerize ettigi

distnilen domendir?23031,

APTX’in bluyuk parca formu N terminalinde klguk parca
formuna oranla genigletiimis 174 aminoasittir. APTX’in N-terminalinin
6'dan 102’ye kadar olan kokleri, 5-DNA kinaz, 3’-fosfataz aktiviteli ve C-
terminalinden bu domene yerlesik bir enzim olan insan polinukleotid
kinazinin (PNK) N-terminali ile %41 oraninda benzerdir®***, PNK ve
APTX’ in bir N-terminal domenini paylastigi gézlemi, APTX’in tek zincir

kirilmasindaki tamirde rol aldigi fikrini vermektedir?.
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2.2.3. DcpS (Scavenger mRNA decapping enzim)

DcpS sitoplazma ve nukleusta bulunan bir HIT proteinidir.
3'>5" mMRNA eksonlkleaz yikim yolu kuguk, 5'-sapkali (mMRNA’nin 5’-
ucuna 7-metilguanozin 5°->5" trifosfat bagi ile eklenir) mRNA’lar
(m7GpppN) udretir. Bunlar daha sonra scavenger mRNA decapping enzim

(DcpS) tarafindan bagska metabolizmalara substrat olur®®

. m7GpppG’nin
DcpS tarafindan hidroliz edilmesi m7GMP ve GDP’yi meydana getirir.
Genis bir yapi-aktivite iligskisi c¢alismasi metile edilmis bazin ligandin
esansiyel bir 06zelligi oldugunu ve primidin bazlari igceren sapka
analoglarinin substrat olarak kullaniimadigini gdstermistir®®. DcpS’nin
dizeyi stres sinyalleriyle artar, bu da bosa ¢gikan mRNA transkriptlerinin
uretimiyle (MRNA degradasyonu) sonuglanir. G1/S gegisinde hiucre dongu
ilerlemesinin dizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktort olan

deltalaktoferrin DcpS transkripsiyonunu aktive eder®’.

DcpS’nin fonksiyonlarinda bir azalmanin, mRNA uglarinin
birlestiriimesinde bir fonksiyon bozukluguna ve bozulmaya neden olabildigi
one sirilmektedir®®. insan hastaliklarinda DcpS’ye iliskin en son bilgi
DcpS’nin C5-quinazolinlerin bir molekuiler hedefi oldugudur. DcpS’lerin C5-
quinazolinler tarafindan inhibe edilmesi, spinal muskuler atropiye neden
olan SMN2 (survival motor neuron) geninde bir artma ve bozulmus

proteinin diizeyleri ile beraber gérilir®.

2.2.4. FHIT (Kirilgan HIT proteini)

Yaklasik otuz yil 6nce, normalde yaslilara 6zgu bir hastalik
olan renal hucre karsinomasi, 3 ve 8 nolu kromozomlarinin kisa kollarinda
kalitsal olarak dengeli kromozomal translokasyonu olan bir ailede sikc¢a

g6zlendi®®. Kanser, translokasyon tasiyicilari arasinda erken dénemde,
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her iki bobregin bircok bodlgesinde olusmustur ve kromozom 3'Un kisa
kolunda genetik bilgi kaybiyla birlikte goralmuastir. Gastrointestinal
bolgede*, akcigerlerde** ve diger dokularda mRNA translokasyonunun
sik delesyonlar vasitasiyla bozuldugu tespit edildi. Tahmin edilen protein,
kirllgan bolgeden kodlandigi ve bir HIT proteini oldugu igin FHIT olarak

adlandiriimistir®.

FHIT geni insan genomunun 3. Kromozomunun kirilgan
bolgesinde yer almaktadir, genelde kanserlerde degisim gdstermis ve
kanser tiirevi hiicre hatlarinda inaktiftir*®. FHIT proteini HIT motifi tasir ve
bir timoér supresordur. Akciger, 6zofagus, mide, bdbrek ve serviks
kanserleri gibi birgok insan timériinde FHIT ya yoktur ya da azalmistir*>#.
Akciger, serviks ve memenin preneoplastik lezyonlarinda delesyonlar
gozlenmistir*®. FHIT™ fareler hayatta kalmakla beraber kontrol farelerine
oranla daha fazla timér gelisimi gdsterirler®®. Bir inaktif FHIT aleli tasiyan
fareler (FHIT) kimyasal timoér indiksiyonuna vyilkksek oranda

yatkindirlar®’.

FHIT subesi diadenozin polifosfat hidrolaz aktivite gosteren

iki enzimden*®*°

ve benzer aktivite gosterdigi dusunulen bir proteinden
olusur. Diadenozin polifosfat hidrolazlar A(5")ppp(5')A gibi 3 ila 5 fosfatlik
zincirle esterlesmis adenozin ya da guanozin nukleozitlerine sahip
dindkleotid polifosfatlara yapisir ve AMP+ADP'yi (ya da AppppG

yapismasi AMP+GTP'yi) ortaya cikarir™.

Hicre stresine tepki olarak, diadenozin polifosfat seviyeleri
artar. ApnA'lar FHIT ve ApnA olusumu icin substratlardir. FHIT apoptoz
icin gereklidir. FHIT apoptozu kaspaz 8'in aktiflesmesiyle tetiklenen
sitoplazmik yolla gerceklestiri. FHIT ayni zamanda Hsp60/10

(Mitokondrial 1s1 sok proteinleri) saperon kompleksine de baglanabilir. Bu

17



da baglanan proteini mitokondriye yonlendirir. Orada ferrodoksin
rediktaz’i stabilize eder (Fdxr). Mitokondri apoptotik yoluna baglanan
reaktif oksijen turleri (ROT) dretilir. FHIT ayni zamanda P13 K-Akt-Survivin
(Endotel hucrelerdeki sinyalizasyon kaskadi) sinyallerini pasifize eder. Src
kinaz FHITi Tyr 114’te (Tirozin 114) fosforile eder. Tyr114 FHIT'

proteozomal bozulma igin hedeflemektedir (Sekil 6) %

Caspase 3,7

JAPOPTOSIS

Sekil 6. Kirllgan HIT proteini FHIT tarafindan apoptoz olugmasinin altinda yatan

mekanizma?®.

3pl4.2'deki insan FHIT geni birgok insan timdrinde

bozuktur*#251,

FHIT, fonksiyonunu kaybetmesi halinde neoplazilerin
ilerlemesinin baslamasina katkida bulunabilecek bir tUmor supresor gen
adayidir. FHIT’in HIT protein siiperailesinin bir liyesi olarak tanimlanmasi**
ve sonra diadenozin polifosfatiara baglandiginin ortaya gikmasi*
sirasinda temel nukleotid baglama ve hidrolaz aktivitesinin molekuler

temelleri anlasiimamigtir.
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2.2.5. Galaktoz-1-fosfat Uridililtransferaz (GALT)

Karaciger enzimi Galaktoz-1-fosfat Uridililtransferaz (GALT)
UDP (Uridin difosfat) glukozdaki UMP’nin (Uridin monofosfat) galaktoz-1-
fosfata transferini katalizler. Buradan da UDP-galaktoz ve glukoz-1-fosfat
aciga cikar. GALT, HIT Ust ailesinin ayri bir bransini temsil eder.
Hidrolazdan ziyade transferaz olarak iglev gorur. Buradaki nukleotid
transferi UMP ve His kalintilari (His-¢-His-¢-GlIn-¢—¢ modifiye HIT
motifinden) arasinda olusan kovalent bir ortamda ilerler. GALT genindeki
mutasyonlar basarisizlik, katarakt ve mental retardasyonla karakterize
olan galaktozemiye neden olur'®. Diger HIT proteinlerinden farkl olarak
GALT karbohidrat metabolizmasinda tanimlanmis bir role sahiptir ve

tiimérigenezde bir rolii yoktur??,

Galaktoz kullanimi igin Leloir metabolik yolundaki (B-D-
Galaktoz’'un, glukoz-1-Fosfat'a c¢evrilmesi igin metabolik yol) ikinci
basamak, UDP-galaktoz olusturmak icin galaktoz-1-fosfat'in UMP’ye
transferini gerektirir’®. Sekil 6’da gosterildigi gibi, reaksiyon GALT ile
katalizlenir. GALT, His166 ile kovalent bir UMP ortami olusturmak icin
glukoz-1-fosfat salarak UDP-glukoz tliketir ve daha sonra UDP-galaktoz

olusturmak icin galaktoz-1-fosfat ile reaksiyona girer (Sekil 7)°***.
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Sekil 7. HIT siiperailesinin ii¢ subesinin prototip uyeleri igin

substratlar ve ileri reaksiyon semalan™.

GALT geni mutasyonu olan insanlar galaktosemiklerin en
genis sinifidir ve ilk dnce yasamin ilk gunlerinde bluylime geriligi ile
tanimlanirlar. Galaktozsuz bir diyete girmelerine ragmen uzun vadede

GALT galaktosemikleri katarakt ve zekaya iliskin sorunlar yasarlar®.

2.3. HINT 1 (Histidine Nucleotide Binding Protein 1)

HINT1 (Histidine Triad Nucleotide-baglayan protein 1), 126
aminoasitli (Sekil 7), sitozolik bir proteindir. ilk defa 1990 yilinda bir protein
kinaz C inhibitérii (PKCI)*® olarak belirtiimis ve ilk literatiirlerde Protein
Kinase C Inhibitor-1 (PKCI-1) olarak isimlendirilmistir°”*2. HINT1’in PKC ile
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dogrudan ya da dolayll olarak etkilesime girebilmesine ragmen PKC
inhibitdrd rolt artik supheyle karsilanmaktadir. Bu yuzden de PKC-1 ismi
Histidine triad Nucleotide binding protein 1 olarak degistiriimistir®.
Kristallografi ve NMR (Nukleer Manyetik Rezonans) spektroskopi gibi

yapisal calismalara goére HINT1 bir purin nikleotid-baglayan proteindir,

homodimerler olusturur ve her bir alt Ginite bir niikleotidi baglar?*>°.

HINT1 ------=-==- - - mmmmmemo oo MADEIAKAQVARP-GGD- - TIFGKIIRKEIP- - AKI IFEDDRCLAFHDISPQAPTHFLVIPKEKHISQI SVAE
HINT2 MAAAVVLAAGLRAARRAVAATGVRGGOVRGAAGVTDGNEVAKAQQATP-GEAAPTIFSRILDKSLP - - ADILYEDQQCLYFRDVAPQAPVHFLVIPKKPI PRI SOAE
HINTZ ------- MAEEQVNRSAGLAPDCEASATAETTVS SVGTCEAAGKS PEPKDYDSTCVFCRIAGRODPGTELLHCENEDLT CFKDI KFANTHHYLVVPKKHIGNCRTLR
FHIT - - === === === === == == o e e oo e MSPRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHVLVCPLRPVERFHDLR

HINT1 DDDESLLGHLMIVGKKCAADLGLNKGYRMVVNEGSDGGOSVYHVHLHVLG--GROMHWPPG === === s e e e m e e e e e e m = 126
HINT2 EEDQQLLGHLLLVAKQTAKAEGLGDGYRLVINDGKLGAQSVYHLHIHVLG--GRQLOWPPG----------------——--——--~-—————~—~—~————- 163
HINT3 KDQVELVENMVTVGKTILERNNFTDFTNVRMGFHMPPFCSISHLHLHVLAP-VDQLGFLSKLVYRVNSY-------- WFITADHLIEKLRT----- 182
FHIT PLEVADLFQITURVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDCGPEAGQTVEHVEVHVLPRRAGDFHRNDS IYEELQEHDKEDF PASWRSEEEMAAEAAALRVYFQ 147

I

Sekil 8. HINT1, HINT2, HINT3 ve FHIT proteinlerinin aminoasit
siralarinin dizilimi. Histidine triad motifi (His-¢@-His-¢@-His-@—¢) okla gosterilmistir ve
niikleotid baglanmasinda rol oynar. Motifin ortasindaki “His” hidrolaz aktivite igin
sarttir. HINTL/HINT2/HINT3 proteinleri ve FHIT proteini HIT st ailesinin iki ayni

bransina mensuptur®.

2.3.1. HINT1 Dimerinin Yapisi

HINT dimeri, araylizeylerinde 35 A kesit capina sahip ve bir
konik monomer basindan diger konik monomer basina uzaklik 55 A olan
iki birlesik koni seklindedir. a; kisa helikslerinden olusan N-terminalleri
birbirlerinden uzakta, koninin iki uglarina yakin bir yerdedirler. C-
terminalleri igice gecmis ve bir monomerin Arg 119'unun (Arjinin 119)
guanadino azotlari ile diger monomerin Gly 126’nin (Glisin 126) ug
karboksilik oksijenleri arasinda iki disli tuz koprusu ile sabitlenmislerdir.
HINT dimerinin ana yapisal 6zelligi sag yonlu tipik bir kivrim ile antiparalel
10-sarmalli B-tabakasidir. Bu tabaka bir monomerin B1, B2, B3, Bs, ve B4

sarmallariyla onlari takip eden diger monomerin B4, Bs, B3, B2, ve PBi
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sarmallaridir. Herbir monomerin ay'si olan ve B3'U lineer bir sirayla takip

eden uzun heliksler dimer arayuzinde birlesik haldedir ve kivriml, 10-

sarmalli B-tabakasinin olusturdugu yari silindirin i¢c kismindadir. HINT

dimerinin yapisi, ligandsiz PKCI igin tanimlanan yapiya uyar®.

hHint:
echinT:

hHint:
echinT:

hHint:
echinT:

MADETAKAQVARPGGDTIFGKIIRKEIPAKIIFEDDRCLAFHDISPOAPT
MAEE-=====—————- TIFSKIIRREIPSDIVYQODDLVIAFRDISPQAPT

HFLVIPKKHISQISVAEDDDESLLGHLMIVGKKCAADLGLNK-GYRMVVN
HILIIPNILIPTVNDVSAEHEQALGRMITVAAKIAEQEGIAEDGYRLIMN

EGSDGGQSVYHVHLHVLGGROMHWPPG
TNRHGGQEVYHIHMHLLGGRPLGPMLAHKGL

C
Human Hintl 120 — Q M HW P P G -126
E colihinT 109 - PLGPMULAHIEKGTL-119
1))

Sekil 9. ecHINT homoloji modeli. (A) insan HINT1 ve ecHINT arasindaki sekans
uyumu yiiksek homoloji gosterirken korunmus boélgeler kalin harfle gosterilmistir.
(B) dimerik hHINT1 kristal yapisi (mavi, PDB kod: 1AV5) (17) ve ecHINT (san)
homoloji modeli ust liste. (C) bir monomer hHINT1 ve ecHINT modeli iist iiste. (D)
hHINT1 ve ecHINT arasinda degistirilmis C-terminal bolgeleri .
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Brenner ve arkadaglari HINT?in, bircok okaryotik
organizmada AMP-SO, ve amonyaktan sentezlenen bir hicre i¢i ¢dzunen
olan adenozin 5’-monofosforamidat’t (AMP-NH,) hidroliz edebildigini
kesfetmislerdir®®®3%* Bu monofosforamidaz aktivite HIT bélgesindeki ikinci

“His” kalintisina baghdir®.

2.3.2. HINTL’in Kanser ile lliskisi : Onkogen ve Anti-onkogen Etkisi

Yapilan farkl c¢alismalarda HINT1 geninin kanserle iligkisi

arastinilmistir.

Kanserojen DMBA'ya maruz kalan HINT1 geni eksik
farelerde hem meme hem de over timdorlerinin olusumuna yatkinlik oldugu
gozlenmistir. HINT* ve HINT™ farelerde, HINT** farelere kiyasla meme
tiumorleri daha hizli gelismistir. Bu timorlerin gortilme sikhgr ve genel
gorilme coklugu HINT™ ve HINT” farelerde HINT** farelere oranla
belirgin olarak daha fazladir. DMBA kullanilarak yapilan karsinogenez
calismasinda elde edilen bulgular onceki calismalarla birlegtirildiginde,
kanserojen DMBA'nin HINT™ farelerde gastrik tiimérlerin indiiksiyonunu
belirgin derecede arttirdigi gézlenmistir. Bu da HINT1'in birden fazla
dokuda tumor yatkinligini etkileyen yeni bir tumor supresor gen oldugunu

kanitlamaktadir.

HINT?1’in timor supresor etkileri kimyasal karsinojenler ile
sinirl degildir. Diger bazi arastirmacilar HINT1” farelerde spontan timor
artisi bulamamistir °°. Fakat bu durum, calismadaki farelerin kisa siire
izlenmesi ve sayilarinin yetersiz olmasindan ve/veya farelerin farkli bir
genetik gecmise sahip olmalarindan kaynaklaniyor olabilir. insanlarda

kiguk hucreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatlarinda yapilan
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bir calisma tarafindan desteklenen galismalar HINT1’in birden fazla doku

icin yeni bir timor supresér oldugunu desteklemektedir®®.

Spesifik tumor supresor genlerin ifadesi, genellikle bu
genlerin promoter bdlgelerine karsilik gelen spesifik sitidin kalintilarinin
metilasyonu yoluyla ve ayrica kromatin yapisini degigtiren diger

modifikasyonlar ile kanser hiicrelerinde engellenirler ©7%%,

Deneysel bulgularin ¢cogu tdomorijenez isareti veren yolaklari

etkileyebilen regiilasyon ve transkripsiyonda HINT1’e bir rol bicmektedir®.

2.3.3. HINT2in Molekiiler Etki Mekanizmalari

HINT1 proteininin gen transkripsiyonunu kontrol eden cgesitli
yolaklarda bir inhibitor roli olduguna dair biriken kanitlar vardir. Boylece,
cesitli hiicre sistemlerinde HINT1 siklin-bagiml kinaz 7 (CDK7)™°, MITF
olarak da bilinen transkripsiyon faktorii mikroftalmi (Mi)™, transkripsiyon
faktoric USF27%, Pontin/Reptin/B-katenin/TCF4 kompleksi®® ve niikleer
faktor —kappa B (NF-«kB)" ile etkilesebilir ve aktivitelerini inhibe edebilir .
Ayrica SW480 kolon kanser hucrelerinde HINT1’in bir iskele protein olan
SH3 (POSH)-JNK2 kompleksi ile etkilesime girdigi ve bdylece, AP-1

transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini inhibe ettigi gosterildi (Sekil 10)™.
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Lysyl-tRNALS + AMP

L;i?%—‘,if:; -Lysine + ATP

_LysRS -Lysyl-AMP + PPi

@—AMP +Lysine

Sekil 10. HINT?T’in adenikasyon mekanizmasi. HINT1 mikroftalmi transkripsiyon
faktoric (MITF) ve upstream stimulatory factor 2 (USF2) gibi transkripsiyon
faktorlerini lisil-tRNA sentetazli (LysRS) bir ortamda inhibe edebilir. Lys RS, bir
aminoasil AMP ortaminda aminoasil tRNA sentezler ve Ap4A’nin olusumunu
katalizler. HINT1 bu kompleksten Ap4A’ya baglanarak ayrisir. HIT domeninin His
kalintisi substrata, LysRS tarafindan olusturulmus lisil AMP’ye, baglanir. Boylece
bir adenillesmis enzim ortami olusur. HINT1 lisil AMP’yi hidroliz eder?*.

2.3.3.1. HINT1 - AP-1 lliskisi

HINT1'in aktivator protein-1 (AP-1) transkripsiyon faktor
kompleksi Uzerindeki muhtemel etkileri incelenmistir. Cunkd AP-1 hicre
proliferasyonunu tetikleyen birtakim genlerin transkripsiyonunu artirici
etkiye sahiptir.  AP-1 dimerik kompleksi c-Jun (c-Fos ile kompleks
olusturan bir proto-onkogen), c-fos (Fos geni tarafindan kodlanan protein),
Fra (Fos iligkili antijen) ve ATF (Aktivator Transkripsiyon Faktorl) protein

ailelerinden érnekler igerir™"®.

AP-1 aktivitesi genelde kanser hucrelerinde artis gosterir ve
onkojenik etkilerini hlicre proliferasyonunda, anjiyogenezde ve tumor
istilasinda yer alan genleri dizenleyerek gosterir. AP-1 aktivitesinin
inhibisyonu degisik kanser hucresi tiplerinin hlicre gelisimi inhibisyonu ile

iligkilidir. c-Jun proteini, c-fos veya Fra ile homodimerler veya
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heterodimerler olusturabilir. Bu dimerler TGACTCA DNA hedef sekansina
yuksek oranda benzerlik igerirler, bdylece bircok genin promoter

bdlgelerindeki AP-1 aktivitesini diizenlerler™.

POSH ve JNK proteinleri, AP-1 faaliyetinin gerilemesine
iliskin olarak HINT?1’in hedefi gibi gériinmektedir™. JNK ile yukari yénlii
sinyal etkilesiminde POSH proteini iskele gorevi gorur, dolayisiyla JNK’nin
aktivasyonunu, c-Jun’un sonraki fosforilasyonunu ve JNK faaliyetlerinin
aktivasyonunu arttinr’’.  HINT?’in, POSH(SH3)-JNK2 kompleksi ile
etkilesime girmek suretiyle, AP-1 transkripsiyon faktorinin aktivitesini

inhibe ettigi gosterildi™.

Son c¢alismalar POSH'un baska bir islevini de ortaya
cikarmistir. Bu isleviyle protein hepatosit gelisim faktériyle (Hrs)
dlzenlenen tirozin kinaz substrati ile hicrelerde kolokalize olur. POSH'un
RING domeni spesifik olarak Hrs'nin kararlihgini dizenler, JNK1'in
kararliligini ise duzenlemez. Bu mekanizma bir ubiquitin proteazomal
indirgeme yolagiyla gergeklesir’®. POSH dogrudan HINT1'in molekiler

aksiyon mekanizmasiyla da ilintili olabilir".

2.3.3.2. HINT1 - CDK-7 - KIN28 iligkisi

HINT1, bazal transkripsiyon faktori (TFIIH) ve siklin bagl
kinaz (CDK7) etkilesim yolu ile fiziksel olarak iliskilendirilmektedir®®™,
HINT'in memeli hucrelerinde hucre i¢i lokalizasyonu hakkindaki onceki
raporlar CDK7'nin tamamen cekirdeksel bir protein’ olmasina ragmen
LM217 insan fibroblast hiicrelerinde® sistoleketal lokalizasyonda veya
bazofilik I1dsemik hiicrelerin’* iginde cekirdek ve stoplazmik lokalizasyonda

oldugunu gostermistir.
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Yapilan galigmalarda, CDK7'nin hucrede ¢okga bulunmasi,
Hint'in nUkleusa kismen relokalizasyonuna neden olmustur. Fiziksel
birlesim siklin H baglanmasindan veya CDK7 kinaz aktivitesinden
bagimsizdir. Ayrica, S. cerevisiae'de HINT1 (mayalarda HNT1 olarak da
yazilir) ve KIN28'in sicaklia duyarli aleli arasindaki birlesme ve
parcalanma c¢ok uzun sureli hicre morfolojisine ve azalmis koloni
formasyonuna neden olmustur. Bu da KIN28 ile HINT1 arasinda genetik
bir etkilesim oldugunu gosterir. HINT1'in CDK7 ve KIN28 ile fiziksel ve
genetik etkilesimleri bu siniftan olan histidin triad proteinlerinin CDK7 ve

Kin28 islevlerinin diizenlenmesinde rol aldiklarini géstermektedir ™.

2.3.3.3. HINT1-mi iligkisi

Mikroftalmi  (mi) mast hicrelerinde ve melanositlerde
gelisimin ve iglevselligin dlzenlenmesinde baglica role sahip bir
transkripsiyon faktérudur (MITF). mi'nin diger proteinlerle birlesmesi, mi-
araciliiyla olan transkripsiyonel aktivasyonun dizenlenmesinde kritik bir
basamaktir. Protein 1 etkilesimli protein kinaz C (PKCI-1/HINT1) 'nin gift
hibrit ekranlama da spesifik olarak mi ile iliskili oldugu bulunmustur. mi‘'nin
ratlarin bazofilik 16semik hucrelerinden ya da fare melanositlerinden
immunopresipitasyonun, HINT1 ile spesifik bir birlikte immunopresipitas-
yon sonucu verir. HINT1, MITF proteinine direkt baglanmak suretiyle

aktivitesini inhibe eder?.

2.3.3.4. HINT1 - USF2 iligkisi

USF2 genellikle htcre proliferasyonunu inhibe eden bir
transkripsiyon faktori olarak kabul edilmekle birlikte, hlicre proliferasyonu
stimile siklin B1, CDK1 ve CDK4 de dahil olmak lzere bazi genleri de

81,82

pozitif olarak reglle edebilir"=". Ayrica, USF2'nin homolog eksikligi,
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farelerde hem dogumda hem de postnatal gelisim boyunca azalmis vicut
biyikligine neden olur®®. Bu nedenle, bazi hiicre tiplerinde USF2
hlcresel proliferasyon tzerindeki pozitif etki gosterebilir. HINT’in USF2’nin
transkripsiyonel  aktivitesinde  supresdr olarak gobrev  yaptigini

dustnilmistir.

2.3.3.5. HINT1 — NF-xB iliskisi

Transkripsiyon faktora NF-kB timor gelisiminde énemli bir rol
oynamaktadir®®. NF-kB_transkripsiyon faktoriiniin etkinliginin aktivasyonu,
I-<B’nin bozulmasi ve NF-xB ‘nin nilkleer translokasyonuna baglidir®.
Tedavi edilmemis HepG2 hiucrelerinden hazirlanmis nukleer ve
sitoplazmik ekstrelerin Western blot analizi, NF-xB p65 proteinin yapisal
aktivasyonu igin kanit saglayarak hem nukleer hem de sitoplazmada
mevcut oldugunu ortaya koymustur. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar
HINT?1'in sitoplazmik iskele protein [-xB’nin stabilitesini korumak ve
bdylece p65’in nikleer translokasyonunu bloke etmek suretiyle NF-KB
transkripsiyon  faktori  aktivitesini  inhibe  ettiine dair kanitlar

sunmaktadir’.

2.3.3.6. HINT1 — TCF- B-katenin/Pontin ve Reptin lliskisi

Weiske ve Huber HINT1 ve [-katenin partnerleri pontin ve
reptin arasinda bir etkilesim gézlemlemislerdir. islevsel deneylerde,
HINT1, TCF-B-katenin transkripsiyonel aktivitesinde negatif regulasyon
etkisi gostermistir. Boylece axin2 ve siklin D1 gibi Wnt sinyal yolaginin

hedef genlerinin ekspresyonunu baskilar®®.

Pontin ve Reptin 6nceki calismalarda antagonist B-katenin

transkripsiyonel aktivitesini modile eden nukleer (-katenin etkilesim
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ortaklari olarak belirlenmistir. Yapilan bir c¢alismada, histidin Ggla
proteinlerinin evrimsel korunmus ailesinin bir Uyesi olan HINT1, Pontin ve
Reptin’in yeni bir etkilesim ortagi olarak karakterize edildi. Deneysel
calismalar, HINTLY’in dogrudan Pontin ve Reptin’e baglandigini

gostermektedir®,

Diger taraftan, Pontin ve Reptin, HINT1'in N-terminal ucu'na
baglanir. Dahasi, Pontin ve Reptin etkilesimi ile HINT1, LEF-1/TCF-8-
katenin transkripsiyon kompleksi ile iliskilendirilir. Bu baglamda, daha 6nce
yapllan gen deneylerinde de gosterildigi gibi, HINT1, Wnt-transfekte
edilmis hicrelerde ve SW480 kolon karsinomu hticrelerinde TCF-B-katenin
transkripsiyonel aktivitesinin negatif bir regulator olarak hareket eder.
Pontin/Reptin kompleksinin bozulmasi, TCF-B-katenin aracili
transkripsiyon Uzerinde, HINT?’in dlzenleyici etkisine aracilik ettigini
gOstermektedir. Bu veriler son zamanlarda HINT1 geni silinmig farelerin
analizi ile 6ne surtlen HINT1 timor supresor fonksiyonunu agiklamak igin

molekdiler bir mekanizma saglar®®.

2.4. Anti-onkogenler ve Reaktif Oksijen Turleri

Reaktif oksijen turleri (ROT), genellikle tim aerobik
organizmalarda ve ¢ogunlukla da aerobik solunumun bir sonucu olarak
uretilen ylksek derecede reaktif molekuller veya molekuler parcalardir. Bu
terim, siiperoksit anyon (O»- ), hidroksil radikali (-OH) ve singlet oksijen
(*0,) gibi en distaki orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
intiva eden bir molekll olarak tanimlanan cesitli reaktif oksijen
metabolitlerini kapsar®. ROT terimi hidrojen peroksit (H,0-) gibi bazi non-

radikalleri de kapsar®®.
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Hucresel ortam faktorlerine bagli olarak farkli ROT turlerinde
yasam suresi oldukga farkliliklar gosterir, 6rnegin -OH’nin yasam suresi
1ns den kisayken, H,O'inki saatler sirebilir®. Yiiksek reaktivitenin yani
sira, ROT'un bir bagka onemli 6zelligi de yeni radikallerin olusumuna
neden olan radikal olmayanlar ile reaksiyona girebilme egiliminde
olmalaridir. ROT terimi ayrica peroksinitrit gibi nitrik oksit-kaynakh reaktif

molekdilleri de kapsayacak sekilde alinabilir®’.

Bu molekuller birgok fizyolojik olayda 6nemli rol oynar;
bununla birlikte, ROT-supresor sistem kapasitesi ROT miktarini asarsa
oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres, birgok etken
tarafindan kontrol edilen prooksidan ve antioksidan faktorler arasindaki
dengesizligi anlatan bir durumdur ve hlcresel hasara yol agabilir. Bu
dengelenemeyen redoks durumu, DNA, lipit ve proteinler de dahil olmak
Uzere, tUm hdcresel makromolekullerin hasarini indiklemek igin yeterince
etkilidir., ROT gunumuzde kanser baslangicina, belirlenmesine ve

ilerlemesine katilan énemli bir kanserojen sinif olarak kabul edilmektedir®.

ROT lar metabolizmanin yalnizca toksik yan UGrlnleri dedgil,
ayni zamanda hucre sinyallesmesinde esansiyel ikincil habercilerdir ve
proliferasyon, hicre doéngusinin durdurulmasi ve hicre 6lUmdni de
iceren bircok hiicresel siirece katilir®. Asirt ROT olusumu konusundaki
klasik gorise karsin, bircok ROT, normal aerobik metabolizma tarafindan
dusuk bir seviyede duretilir ve sinyal iletimi sureglerinin redoks-bagimli
duzenlenmesinde dnemli bir rol oynar. Redoks regulasyonunun molekuler
mekanizmasini ¢oklu seviyelerde anlayabilmek icin ROT’un hicre igi
homeostazina aracilik eden regulator molekll ve mekanizmalar ve
ROT’un sinyal iletimindeki rollerini karakterize etmek c¢ok o6nemlidir.
ROT’un kontrolli Uretimi ve regulator hedefleri hakkinda oldugu kadar

ROT sinyallesmesi ile diger sinyal kaskadlari arasindaki etkilesim
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hakkinda daha iyi bilgi birikimi, ilgili hastaliklarin molekuller temellerini

anlamak icin kavramsal cerceve saglar®.

TUmor supresor genler, timorlerin buylumesini kisitlayan ve
bircok hiicresel aktiviteyi regiile eden koruyucu isleviere sahiptir **. Timér
supresor genler degisime ugradiginda hucreler, kansere yol agan bir
durum olan kontrol digi buyume gosterebilirler. TUumor supresér gen p53
insan kanserlerinde® en sik mutasyona udramis olan gendir ve
aktivasyonu stresin yogunluguna ve doku ve hdcrenin sartlarina badli

olarak cesitli hiicresel sonuclar dogurur®9*

. p53, “hlcrenin koruyucusu”
olarak adlandirlir giinku gesitli sinyallere cevap olarak hicre déngisunun
durdurulmasi, hicresel yaslanma ve apoptozisi dizenlemek igin ¢ok
sayida geni transaktive veya transreprese eder®’. P53 ayni zamanda,

antioksidan rol oynadi§i oksidatif strese cevap olarak da aktive edilir®.

ROT ve p53 arasinda ki baglanti birgok calismada rapor
edilmigtir ve bunlarin sinyallesme yollari arasinda etkilesim ortaya
atilmigtir.  p53, prooksidan ve antioksidan rollere sahip bir tumor
supresordur. P53’e ek olarak, oksidatif stres cevaplarinda FoxO (Forkhead
box O) transkripsiyon faktorleri de aktive olur ve hlcre déngusinin
durdurulmasi, hicre Olumu ve stres uyarisindan korunmayi igeren
hiucresel iglevlerin duzenlenmesinde anahtar oyunculardir. ROT
sinyallesmesi FoxO’yu, G1 fazindaki hlcre siklusu kontrol noktalarini
regule etmede merkezi olan ve hicre farklilagsmasinda bir role sahip olan
RB (retinoblastoma) yolagina baglar®®. Oksidatif strese cevap olarak,
retinoblastoma yolu DNA hasarina kargi kontrol noktalarini aktive etmek
icin cok 6nemli hale gelir. Meme kanseri duyarlilik genleri BRCA1 ve
BRCA2 oksidatif strese karsi korumaya dabhil olurlar, her iki genin de DNA
onarimi, hucre dongusunun ilerlemesinin duzenlenmesi ve genomik

bitiinliikte bekgi olarak rolleri vardir®”.
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2.4.1. Superoksit Dismutazlar (SOD’lar)

Antioksidan ve diger hucre redoks durumunu moduile edici
enzim  sistemleri, tum intraselliler ve hatta ekstraselluler
kompartimanlardaki ROT’a karsi birinci derece savunma olarak etki
ederler. Bu enzimlerin en onemlileri, superoksit dismutazlar, glutatyon
peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. Karsinogenezde hicrenin
redoks durumunu module eden enzimlerin spesifik roll, ROT
detoksifikasyonundaki rollerinin bir dereceye kadar oOrtugsmesi ve ayni
zamanda pek c¢ok fizyolojik islemlere karigmalarindan dolayr hala

belirsizdir®’.

SOD’lar ilk tanimlanan antioksidan enzimlerdir®®. Insan
hlcrelerinde g farkh tip SOD ifade edilmistir; agirlikli olarak sitoplazmada
bulunan bakir, ¢inko SOD (Cu, Zn SOD, SOD1 geni tarafindan kodlanir),
mitokondriyal mangan SOD (MnSOD, SOD2 geni tarafindan kodlanir) ve
hicre disi SOD (EC-SOD, SOD3 geni tarafindan kodlanir). Bu SOD’larin

hepsi de iki O~ nunu molekiiler oksijene ayristirabilmektedir (Sekil 10)%":

-H* -
HOE' _— 03"—_.-—# 02

+ Ht . / \\.
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A |
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Sekil 11. Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (Me; SOD ailesi
yapisinda bulunan metaller)®.
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SOD’dan bagka bir enzim bu reaksiyon ile ilgili olarak
aktiviteye sahip degildir. Bu SOD’un bilinen tek faaliyetidir. SOD1, SOD2
ve SOD3 hucrenin farkli boélumlerinde yer aldiklar igin serbest radikal

detoksifikasyonunda birbirlerinin yerini alamazlar.

SOD’lar, 6zellikle Cu, Zn SOD, amiyotrofik lateral skleroz
(FALS), Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, dang hummasi, kanser,
Down sendromu, katarakt ve cesitli norolojik bozukluklar gibi cesitli

hastaliklarda rol oynamaktadir'®.

2.4.1.1. SOD1

SOD’lar arasinda Cu, Zn superoksit dismutaz (SOD1) yaygin
olarak dagilmaktadir ve toplam SOD’un % 90’'in1 kapsamaktadir. Bu her
yerde bulunan ve aktivite icin Cu ve Zn gerektiren enzim, buayuk fizyolojik

dneme ve terapétik bir potansiyele sahiptir’®. (Sekil.11)

Sekil 12. insan SOD1 enziminin kristalografik yapisi (N-terminal= mavi, C-terminal =

kirmizi) bakir (mavi-yesil kiire) ve ginko (gri kiireler) ile kompleks™".
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SOD1, bes ekzonun kodladigi 153 aminoasitten olusan
32,000 Da agirhginda kuguk bir enzimdir. SOD1 iki es alt birimden olusan
bir homodimerdir; dimerler arasi hidrofobik baglar bu yapiyr saglamlastirir.
Enzimin katalitk merkezi olan ekzon 3 ve 5 bélgesine Cu* ve Zn*
metalleri yerlesmigstir. Ve bu bdlgeler oldukga korunmus aminoasit dizileri

2+

icerirler. Cu*"’nin enzimatik, Zn*"nin yapisal islevi vardir®.

SOD1, saglikli insan akcigerinde brons epitelinde, karaciger,

eritrosit, beyin ve néronda yiiksek seviyelerde bulunur®.

Yapilan g¢alismalar sonucu insan SOD1 geninin promotor
bdlgesinin NF1, Sp1, AP1, AP2, GRE, HSF ve NFKB gibi pek c¢ok

transkripsiyon faktérii baglanma bélgelerine sahip oldugu bulunmustur'®,

Mekanik, kimyasal, biyolojik mesajcilar, UVB ve X
radyasyonu, agir metaller, H,O,, ozon, nitrik oksit, arasidonik oksit,
ksenokimyasallar ekspresyon miktarini artirirken, tip 1l alveolar epitelyum
hicrelerinde ve akciger fibroblastlarinda hipoksiye maruz kalmak,

antikanser ilaclar ekspresyon miktarini baskilamaktadir®.

2.4.1.2. SOD2

Memelilerde en 6nemli antioksidan enzim olarak MnSOD
kabul edilmektedir. MNSOD’un blyuk bolimu, oksidatif stresin en belirgin
oldugu ve oksijenin ¢ogunlukla tuketildigi yer olan mitokondrial matrikste
bulunur. Yapilan c¢alismalarda, MnSOD yoksun farelerde, siddetli
metabolik asidoz, ndéron ve kardiyak miyosit dejenerasyonu ve dilate

kardiyomiyopatiden kaynakli prenatal 6lim meydana gelmistir®”.
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in vitro ve in vivo c¢alismalar genellikle karsinogenezde
MnSOD rolu ile ilgili oldukga farkli sonuglara ulasiimistir. Sonuglarin
cogunda tumor ilerlemesinde  MnSOD’un koruyucu bir rol aldig
bildirilmistir®”.

2.4.1.3. SOD3

SOD3, superoksit dismutaz gen ailesinin en son bulunan
Uyesidir. Hucre iginde sentezlenir ve hucreler arasi bosluklara tasinir.
Burada diger SOD uyeleri gibi superoksit radikallerini yok edici olarak

gorev yapar®.

SOD3 geni Urdnunun beyin, akciger ve diger dokulari
oksidatif strese karsi korudugu dusunulmektedir. Protein sentezlendikten
sonra hucreler arasi alana iletilir. Ancak proteinin C terminaline yakin bir
kismi protein hicre digina salgilanmadan 6nce kesime ugrar. Burada
heparan sulfat proteoglikan ve kollojen ile etkileserek hlcre ylzeyine ve

hiicreler arasi bosluga glikozillenmis bir homotetramer olarak yerlesir®.
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1.Hasta Grubunun Tanimi ve Ozellikleri

Hasta grubu, T.C.Saglik Bakanhgi Dr.Abdurrahman
Yurtarslan Ankara Onkoloji ve Egitim Arastirma Hastanesi’nden biyopsi ile
kesin kolon kanseri, meme kanseri ve mide kanseri teshisi konmus,
herhangi bir tedavi almamis ve tedavi amaciyla opere edilerek dokularinin
¢ikarilmasina karar verilmis olan 17’si kadin 9'u erkek olmak Uzere toplam

26 (13 kolon, 7 meme, 6 mide kanseri) hastadan olugturuldu.

Calismamizda Kkarsilastirmalar, kanserli hastalarin timor
dokulari ve kendi saglikli dokulari arasinda yapildi. Kanser hastalarindan
alinan doku dérnekleri rezeksiyon amaciyla alinan dokulardan segcildi. Tablo
1’de hasta grubunun demografik 6zellikleri, Tablo 2’de rutin biyokimya

degerleri yer almaktadir.

Tablo 1. Hasta grubunun demografik ozellikleri

Degisken Hasta Grubu (n=26)
Yas (Standart Sapma) 55.48 (10.41)
Cinsiyet

Kadin (%) 17 (63.0)

Erkek (%) 9 (37.0)
Menopoz Durumu

Premenopoz (%) 5 (29.4)

Postmenopoz (%) 12 (70.6)
Kanser tiiri

Kolorektal (%) 13 (48.1)

Meme (%) 7 (26.0)

Mide (%) 6 (22.2)
Kanser Evresi*

Total Hasta- Evre I, 1LV 7,7,7,5

Kolon- Evre I, LI,V 52,3,3

Meme- Evre I, 11,11 151

Mide- Evre LI, IV 2,2,2

*Evreleme American Joint Committee on Cancer kriterlerine gore yapilmistir.
**Erken Faz =Evre | + Evre |l, lleri Faz = Evre Ill + Evre IV
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Tablo 2. Hasta grubunun rutin biyokimya degerleri

Parametre Hasta Grubu (n=26) Referans Degerler
Glukoz (mg/dL) 132.28148.26 70-110 mg/dL
Urik asit (mg/dL) 3.27+1.13 2.6-7.2 mg/dL
Total protein (g/dL) 5.48+0.75 6.4-8.3 mg/dL
AlbUmin (g/dL) 3.04+0.56 3.5-5.2 mg/dL
BUN (mg/dL) 13.67+5.63 7-26 mg/dL
GGT (U/L) 27.96+18.51 9-64 U/L

AST (SGOT) (U/L) 23.46+14.20 0-45 U/L

ALT (SGPT) (U/L) 16.73+14.89 0-45 U/L
3.2.Materyal

3.2.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

-RNaz inhibitoru ¢cozelti: RNase Zap

-RNA koruyucu ¢ozelti: RNASafer

-RNA izolasyon ¢ozeltisi: Roche Tripure Isolation Reagent

-Kloroform: Merck

-izopropanol: Merck

-Etanol: Merck

-cDNA sentez kiti: Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
-Real-Time PCR enzim kiti: Roche LightCycler 480 Probes Master Kit

-Nulkleaz icermeyen su

3.2.2.Kullanilan Alet ve Cihazlar

-Buzdolabi: Bosch
-Derin dondurucu (-20°C): Bosch

37



-Derin dondurucu (-80°C): New Brunswick Scientific U410 Premium
-Otomatik pipetler: Eppendorf, Hirschmann, Axygen-Axypet, Pipetus
-Santriflj cihazi: Jouan MR-1822, Hettich Mikro 200R

-Mini santrifuj cihazi: Grant-Bio PCV-3000

-Isiticili manyetik karistirici: FALC F-60

-Mikroplaka santriflj: Kubota PlateSpinll

-Bariyerli pipet uglari: Neptune Barrier Tip, Greiner Bio-one Filter Tip
-Homojenizator: Roche MagNA Lyser

-Homojenizasyon tupleri: MagNA Lyser Green Beads

-Biyoguvenlik Kabini: Esco Class Il BSC Airstream Max

-Rotator: Biosan Multi RS 60

-PCR cihazi: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
-Real-Time PCR cihazi: Roche Light Cycler 480II

3.2.3.Kullanilan Biyolojik Materyal

Kanserli hasta grubundan alinan timdér doku 6érneklerinde ve
ayni hasta grubundan alinan saglikli doku orneklerinde HINT1 ve SOD1

gen ekspresyon analizleri yapildi.

Her bir doku ornegi, alindiktan sonraki 30 dakika icinde
aseptik kosullarda kuglUk parcalara ayrilarak icinde 1 mL RNASafer
¢cOzeltisi bulunan eppendorf tipler icinde, -80°C’de Olgimlere kadar

saklandi.

3.3.Deneysel Prosediir

3.3.1.Doku Orneklerinde Kantitatif Real-Time RT-PCR (qRT-PCR/Gercek
Zamanli RT-PCR) ile HINT1 Gen Ekspresyonlarinin Analizi
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Calismanin yodntemi; tumoér dokulari ve normal dokularin
homojenizatér yardimiyla parcalandiktan sonra izole edilen total mMRNA
(haberci RNA)’larindan hareketle komplementer DNA (cDNA)’larinin
sentezlenmesi, ardindan bu cDNA’larin in vitro kosullarda real-time PCR
cihazi yardimyla c¢ogaltimasi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon
sonunda elde edilen degerler ne oranda yuksek ise her bir genin dokudaki

ekspresyon dluzeyi de o oranda fazla olacaktir.

3.3.1.1.Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Kullanilan Cézeltiler

-RNase Zap

-Roche Tripure Isolation Reagent
-Kloroform

-izopropanol

-%75 Etanol

-Nukleaz igcermeyen su

Orneklerin Hazirlanigi

Calisma ortami ile kullanilan alet ve cihazlar RNAse Zap
cOzeltisi ile temizlendi. Her bir homojenizasyon tipine 1 mL Tripure
izolasyon reajani koyuldu. RNASafer icerisinde donmus olarak bulunan
yaklasik 100 mg’lhik doku érnekleri ¢ozildu ve bistlri ile kliguk parcalara
ayrildi. Parcalanmis doku oOrnekleri homojenizasyon tuplerine alindi.
Tlpler homojenizatorde 6,000 rpm’de 50 saniye gevrildi. Ornekler dnce
4°C’de 2 dakika, daha sonra oda i1sinda 5 dakika bekletildi. Her bir
parcalanmis doku o6rnegine 200 pL kloroform eklenerek 5 dakika oda
Isisinda bekletildi ve daha sonra 4°C’de 12,000 rpm’de 20 dakika santrifij

edildi. Santrifij sonunda dérnekler 3 faza ayrildi. En Ustteki akéz ve renksiz
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RNA fazindan 500 pL nukleaz icermeyen eppendorf tlplere alindi. Her bir
ornege 500 uL izopropanol eklendi. Oda isisinda 10 dakika rotatorda
cevrilerek inkiibe edildi. Ornekler daha sonra 4°C’de 15,000 rpm’'de 10
dakika santrifUjlendi. Supernatan uzaklastirilarak olusan RNA pelletinin
tzerine 1 mL %75’lik etanol eklenip vortekslendi. Ornekler 4°C’de 10,000
g'de 5 dakika santriflj edildi. Santrifij sonunda stpernatan atildi. 57°C’de
Isitict  blokta etanol uguruldu. Kalan RNA pelletine 50 pL nlkleaz
icermeyen su eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan 57°C’de isitici blokta 15
dakika inkibe edilerek RNA pelleti ¢dzuldu. Tupler 3,000 rpm’de 5 dakika
santrifuj edildi. RNA ¢ozeltileri daha sonra kullaniimak Uzere -80°C’de
saklamaya alindi. RNA izolasyonu dUretici firmanin ydnergesine uygun

104

olarak yapildi

3.3.1.2.RNA Orneklerinden RT-PCR ile cDNA Sentezi

Kullanilan Cézeltiler (Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit)

-Ters transkriptaz (200 mM potasyum fosfat, 2 mM ditiyotreitol, %0.2 triton
X-100 (v/v), %50 gliserol (v/v) iceren tampon iginde, pH yaklasik 7.2)
-Reaksiyon Tamponu [250 mM Tris/HCI, 150 mM KCI, 40 mM MgCl,, pH
yaklasik 8.5 (25°C)]

-40 U/uL koruyucu RNaz inhibitér [20 mM HEPES-KOH, 50 mM KClI,
8 mM ditiyotreitol, %50 gliserol (v/v), pH 7.6 (4°C) tamponu iginde]
-Deoksinukleotit karigsimi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP-Her biri 10 mM)

-600 uM random heksamer primeri

-0.1 M ditiyotreitol (DTT)

Orneklerin Hazirlanigi

Doku ekstraktlarindan total RNA izole edildikten sonra

buradan RT-PCR ile cDNA elde edilmesi islemine gegildi. Bunun igin
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4°C’de nukleaz icermeyen her bir eppendorf tupune 2 pL random
heksamer primer ¢ozeltisi koyuldu. RNA érnekleri ¢dzulup her birinden 9,4
ML eppendorf tlplere eklendi. 65°C’de 10 dakika PCR cihazinda inkube
edildi. inkiibasyon sonunda 6érnek tiipleri dogrudan buza yerlestirildi. Bu
arada 1,5 mL’lik eppendorf tupte reaksiyon karigsimi, her bir RNA 6rnegi

icin Tablo 3’te verilen miktarlardan hesaplanarak hazirlandi.

Tablo 3. cDNA sentezi igin gerekli reaksiyon karigiminda 1 RNA o6rnegi i¢in

kullanilan ¢ézelti miktarlar

Reaksiyon Deoksiniikleotit Koruyucu Ters
DTT . ] Toplam
Tamponu Karigimi RNaz Inhibitér  Transkriptaz
4 yL 1 uL 2 uL 0.5 L 1.1 L 8.6 L

Daha o6nce inkibe edilen her bir 6rnek tiplu Uzerine
hazirlanan bu karisimdan 8.6 uL eklendi. Ornekler PCR cihazinda 55°C’de
30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkube edildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri
daha sonra kullanilmak Uzere -80°C’de saklamaya alindi. cDNA sentezi

Uretici firmanin yénergesine uygun olarak yapildi*®,

3.3.1.3.Kantitatif Real-Time PCR Analizi

Kullanilan Cézeltiler (Roche LightCycler 480 Probes Master Kit)

-Enzim karisimi [tampon, MgCl, dNTP (deoksiribontkleotit trifosfat),
FastStart Tag DNA Polymerase enzimi iceren LightCycler 480 Probes
Master]

-Primer, prob

-Nukleaz icermeyen su

Orneklerin Hazirlanigi
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Elde edilen cDNA o6rneklerinden hareketle real-time PCR ile
amplifikasyon islemine gecildi. Bu islemlerle HINT1 ve SOD1 gen
ekspresyonlarinin duzeylerinin odlgulebilmesi igin kit Uretici firmanin
tasarladigi her bir gene 6zgu ileri ve geri primerler ile bu primerlere uygun

problar kullanildi ve yine (retici firmanin deney protokolii uygulandi*®*.

Reaksiyon karigimlari her bir cONA 6rnegi igin ayri tlplerde
ve her bir mikroplaka kuyucugu icin Tablo 4te verilen miktarlardan
hesaplanarak 4°C’de hazirlandi. Negatif kontrol olarak nukleaz icermeyen
su kullanildi. Mikroplakalarin Gzeri folyo ile kaplanarak mikroplaka
santrifijunde 3,000 g’'de 2 dakika santriflij edildi. Deney protokolu Uretici

firmanin yénergesine uygun olarak yapildi*®.

Tablo 4. Her bir mikroplaka kuyucugu icin gereken PCR reaksiyon karisim orani

Enzim )
cDNA Su Primer, Prob Toplam
Karigsimi
5L 10 yL 4 uL 1L 20 yL

Gen amplifikasyonu igin kit Ureticisinin 6nerdigi asagidaki

PCR programi kullanildi.

Pre-inkiibasyon: ~ 95°C’de 10 dakika } 1 déngu
Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye

60°C’de 30 saniye 45 doéngl
72°C’de 1 saniye
Sogutma: 40°C'de 30saniye }  1déngi

Bagil ekspresyon, hedef genin timér doku orneklerinde ve

normal doku oOrneklerinde (kalibrator o6rnek) referans bir gene goére

42



kantifikasyonunun [rolatif kantifikasyon (RK)] hesaplanmasiyla belirlendi.

Calismada referans gen olarak B-aktin kullanildi. RK degeri,

2[CT(t'L'|m6r, referans gen) —C_I_(tﬁmér, hedef gen)]

2[CT (kalibrator, referans gen) —CT(kaIibratér, hedef gen)]

formilinden hesaplandi'®. Bu yoéntemle referans gen kullanilarak ACt
degeri hesaplandi. C; (esik dongusu), gen amplifikasyonunun lineer
bolgeye ulasmas! icin gerekli PCR déngii sayisini ifade etmektedir'®.
Hedef ve referans genler arasindaki Ct degerleri farkindan (ACy), timor
dokusundaki ve normal dokudaki hedef gen ekspresyonlari (oransal

olarak) referans gen ekspresyonlarina kiyasla hesaplandi.

TUmor dokusundaki ekspresyon oraninin normal dokudaki
(kalibratdr ornek) ekspresyon oranina bolinmesiyle elde edilen deger,
hedef genin timor dokusunda normal dokuya goére kag kat daha fazla

ifadelendigini belirtmektedir. Bu deger RK ekspresyon oranidir.

3.4. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Yéntemler

Bu calismanin istatistiksel analizi SPSS 11.5 paket programi
(SPSS Inc, USA) kullanilarak yapilmistir. Her bir genin her bir hasta igin
ekspresyon oranlari referans gen olarak kullanilan B-aktin ile kiyaslanarak
bulunmustur ve bunlarin birbirine olan orani rolatif kantifikasyon degerlerini
vermektedir. Normal doku timorlt doku karsilastirmasini yapabilmek igin
Compared-t testi ve Wilcoxon Signed Ranks testi (klglk gruplar igin)
kullanilmisgtir. Parametreler arasindaki korelasyonlarin incelenmesinde

Pearson korelasyon testi kullaniimigtir.
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4. BULGULAR

Calismamiza toplamda 26 hasta dahil edilmistir. Ekspresyon
degerlerine bakilarak yapilan degerlendirmede, 26 hastanin 14’Unde
(14/26, %54) tumorlu dokudaki HINT1 ekspresyon oraninin normal dokuya
gore daha az oldugu tespit edilmigtir. Kolorektal kanseri olan 13 hastanin
tumorlt dokusunun 8'inde ( 8/13 %62), meme kanseri olan 7 hastanin
tumorlt dokusunun 3’Unde (3/7, %43) ve mide kanseri olan 6 hastanin
tumorlt dokusunun ise 3’Unde (3/6, %50) HINT1 ekspresyon oraninin

normal dokuya oranla daha dusuk oldugu gozlenmigtir.

Tablo 5'de hastalarin timoér gruplarina gére HINT1 geninin
normal ve tumor dokularinda saptanan ekspresyon degerleri ve rolatif

kantifikasyon (RK) deg@erleri verilmistir.
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Tablo 5. Hasta grubunda HINT1 geninin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari

HINT1
Hasta | Cinsiyet | Yas | Evre | Normal Doku | Tumoér Doku | RK Ekspresyon
No Ekspresyonu | Ekspresyonu Orani
Kolorektal
1 Erkek 50 1 0.211 0.170 0.808
2 Erkek 63 1 0.401 0.147 0.365
3 Erkek 55 1 0.515 0.016 0.319
4 Kadin 59 1 0.097 3.862 39.514
5 Kadin 48 1 0.153 0.267 1.743
6 Erkek 63 2 0.084 0.134 1.576
7 Kadin 53 2 0.769 0.449 0.584
8 Kadin 53 3 0.047 0.249 5.260
9 Kadin 57 3 0.060 0.033 0.549
10 Kadin 48 3 0.323 0.011 0.034
11 Erkek 68 4 1,069 0.107 0.100
12 Kadin 70 4 0.0169 0.271 16.098
13 Kadin 51 4 0.627 0.352 0.561
Mide
1 Erkek 61 1 0.148 0.107 0.721
2 Kadin 68 1 0.052 0.029 0.562
3 Erkek 66 3 0.030 0.360 12.116
4 Erkek 62 3 0.475 0.186 0.391
5 Erkek 46 4 0.034 0.076 2.236
6 Kadin 51 4 0.015 0.055 3.696
Meme
1 Kadin 44 1 0.086 0.241 2.809
2 Kadin 31 2 0.009 0.105 11.329
3 Kadin 39 2 0.023 0.788 34.652
4 Kadin 53 2 0.031 0.026 0.846
5 Kadin 57 2 0.032 0.080 2.465
6 Kadin 74 2 0.037 0.021 0.576
7 Kadin 67 3 0.056 0.036 0.636
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1'in altindaki RK degerlerinin, normal doku ekspresyon
oraninin tumor dokusundan daha yuksek oldugunu ifade ettigi gbz 6nune

alindiginda, Tablo 6.’daki verilere ulasiimaktadir.

Tablo 6. Kanserli dokularda HINT1 gen ekspresyonunun tiimérlii ve normal

dokulardaki oranlarinin kargilastiriimasi

HINT1 Tiimor Doku Ekspresyonu<Normal Doku Ekspresyonu Karsilasgtiriimasi

Cinsiyet Yas Evre
Toplam Kadin Erkek <60 >60 Erken Faz lleri Faz
(n) (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Total Hasta 14/26(%54) 8/17(%47) 6/9(%67) 7/16(%44) 7/10(%70) 8/15 (%53) 6/11(%55)

Kolorektal — 8/13(%62) 4/8(%50) 4/5(%80) 6/9(%67)  2/4(%50)  4/7(%57)  4/6(%67)

Meme 3/7(%43)  3/7(%43) - 1/5(%20) 2/2(%100) 2/6(%33) 1/1(%100)

Mide 3/6(%50) 1/2(%50)  2/4(%50)  0/2(0)  3/4(%75) 2/2(%100) 1/4(%25)

Kanser tiplerine gére normal ve tumdrli dokularin ortalama
ekspresyon oranlarina bakildiginda ise tabloda goéruldigu gibi genel olarak
HINT?1’in timoér doku ekspresyonlari total hasta grubunda ve kolorektal
kanserli hastalarda daha dusuk goériimekle birlikte istatistiksel olarak

anlamli bir sonug elde edilmemistir (p>0.05) (Tablo 7).

Tablo 7. Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve tiimor
dokularinda saptanan HINT1 gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri.

HINT1
n Normal Doku Timor Dokusu p
Ekspresyonu Ekspresyonu
Total hasta 26 0.21+0.28 0.31+0.74 0.507
Kolorektal kanser 13 0.34 £0.33 0.47 £1.02 0.688
Mide kanseri 6 0.13+0.18 0.14 £0.12 0.909
Meme kanseri 7 0.04 +0.03 0.19+0.28 0.217

Hasta grubunu yasa gore degerlendirdigimizde, 60 yas ve

alti hastalarin 8’inde (7/16, %44) HINT1 ekspresyon orani tamorlu

46




dokularda daha dusuk bulunmustur. 61 yas ve ustl hastalarin ise 6’sinda
(7/10, %70) HINT1 ekspresyon orani tumorlti dokularda normal dokulara

oranla dusuk bulunmustur.

Tablo 8. Yas durumlarina ve kanser tiplerine gore hasta gruplarinin normal doku
HINT1 gen ekspresyonlari daha fazla olan ve tumoérlii doku HINT1 gen
ekspresyonlari daha fazla olan numunelerinin ortalama degerleri.

N Normal doku TUimoér doku
ekspresyonu ekspresyonu
Total grup 26
Yas <60 16
N>T 7/16 (%44) 0.362+0.284* 0.151+£0.181
>N 9/16 (%56) 0.055+0.048 0.635+1.231
Yas >60 10
N>T 7/10 (%70) 0.3204£0.375 0.090+0.064
>N 3/10 (%30) 0.044+0.036 0.255+0.114
Kolorektal kanseri 13
Yas <60 9
N>T 6/9 (%67) 0.417+0.267* 0.172+0.189
>N 3/9 (%33) 0.099+0.053 1.459+2.081
Yas >60 4
N>T 2/4 (%50) 0.735+0.472 0.127+0.028
>N 2/4 (%50) 0.051+0.048 0.203+0.097
Meme kanseri 7
Yas <60 5
N>T 1/5 (%20) 0.031 0.026
T>N 4/5 (%80) 0.038+0.034 0.303+0.331
Yas >60 2
N>T 2/2 (%100) 0.047+0.014 0.029+0.010
T>N - - -
Mide kanseri 6
Yas <60 2
N>T - - -
T>N 2/2 (%100) 0.024+0.013 0.065+0.015
Yas >60 4
N>T 3/4 (%75) 0.225+0.222 0.107+0.078
T>N 1/4 (%25) 0.030 0.360

* p<0.05 Tumor doku ekspresyonu ile karsilastirnildiginda

Total hasta grubuna bakildiginda 60 yas ve alti olan
hastalarin normal dokulardaki HINT1 ekspresyon orani tumorlt dokudan
daha yuksek olanlarin istatistiksel degerlerine bakildiginda anlamli bir oran
gorulmektedir. Ayni sekilde kolorektal kanserli 60 yas ve alti hastalarin

istatistiksel degerlendirmesi anlamli bir sonu¢ vermektedir (p<0.05). Diger
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hasta gruplarinda yasa gore yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamii

bir sonug elde edilmemistir (p>0.05) (Tablo 8).

Mide kanserli 60 yas ve alti 2 hastada (2/2, %100) HINT1
ekspresyon orani tumorla dokularda yuksek cikarken, 61 yas ustu 4
hastanin ise 3’lUnde (3/4, %75) HINT1 ekspresyon orani timorli dokularda

normal dokulara oranla daha dusuk gikmistir.

Kolorektal kanserli 60 yas ve alti 9 hastanin 6’sinda (6/9,
%67) HINT1 ekspresyon orani tumorlt dokularda dusuk gikarken, 61 yas
Ustl 2 hastada (2/4, %50) dusuk ¢ikmistir. Meme kanserli 60 yas ve alti 2
hastada (2/2, %100) HINT1 ekspresyon orani tumorll dokularda yuksek
cikarken, 61 yas Ustl 4 hastanin ise 3’Unde (3/4, %75) HINT1 ekspresyon

orani tumarlu dokularda normal dokulara oranla daha dusuk ¢ikmistir.

Tablo 9. Yas gruplarina gore hastalarin normal ve tiimér dokularinda
saptanan HINT1 gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri.

HINT1
n Normal Doku Tiumor Dokusu P
Ekspresyonu Ekspresyonu

Total Hasta

<60 16 0.19+0.24 0.42 +0.94 0.356

>60 10 0.24 £0.33 0.14 £ 0.11 0.414
Kolorektal
Kanser

<60 9 0.31+0.27 0.60 £ 1.23 0.441

>60 4 0.39+£0.48 0.16 £ 0.07 0.465
Meme Kanseri

<60 5 0.04 £0.03 0.25+0.31 0.441

>60 2 0.06 £ 0.01 0.03 £0.01 *
Mide Kanseri

<60 2 0.02 £ 0.01 0.07 £ 0.01 *

>60 4 0.18 £ 0.21 0.17£0.14 0.715

* Veri sayisi az oldugu i¢in degerlendirilemedi.
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Yasa goOre yapilan degerlendirmede, ortalama degerlerde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmemigtir.

(p>0.05) (Tablo 9).

Total hasta grubu, kanser evrelerine goére incelendiginde,
erken fazdaki 15 hastanin 8’sinde (8/15, %53) HINT1’in tumorlu dokudaki

orani, normal dokuya oranla disik cikmistir. ileri fazdaki 11 hastanin ise

6’sinda (6/11, %55) HINT1 ekspresyon orani tumorli dokuda normal

dokuya gore daha dusuk gozlenmigtir.

Tablo 10. Evrelerine ve kanser tiplerine gére hasta gruplarinin normal doku HINT1
gen ekspresyonlarn daha fazla olan ve timorlii doku HINT1 gen ekspresyonlari
daha fazla olan numunelerinin ortalama degerleri.

n Normal doku TUmor doku
ekspresyonu ekspresyonu
Total grup 26
Erken faz 15
N>T 8/15(%53) 0.271+0.268* 0.121+0.145
T>N 7/15 (%47) 0.069+0.051 0.782+1.380
ileri faz 11
N>T 6/11 (%55) 0.435+0.384 0.121+0.130
T>N 5/11 (%45) 0.029+0.013** 0.202+0.132
Kolorektal kanseri 13
Erken faz 7
N>T 4/7 (%57) 0.474+0.233 0.196+0.182
T>N 3/7 (%43) 0.112+0.036 1.421£2.116
lleri faz 6
N>T 4/6 (%67) 0.520+0.433 0.126+0.156
T>N 2/6 (%33) 0.032+0.022 0.260+0.016
Meme kanseri 7
Erken faz 6
N>T 2/6 (%33) 0.034+0.004 0.024+0.003
T>N 4/6 (%67) 0.038+0.034 0.303+0.331
lleri faz 1
N>T 1/1 (%100) 0.056 0.036
T>N - - -
Mide kanseri 6
Erken faz 2
N>T 2/2 (%100) 0.100+0.068 0.068+0.055
T>N - - -
lleri faz 4
N>T 1/4 (%25) 0.475 0.186
T>N 3/4 (%75) 0.026+0.010 0.163+0.170

* p=0.056 Tumor doku ekspresyonu ile karsilastirildiginda
** p<0.05 Tumor doku ekspresyonu ile kargilastinidiginda
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Evrelere gore yapilan degerlendirmede ileri fazdaki timor
dokularinda HINT1 ekspresyon orani normal dokulara gore yuksek olan
hastalarin istatistiksel degerlendiriimesinde anlamli bir sonuc¢ elde
edilmistir (p<0.05). Diger hasta gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir

sonug elde edilmemistir (p>0.05) (Tablo 10).

Kanser tiplerine gore farkli evrelerdeki tumdrli dokularin
HINT1 ekspresyon oranlari gozlendiginde kolorektal kanserli erken fazdaki
7 hastanin 4’ande ( 4/7, %57) HINT1 ekspresyon orani dusuk gozlenirken,
ileri fazdaki 6 hastanin 4’Unde (4/6, %67) dusuktar.

Tablo 11. Hastaligin evresine goére hastalarin normal ve tiimér dokularinda

saptanan HINT1 gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri.

HINT1
n Normal Doku Tiumor Dokusu P
Ekspresyonu Ekspresyonu
Total Hasta
Erken Faz 15 0.18 £ 0.22 0.43 £0.97 0.349
lleri Faz 11 0.25+0.35 0.16 £0.13 0.416
Kolorektal
Kanser
Erken Faz 7 0.32+£0.26 0.72 +1.39 0.505
ileri Faz 6 0.36 £ 0.42 0.17 £ 0.140 0.353
Meme Kanseri
Erken Faz 6 0.04 £0.03 0.21+£0.29 0.210
ileri Faz 0.06 0.04
Mide Kanseri
Erken Faz 2 0.10 £ 0.07 0.07 £ 0.06 *
ileri Faz 4 0.14 £ 0.22 0.17 £0.14 0.824

* Veri sayisi az oldugu i¢in degerlendirilemedi.

Meme kanserli erken fazdaki 6 hastanin 2’sinde (2/6, %33)
HINT1 ekspresyon orani disik gdzlenmistir. ileri fazda 1 hasta olmasi

nedeniyle kargilastirma yapilamamigtir.
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Mide kanserli erken fazdaki 2 hastada tumaorlu dokuda HINT1
ekspresyon yuksekligi gozlenmezken, ileri fazdaki 4 hastanin 1’inde (1/4,
%25) tumorli dokudaki HINT1 ekspresyon orani normal dokuya goére
dusuk olarak goézlenmigtir. Bununla birlikte, ortalama degerlerde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmemistir. (p>0.05)
(Tablo 11).

Hasta grubunu cinsiyet gore degerlendirdigimizde ise, kadin
hastalarin 8'inde (8/17, %47) HINT1 ekspresyon orani timérli dokularda
daha dusuk bulunmustur. Erkek hastalarin ise 6’sinda (6/9, %67) HINT1
ekspresyon orani tUmorli dokularda normal dokulara oranla dusuk

bulunmustur.

Kolorektal kanserli hastalarda 8 kadin hastanin 4’Ginde (4/8,
%50), 5 erkek hastanin ise 4’Unde (4/5, %80) HINT1 ekspresyon orani
timorll dokularda normal dokulara oranla dusuk ¢ikmistir. Meme kanserli
7 kadin hastanin 3’Unde (3/7, %43) HINT1 ekspresyon orani tumorlu
dokularda dusuk cikmistir.

Cinsiyetlere gore gruplarin istatistiksel degerlendirmesinde,
normal dokudaki HINT1 ekspresyon orani yuksek olan total gruptaki kadin
hastalarda ve kolorektal kanserli kadin hastalarda anlamli bir sonu¢ elde
edilmistir (p<0.05). Diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilmemistir (p>0.05) (Tablo 12)
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Tablo 12. Cinsiyetlere ve kanser tiplerine gére hasta gruplarinin normal doku HINT1
gen ekspresyonlari daha fazla olan ve tiimorlii doku HINT1 gen ekspresyonlari

daha fazla olan numunelerinin ortalama degerleri.

n Normal doku TUmoér doku
ekspresyonu ekspresyonu
Total grup 26
Kadin 17
N>T 8/17 (%47) 0.224+0.298* 0.1204£0.175
>N 9/17 (%53) 0.053+0.049 0.658+1.221
Erkek 9
N>T 6/9 (%67) 0.4704£0.327** 0.122+0.061
>N 3/9 (%33) 0.049+0.031 0.19040.150
Kolorektal kanseri 13
Kadin 8
N>T 4/8 (%50) 0.445+0.317* 0.211+0.222
>N 4/8 (%50) 0.079+0.060 1.162+1.800
Erkek 5
N>T 4/5 (%80) 0.549+0.369 0.110+0.068
>N 1/5 (%20) 0.085 0.134
Meme kanseri 7
Kadin 7
N>T 3/7 (%43) 0.041+0.013 0.028+0.007
>N 4/7 (%57) 0.038+0.034 0.303+0.331
Mide kanseri 6
Kadin 2
N>T 1/2 (%50) 0.052 0.029
>N 1/2 (%50) 0.015 0.055
Erkek 4
N>T 2/4 (%50) 0.311£0.231 0.146+0.056
T>N 2/4 (%50) 0.032+0.029 0.218+0.003

* p<0.05 Tumor doku ekspresyonu ile karsilastirnildiginda
** p=0.057 Tumor doku ekspresyonu ile karsilastinidiginda

Mide kanserli 2 kadin hastanin 1’'inde (1/2, %50), 4 erkek
hastanin ise 2’sinde (2/4, %50) HINT1 ekspresyon orani timorla
dokularda normal dokulara oranla daha dusuk c¢ikmistir. Cinsiyete gore
yapilan de@erlendirmede, ortalama degerlerde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. (p>0.05) (Tablo 13).
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Tablo 13. Cinsiyete gore hastalarin normal ve timoér dokularinda
saptanan HINT1 gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri.

HINT1
n Normal Doku Tumor Dokusu P
Ekspresyonu Ekspresyonu
Total Hasta
Kadin 17 0.14 +£0.22 0.40 £ 0.91 0.349
Erkek 9 0.33+0.33 0.15+0.10 0.416
Kolorektal Kanser
Kadin 8 0.26 £ 0.29 0.69 +1.29 0.505
Erkek 5 0.46 + 0.38 0.12 £ 0.06 0.353
Meme Kanseri
Kadin 7 0.04 £ 0.03 0.19 £ 0.028 0.210
Mide Kanseri
Kadin 2 0.03+0.03 0.04 £ 0.02 *
Erkek 4 0.17 £0.21 0.18+0.13 0.180

* Veri sayisI az oldugu igin degerlendirilemedi.
Tablo 14.de hastalarin tumoér gruplarina gére SOD1 geninin

normal ve tumdr dokularinda saptanan ekspresyon degerleri ve rolatif

kantifikasyon (RK) degerleri verilmistir.
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Tablo 14. Hasta grubunda SOD1 geninin normal ve tiimor dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari.

SOD1
Hasta | Cinsiyet | Yag | Evre | Normal Doku Timoér Doku | RK Ekspresyon
No Ekspresyonu | Ekspresyonu Orani

Kolorektal

1 Erkek 50 1 0.384 0.085 0.222
2 Erkek 63 1 0.440 0.364 0.828
3 Erkek 55 1 0.626 0.048 0.077
4 Kadin 59 1 0.190 2.851 14.992
5 Kadin 48 1 0.804 1.080 1.343
6 Erkek 63 2 0.151 0.282 1.876
7 Kadin 53 2 0.662 0.191 0.288
8 Kadin 53 3 0.218 0.405 1.861
9 Kadin 57 3 0.103 0.127 1.234
10 Kadin 48 3 0.435 0.026 0.060
11 Erkek 68 4 0.737 0.646 0.878
12 Kadin 70 4 0.027 0.615 22.913
13 Kadin 51 4 0.763 0.920 1.205

Mide
1 Erkek 61 1 0.295 0.307 1.039
2 Kadin 68 1 0.351 0.201 0.572
3 Erkek 66 3 0.248 0.305 1.227
4 Erkek 62 3 0.868 7.896 9.101
5 Erkek 46 4 0.135 0.035 0.260
6 Kadin 51 4 0.039 0.125 3.226

Meme
1 Kadin 44 1 0.095 0.758 7.988
2 Kadin 31 2 0.030 0.616 20.541
3 Kadin 39 2 0.231 0.877 3.798
4 Kadin 53 2 0.076 0.108 1.419
5 Kadin 57 2 0.032 0.517 15.975
6 Kadin 74 2 0.187 0.071 0.382
7 Kadin 67 3 0.502 0.254 0.505
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Ekspresyon degerlerine bakilarak yapilan degerlendirmede,
26 hastanin 10’unda (10/26, %39) tUmodrlu dokudaki SOD1 ekspresyon
oraninin normal dokuya gore daha az oldugu tespit edilmistir. Kolorektal
kanseri olan 13 hastanin tumorld dokusunun 6’sinda (6/13 %46), meme
kanseri olan 7 hastanin tumorld dokusunun ise 2’sinde (2/7, %29) ve mide
kanseri olan 6 hastanin timorld dokusunun 2’sinde (2/6, %33) SOD1
ekspresyon oraninin normal dokuya oranla daha dusik oldugu

gOzlenmistir.

Tabloda RK degeri 1’in altinda olan hastalarin normal doku
SOD1 ekspresyon orani daha yuksek bulunmustur. Bu dogrultuda

sonuglar incelendiginde Tablo 15.’deki verilere ulagiimaktadir.

Tablo 15. Kanserli dokularda SOD1 gen ekspresyonunun timorlii ve normal
dokulardaki oranlarinin karsilasgtiriimasi.

SOD1 Tumor Doku Ekspresyonu<Normal Doku Ekspresyonu Karsilagtinimasi

Cinsiyet Yas Evre
Toplam Kadin Erkek <60 >60 Erken Faz lleri Faz
(n) (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 10/26(%38) 5/17(%29)  5/9(%56)  5/16(%31) 5/10(%50)  6/15(%40)  4/11(%36)

Hasta

Kolorektal  6/13(%46)  2/8(%25)  4/5(%80)  4/9(%44)  2/4(%50)  4/7(%57) 2/6(%33)

Meme 207(%29)  2/7(%29) - 1/5(%20) 1/ 2(%50)  1/6(%17)  1/1(%100)

Mide 2/6(%33) 1/2(%50)  1/4(%25) 0/2(0) 2/4(%50) 1/2(%50) 1/4(%25)

Hastalarda HINT1 ve SOD1 genlerinin normal ve timér doku
ekspresyonlarini inceledigimizde 26 hastanin 20’sinde ayni anda azalma
ya da artma goérulmastir. Bu sayi kolorektal kanserde 11/13 iken, mide

kanserinde 3/6 ve meme kanserinde 6/7 olarak bulunmustur. (Tablo 16)
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Tablo 16. Hasta grubunda HINT1 ve SOD1 genlerinin normal ve timoér doku
ekspresyonlarinim karsilasgtiriimasi.

HastaNo | Cinsiyet | Yas | Evre | HINTL(+/-) | SOD1 (+/-)
Kolorektal
1 Erkek 50 1 - -
2 Erkek 63 1 - -
3 Erkek 55 1 - -
4 Kadin 59 1 + +
5 Kadin 48 1 + +
6 Erkek 63 2 + +
7 Kadin 53 2 - -
8 Kadin 53 3 + +
9 Kadin 57 3 - +
10 Kadin 48 3 - -
11 Erkek 68 4 - -
12 Kadin 70 4 + +
13 Kadin 51 4 - +
Mide
1 Erkek 61 1 - 0
2 Kadin 68 1 - -
3 Erkek 66 3 + +
4 Erkek 62 3 - +
5 Erkek 46 4 + -
6 Kadin 51 4 + +
Meme
1 Kadin 44 1 + +
2 Kadin 31 2 + +
3 Kadin 39 2 + +
4 Kadin 53 2 - +
5 Kadin 57 2 + +
6 Kadin 74 2 - -
7 Kadin 67 3 - -

+ /- Tiumor doku ekspresyonu fazla / az
0 Ekspresyon degismedi



Korelasyonlar

Meme kanseri grubu harig, total hasta, mide ve kolorektal

kanser gruplarinda normal doku HINT1 ve SOD1 ekspresyonu arasinda

yuksek pozitif korelasyonlar gézlenmistir (Tablo 12). Tumor dokularindaki

ekspresyon oranlarina bakildiginda, kolorektal kanserinde ve meme

kanserinde HINT1 ve SOD1 arasinda pozitif korelasyonlar gozlenmistir

(Tablo 17).

Tablo 17. Hasta gruplarina gére normal doku ve tiimoér dokularindaki HINT1 ve

SOD1 arasindaki korelasyonlar.

HINT1 Normal Doku

HINT1 Tiimér Doku

Ekspresyonu Ekspresyonu
Total Hasta
SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.768 --
0.0001
SOD1 Tiimoér Doku Ekspresyonu -- 0.295
0.144
Kolorektal Kanseri
SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.753 --
0.003
SOD1 Tiimor Doku Ekspresyonu -- 0.919
0.0001
Mide Kanseri
SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.945 --
0.004
SOD1 Tiimoér Doku Ekspresyonu -- 0.220
0.676
Meme Kanseri
SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.280 --
0.543
SOD1 Tiimor Doku Ekspresyonu -- 0.758
0.048
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5. TARTISMA

Histidin G¢lu nukleotid baglayici protein (HINT1), her yerde
bulunabilen, bir nukleozid monofosfat ve ayrilan bir amin grubu arasindaki
fosforamidat bagin hidrolizini katalize eden bir purin nukleozid
fosforamidazdir®®°®. HINT’lerin fosforamidaz enzim aktivitesinin, antiviral
ve anti-kanser fosforamidat pronukleotidler icin biyoaktif etkiye sahip
oldugu ileri sirilmistiir'®®'®”. Son zamanlarda, aminoacil-AMP ve agil-
AMP, HINTler igin birinci potansiyel dogal substratlar olarak

gosterilmistirt®®1%,

HINT1 proteini, bes alt-familyadan olusan evrimsel olarak
korunmus HIT protein super ailesine aittir'®. Onceki calismalarda, HINT1
yoksun farelerde kimyasal kanserojen madde ile induklenen mide

' ve yumurtalik timérleri olusumuna®?

timorleri**®, meme tiimorlerit
duyarlilikta belirgin bir artis oldugu ortaya konmustur. Ayrica, yaslanma ile,
Hint1 yoksun farelerde spontan olarak gesitli tUmorlerin olusumunda bir

artis gdzlenmistir**.

Sigir HINT1’i 1990 yilindan beri bilinmesine ragmen®’, HINT
sadece hucresel fonksiyonu kotl tanimlanmis HIT'in alt familyasi olarak
olarak kabul edilmekteydi. Farelerde yapilan c¢alismalar, HINT?in bir
timor supresér olarak islev gosterdigine dair kanitlar saglamistir***°,
ancak HINTZ'in tGmér olusumunu baskilama mekanizmasi acik degildir.
Memeli HINT1 protein-protein etkilesimi calismalari goéstermektedir ki,
onun transkripsiyon duzenleyici rolu ya direkt olarak temel transkripsiyonel
makineye’ ya da cekirdek icindeki transkripsiyon faktérlerinin spesifik

73,112

komplekslerine baglanmak suretiyle ortaya cikar.
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HINT1 proteininin gen transkripsiyonunu kontrol eden gesitli
yolaklarda bir inhibitor rolG olduguna dair biriken kanitlar vardir. Boylece,
cesitli hiicre sistemlerinde HINT1 siklin-bagimh kinaz 7 (CDK7)", MITF
olarak da bilinen transkripsiyon faktdrii mikroftalmi (Mi)"*, transkripsiyon
faktori USF22 ve Pontin/Reptin/B-katenin/TCF4 kompleksi®®, niikleer
faktor —kappa B (NF-kB)" ile etkilesebilir ve aktivitelerini inhibe edebilir .
Ayrica SW480 kolon kanser hucrelerinde HINT1’in bir iskele protein olan
SH3 (POSH)-JNK2 kompleksi ile etkilesime girdigi ve bodylece, AP-1

transkripsiyon faktériiniin aktivitesini inhibe ettigi gdsterildi™.

Yapilan c¢alismalar 1s1§inda, c¢alismamizda bir tamor
supressor gen olarak ifade edilen HINT?1'in degisik kanser turlerindeki
normal doku-tumoér doku ekspresyon oranlarini inceledigimizde, total
olarak hastalarin yaklasik %54’Gnde timoér doku ekspresyonu daha dusuk
bulunmustur. Kolorektal kanseri olan 13 hastanin timorli dokusunun
8’inde ( 8/13 %61.54), meme kanseri olan 7 hastanin tUmérli dokusunun
ise 3'Unde (3/7, %42.86) ve mide kanseri olan 6 hastanin tiumorll
dokusunun 3’Unde (3/6, %50) HINT1 ekspresyon oraninin normal dokuya

oranla daha dusuk oldugu gozlenmistir.

Yapilan bir ¢galismada, PKCI (HINT1) ifadelenmesindeki bir
eksikligin fare embriyonik fibroblast hucrelerinde oOlimsizlesmeyi
artirabilecegi ve ayni zamanda iyonize radyasyona kargi direngli hale
getirilebilecedi gosterilmistir. Bundan baska, bu eksikligin farelerin
karsinojen-indukli timoér olusumuna duyarliligini artiracagi belirtilmistir.
Calismada, kimyasal karsinojene (N-nitrozometilbenzilamin, NMBA) maruz
++

birakilmis PKCI™ farelerin %58’inde tiimér olusumu gdzlenirken, PKCI

farelerde bu oran %36 civarindadir'*°.

59



Yapilan baska bir deneyde ise farkli HINT1 genotiplerine
sahip farelerde kanser olusumu incelenmigtir. DMBA (7,12-
dimetilbenz[a]antrasen) verilmis farelerde, HINT1* 25 farenin 7’sinde
(%28.0), HINT1™" 37 farenin 10’unda (%27.0), HINT1*"* 38 farenin 2’sinde
(%5.3) meme tumodra saptanmistir. Farkli dokular incelendiginde ise,
HINT1" farelerin %20.0’sinde, HINT1" farelerin %21.6’sinda, HINT1**
farelerin %2.6’sinda over tiimoriine rastlanmistir. Bu veriler HINT**
farelerde diger genotiplere oranla kansere yakalanma olasiliginin daha az
oldugunu gostermistir. Total timérlii dokular ele alindiginda ise HINT1 *"
ve HINT1” farelerde sirasiyla %52.0 ve %67.6 oranlari goriliirken,
HINT1"* farelerde bu oran %15.8'dir'*".

Timoére neden olan NCI-H522 ve NCI-H358 hucreleri
Uzerinde HINT geninin timor baskilama etkisini degerlendirmek igin
yapilan bir calismada, timore sebep olan bu 2 hicre dizisi deney
farelerine transfekte edilmistir. NCI-H358 hicreleri transfekte edildigi
bilinen hayvanlara pLXSN-HINT1 ya da sadece PLXSN timédrleri deneyin
4 haftasi boyunca geligtirilmistir. PLXSN tamorleri, Moloney kemirgen
I6semi virisU ve Moloney fare sarkom virlsu tlrevi elemanlar igceren ve
retroviral gen Uretimi ve ifadesi icin turetilmis bir viris cesididir. G6zlem
suresince sadece pLXSN’e sahip farelerde tumorin blydmesi devam
etmis, fakat pLXSN-HINT/PKCI1 transfekte edilen farelerin timor
gelisiminde anlamli 6lgide yavaglama gozlenmigtir. Bu iki enjekte grubun

timér miktarlari arasinda oldukca dikkat geken fark gdzlenmistir®’.

Huang ve arkadaslari tarafindan vyapilan bir baska
calismada, calismamiza benzer sekilde mide kanserli 34 hastanin tUmor
ve normal dokusundaki HINT1 mRNA ve protein ekspresyonlari
incelenmigtir. Calisma sonucunda, hastalarin %59’unda timdér dokusu
mRNA ekspresyonu dusuk bulunurken, %39’unda timér dokusu HINT1

protein ekspresyonu diisiik bulunmustur®3,
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Total hasta grubuna bakildiginda, kadin hastalarin %41’inde
HINT1 gen ekspresyon oraninda azalma gozlenirken erkek hastalarin
%67’sinde bu oranda azalma gozlenmistir. Erkek hastalardaki bu azalma
kolorektal kanserde (%80) belirgindi. Huang ve arkadaslarinin
calismasinda, mide kanserli erkek hastalarin yaklasik %38’inde HINT1
tumor doku ekspresyonu dusuk bulunurken, kadinlarda bu oran yaklasik
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%41 olarak ifade edilmistir—. Bizim c¢alismamizda bu oran her iki
cinsiyette de %50 olmakla birlikte mide kanserli hasta sayisinin az olmasi

yorum yapmayi guglestirmektedir.

Calismamizda yer alan 60 yas ve alti hastalarin %37.5'inde
HINT1 ekspresyon orani azalirken, 61 yas Ustu hastalarin %70’'inde
HINT1 gen ekspresyon oraninda azalma goOzlenmigtir. Yine ayni
calismada, Huang ve arkadaslari, mide kanserli hastalarin ayni yas
gruplarinin sirasiyla %41 ve %38’inde HINT1 gen ekspresyon oraninda

azalma gdstermislerdir*™3,

Yine evrelere gore degerlendirme yapildiginda, her 2
calismada da erken fazda HINT1 ekspresyon oranlarinda benzer sonuglar
elde edilmigtir (yaklagsik %50). Calismamizda ileri fazdaki hastalarin
%45’'inde HINT1 ekspresyon oranlarinda azalma gdzlenirken, Huang ve

arkadaslarinin galismasinda bu oran %37olarak bulunmustur'*.

Tumor supresor genler DNA hasarinin  onarimi, hicre
donguslu durdurma, mitojenik sinyalizasyon, hticre farklilasmasi, gocu ve
programli hicre 6limiu de dahil olmak Uzere farkli hiicresel faaliyetleri
dizenlerler. p53, FoxO, retinoblastoma (RB), p21, p16, ve meme kanseri
duyarhlik genleri 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2) gibi timor supresor genler,
onlarin yolaklari ve reaktif oksijen tirleri (ROT) arasindaki baglantilar ve

etkilesim  nedeniyle  pro-oksidan ya da antioksidan olarak
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degerlendirilebilmektedir. Cok sayida calisma sonuglari, oksidatif strese
cevap olarak bazi iyi bilinen antioksidan genlerin ekspresyonunu aktive
eden tUmor supresor proteinlerin  bir antioksidan roli oldugunu
g6stermistir.  Ote yandan, son galismalar proapoptotik genlerin
transkripsiyonunu artirmak suretiyle hicresel ROT’u arttirdidi igin p53’Un

bir pro-oksidan roliin{i ortaya koymustur***.

Bakir/ginko suUperoksit dismutaz 1 (SOD1) superoksit
radikallerin toksik etkilerine karsi hlcreleri korumada yagsamsal bir dnemi
olan baslica hiucresel savunma enzimlerinden biridir. Enzim, sUperoksit
radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eder.
SOD sadece in vitro olarak Fenton reaksiyonunu onlemekle kalmaz, ayni
zamanda superoksit olmadan, in vivo DNA hasar olusumuna dogrudan
karisan H,O, toksisitesine karsi da koruyucudur. Superoksitler Gretimi
ve/veya uzaklastiriimasinin hem hicresel hem de organizma seviyesinde
kritik homeostatik cesitli mekanizmalarda 6nemli bir rol oynadigi tespit
edilmistir. Biyolojik makromolekillerin fazla oksijen radikalinin zararli
etkileri igin hedefler olmalarindan dolayl, bu artan superoksitlerin

baslangigta SOD tarafindan yok edilmesi gerektigi kabul edilmektedir.

Arastirma sonuglari, kanser gelisimi sirasinda tumor
hlcrelerinin sitoplazmada bulunan SOD1 tarafindan saglanan antioksidatif
savunmanin stabil bir seviyede oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte,
artmis bir SOD1 protein diizeyi, daha 6nce Yoo ve arkadaslari tarafindan
teyit edildigi gibi ylksek diizeyde bir ROT’a tepki olabilir**>. Bu tlimér
hlcrelerinde bulunan ROT’un SOD1 proteininin ekspresyonunu stimule
ettigini, ama ayni zamanda kismen SOD1 aktivitesini redikledigini
gOsterebilir. Lipid peroksidasyon duzeyinin dusuk olmasina ragmen,

116,117

ROT’un 6nceki calismalarda da gOsterildigi gibi timoér hicresinde,

antioksidan savunma etkisi bulunmaktadir. Bu, SOD1’in disUk aktivitesine
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ragmen hucresel yapilari oksidatif strese kargi savunmasinin miumkudn

olabilecegini diisiindiirmektedir®.

Calismamizda, bir timor stpresor gen oldugu One surulen
HINT?'in bilinen diger antioksidanlarla iligkisini incelemek amaciyla
SOD’lar arasinda en yaygin olan SOD1 geninin ekspresyonlarini inceledik.
Buna gore, hastalarin %38.46’sinda tUmorlu dokudaki SOD1 ekspresyon
oraninin normal dokuya gore daha az oldugu tespit edilmistir. Kolorektal
kanseri olan 13 hastanin %46.15'inde, meme kanseri olan 7 hastanin
%28.57’sinde ve mide kanseri olan 6 hastanin %33.33’Unde timor doku
SOD1 ekspresyon oraninin normal dokuya oranla daha dusik oldugu
g6zlenmistir. Genellikle SOD1 ile ilgili yapilan g¢alismalar, enzim
polimorfizmi ile ilgili olup, SOD7T’in tumér ve normal dokudaki gen
ekspresyonlarini gésteren fazla ¢alisma bulunamamistir. Bununla birlikte
yapillan c¢alismalardan birinde, akciger kanserli hastalarda tumor
dokusunda SOD1 ‘in asiri eksprese edildigi ve yuksek SOD1 duzeyli
hlcrelerin timorijenez sirasinda selektif bir avantaja sahip olduklari éne

strtimastirt®®.

Meme kanserli hastalarda yapilan bir bagka c¢alismada,
Ostrojene-duyarli gen ekspresyonunun dizenlenmesinde SOD1’in yeni bir
roli kesfedilmis ve SOD1’deki 17 beta-6strodiol- ve KO, (Potasyum
superoksit) indukli artisin, meme kanseri hicrelerinin hayatta kalmasinda

ve meme tiimérlerinin ilerlemesinde rol oynayabilecedi dne siiriimiistiir'®.

Calismamizda, bir timdr supressér gen olarak kabul edilen
HINT1’in degisik kanserlerdeki normal doku ve tumoér dokusu gen
ekspresyon oranlarini incelemenin yanisira, onun SOD1 gibi yaygin ve iyi
bilinen bir antioksidan ile olan iligkilerini de inceledik. Bunun sonucunda,

26 hastanin 20’sinde HINT1 ve SOD?’in artis ve azaliglarinda paralellik
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oldugunu gozlemledik. Normal doku ve tumor doku ekspresyonlari ayri
ayri degerlendirildiginde, total hasta grubunda ve mide kanserinde normal
dokuda HINT1 ve SOD1 arasinda yuksek korelasyon gozlenirken, tumor
dokusunda korelasyon gozlemedik. Kolorektal kanserde, hem normal hem
tumor dokusunda HINT1 ve SOD1 arasinda korelasyon gozledik. Meme
kanserinde ise yalnizca timor dokusunda ve istatistiksel olarak anlamli
ancak, zayif bir korelasyon gozledik. HINT1 gen ekspresyonunun SOD1
ile gostermis oldugu paralellik ve aralarindaki pozitif korelasyon, onun bir

antioksidan olarak da rol oynayabilecegini dusundurdar.
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6. SONUGLAR

e Calismamiz insanlarda go6rilen kanser turlerinde HINT1 gen
ekspresyonunu inceleyen az sayidaki ¢alismalardan biridir. Ozellikle
meme kanseri ve kolorektal kanserde bu genin ekspresyonunu

inceleyen galisma bulunmamaktadir.

e  Bir timodr supressor gen olarak normal doku ekspresyonlarinin
yuksek, tumor doku ekspresyonu disik olmasi beklenen HINT1'in
kanserde normal doku-tumor doku ekspresyon oranlarini
inceledigimizde, total olarak hastalarin yaklasik %54’Gnde timor

doku ekspresyonu daha disuk bulunmustur.

o Kanserin evrelerine gore HINT1 gen ekspresyonunda farkhliklar
g6zlenmezken, Ozellikle erkek hastalarda timér doku gen

ekspresyonlari disuk bulunmustur.

o Kolorektal kanseri olan hastalarin yaklasik %62’sinin HINT1 tGmor
doku ekspresyonunun duguk olmasi, bu kanser turinde HINT1 gen
ekspresyonu calismalarinin detayli olarak incelenmesi gerektigini

gOstermektedir.

o HINT1 gen ekspresyonunun SOD1 geni ile gostermis oldugu
paralellik ve aralarindaki pozitif ylksek korelasyonlar, &zellikle
kolorektal kanserde, onun bir antioksidan olarak dusunulebilecegini

one surer.

. TUumor supresor genler ve ROT vyolaklarinin ortak dizenleyicileri

rasyonel tedavi hedefleri olabilir.
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7. OZET

Evrimsel agidan yuksek oranda korunmus olan HIT protein
super ailesinin Uyesi Histidin Triad Nukleotid baglayici protein1 (HINT1),
memeli dokulari dahil cesitli turlerde yaygin olarak eksprese edilen bir
gendir. HINT2’in 6nemli bir tumor supresor gen olduguyla ilgili giderek
artan sayida c¢alisma olmasina ragmen, onun tumor baskilama
konusundaki etkinligi ve mekanizmasi halen tam olarak bilinmemektedir.
Calismamizin  basglica amaci HINT?1'in degisik kanserlerdeki gen
ekspresyon oranlarindaki degisiklikleri incelemekti. Biz ayrica onun
antioksidan Ozelligi olup olmadigini da incelemeyi amacladik.
Calismamizda, RT-PCR yoOntemiyle kolorektal, mide ve meme
kanserlerinde HINT1’in ve SOD1’ in normal ve tumor dokularinda gen
ekspresyon duzeyleri olgiimustir. HINT1‘in ekspresyon degerleri, toplam
26 hastanin 14’Unde (%53.85), kolorektal kanseri olan 13 hastanin 8’inde
(%61.54), meme kanseri olan 7 hastanin 3’Unde (%42.86) ve mide kanseri
olan 6 hastanin 3’Unde (%50) tumér dokusunda normal dokuya oranla
daha dusuk oldugu gdézlenmistir. Bununla birlikte, HINT1’in tUmorli doku
ortalama ekspresyon duzeyleri normal dokulardakinden istatistiksel olarak
anlamli olmasa da yuksek bulunmustur (p>0.05). Tumoér dokularindaki
SOD1 ekspresyon degerlerinin, ilging olarak, toplam 26 hastanin 10’'unda
(10/26, %38.46), kolorektal kanseri olan 13 hastanin 6’sinda (%46.15),
meme kanseri olan 7 hastanin 2’sinde (%28.57) ve mide kanseri olan 6
hastanin 2’sinde (%33.33) normal dokuya gbre daha az oldugu tespit
edilmistir. Total kanser hastalarinin normal dokularinda (R=0.768,
p<0.0001), kolorektal kanser hastalarinin hem normal (R=0.753, p< 0.005)
hem de tumdr dokularinda (R=0.768, p<0.0001), ve mide kanseri
hastalarinin normal dokularinda (R=0.945, p<0.0001) HINT1 ve SOD1 gen
ekspresyonlari arasinda yuksek korelasyon oldugunu gozledik. Meme
kanserli hastalarin, sadece timoér dokusunda (R=0.758, p<0.05) HINT1 ve

SOD1 gen ekspresyonlari arasinda zayif pozitif bir korelasyon vardi.
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Calismamizda elde edilen sonuglara gore, diger kanserlerde olmasa da,
kolorektal kanserli hastalarin gogunda tumoér dokusunda azalan HINT1
gen ekspresyonlari, bu kanser tirinde HINT1’in tumor supressor dzelligini
destekler niteliktedir. Ayrica iyi bilinen bir antioksidan olan SOD1 ile HINT1
arasindaki yuksek korelasyon, HINT1’in bir tUm&r supressor gen olmasinin
yani sira, p53 gibi bir antioksidan olarak degerlendirilebilecegdini

gOstermektedir.

Anahtar kelimeler: HINT1, SOD1, kanser, gen ekspresyonu
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8. SUMMARY

Histidine triad nucleotide-binding protein (HINT1), a member of the
evolutionary highly conserved HIT protein superfamily, is ubiquitously
expressed in diverse species including mammalian tissues. Although an
increasing number of studies show that HINT1 is an important tumor
suppressor gene, its effectiveness and mechanism of tumor suppression
is still unclear. The main purpose of this study was to investigate the
changes of HINT1 gene expression rates in various cancers types. We
also aimed to study its antioxidant properties by comparing with SOD1, is
a well-known antioxidant. The gene expression levels of HINT1 and SOD1
were measured by RT-PCR method in normal and tumor tissues in colon,
gastric, and breast cancers. HINT1 expression values were observed to
be lower in tumor tissues of 14 of the total 26 patients (%53.85), 8 of 13
patients with colorectal cancer (%61.54), 3 of the 7 patients with breast
cancer (%42.86), and 3 of 6 patients with gastric cancer (%50) than in
normal tissues . However, the mean levels of HINT1 expression in tumor
tissue were higher, but not statistically significant, than those in normal
tissues. However, the mean levels of HINT1 expression in tumor tissue
were higher, but not statistically significant, than those in normal tissues.
Interestingly, SOD1 expression values were found to be lower in tumor
tissues of 10 of the total 26 patients (%38.46), 6 of 13 patients with
colorectal cancer (%46.15), 2 of the 7 patients with breast cancer
(%28.57), and 3 of 6 patients with gastric cancer (%33.33) than in normal
tissues. We observed high positive correlations between HINT1 and SOD1
gene expressions in normal tissues (R=0.768, p<0.0001) of total cancer
patients, in both normal (R=0.753, p< 0.005) and tumour tissues (R=0.919,
p<0.0001) of colorectal cancer patients, and in normal tissues (R=0.945,
p<0.005) of gastric cancer patients. There was a weak positive correlation
between HINT1 and SOD1 gene expressions in tumour tissue (R=0.758,

p<0.05) of patients with breast cancer. According to the results obtained in
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this study, the decreasing HINT1 gene expressions in tumor tissue in the
majority of patients with colorectal cancer support tumor suppressor effect
of HINT1 in this type of cancer, but not in other cancers. In addition, high
correlation between SOD1, well-known antioxidat enzyme, and HINT1
show to be able to evaluate as an antioxidant rather than a tumour

supressor gene.

Keywords: HINT1, SOD1, cancer, gene expression
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TESEKKUR

Tez calismamda bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim,
ayrica galisma disiplini, hosgorusu, sabri, etik ve insancil davranislarini
yasamim boyunca kendime 6rnek alacagim tez danismanim Sayin Prof.
Dr. Sevgi YARDIM AKAYDIN’a, tez calismam suresince katkilarini
esirgemeyen Aras. Gor. Emel CALISKAN CAN ve Aras. Gér. Ece MISER
SALIHOGLU'na ve yiiksek lisans égrenimim boyunca bilgilerini benden
esirgemeyen basta bélim bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Bolkan SIMSEK
olmak Uzere tum Biyokimya Anabilim Dali bolim hocalarima ve bu surecte
inancglari ve gostermis olduklari sabir ve destek igin tim aileme igten

duygularla tesekkurlerimi sunarim.

Cagla EMIRAL
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IIkégretim: Zonguldak Yayla ilkégretim Okulu

Yabanci Dil: ingilizce

86



