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OZET

MESANE KANSERLERINDE KROMOZOM 13Q33-34 BOLGESININ
MIKROSATELLIT HARITALAMASI, ING1 GENININ MUTASYON ANALIZi
VE GEN iFADE DUZEYININ ARASTIRILMASI

Mehri IGCI
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof Dr Ahmet ARSLAN
Temmuz 2010, 89 sayfa

Ulkemizde mesane kanseri sik karsilasilan kanserler arasinda iiciinciidiir. Kanser cesitli
genetik ve epigenetik degisikliklerin hiicrede birikmesiyle ortaya g¢ikmaktadir. Bu
genetik degisiklikler onkogenlerin etkinliginde artisa veya timor baskilayict genlerin
etkinliginde azalmaya neden olabilir. Tiimor baskilayict genlerin kaybi veya etkinliginin
bozulmasi tiimor olusumuna yol acabilmektedir. ING ailesi genlerinin gesitli kanser
tiplerinde 6nemli rol alan tiimor baskilayici genler oldugu bilinmektedir. Bu caligmada
mesane kanseri 30 hastadan alinan normal ve timorlii dokular kullanilarak, kromozom
13033-34 bolgesinde mikrokayip analizi, ING1 geni ifade analizi ve ING1 geninde
dizin analizi ile mutasyon taramasi gerceklestirilmistir. Yanisira INGI geninin
Ozendirici bolgesi hakkinda bilgi bulunmadigi icin TFSEARCH ve Genomatix-
Matlnspector gibi ¢evrimi¢i programlarla buraya baglanan transkripsiyon faktorleri
arastirilmistir. 13933-34 bolgesi i¢in segilen DS belirleyiciler D13S285, D13S1315,
D13S796, D13S278, D13S158 ve D13S779°dur. Elde edilen heterozigotluk kaybi
oranlar1 ise sirast ile %23.3, %20, %6.7, %3.3, %6.7 ve %0 seklindedir. En fazla
heterozigotluk kayb1 ING1 genini ¢evreleyen D13S285 ve D13S1315°te gozlenmistir.
Gen ifade analizleri neticesinde ise 30 hastadan 7’sinin ING1 gen ifadesinde degisiklik
gozlenmistir. Fakat dizin analizi yontemiyle incelenen ING1 geninin ekzonlarinda
mutasyona rastlanmamistir. Degisik kanser tiplerinin baskilanmasinda rol alan INGI1
geninin mesane kanserinde 6nemli bir tiimor baskilayict gen olmadigi goriilmektedir.
Heterozigotluk kaybi bulgularindan yola ¢ikarak mesane kanserinde 13933-34
bolgesinin farkli “aday” tiimor baskilayici gen veya genler barindirdigr diisiiniilebilir.
Islevsel ozellikleri dikkate alindiginda bu genlerin COL4A1, COL4A2 veya SOX1
olabilecegi soOylenebilir. Transkripsiyon faktorii analizleri ise ING1 geni 6zendirici
bolgesine baglanan faktdrlerden bazilarinin, ING1 islevi ile iliskili olabilecek, c-Rel, c-
Ets gibi ¢esitli faktorler oldugunu gostermistir. ING1 6zendirici bolgesinin molekiiler
acidan incelenmesinin gerekliligi goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Gen ifade analizi, heterozigotlugun kaybi, ING1 geni, ING1
Ozendirici bolgesi, mesane kanseri, mutasyon tarama, niikleotid dizin analizi,
transkripsiyon faktorleri



ABSTRACT

MICROSATELLITE MAPPING OF CHROMOSOME 13Q33-34 REGION,
MUTATION SCREENING OF ING1 GENE AND ANALYSIS OF ING1 mRNA
EXPRESSION IN BLADDER CANCERS

Mehri IGCI
Doctoral thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof Dr Ahmet ARSLAN
July 2010, 89 pages

In Turkey, the frequency of bladder cancer is the third among other cancer types.
Cancer is a result of the accumulation of genetic and epigenetic alterations in the cell
which can lead to activation of oncogenes or inactivation of tumor suppressor genes
(TSG). Loss or inactivation of TSGs can lead formation of tumors. Members of ING
family are discovered as TSGs in different cancer types. In this study 30 paired normal
and tumor tissue samples were used for microdeletion analysis of chromosome 13933-
34 region, ING1 expression analysis and ING1 mutation screening via nucleotide
sequence analysis. Because there is no data available about the transcription factors
which bind to ING1 promoter, the promoter sequence was analyzed via Genomatix-
Matlnspector and TFSEARCH programs. DS markers used for 13g33-34 region were
D13S285, D13S1315, D13S796, D13S278, D13S158, and D13S779 where loss of
heterozygosity (LOH) results were as 66.7%, 20%, 6.7%, 3.3%, 6.7%, and 0%,
respectively. The highest LOH scores were obtained with markers D13S285 and
D13S1315 which were flanking the ING1 gene. Seven of 30 cases showed alterations in
expression analysis. However, no mutation was detected in the exons of ING1. A
significant TSG activity of ING1 in bladder cancer was not observed while higher
activity was reported in different cancer types. As for the LOH data 13933-34 region
may contain different candidate TSGs like COL4A1, COL4A2 and SOXL1. As a result
of promoter analysis, some factors like c-Rel, c-Ets were associated with the promoter
region. Molecular analysis of ING1 promoter warrants further analysis.

Key words: Bladder cancer, gene expression analysis, ING1 gene, ING1 promoter, loss
of heterozygosity, mutation screening, nucleotide sequence analysis, transcription
factors



1 GIRIS ve AMAC

Kanser giiniimiiziin en Oliimcil hastaliklarindan biridir. Kanser vakalar1 diinya
genelinde Oliimlerin 1/8’inden (1), Amerika’da ise toplam Olimlerin %25’inden (2)
sorumludur. Ulkemizde en sik gériilen kanserler, Saglik Bakanligi’nin verilerine gore,
akciger, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak siralanmaktadir (Sekil

2.1) (3).

Mesane abdomende yer alan i¢i bos bir organdir (4). Bobrek tarafindan iiretilen idrar
tireter denilen tiiplerden gegerek mesaneye gelir ve depolanir (4). Mesanenin dolmasi
durumunda mesane duvarindaki kaslar sikilasir ve idrar iiretra denilen bir bagka tiip

yoluyla mesaneyi terk eder (4).

Mesane duvart distan ice dogru serosa, muscularis, submucosa, muscularis mucosa ve
lamina propria denilen kisimlardan olusmaktadir (5). Mesanenin i¢ yiizeyini kaplayan
epitel hiicre tabakas1 lamina propria’nin iizerini orten iirotelyumdur (5). Urotelyum da
glikozaminoglikan (GAG) bir tabaka ile kapldir (6). Urotelyum mesanenin, depolama
esnasinda idrarin kompozisyonundaki degisimleri en alt diizeyde tutmasina yardimeci

olur (7).

Mesane duvari transisyonel ve skuamoz diye adlandirilan hiicrelere sahiptir. Mesane
kanserlerinin %90’dan fazlasi transisyonel hiicrelerde baslar ve bu tip mesane kanseri
transisyonel hiicre karsinomu olarak adlandirilir (4). Mesane kanseri hastalarinin

yaklasik %8 kadar1 skuamoz hiicre karsinomuna sahiptir (4).

Kanser ¢ok nedenli genetik bir hastaliktir (8). Yapilan bir¢ok ¢alisma gostermistir ki
normal bir hiicre denge igerisindedir (8). Bu denge, kanser genleri (oncogen) ile timor
baskilayici (tumor suppressor gene) genler arasindadir (8). Herhangi bir etken sonucu
timor baskilayict genler veya onkogenlerde meydana gelen genetik dengesizlik

sonucunda kanser meydana gelmektedir (8). Giiniimiiz modern diinyasinin en 6nemli



saglik problemi olarak kabul edilen kanser iizerine yapilan bir¢cok ¢alisma sonucunda

gelistirilen teknikler sayesinde yavas da olsa bazi1 gelismeler saglanmaktadir.

Mesane kanseri batida genital-iiriner sistemin ikinci en yaygin kanseridir (9). Mesane
kanseri gelisiminde ¢evresel etkenler ve genetik yatkinlik s6z konusudur (9). Sigara, bir
takim enddistriyel kimyasallar, diyetle alinan nitratlar ve arsenik en dnemli ¢evresel risk
faktorleridir (9). Kromozomal anomaliler, bazi genlerin 6zendirici gen bolgelerinin
(promoter) metilasyonla susturulmalari, timor baskilayict genlerde veya proto-
onkogenlerde meydana gelen degisimler mesane karsinogenezinde rol alan molekiiler

mekanizmalardir (9).

Mesane kanseri gelisiminde meydana gelen gen ifadesi degisikliklerini gzlemlemek
amaciyla, 17,842 bilinen gen ve EST (expressed sequence tags) igeren cDNA
mikroseriler (microarray) kullanilarak erken ve ileri asamadaki mesane tiimorlerinin gen
ifade profilleri kiyaslanmistir (10). Bu ¢alisma (10) mesane kanserlerinde ING1 geni ile
iliski ortaya koyan tek arastirmadir. Sitokeratin 20, néropilin-2, p21 ve p33ING1l
genlerinin ifade modellerinin patolojik satha, timor derecesi ve degisen retinoblastoma
gen ifadesi ile 6nemli derecede iliskili oldugu goriilmiistiir (10). Ayrica, p33ING1 gen
ifade seviyesinin hayatta kalma ile de ciddi oranda iliskili oldugu gdzlenmistir (10).

Ancak gen tizerinde detayli molekiiler analizler yapilmamaistir.

1971 yilinda A.G. Knudson retinoblastoma (RB) iizerine yapmis oldugu istatistiksel bir
calisma ile ilk kez Two-Hit (iki vurus) hipotezini ortaya koymustur (11). Ozellikle
kanserli hastalardaki mikro kayiplarla, kanser arasindaki iliskinin varligin1 saptamistir

(11).

2000 yilinda Giindiiz ve arkadaslar1 (12); bas boyun kanserinde kromozom kayiplarini
incelerken, kromozom 13g33-34 bolgesindeki kayip oranlarini yiiksek bulmuslardir. Bu
bolgede yaptiklart aragtirma sonucunda, ING1 (INhibition Growth1) geninin bas boyun

kanserlerinde tiimor baskilayici gen oldugunu tespit etmislerdir (12).



2002 yilinda Giindiiz ve arkadaslar1 (13) yapmis olduklari yeni bir ¢alisma ile,
kromozom 7q31 bolgesindeki mikro kayip sikliginin fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Bu bolgede yaptiklart ¢alisma sonucunda, INGI1 ile ayn1 islevsel bolgeleri tasiyan bir
gen olan ING3 (INhibition Growth3) ile bas boyun kanserleri arasindaki iliskinin
varligini ortaya koymuslardir (13).

2005 yilinda Giindiiz ve arkadaslart (14), kromozom 12pl13 lokusunda yaptiklari
inceleme sonucunda, bas boyun kanserlerinde mikro kayip sikligmnin oranmi yiiksek
bulmuslardir. Bu bolge incelendiginde; bu bolgede bulunan ING4 (INhibition Growth4)

ile bag boyun kanserleri arasinda bir iliski oldugu bulunmustur (14).

2007 yilinda yapilmig bir ¢aligmada; kromozom 2q37.3 lokusunda agiz karsinomlarinda
mikrokayip sikliginin yiiksek oldugu gosterilmistir (15). Bu boélgede bulunan INGS5
(INhibition Growth5) geni {izerinde yapilan incelemeler sonucunda, bu karsinom tipine

Ozel ii¢ adet mutasyon tanimlanmustir (15).

2008 yilinda Borkosky ve arkadaslarinin (16) yapmis olduklar1 bir ¢alismada; bas boyun
kanserli 80 hastada ING2 (INhibition Growth2) geninin yer aldigi lokusta mikrokayip
oran1 yiiksek bulunmustur (16).

ING1 geninin biyolojik islevleri klonlandig1 giinden bu yana arastirilmaktadir. ING1
geninin p24ING1, p47ING1, p33INGI ve p27ING1 olmak iizere bilinen 4 izoformu
mevcuttur (17).

ING1 cDNA’smin yapist tizerinde yapilan ilk arastirmalarda 33,350 Da agirliginda olan
p33ING] proteini ortaya ¢ikarilmistir (18). Fakat daha sonra klonlama hatasi yapildig,
p33ING1 oldugu sanilan dizininin N ucundan kesilmis, 23,656 Da agirligindaki 210
amino asitten olusan ve en kisa ING1 izoformu olarak bilinen p24ING1 oldugu
anlasgilmigtir (19). Dolayisiyla bu diizeltme yapilana kadar gecen siire i¢inde p33INGI
izerinde yapildigi sanilan pek ¢ok ¢alisma aslinda p24ING1 ile gerceklestirilmistir.



Akis sitometri analizi, p24INGI1 ile transfekte edilmis normal fibroblastlarin hiicre
dongiisiiniin GO/G1 gegisinde durakladiklarini gostermistir (18). Fakat p24INGI1 aracili
hiicre dongiisii tutulumu (cell cycle arrest) islevsel p53°lin katilimini1 gerektirmektedir
(20). p53 insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugrayan bir gen olmasi nedeniyle
(21,22), hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, hiicre yaslanmasi, damar olusumu
ve DNA tamirinde antitlimor 6zellikleri en fazla ¢alisilan bir timor baskilayici gendir
(23-28). p24INGLl’in asirt ifadesi p21Wafl 6zendirici bolgesinin (promoter) p53
bagimli etkinligini artirabilir (20). p21Wafl siklin bagimli kinaz onleyicidir (inhibitor)
(20). p21Wafl’in artan gen ifadesi p24ING1’e etkin haldeki p53 ile birlikte hiicre
cogalmasini engelleme kabiliyeti kazandirir (20). ING1 ve p53 arasinda fiziksel bir
iliskinin varligi immiin ¢oktiirme deneyleri ile izlenmistir (20). Iki proteinin birbirine
baglanmasinin yapisal degisiklige neden olup p53’iin transkripsiyon faktorii olarak islev
kazanmasina aracilik ettigi diisiiniilmektedir (20). Fakat hangi INGI1 iriiniiniin bu

yapinin olugsmasinda rol sahibi oldugu tam olarak bilinmemektedir.

Ayrica, p24ING1 hiicre yaslanmasinda da rol almaktadir. Karsit anlamli (antisense)
p24INGI geni yerlestirilmis insan normal fibroblastlarindaki p24ING1 gen ifadesinin
replikatif yagamlarin1 yedi kat artirdigr goériilmiistiir (29). ING1 proteinin ifadesi ve
mRNA’smin, geng ve cogalmakta olan diploid insan fibroblastlarina nazaran yasl
hiicrelerde daha fazla oldugu goriilmiistiir (29). Bu ¢alismada, ayrica, hiicre dongiisii
boyunca ING1 gen ifadesinin durumu da izlenmistir. ING1 proteininin GO-G1 ge¢isinde
azaldig1, ge¢ Gl’de arttigi, S fazinda en yiiksek seviyeye ulastigi ve takiben G2’de
diistiigti bildirilmistir (29). Fakat ING1 izoformlari hakinda bilgi olmadig: i¢in hangi
INGI1 proteini veya mRNA’sinin izlendigi agiklanamamuistir (29).

ING1’in ayn1 zamanda apoptozisi diizenledigi goriilmistir (30). p24ING1’in artan gen
ifadesi p19 fare teratokarsinom ve NIH 3T3 hiicrelerinde serum aglig: ile tetiklenen
hiicre olimiinii (serum starvation-induced apoptosis) artirmaktadir (30). c-myc ve
p24INGY1’in birliktelikli gen ifadesi; p24ING1 aracili hiicre 6liimii ile c-myc apoptotik
yolaginin iligkili oldugunu diisiindiirmektedir (30). p24ING1’in ayrica, p53 varliginda,
hiicreleri kemoterap6tik ajanlara ve radyasyona karsi hassaslagtirdigi da gosterilmistir

(20). Shinoura ve arkadaslar1 (31) glioma hiicre hatlariyla yaptiklari ¢alismada p33ING1



ve p53’i ayr ayr asirt sentezleyen hiicrelerde apoptoz gerceklesmezken; iki glioma
hiicre hattina p33ING1 ve p53’tin adenoviriis aracilikli aktarimini takiben apoptozun
tetiklendigini gostermiglerdir (31). Bu ¢alismalar ING1’in her iki izoformu p24ING1 ve
p33ING1’in proapoptotik diizenleyiciler olarak gorev yaptiklarini ortaya koymustur.

ING]1 izoformlarina ait molekiiler mekanizmalarin arastirildigi ilk ¢alisma Skowyre ve
arkadaglar (32) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada p33ING1’in Sin3, SAP30,
HDACL1, RbAp48 ve histon Obeklerinin deasetilasyonunda gorevli diger proteinlerle
iliski i¢inde oldugu, fakat p24ING1 ve p47ING1’in deasetilasyon iliskili proteinlerle
herhangi bir fiziksel iliskiye girmedigi gorilmistir (32). P33INGI’in kiiltir
hiicrelerinde transkripsiyonu baskiladigr bulunmustur (32). P33ING1’in N u¢ kisminda
bulunan 99 amino asit uzunlugundaki bolgenin deasetilasyonla ilgili proteinlerle iliskiye
girdigi ve transkripsiyonun baskilanmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (32).
p24ING1 ve p37ING1 N uctaki 99 amino asite sahip degillerdir ve dolayisiyla sozii
edilen islevsel 6zellikleri sergileyemezler (32). Fakat bu ¢alismada (32), Garkavtsev ve
ark (20) bildirdiginin aksine p53 proteini ING1 izoformlarinin herhangi biriyle
baglanma istegi gostermemistir. Bu farklilhik farkli hiicre hatlarmin kullanilmis

olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

ING gen ailesine mensup genler ¢ok ¢esitli kanser tiplerinde tiimor basklayici genler
olarak tanimlanmistir. ING1 geninin yer aldigi 13q33-34 bolgesinde ¢ok sayida kanser
caligmasinda heterozigotluk kaybi gosterdigi gozlenmistir. Ancak mutasyon tespit
edilebilen kanser tipleri olduk¢a simirlidir. ING ailesi genleri histon asetilasyon ve
deasetilasyon olaylarinda 6nemli rol oynarlar. Dolayisiyla burada ING genleri aslinda
transkripsiyonun diizenlenmesinde 6nemli gorev sahibidirler. Bu goérev INGI genini
onemli bir timér baskilayict gen olarak goz oniine ¢ikarmaktadir. Ulkemizde siklik
siralamasinda ii¢lincii olan mesane kanserinin arastirildigi ING ailesi genleri ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir. ING ailesi genlerinin mesane kanseri ile baslamak {izere
farkli kanser tiplerinde molekiiler olarak incelenmesi planlanmaktadir. Elde edilecek
verilerin klinik olarak kanser tani ve tedavisine yaklasimda yol gostermesi, gerekli bilgi

ve tecriibenin kazanilmasi amaglanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanserin diinya genelinde 6liime sebebiyet verme oranmi 1/8’dir (1). Kanser ¢ok sayida
hiicre tipinden ve organdan kaynaklanmasi, risk faktorlerinin ¢esitliligi, saglikli doku ve
organlari istila edebilme ve yayilim Kkabiliyeti dolayisiyla oldukga tehlikeli bir
hastaliktir.

Timorler genomik, genetik ve epigenetik degisimlerin yol agtigi fenotipik
olusumlardandir (33). Kanser gelisiminde genomun sahip oldugu merkezi rol David von
Hansemann (34) ve Theodor Boveri (35) isimli arastirmacilar tarafindan ortaya
cikarilmistir. Mikroskop altinda boliinen kanser hiicrelerini inceleyerek kromozomal
sapmalarin varhgmi goézlemlemislerdir (34,35). Bu sayede kalitsal materyalden
kaynaklanan anormal hiicre kiimelerinin kanseri olusturdugu goriisii ortaya ¢ikmustir.
DNA’nin kalitsal materyal oldugunun kesfi (36) ve yapisinin ¢éziimlenmesinin (37)
ardindan DNA’y1 etkileyen ve mutasyon olugmasina neden olan ajanlarin gdsterilmesi
bu goriisii desteklemistir (33). Yapilan bu bulusun ardindan kanser gelisiminin altinda
yatan anormal genler genis bir bigimde arastirilmaya baslanmis ve arastirmalar
giinimiizde halen devam etmektedir. Tiim kanserlerin ayni patogenezi paylastigi
diisiiniilmektedir. Kanser gelisimi; rastgele mutasyonlarin ortaya cikardig:r kalitsal
genetik cesitliliklerin hiicrede birikmesiyle ve fenotipik ¢esitlilikle sonuglanan dogal

se¢im yollarinin birlesmesiyle meydana gelmektedir (33,38).

Timorler kontrol disi ¢ogalmaya baslayan ve klon denilen tek bir hiicreden gelisir,
ancak; timor gelisiminin baglamasindan sonra klonal hiicre ve hiicrelerarasi etkilesimin
yol agtig1 birbirini izleyen degisiklikler sonucu organizma i¢in giderek kotiilesen ¢ok
asamali bir durumdur (38). Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi, mutasyonlar1 takiben,
cogalma, sagkalim, istila ve yayilma yetenekleri zamanla artan hiicrelerin segilmesi

seklinde meydana gelir (38).



Kanser hiicreleri normal hiicrelerin aksine yogunluga bagli engellenmeden etkilenmez
(39). Hiicre kiiltiirindeki normal hiicreler ortamda bulunan biiyiime faktorlerinin
miktarina bagli olarak belirli bir yogunluga erisinceye kadar ¢ogalirlar ve bu yogunluga
ulasildiginda hiicre dongiisiiniin Go evresinde dururlar (39). Ancak kanser hiicrelerinde
bu mekanizma ortadan kaybolmustur. Baz1 durumlarda kanser hiicreleri ¢ogalmak i¢in
gerekli olan biiylime faktorlerini kendileri de salgilayabilirler ve kendilerini stirekli
olarak ¢ogalmaya uyarirlar (40). Bu durum otokrin ¢ogalma uyarimi olarak

adlandirilmaktadir (40).

Kanser hiicrelerinde hiicreler arasi yiizeysel tutunum (adhesion) molekiillerinin gen
ifadesindeki azalma nedeniyle cogunun tutunma yetenegi normal hiicrelere kiyasla daha
distiktiir (41). Karsinom gelisiminde 6nemli bir yiizeysel tutunum molekiilii olan E-
kaderinin ortadan kalkmasi bliylik 6énem tasir. Yiizeysel tutunum molekiilerinin gen
ifadesinin azalmasiyla kanser hiicrelerinin diger hiicre ve dokularla etkilesimindeki
kisitlamalar ortadan kalkar ve kanser hiicrelerinin yayilma ve istila yetenegi artar (41).
Tutunma yeteneklerinin azalmasi nedeniyle kanser hiicrelerinin hiicre iskeleti ve
morfolojisi de degisir. Dolayisiyla kanser hiicreleri normal hiicrelere nazaran daha

yuvarlaktirlar (41).

Kiiltiir ortamindaki normal hiicreler bir bagka hiicre topluluguyla temas edinceye kadar
ilerler ve temas kuruldugu anda hareketlilikleri son bulur ve normal hiicreler birbirlerine
tutunarak diizenli sekilde siralanirlar (38). Fakat ayni sartlarda tiimor hiicrelerini
harekete devam ederler ve hiicrelerin {lstiine ¢ikarak diizensiz c¢ok katli kiimeler
olustururlar (38). Kisacasi, timor hiicreleri ¢ogalmayir engelleyen bu temasa

duyarsizdirlar.

Kanser hiicrelerinin istila ve yayilim yeteneklerini kazanmalarinda rol alan bir takim
ozellikleri daha vardir. Ilk olarak; kétii huylu tiimér hiicreleri proteazlar salgilayarak
hiicre dis1 matriksi parcalayabilir ve farkli dokularin arasina bu sekilde yerlesebilir (42).
Ornegin; kollajenazlar karsinomlarin bazal laminayr parcalayarak bag dokusuna
girmesini saglarlar (42). Bir diger Ozellik ise kanser hiicrelerinin anjiyogenezi

hizlandiran biiylime faktorleri salgilamalaridir (42). Hiicre sayisi bir milyonu astiginda



hiicrelerin besin ve oksijen ihtiyacini saglayabilmeleri adina kan damarlarina ihtiyaglari
vardir (42). Cevredeki endotel hiicreleri uyararak yeni kilcal damarlarin olugsmasini
saglayan tiimor hiicreleri besin ihtiyacini karsilamanin yani sira bu kilcallara kolaylikla

gegebildikleri i¢in kan dolasimi yoluyla yayilma imkani da bulurlar (42).

Kanser hiicreleri siirekli olarak bdliinme ve c¢ogalmaya odakli olduklarindan
farklilagsmazlar (43). Birgok hiicre tiiriinde apoptoz farklilasmanin ana unsurlarindandir
(43). Fakat kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptoz goriilmediginden normal hiicrelerden
uzun yasarlar (43). DNA hasar1 dahi gergeklesse kanser hiicreleri apoptoza girmez,
ayrica; kromozom uglarini kisalmaktan koruyan telomeraz sentezi ile sinirsiz boliinme

yetenegine sahip olurlar (43).

2.2 Mesane Kanseri

Ulkemizde mesane kanseri en sik goriilen iigiincii kanser tiiriidiir (Sekil 2.1) (3). Mesane
kanseri diinya genelinde 9. en yaygin kanser tiiriidiir ve en fazla 6liime sebebiyet veren
kanserler arasinda 13. siradadir (44). Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2008 yilinda
tahmin edilen mesane kanseri vakasi sayist 68810, oliimlerin sayist da 14100 olarak
belirlenmistir (2). Mesane kanserinin ekonomik agidan bakildiginda diger kanser tiirleri
arasinda en yiliksek maliyetli kanser oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni pek ¢ok
hastanin yasam periyodunun uzun olmasi ve taninin konulmasi ile baglayan takip

slirecinin yliksek harcamalari da beraberinde getirmesidir (45).
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Sekil 2.1. Saglik Bakanligi’nin verilerine gore Tiirkiye’de en sik goriilen kanser
tiirlerinin grafik gosterimi (3).

Mesane kanseri genel olarak orta yas ve iizeri kisilerde goriilmesine ragmen her yasta
rastlanabilecek bir kanserdir (9). Erkeklerde ortaya ¢ikma yasi ortalama olarak 69,
kadinlarda ise 71°dir ve erkeklerde kadinlara nazaran 3 kati daha yaygindir (9). Mesane
kanserlerinin % 98’1 epitelyal kotlii huylu olusumlar, kalan kismi ise transisyonel hiicre

karsinomudur (9). Diger nadir goriilen histolojik kanser tipleri skamoz hiicre karsinomu,

adenokarsinom ve epitelyal olmayan kanserlerdir (9).

2.2.1 Mesane epiteli

Urotelyum tiim urotelyal tiimorlerin koken aldigr ozellesmis bir epiteldir (46).
Urotelyum stratejik agidan idrar ve kan arasinda bir bariyer gorevi goriir, normal
urotelyum bir yandan gerisindeki dokular1 toksik iiriner maddelerden korurken, diger
yandan idrara ¢ikma dongiisii boyunca etkin ve geri doniisiimlii bir sekilde kendi yiizey

alanini iyilestiren bir role sahiptir (7).
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2.2.1.1 Mesane kanseri tipleri

Cogu mesane kanserleri transisyonel hiicre karsinomlaridir (4). Mesane kanserinin diger
tipleri ise skamoz hiicre karsinomu ve adenokarsinomdur (4). Skamoz hiicre karsinomu

ve adenokarsinom mesanenin i¢ kisminda kronik iritasyon ve yangi neticesinde gelisir

(4).

Mesaneden gelisen tiimorler kiiciik iyi huylu papillomlardan biiytik istilact kanserlere
kadar degisiklik gosterir (47). Bu timorler; nadir iyi huylu papillom, diisiik kotii huylu
potansiyelli papiller, iirotelyal neoplazi grubu ve iki dereceli tirotelyal karsinom (diisiik
ve yiiksek derece) olarak smiflandirilirlar (47). Olduk¢a nadir goriilen iyi huylu

papillomlar istilaci degildirler, bir kez ¢ikarildiktan sonra nadiren tekrarlarlar (47).

Urotelyal (transisyonel) hiicreli karsinomlarin degisik sekilleri vardir. Bunlar, papiller
veya diiz, istila yapmayan veya yapan Ve diisiik dereceli veya yiiksek dereceli olabilirler
(48). Diistik dereceli karsinomlar daima papilerdir ve nadiren istilacidirlar (48). Fakat
cerrahi olarak c¢ikarildiktan sonra tekrarlarlar (48). Bu yeniden biiylimenin bir yineleme
mi yoksa ikinci bir birincil gelisim mi oldugu bilinmemektedir (48). Papiller
biiylimelerde ileri derecede hiicresel atipi ve anaplazi goriilebilir ve buna lezyonun
biiytikliigiinde artis ve submukoza veya kas tabakalarina istila bulgulari eslik eder (48).
Yiiksek dereceli tiimorler papiller ya da diiz olabilir (48). Bu tiimérler diisiik dereceli
tiimorlere nazaran mukozal yiizeyin biiylik kisimlarin1 kaplar ve piirtiiklii nekrotik bir
ylizeye sahiptir (48). Bazen bu kanserler skamoz hiicre farklilasma odaklar1 gosterirler
(48). Mesane kanserlerinin sadece %51 gergek skamoz hiicreli karsinomlardir (48). II.
ve Ill. dereceli karsinomlar ¢evre yapilara niifuz ederler (48). Bolgesel lenf nodiillerine

yayilirlar ve bazen genis ¢apli yayilma gosterirler (48).

Belirgin karsinomlara ek olarak siklikla dnceden papiller veya es zamanli papiller veya
istilact tiimorleri olan hastalarda in situ evrede mesane karsinomu goriilebilir (47).
Genis atipik hiperplazi ve displazi alanlar1 siklikla mevcuttur (47). Artik bu epitelyum
degisikliklerinin ve in situ lezyonlarin olas1 karsinojenlerin tiriner epitel lizerine yaygin

etkisi ile olustugu ve bunlarin baz1 hastalarda istilaci karsinomlarin dnciileri olabilecegi
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distintilmektedir (47). Ancak epitelyal lezyonlarin yaygin olarak bulunmasina hatta

¢oklu olmasina ragmen mesane tiimorleri monoklonal kaynaklidir (47).

2.3 Tiimoér Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

2.3.1 Onkogenler

Kanser genellikle birden fazla sayidaki g¢esitli genlerin yapisinda, gen ifadesinde ve
dolayistyla islevinde meydana gelen degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan genetik bir
hastaliktir (49). Hiicrenin c¢ogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimini diizenleyen
onemli genlerde meydana gelen degisikliklerden koken alir (38). Tiumor virisleri ile
yapilan arastirmalar bazi genlerin hiicreleri transforme ettiini gostererek kanserin
molekiiler temellerini anlamaya yonelik ilk bulgular ortaya ¢ikarmislardir (50,51). insan
kanserleri %80 oraninda radyasyon ve kimyasal kaynakli olarak ortaya ¢ikiyor (38) olsa

da bu caligsmalar hiicresel kaynakli onkogenlerin varligina isaret etmistir.

Onkogenler retroviral onkogenler ve protoonkogenler olarak iki tiptir (38). Insan
tiimorlerinde goriilen onkogenlerin bir boliimii retroviruslarda tanimlanmis olan
onkogenlerin homologu iken, bir bolimi ise ilk kez insanlarda tanimlanan

onkogenlerdir (38).

Onkogen proteinlerinin biiyiik cogunlugu biiylime faktorlerinin uyarilarina bagl olarak
hiicre ¢cogalma ve sag kaliminda rol alan sinyal ileti yolaklarinda goérev yaparlar (52).
Polipeptid biiyiime faktorleri, transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri ve

hiicre i¢i sinyal yolagi iiyeleri bunlardan bazilaridir (52).

2.3.2 Tiimoér baskilayici genler

Hiicresel onkogenlerin etkinlik kazanmasi kanser gelisimi ile alakali iki temel olaydan
biridir. Digeri ise tiimor baskilayici genlerin etkinligini yitirmesidir. Tiimor baskilayici

genler normal sartlarda hiicre ¢ogalmasini ve tiimor gelisimini engellerler (8). Birgok
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tiimorde, bu genlerin zarar gorerek etkinligini yitirmesi sonucu hiicre ¢ogalmasini
negatif yonde diizenleyen etki yok olur ve tiimdr hiicreleri anormal derecede ¢ogalma
kabiliyeti kazanir (38).

Sitogenetik analizler, pek ¢ok insan tiimoriiniin ortaya ¢ikmasinda genetik materyalin
belirli bir kromozomal bolgede kayboldugunu ortaya ¢ikarmustir (38). Bu kayiplar

timor tipine 6zgilindiir ve kanser tipleri arasinda degisiklik gosterir (38).

Tiimdr baskilayict genlerin etkinligi ilkin somatik hiicre hibridizasyon deneyleri ile
gosterilmistir (53). Normal ve tiimor hiicrelerinin birlestirilmesiyle iki hiicrenin de
kromozomlarini igceren hibrid hiicreler olusur ve bu hiicreler tiimor gelistirme 6zelligine
sahip degildirler (53). Normal hiicrelerden gelen timor baskilayici genlerin kanser

olusumunu engelledigi diistiniilmiistiir (53).

Timor baskilayici genlerin molekiiler diizeyde anlagilmasi retinoblastomun incelenmesi
ile olmustur (54). Retinoblastomaya yatkinlik, baskin bir karakter olarak tasindigi halde,
yatkinlik geninin varligi normal retina hiicresinin timor hiicresine doniismesini
saglamaz (54). Bu gozlemler timor gelisimini tetikleyen farkli olaylarin da gerektigini
ortaya koymaktadir. Alfred Knudson (11) 1971 yilinda retinoblastom gelismesi i¢in iki
mutasyonun gerektigi hipotezini ortaya koymustur. Giiniimiizde normal diploid bir
hiicrede tiimor gelisebilmesi i¢cin homolog kromozomlar iizerinde yer alan Rb
(retinoblastoma) tiimor baskilayici geninin iki saglam kopyasinin da ortadan kalkmasi
gerektigi bilinmektedir. Knudson bu durumu “iki vurus” hipotezi olarak agiklamigtir
(11). Birinci vurus ilgili gen bdlgesinde meydana gelen eksilme mutasyonu (delesyon)
ile ilk saglam kopyanin kaybini, ikinci vurus ise diger saglam kopyada meydana gelen
mutasyon sonucu ikinci saglam kopyanin kaybimi veya ilgili bagka bir gen veya

onkogende meydana gelen mutasyonu isaret etmektedir. (11).

Rb geninin tiimd&r baskilayict gen olarak tanimlanmasi birgok farkli kanser tiirii ile ilgili
timor baskilayict genlerin izahinda 6rnek teskil etmistir (38). Bunlardan bazilar1 ender

kanser tiirlerinde Rb genininkine benzer rol oynarken, diger tiimor baskilayici genler de
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eriskinlerde sik goriilen ve kalitsal olmayan kanser tiirlerinde mutasyonu veya

delesyonu tespit edilen genlerdir (Tablo 2.1) (38).

Tablo 2.1. Tiimor baskilayici genler ve ilgili olduklart kanser tiirleri (38).

Gen Kanser Tiirii

APC Kolon/rektum karsinomu

BRCA Meme ve over karsinomlari

1

BRCA  Meme karsinomu

2

INK4 Melanom, akciger karsinomu, beyin tiimorii, [6semi, lenfoma

NF1 Norofibrosarkom

NF2 Meningiom

P53 Beyin tiimorleri, meme, kolon/rektum, Ozofagus, karaciger ve akciger
karsinomlari, sarkomlar, 16semi ve lenfomalar

PTC Bazal hiicreli karsinom

PTEN Beyin tiimorleri, melanom, prostat, endometrium, bdbrek ve akciger
karsinomlari

Rb Retinoblastom, sarkomlar, mesane, meme ve akciger karsinomlari

Smad2 Kolon/rektum karsinomu

Smad4  Kolon/rektum karsinomu, pankreas karsinomu

TBRII  Kolon/rektum karsinomu, mide karsinomu

VHL Renal hiicreli karsinom

WT1 Wilms tiimorii

Tiimor baskilayict genler iki simifa ayrilir: Tip 1; genellikle genomun bakimindan

sorumlu genlerdir ki bunlar genomu mutasyonlardan koruyan XPB ve MSH2 gibi DNA

tamir genleridir, tip 2 tiimor baskilayici genler ise hiicre gelisiminin kontrolii iizerinden

kanser olusumunu engellemeye calisan p53 ve p16 gibi cesitli genlerdir (55).

15



Normal bir hiicrede onkogenler ve tiimor baskilayici genler arasinda bir denge

mevcuttur. Bu dengenin bozulmasi kanseri kaginilmaz kilar (Sekil 2.2).

Onkogen TBG

Normal hiicre

Dengenin bozulmasi

Kanser hiicresi

Sekil 2.2. Onkogenler ve tiimdr baskilayici genler normal hiicrelerde denge halindeyken
tiimor hiicrelerinde bu denge hali ortadan kalkmaktadir.

2.4 Heterozigotlugun kaybi

Kanser hiicresine donilismiis bir hiicrede etkinligini yitirmis bir genin tanimlanmasi
etkinligi artmis bir genin bulunmasindan farkli bir yaklasim gerektirir. Orada olmayan
bir geni tanimlamak i¢in hiicre transformasyon yontemi kullanilamaz. Bu nedenle tiimor

baskilayic1 genlerin aranmasi i¢in izlenen yol onkogen bulunmasi amaciyla izlenen

yoldan oldukga farklidir (56).

Ik tiimor baskilayici genin kesfi ¢ok nadir bir insan kanseri olan retinoblastom
caligmalarindan gelmistir (56). Kalitsal bir hastaliga ait herhangi bir iz yokken, timor
baskilayic1 genleri, yalnizca tiimér hiicrelerinde degil tiim hiicrelerde bulunuyor
olmasmin avantaj1 ile belirleme yoluna gidilir. Bu aynm1 hastaya ait timor hiicreleri ile
normal hiicrelerin karsilagtirilmasint  gerektirir. Ciinkii burada, timor hiicresinin
normalden farklilasarak tlimorlesmesine yol acan degisikligi ortaya koymak

amagclanmaktadir. Bu degisim normal hiicrelerde dogal olarak gozlenmeyecektir. Gen
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kayb1 genellikle kromozomun bir pargasmin eksilmesi (delesyon) ile meydana gelir

(38). Bir kromozom iizerindeki biiyiik kayip ¢ok daha kolay tespit edilmesini saglar.

Delesyon belirleme yaklagiminin temelinde anne ve babaya ait kromozom takimlarinin
ayirt edilebilecek kadar farkli olmasini saglayan dogal insan genetik ¢esitliligi yatar
(38). Insan DNA’s1 ortalama olarak 1000 niikleotitte 1 farkli, yani heterozigottur (38).
Dolayisiyla bir kromozomun biiyilik bir par¢asinin kayboldugu yerde heterozigotlugun

kaybi s6z konusudur. Bu durumda her degisken DNA dizisinin sadece bir tiirevi kalir.

Heterozigotlugun insan genomunda bulunan 1 milyonun istiindeki genel heterozigotluk
bolgeleri insan genom projesi dahilinde haritalanmistir (38). Bu noktalar her biri
cokyapili (polimorfik) oldugu bilinen, insan toplumunda genelde iki ya da daha fazla
degisik tiirevi bulunan 6zgiin DNA dizileri olarak nitelendirilmektedir (38). Timor
DNA'’sinda, bu ¢okyapili dizin tiirevlerinden hangisinin bulundugu kontrol edilebilir.
Karsilastirma amaciyla ayni hastanin saglam dokusundan alinan DNA Orneginde de
ayn1 yol izlenir. Birgok c¢okyapili bolge iceren genomun belirli bir kisminda
heterozigotlugun kaybi ya da normal DNA 6rneginde goriilen genetik belirte¢ dizinin

kayb1, kromozomal bir bolgenin delesyona ugradigini gosterir.

2.5 ING Ailesi

ING ailesi ING1-5 olmak iizere bes liyeden olusan bir ailedir (57). ING2, 3, 4 ve ING5
genleri ailenin sonradan tanmimlanmig iyeleridir (58-60). Tim ING genleri farkli

kromozomlar tizerinde yer almaktadirlar (Sekil 2.3) (57).
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Sekil 2.3. ING ailesine mensup genlerin kromozomal yerlesimleri (57).

ING genlerinin ana biyolojik siireglerdeki 6nemi; insan, fare, sigan, kurbaga ve maya
gibi organizmalarda rapor edilmistir (61). ING2 geni kromozom 4’te 4g35.1 bdlgesinde
yerlesiktir ve tek alttip (variant) kodlar, ING3 geni kromozom 7°de 7931 bélgesinde yer
alir ve iki farkli kaynasim sonucu (splicing) sonucu olusan 2 alttip kodlamaktadir (57).
ING4 geni kromozom 12’nin 12g13.3 bolgesinde yer almakta ve ¢ok sayida farkli
kaynasim neticesinde 8 ayr1 ING4 alttipi kodlamaktadir (57). ING5 geni ise kromozom
2’nin 20937.3 bolgesinde yerlesik olup tek varyant kodlamaktadir (Sekil 2.3) (57).

2.5.1 INGI geninin kesfi

Tiimor baskilayici genlerin ifadesi normal hiicrelerde diisiikken kanser hiicrelerinde hig
gozlenmeyebilir (57). Timor baskilayict genlerin gen ifadeleri ¢ogunlukla hiicrede
strese verilen cevap igin gerekmektedir (57). Yeni bir tiimor baskilayict gen tanimlamak
i¢in Karl Riabowol’un ¢alisma gurubu bir strateji tasarladi (18). Bu strateji, kayboldugu
takdirde hiicre gelisimine ve tiimor olusumuna sebep olan genlerin tanimlanmasini
amagliyordu (18). Bu amaca uygun olarak genetik baskilayici elementler (genetic
suppressor elements, GSE) tasarlandi. (18). Bu genetik baskilayici elementler normal ve
kanser epitel hiicrelerinden elde edilen ve antisens olarak klonlanmis cDNA’lar
kullanilarak olusturuldu (18). Bu tiimdr baskilayici elementler preneoplastik memeli
epitel hiicresine yerlestirildi ve hiicreler fareye enjekte edildi (18). Tiimor olusurken
alind1 ve kismi cDNA’lar ve onlara karsilik gelen agik okuma cergeveleri tespit edildi

(18). Bu yontemi kullanarak arastirmacilar ING1 (INhibitor of Growth 1) adim
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verdikleri yeni bir “aday” tiimor baskilayici gen tamimladilar (18). Dolayisiyla bu gen

tip II tiimor baskilayici gen olarak ortaya ¢ikmustir.

ING1 geni kromozom 13g33-34 bolgesinde yer alir ve farkli 6zendirici bolgelerin
etkinligi, farkli ekzonlarin katimi ve gesitli intron ayiklanmalarinin (splicing) sonucunda
4 izoform kodlamaktadir (57). ING1’in tiimor baskilayict gen oldugu ¢ok sayida kanser
tipinde gen ifadesinin kayb1 ve ING1 geni ¢ikarilmis farelerin kansere yatkin oluglart ile
kanitlanmistir (62). ING1 genindeki bir bozulma lemfomalarin yiiksek siklikla ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (62). p33INGIlb’nin bozulmasi ise folikiiler B-hiicre
lemfomasina yiiksek siklikla sebep olmaktadir (63).

2.5.2 ING proteinlerinin islevleri

ING proteinlerinin C uglar yiikksek homoloji gosteren ortak islevsel ya da baglanma
bolgelerine (domain) sahiptirler (57). Her ING proteininin N-u¢ kismi ise kendine
ozgidir (57). (Sekil 2.4). C-ug bolgesi en az 1 ¢ekirdek yerlesim dizisi (nuclear
localization sequence; NLS) ve bitki homeo domain (plant homeo domain; PHD)
parmak yapist igerir (Sekil 2.4) (57) PHD parmak, kromatinlerin yeniden
yapilanmasinda goérev alan proteinlerde bulunmaktadir (64,65). Filogeni ¢alismalari
ING1 ve ING2 proteinlerinin birbirleriyle; ING4 ve ING5 proteinlerinin de kendi
aralarinda yliksek homolojiye sahip olduklarimi ve dolayisiyla yakin iligkili islevlere
sahip olduklarmi ortaya koymustur (61). Cesitli ¢alismalarla, ING proteinlerinin,
gelisimin diizenlenmesi, hiicre yaslanmasi, apoptoz, DNA tamiri ve hiicre gocli gibi
onemli hiicresel siireglerde ciddi roller oynadigi goriilmistiir (66,67). p33ING1b’nin,
timor baskilayici protein p53 ile fiziki olarak etkilesime girdigi ve p53’iin
transkripsiyonel etkinligi icin gerekli oldugu, dolayisiyla, saglam bir p33ING1b’nin
p53’in hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenlemesindeki etkinligi i¢cin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir (20). Bunun yani sira tim ING proteinlerinin p5S3 uyari-ileti yolaginin
bir pargasi olarak hiicre dongiisiiniin duraganlastirilmasini sagladigi, programli hiicre
oliimii ve hiicre yaslanmasini tetikledigi diisiiniilmektedir (20,58-60,68). Fakat ING1
geni cikarilmis (knockout) fare ve hiicrelerle yapilan deneyler fizyolojik sartlarda ING1
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proteinlerinin islevlerinin p53 uyari-ileti yolagindan biiyilk oranda bagimsiz

olabilecegini gostermistir (62,63).

[NES! [ PHD [PBR p33ING1b (INGv1)

[NLS] [ PAD | p24ING1c (INGv2/v5)
[ [NCR] [NES! [ PHD FBR p27ING1d (INGv3)
T Ncr] NES] [ pHD  PBR P47ING1a (INGud)
[ZL | INIS] P33ING2 (ING2)
CLzL | [NCR] INLS! [ PHD | PATING3 (ING1)
[[LzL | [NCRIN p11ING3 (ING3v3)

MESI  [NPEDIN NS P20ING4 (NGii2
BES] p28INGA (NGA3/)

[1INCR] [NES] [PHDY NES] p25'NG4 (INGIAEX2)

LZL |INCR] INES) p20ING4 (ING4AEx6a)
[NLS' p19ING4 (INC4AE6D)
LZL p6ING4 (ING4AEx3)

[NLS! INPHDIN INESI r28INGS (INGS)

Sekil 2.4. ING proteinlerine ait domainleri gosteren sema. Homoloji gosteren bolgeler
acikca goriilmektedir (57).

Mayalarda yapilan ¢aligmalarin sonucunda ING proteinlerinin histon asetilaz (HAT) ve
histon deasetilaz (HDAC) olusumlarinin bilesenleri oldugu gosterilmistir (69,70).
Aslinda her bir ING proteini farkli HAT ve HDAC komplekslerine; ING1 ve ING2
mSin3a HDAC 1/2 kompleksine, ING3 Tip60/NuA4 kompleksine, ING4 HBO1
kompleksine ve ING5 ise HBO1 ve MOZ/MORF komplekslerine dahil olmaktadir (71).
ING2 {izerine yapilan calismalar sonucu C-ucu bolgesinin 6nemli 2 islevi ortaya
konmustur. Birincisi, PISP’1n (fosfoinositid 5 fosfat) baglandigi PHD parmak bolgesine
komsu coklu baz iceren (CIB) bolgedir. PISP hiicre uyari iletiminde ikincil mesajci
islevini goren genotoksik strese cevaben p53’e bagli apoptoz agisindan onemli bir
molekiildiir. Boylece ING2 fosfoinositidlerin niikleer alicist olarak tanimlanmistir

(72,73). Ikincisi, PHD parmak bolgesinin genotoksik strese cevaben hiicre dongiisii
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ilerlemesinde yer alan siklin D1 ve c-myc gibi genlerin promotor bdlgelerine
mSin3a/HDAC baskilayici koplekslerini hedefleyen 4. lizinden trimetilasyona ugramis
histon 3’e yiiksek derecede baglanma egilimi mevcuttur (74,75). Sonug olarak, ING2
hiicre uyar1 iletimi, kromatin yeniden diizenlenmesi ve gen ifadesi islevlerinin
kesisiminde yer alabilir. ING4 islevine yonelik caligmalara gore, bu gen ING
proteinlerinin ortak islevlerine ek olarak tiimor olusumunda tamamen farkli bir rol
istlenebilir (57). Aslinda, ING4 tiimorlerde damar olusumunun engellenmesinde rol
almanin yaninda hiicrenin yayilimi ve gégiiniin de 6nlenmesinde rol alabilir (76). Bu
proteininin kaybi temas yoluyla engellenmenin (contact inhibition), NF-kB
transkripsiyonal islevinin engellenmesinin ve gelismis hiicre gociliniin de kaybina
sebebiyet vermektedir (76-79). ING4’iin kaybi1 koti huylu dokunun ilerlemesinde,

ozellikle de glioblastomada 6nemli bir asama olabilir (77).

2.5.3 ING1 geninin alt tipleri

Bu zamana kadar, INGl ve ING4 genlerinin farkli transkript ve proteinleri
tanimlanmistir (57). Bu alt tipler farkli islevlere sahiptirler (57). Farkli alttiplerin
degisik islevleri bulunmakta oldugu ve bu alt tiplerin ifadelerinin birbiri ile arasindaki
dengenin, bazi alt tiplerin sahip olabilecekleri dominant negatif etki dolayisi ile tiimor
olusumunda etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (57). Islevsel hiicre c¢alismalar:
neticesinde ING1 alt tiplerinin farkli HAT ve HDAC komplekslerinde dahil olduklari
gosterilmistir (62,63,80,81). Tek hiicre seviyesinde hem in vitro hem de in vivo olarak
p33INGlb’nin asir1 ifade edilmesinin H3 ve H4 histonlarimin hiperasetilasyonunu
etkilemektedir, fakat p47ING1la bu etkiye sahip degildir (80). p47ING1la in vitro ve in
vivo olarak histon asetilasyonunu engellemekte ve histon deasetilaz HDACI1’e
baglanmaktadir (80). Farelerde biitiin ING1 lokusu susturuldugunda timor olusum sekli
sadece tek bir alt tipin, INGv1.3’iin susturuldugundan daha farkli olarak gozlenmistir

(63). Buna gore farkli alt tipler timor olusumunda farkli roller iistlenmektedir.

21



2.5.4 ING ve DNA tamiri

Her gegen giin artan veriler ING proteinlerinin DNA tamirinde rol aldiklarini
gostermektedir. UV etkili DNA hasarina cevaben ING proteinleri (6rn. ING1) a)
kromatin gevsemesini tetikleyebilir b) histon asetillenmesi dinamiklerini degistirebilir
¢) XPA gibi DNA tamir proteinlerinin erisimlerini kolaylastirabilir (82-85). Ek olarak,
bazi verilere gore p33ING1b ¢ogalan hiicre niikleer antijeni (proliferating cell nuclear
antigen - PCNA) ve p300’in fiziksel iligkisinin derecesini etkilemektedir, bu iligki
DNA tamiri ile kromatin yeniden diizenlenmesini birbirine baglamaktadir (80,86).
Boylece Tip-1l Tiimor baskilayici gen olarak tanimlanan ING proteinleri ayni zamanda

Tip-1 tiimor baskilayict gen olarak da etki edebilirler.

Bu islevsel calismalarin sonuglarina goére apoptoz ve yaslanma gibi tiimor baskilayict
yolaklar igerisinde yer alan ING proteinleri ayn1 zamanda genom biitiinliigliniin
korunmasinda kiritik 6neme sahip DNA tamirinde de rol almaktadirlar (80,82-86).

Boylece, ING proteinleri timor olusumunda kritik bir rol iistleniyor olabilirler.

2.5.5 ING1 geni

ING1 geni 1996 yilinda Garkavtsev ve ark. tarafindan klonlanmis (18) ve aday bir
timor baskilayici gen olarak ortaya ¢ikmistir. Bunun baslica sebepleri, bas ve boyun
kanserleri dahil olmak tizere pek ¢ok tiimor tiiriinde siklikla eksilme tipt mutasyonlar
gozlenen 13q bolgesinde yer aliyor olusu (87,88), néroblastom hiicre hattinda genetik
degisiklige ugradiginin tespiti ve cesitli meme kanseri hiicre hatlarinda azalan protein
sentezinin goézlenmesi (18), in vitro sartlarda p53 proteini ile etkilesmesi ve p33ING1
ile p53 proteinlerinin biyolojik etkilerinin birbirleriyle iligkili olmasi (20) seklinde
siralanabilir. Insan ING1 geni 13. kromozomun uzun kolunda subtelomerik bolgede
(13934) yerlesiktir (89). Cesitli kanser ¢alismalarinda 13q bolgesinde yiiksek oranlarda
heterozigotluk kaybi gozlenmistir. Bunlar arasinda 6zofagus kanseri (90), akciger
kanseri (91), mesane kanseri (92), over kanseri (93), bobrek kanseri (94), meme kanseri

(95) ve bas ve boyun kanserleri (96) sayilabilir.
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ING1 geni 1a, 1b ve 2 olmak iizere 3 ekzondan olusmaktadir (17, 97). Ayrica
p33ING1b, p47INGla, p24INGlc ve p27ING1ld olmak fiizere ii¢ farkli 6zendirici
bolgeden sentezlenen 4 MRNA ¢esidi mevcuttur (17, 97).

p47ING] transkripti ekzon 1b ve 2 numarali ekzonlardan, p32ING1 transkripti 1la ve 2
numarali ekzonlardan olusmaktadir (17). p24ING1 ise p47ING1’in 2. ekzonundaki ilk
ATG kodonundan kopmus halidir (17). Dordiincti ING1 varyanti p27ING1 ise ekzon
1b’deki kodlanan dizinin bir kismi1 ve 2 numarali ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.5)

(17).

Ekzon la Ekzon 1b Ekzon 2
Cm—{ . Bl 2 | Gt
— ) p32"”
— — P47
— o p24™®’
- ) p27""

Sekil 2.5. INGI1 geni ekzonlar1 ve mRNA ¢esitlerinin sematik gdsterimi. Siyah kutular
kodlanan bolgeleri gostermektedir (17).

ING1 proteininin p33ING1 izoformu 33,350 Da’dur (18), p47ING1 izoformu 422 aa
uzunlugunda ve 46,751 Da, p32INGI izoformu 279 aa uzunlugunda ve 31,843 Da ve
p27INGI1 izoformu ise 235 aa uzunlugunda ve 27,000 Da’dur (12,19,98). ING1
proteininin 4 izoformu da korunmus olan PHD parmak desenine sahip ayni C uglara
sahiptirler ki bunlar transkripsiyonel diizenlemede onemlidirler (99). ING1 proteini

iriinleri esas olarak c¢ekirdekte yer almaktadirlar.

2.5.6 INGI1 ve p53

Yapilan ¢aligmalarla ING1 ve p53 proteinleri arasinda fiziksel ve islevsel bir iliskinin

oldugu gosterildikten sonra cesitli aragtirmacilar insan tiimoérlerinde ING1 ve p53
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arasindaki iligkiyi arastirmaya basladilar. Bazi1 tiimor tiplerinde gergekten ING1 ve p53
arasinda bir baglanti oldugu ortaya konuldu. Gastrik kanserlerde, tiimorlerin biiyiik
cogunlugunda p33ING1b gen ifadesinin 6nemli derecede diistiigii ve tiimorlerin
%80’inde p33ING1b gen ifadesinin olmadigi ve yabanil tip p53 geninin bulundugu
goriilmiistiir (100). Kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomunda (non small cell lung
carcinoma, NSCLC) yapilan bir ¢alismada, NSCLC’nin %42’sinde p33ING1b gen
ifadesi azalmis goriiliirken, %47’sinde p53 geninde mutasyon oldugu ve %17’sinde hem
azalmis p33ING1b gen ifadesi hem de p53 mutasyonu gozlenmistir (101). Ayrica;
NSCLC tiimorlerinin %72’sinde azalmis p33ING1b gen ifadesi veya p53 mutasyonu
goriilmiis ve ING1 gen ifadesindeki azalmanin p53 efektor genleri p21 ve bax
genlerinin ifadelerinin azalmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir (101). Bu sonuglar
gostermektedir ki; azalmis p33ING1lb gen ifadesi yabaml tip p53 geni tasiyan
timdrlerin karsinogenezinde Onemli bir role sahiptir. Meme kanserinde yapilan bir
calismada en ideal diizeydeki p53 islevinin p33INGIb’ye bagli oldugu goriilmiistiir
(102). Istilact gogiis karsinomlarnda goriildiigii gibi p33ING1b gen ifadesindeki
azalmanin p53 islevine katkida bulundugu (102) yabanil tip p53 igeren tiimorlerde de
ING1 ifadesinin ciddi derecede diistiigii gozlenmistir (103). Bu ¢alismalara gore
INGI’in ve p53°in tiimor baskilayici islevleri her iki gene de bagli goriinmektedir.
Diger taraftan 6zofagogastrik birlesme noktasindaki adenokarsinomlarda p53 ve ING1
degisimleri arasinda bir iligski goriilmemistir (104). Anlasildig1 tizere; bazi tiimorlerde
INGI1 ve p53’iin durumu agisindan bir baglant1 goriilebilirken, tiimor tipine bagli olarak
goriilmedigi durumlar da olabilmektedir. Bu iki timdr baskilayici gen arasindaki
iliskinin netlestirilebilmesi igin yeterli sayida timor Orneginin oldugu calismalara

ithtiyag vardir.
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Gruplarin Olusturulmasi ve Doku Orneklerinin Temini

Bu ¢alismada; klinik olarak mesane kanseri tanis1 konmus, yas ortalamasi 65,7 (+20)
olan 30 hasta bireyden alinan normal ve tiimorlii taze doku 6rnekleri kullanildi. Hastalar

23 erkek ve 7 kadin bireyden olugmaktadir.

Hastalara mesane tiimorii tanisi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilan incelemeler sonucu

konmus, tiimorlerin derece ve asamalari tespit edilmistir.

Calismanin gerceklestirilebilmesi igin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik
Kurulu’ndan gerekli izin alinmigtir. Etik Kurul Karar No: 02-2009 /63.

Cerrahi miidahale esnasinda alinan taze doku ornekleri bekletilmeden tasinabilir sivi
azot tankina nakledildi ve DNA ve mRNA eldesine kadar gegen siire igerisinde -80 °C

derin dondurucuda saklandi.

3.2 Kullanilan ¢ozeltiler

10X TBE (108 g tris, 55 g borik asit, 8,3g EDTA), glimiis nitrat ¢ozeltisi ( 2 g giimiis
nitrat, 2,5 ml %37’1lik formaldehit, 2 litre saf su), sodyum karbonat ¢ozeltisi (60 g
sodyum karbonat, 420 pl 10 mg/ml sodyum tiyosiilfat, 2 litre saf su), jel baglama
¢ozeltisi (3 pl gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 ul asetik asit, 1000 pl
%96’k etil alkol), jel yiikleme tamponu (0,025 g bromfenol mavisi, 0,025 g ksilen

siyanol, 10 ml saf su)
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3.3 DNA eldesi

Derin dondurucuda (-80 °C’de) saklanan taze doku oOrneklerinden Roche Applied
Science High Pure PCR Template Preparation Kit (Kat. No. 11 796 828 001)
kullanilarak DNA eldesi asagidaki sekilde saglandi.

Homojenizatdr ile pargalanmis 25-50 mg kadar doku 6rnegi otoklavlanmig 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uzerine 200 pl doku pargalama tamponu (Tissue Lysis
Buffer) ve 40 pul Proteinaz K eklendi. Vorteks yardimiyla karistirilarak 1 saat 55°C’de

doku tiimiiyle pargalanana kadar inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan alinan &rneklere 200 ul baglama cozeltisi (Binding Buffer) eklendi ve
10 dakika 70°C’de inkiibe edildi. Uzerlerine 100 pl isopropanol ilave edildi ve iyice
karigtirildi.

Bu asamadan sonra filtreli tiipler toplama tiiplerine yerlestirildi ve sivi haldeki doku
ornegi filtreli tiipe aktarildi. Takiben 1 dakika 8000 g devirde santrifiij edildi. Toplama
tipl degistirilerek (her santrifiij sonras1 degistirlmektedir) filtreli tiipe 500 pl inhibitor
uzaklastiran tampon (Inhibitor Removal Buffer) konuldu ve 1 dakika 8000 g devirde
santrifiij edildi. Uzerlerine 500 ul yikama tamponu (Wash Buffer) eklenip 1dakika 8000
g devirde santrifiij edildi. Bu islem iki kez yapildi. Yikama tamponunun tamamen

uzaklagmasini saglamak i¢in tiipler 10 saniye en yiiksek hizda santrifiij edildi.

Filtreli tiipler bu kez 1,5 ml’lik temiz tiiplere konuldu ve DNA’y1 filtreden gegirmek
icin 200 pl dnceden 70 °C’ye 1sitilmis ¢oziicli tampon (Elution Buffer) filtreli tiiplere
eklendi ve 1 dakika 8000 g devirde santrifiij edildi. Bu islemin sonunda 1,5 ml’lik
tiiplerde DNA bulunmaktadir.

Elde edilen DNA’lar saklanmak iizere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.
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3.4 13033-34 Bolgesinin Mikrokayip Analizi

Bu calismada DNA ve mRNA analizleri i¢in kullanilan PCR (Polymerase Chain
Reaction) teknigi, ilgili gen bolgesinin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasina dayanan,
pratikligi ve giivenilirligi ile giiniimiizde molekiiler biyolojik calismalarda siklikla

kullanilan tekniklerden biridir (105).

DS belirleyiciler ile kromozom 13q33-34 bolgesinin ¢ogaltilmasi islemi Eppendorf
Mastercycler gradient PCR cihazi ile yapildi. PCR tepkimesi i¢in gerekli karisimlarin

tiimi otoklavlanmis malzemeler kullanilarak steril kabinde hazirlandi.

3.4.1 Kullanilan DS belirleyiciler

Bu tezde kullanilan DS belirleyiciler D13S285, D13S1315, D13S796, D13S278,
D13S158 ve D13S779’dur. Bu DS belirleyicilere ait dizinler ve PCR {irlin biiytikliikleri
Tablo 3.1°de gorildigi gibidir.

Tablo 3.1. Heterozigotluk kaybi analizlerinde kullanilan DS belirleyiciler, dizinleri ve
tiriin buytikliikleri.

Isim Dizin (5°-3°) Uriin biiyiikliigii (bg)

5135285 ATATATGCACATCCATCCATG 92.106
GGCCAAAGATAGATAGCAAGGTA

1351315 TACACGATAAGTAAGCCAAGCA 162180
AACTCAACAGTCACAAGAGCAAT

5135706 CATGGATGCAGAATTCACAG 159168
TCATCTCCCTGTTTGGTAGC )
GGGGTAGTTTGTTACCCTACA

D135278 CAGGTGATCTACCTAACTCAGC 244
GTACCCACGGAGTGAAAGAA

D135158 GCTTTGACAATTTAGCAGCA 99-113
AGAGTGAGATTCTGTCTCAATTAA

D135779 GGCCCTGTGTAGAAGCTGTA 180-198
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3.4.2 PCR karisiminin hazirlanmasi ve PCR sartlarinin DS belirleyicilere gore

uyumlandirilmasi

PCR tepkimesinde kullanilan DS belirleyicilerin en verimli calisabilecekleri erime
sicakliklarinin tespit edilmesi ve tepkime kosullarinin iyilestirilmesi amaci ile 30 cift
DNA igerisinden 1 6rnek DNA se¢ildi ve 6 ¢ift primer takimi igin iyilestirme ve
gradient PCR yapild (Sekil 3.1). Iyilestirme yapilan 6rnekler igin toplam karisim hacmi
10 pl olarak ayarlandi (Tablo 3.2). Bu islem neticesinde elde edilen erime sicakliklar

Tablo 3.3’de verilmistir.

D138138 D1381315 DI3§779

Sekil 3.1. D13S158, D13S1315 ve D13S779 isimli DS belirleyiciler igin yapilan
gradient PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii.

Tablo 3.2. DS belirleyiciler kullanilarak yapilan PCR’1n karigim oranlart.

Eklenen Kimyasal Madde Miktar (ul)
Kalip DNA 0,5
Steril deiyonize su 4,135
10X Amonyum siilfatli PCR tamponu 0,5

25 mM MgCl, 0,3

2 mM dNTP karigimi 0,4
100 mM F primeri 0,07
100 mM R primeri 0,07

5 U/uL Taq DNA polimeraz 0,025
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Tablo 3.3. Gradient PCR neticesinde belirlenen en uygun baglanma sicakliklari.

DS belirleyici Erime sicakligi °C
D13S285 58
D13S1315 58
D13S796 57.6
D13S278 58
D13S158 57
D13S779 56

Biitiin primer c¢iftlerinin tepkime kosullarinin iyilestirilmesi bittikten sonra kalan diger

ornekler i¢in toplam karisim hacmi, bastaki oran korunarak 10 pl olarak hazirlandi.

Tepkime kosullarina ait degiskenler primerlere ait erime sicakliklart haricinde tiim
tepkimelerde ayni tutulmustur (Tablo 3.4). Elde edilen iiriinler DPGE (denaturated
polyacrilamide gel electrophoresis) yontemi ile heterozigotlugun kaybi yoniinden

arastirildi.

Tablo 3.4 PCR tepkime kosullart.

Basamak Sicaklik Siire
[k denatiirasyon 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma Tablo 3.3’ deki degerler 30 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye
35 tekrar
Son uzama 72 °C 2 dakika

3.5 Elektroforez

Elektroforez, yiiklii molekiillerin dogrusal elektrik akimi yardimi ile birbirinden

ayrilmasi i¢in kullanilan bir fiziksel ayirim yontemidir (105). Elektroforetik
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tekniklerden, bu ¢alismada agaroz jel elektroforezi, DPGE ve SSCP (single strand

conformation polymorhism) yontemi kullanilmistir.

3.5.1 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi PCR tepkimelerinin verimli ¢alisip ¢alismadiginin kontroliinde
ve “3.7.3. ING1 Geni Ifade Analizi” baslig1 altinda belirtildigi gibi mRNA ifadesinin
analizinde kullanildi. Ornekler, yiizde 2 oraninda hazirlanmis olan agaroz jelde 100
voltta 30 dakika kadar 100 b¢ DNA belirleyici (100-1500 bg araliginda) esliginde

yiriitiildii ve etidyum bromiir ile boyanarak UV (ultra violet) 11k altinda goriintiilendi.

3.5.2 Denature poliakrilamid jel elektroforezi (DPGE)

Denature poliakrilamid jel elektroforezi (DPGE), DNA iizerindeki farkliliklari tesbit
amaciyla gelistirilen yontemler igerisinde ¢ok ¢aba ve kimyasal gerektirmemesiyle ve
pratik olusuyla en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir (105). Ekleme/¢ikarma tipi
mutasyonlar, yeniden diizenlenme tipi mutasyonlar gibi durumlarin tespiti igin ¢ok
uygundur (105). Bunun yaninda, tek bir baz ¢ifti kayip ve kazanimlarin1 dahi DPGE ile
yakalamak miimkiindiir (105).

Yontem, denatiire edilerek tek sarmal haline getirilen DNA parcaciklarinin denatiire
edici iire igeren poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi esasina dayanmaktadir (105). Analiz
edilen DNA parcaciginin molekiil agirligina gore elektromanyetik alanda hareket etmesi
esasima dayanmaktadir. DPGE, kiyasa dayali bir yontemdir. Bu nedenle dogru analiz
yapabilmek i¢in saglikli kontrol kullanmak sarttir.

Bu yontemin en biiyiik avantaji hizli bir sekilde ¢ok sayida 6rnegin taranabilmesine
imkan vermesidir. Kullanilan jelin derisimi ve elektroforez siiresinin uzunlugu

degistirilerek mutasyon %100 oraninda giivenirlikle tespit edilir.
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3.5.3 DPGE’nin yapilis1

3.5.3.1 Camlarin hazirlanmasi

Kullanilacak olan, U sekilli ve dikdortgen sekilli her iki cam da ilk dnce %70’lik
ardindan da %96’lik etil alkol ile iyice temizlendi. Jelin baglanmasi istenen diiz cama
1000 pl jel baglama ¢ozeltisi (3 ul gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 pl
asetik asit, 1000 pl %96’lik etil alkol) hav birakmayan pecete ile dikkatlice yayildi ve
10 dakika kurumasi igin beklendi. U cama ise 650 pl kayganlastirici ¢ozelti (sigmacote)
hav birakmayan pegete ile yayildi ve 10 dakika kurumasi i¢in beklendi. Yanlara aralik
cubuklar, iiste ve alta da ters olarak birer tarak yerlestirildikten sonra camlar birbiri

tizerine kapatilip mandalla birbirine tutturuldu (105).

3.5.3.2 Jelin hazirlanmasi

Jel karisimi, 250 ml’lik beher igerisine 49:1 akrilamid:bisakrilamid oraninda hazirlandi.
Jel karisgimi, 14 ml %50°lik stok akrilamid ¢ozeltisi, 6 ml 10X TBE ve 80 ml saf su
seklinde hazirland1 ve iyice ¢oziinmesi saglandi. Manyetik karistirici {izerine alinan
karisima burada 450 ul %10 APS ve 45 pl TEMED eklendi. 4-5 saniye karigmasi
beklendikten sonra beher yardimiyla yavasgca ve hava kabarcigi birakmamaya 6zen
gostererek iki cam arasina dokiildi ve kopek baligi disli tarak ters olarak jelin ist

kismina yerlestirildi. Jelin donmasi i¢in en az 45 dakika beklendi.

3.5.3.3 Orneklerin hazirlanmasi

Ornekler, 0,2 ml lik tiiplere 10 pl’lik toplam hacmin 3 pl’si PCR iiriinii ve 7 pl’si
yiikkleme tamponu olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 95,5°C’de 3 dakika
denatiirasyonun hemen ardindan buz {izerine alind1 ve buz iizerinde en az 5 dakika

bekletildi.
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3.5.3.4 Orneklerin yiiklenmesi

Jel donduktan sonra alttaki ve listteki taraklar ile mandallar ¢ikarildi. Camlar U cam
arkada kalacak sekilde ve elektroforez tankinda sizmaya meydan vermeyecek sekilde
yerlestirildi. Tankin iist ve alt kistmlarina 1X TBE dolduruldu. iki cam arasindaki jel
kalintilar1 temizlendikten sonra kdpek baligi disli tarak diiz olarak yerlestirildi. Giig
kaynagi ile baglantilar yapilarak 1500 Volt’ta 30 dakika bos olarak pH dengesinin
saglanmasi ve jelin 1smmasi amactyla &n yiiriitme yapildi. On yiiriitmenin ardindan,
hazirlanan 6rnekler kuyucuklara 3’er ul hacimde yiiklendi ve 1500 Volt’ta (35-45 W) 3
saat ytriitiildii.

3.5.3.5 Orneklerin goriintiilenmesi

Yiiriitmenin ardindan tanktan alman camlar birbirinden ayrildi. Uzerinde jel olan diiz
cam, calkalayic1 lizerinde %10’luk 2 litre asetik asit i¢cinde 15 dakika bekletildi.
Ardindan, 10 dakika 2 litre saf su iginde bekletildi. Giimiis nitrat ¢ozeltisi i¢erisinde 45
dakika bekletildikten sonra soguk sodyum karbonat ¢ozeltisi i¢ine alindi. Bantlarin
goriinmesiyle zemin kararmadan hemen once tekrar %10’luk asetik asit ¢ozeltisine
alinarak bantlarin sabitlenmesi saglandi. Bes dakika bekletildikten sonra tekrar saf suya
alinarak ortamdan fazla asetik asitin uzaklastirilmas: saglandi. Bunun ardindan cam
kurumaya birakildi. Kurumanin ardindan, jelin goriintiisii 1200 dpi tarayict kullanilarak

bilgisayara aktarildi.

3.6 RNA Eldesi

RNA eldesi Roche Applied Science High pure RNA Tissue Kit (Kat. No. 12 033 674
001) ile asagidaki sekilde gerceklestirildi.

Donmus doku oOrneklerinden 20-25 mg alinarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi. Uzerlerine 400 pl parcalama/baglama tamponu (Lysis/Binding Buffer)
eklenerek homojenizator yardimiyla pargalandi. Elde edilen eriyik 2 dk en yiiksek hizda
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santrifiij edildi. Cokelen eriyigin tizerine 200 ul mutlak etanol eklendi ve iyice

karigtirildi.

Bu asamadan sonra filtreli tlipler ile toplama tiipleri birlestirilerek Ornekler filtreli

tiiplere aktarildi, 30 saniye 13,000 x g hizda santrifiij edildi.

Toplama tiipii bosaltilarak tekrar filtreli tiiple birlestirildi. Bu esnada temiz bir 1,5’luk
tiip igerisine ornek basina 90 ul DNaz inkubasyon tamponu (DNase Incubation Buffer)
ve 10 ul DNaz I (DNase I working solution) konularak karistirildi. Hazirlanan karisim

100’er pl olacak sekilde filtreli tiiplere konuldu ve 15 dk. 15-25 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben 500 ul birinci yikama tamponu (Wash Buffer I) filtreli tiipe
eklendi ve 15 sn 8000 x g hizda santrifiij edildi.

Toplama tiipii bosaltildiktan sonra 500 pl ikinci yikama tamponu (Wash Buffer II)
eklendi ve 15 sn 8000 x g hizda santrifiij edildi. ikinci yikama tamponundan 300 pl
tekrar konularak 2 dk. 13,000 x g hizda santrifiij edildi. Bu santrifiij asamasinda yikama

tamponunun tamamen uzaklastirilmas: amag¢lanmaktadir.

Filtreli tlipler temiz 1,5’luk tiiplere konularak i¢lerine 100 ul ¢6ziicii tampon (Elution
Buffer) eklendi ve 1 dk 8000 x g devirde santrifiij edildi. Bu asamada RNA 1,5’luk

tiiplere aktarilmis oldu.

RNA’lar saklanmak tizere —80°C derin dondurucuya kaldirildi.

3.7 mRNA ifadesinin Kiyaslamah Olarak Belirlenmesi

3.7.1 RNA’larin spektrofotometrik dl¢iimii

Mesajc1 RNA ifadesinin seviyesinin belirlenmesi siirecinde en hassasiyetle {lizerinde
durulmasi gereken nokta tiim orneklerin ayni kosullar altinda isleme tabi tutulmasi, yani

standardizasyonudur. Bu saglanamadig1r takdirde sonuglarin giivenirliginden s6z
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edilemez. Dolayisiyla gen ifade analizine baglanmadan evvel tiim RNA orneklerinin

derisimlerinin belirlenmesi ve RT-PCR (Reverse Transcriptase- Polymerase Chain

Reaction) tepkimesinin bu degerler dikkate alinarak gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Bu calismada kullanilan 6rneklere ait RNA 6l¢iim degerleri Tablo 3.5’te goriilmektedir.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan 6rneklere ait RNA 6l¢iim degerleri goriilmektedir.

Ornek no ng/ul A260 A280 260/280
1N 18.8 0.47 0.213 2.21
1T 65.95 1.649 0.799 2.06
2N 61.2 1.53 1.053 1.45
2T 54.4 1.36 0.909 1.5
3N 43.01 1.075 0.537 2
3T 233.7 5.842 2.9 2.01
4N 15.86 0.397 0.18 2.2
4T 4.83 0.121 0.075 1.61
5N 22.22 0.555 0.273 2.03
5T 20.35 0.509 0.236 2.16
6N 95.99 2.4 1.189 2.02
6T 36.98 0.924 0.456 2.03
7N 2.07 0.052 0.031 1.69
7T 3.23 0.081 0.047 1.73
8N 3.96 0.099 0.05 1.99
8T 13.53 0.338 0.23 1.47
9N 30.21 0.755 0.572 1.32
9T 14.18 0.354 0.167 2.13
10N 21.28 0.532 0.271 1.96
10T 25.35 0.634 0.315 2.01
11N 30.69 0.767 0.393 1.95
11T 100.56 2.514 1.239 2.03
12N 4.36 0.109 0.055 1.98
12T 184.95 4.624 2.333 1.98
13N 17.62 0.441 0.212 2.08
13T 6.2 0.155 0.058 2.66
14N 26.34 0.659 0.452 1.46
14T 21.97 0.549 0.312 1.76
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15N
15T
16N
16N
17N
17T
18N
18T
19N
19T
20N
20T
21N
21T
22N
22T
23N
23T
24N
24T
25N
25T
26N
26T
27N
27T
28N
28T
20N
20T
30N
30T

32.16
154.46
22.56
99.81
108.51
150.66
11.81
25.19
5.37
171.5
25.53
119.96
146.13
302.63
21.52
25.52
6.38
3.54
2.8
42.68
47.13
57.7
10.85
92.91

8.94
39.93
76.78
83.24
53.76
50.96
79.13

0.804
3.861
0.564
2.495
2.713
3.766
0.295
0.63
0.134
4.288
0.638
2.999
3.653
7.566
0.538
0.638
0.159
0.089
0.07
1.067
1.178
1.442
0.271
2.323
0.125
0.224
0.998
1.919
2.081
1.344
1.274
1.978

0.491
1.967
0.384
1.188
1.36
1.834
0.142
0.3
0.028
2.098
0.442
2.049
1.767
3.742
0.383
0.306
0.124
0.083
0.011
0.684
0.586
0.75
0.163
1.583
0.056
0.09
0.486
1.016
1.524
0.877
0.897
1.388

1.64
1.96
1.47
2.1

2.05
2.08
2.1
4.8
2.04
1.44
1.46
2.07
2.02
1.41
2.09
1.29
1.07
6.2
1.56
2.01
1.92
1.66
1.47
2.24
25
2.05
1.89
1.37
1.53
1.42
1.43
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3.7.2 ¢DNA (complementer DNA) yapim

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA yapmak iizere RT-PCR tepkimeleri Roche Applied
Science First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Kat. No. 11 483 188 001) Kkiti
kullamilmistir.  Kit; tampon, MgCl,, dNTP, RNaz onleyici (RNase Inhibitor),
transkriptaz enzim (AMV Reverse Transcriptase) ve primerler [oligo dT ve random
(rastgele) primer] ihtiva etmektedir. RT-PCR tepkimelerinde kullanilan oranlar toplam
hacim 20 pl olacak sekilde ayarlanmistir ve Tablo 3.6’da goriilmektedir. Tiim RNA
orneklerinin toplam tepkime miktar1 i¢indeki derisimi esit olacak sekilde RNA ve distile

su hacimleri degistirilerek deneyler gerceklestirilmistir.

Tablo 3.6. RT-PCR deneyleri i¢in hazirlanan karigimin igerigi.

Kimyasal Madde Miktar (pl)
Su Degisken
10x PCR Tamponu 2.0

MgCl, 4.0

dNTP 2.0

RNaz Onleyici 0.4

AMYV ters yonlii transkriptaz 0.2

Oligo dT 1.0

RNA Degisken
Toplam Hacim 20 pl

c¢DNA’larin yapiminda kullanilan RT-PCR kosullar1 Tablo 3.7°de verilmistir. Cogaltma

islemi Eppendorf Mastercycler Gradient cihazi ile yapilmustir.

Tablo 3.7. cDNA yapiminda kullanilan RT-PCR kosullari.

Sicaklik Siire

44 °C 30 dakika
95 °C 5 dakika
5°C 5dakika
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Elde edilen cDNA’lar cihazdan alininca hi¢ vakit kaybetmeden soguk blok tizerinde 0.2
ml’lik PCR tiiplerine 1’er pl olarak dagitilmis ve bu sekilde -20 °C’de saklanmigtir. Bu
sayede 20 pl toplam hacimdeki cDNA 6rneklerinin her PCR islemi 6ncesinde eritilmesi
gerekmemigtir. Ciinkii ¢cDNA tek iplikli kararsiz yapili bir niikleik asit zinciridir.
Fazlaca dondurma ve ¢6zdiirme islemi yapisinin bozulmasina sebep olacak ve
deneylerdeki verimlilik azalacaktir. Kullanilan AMV ters yonlii transkriptaz enziminin

oldukg¢a pahali bir enzim oldugunu da unutmamak gerekir.

3.7.3 ING1 geni ifade analizi

INGI1 geninin ifade analizi, ING1 mRNA’s1 dikkate alinarak tasarlanan bir ¢ift primer
ile tim hastalara ait normal ve tiimorlii dokularin ¢cDNA’larinin ¢ogaltilmasi ve yine
ayni cDNA’lardan ¢ogaltilan GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
hamarat (housekeeping) geninin ifadesi ile agaroz jel elektroforezi neticesinde
kiyaslanarak gergeklestirildi. ING1 ve GAPDH genleri i¢in kullanilan primer ciftleri
Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. ING geni ifade analizi ¢alismalari igin kullanilan ING1 ve GAPDH
primerlerine ait dizinler.

Gen Primer Dizin (5°-3”)

ING1 Fw GAGATCGACGCGAAATACCAA
Rv CTCCTGGCTGCGGATCAG

GAPDH Fw AGACCACAGTCCATGCCATCAC
Rv GGTCCACCACCCTGTTGCTGT

ING1 ve GAPDH genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR karigim1 Tablo 3.9°da,
cogaltildig1 kosullar ise Tablo 3.10°da goriildigi gibidir. Cogaltma islemi Eppendorf

Mastercycler Gradient cihazi ile yapilmstir.
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Tablo 3.9. ING1 ve GAPDH genlerinin ¢ogaltilmasi igin hazirlanan PCR karisimu.

Kimyasal Madde Miktar (ul)
Distile su 6.15

10x PCR tamponu 1.0

MgCl, 0.8

dNTP 0.8

Fw primer 0.1

Rv primer 0.1

Taq polimeraz 0.05
cDNA 1.0
Toplam Hacim 10.0

Tablo 3.10. ING1 ve GAPDH genlerinin ¢ogaltildig kosullar.

ING1 GAPDH
Sicaklik Siire Sicaklik  Siire
95°C 5 dakika 95°C 5 dakika
95°C 30 saniye 95 °C 30 saniye
40 dongli  62.7 °C 45 saniye 65 °C 30 saniye 30 dongii
72 °C 30 saniye 72 °C 30 saniye
4°C 00 4°C 00

Cogaltma islemini takiben ornekler ¢iftler halinde (1N, 1T, 2N, 2T...30N, 30T) %2’lik
agaroz jele yiiklenmis ve 30 dakika 100 voltta ylriitilmiistir. ING1 ve GAPDH
bolgelerine ait PCR iiriinleri araya boyut belirleyici konularak ayirilmistir (Sekil 3.2).

38



!.‘d uhhuh.--uiun.

AN 4T SN ST 6N 6T 7N 7T 8N 8T 9N 9T 10N 10T 1IN 1IT M 4N 4T SN ST 6N 6T 7N 71 8N 8T 9N ST 10N 10T 1IN 11T

Sekil 3.2. ING1 ve GAPDH genlerinin bir arada yiiriitildig agaroz jel elektroforezi
goruntisu.

3.7.3.1 INGI geni 6zendirici bolgesinin irdelenmesi

ING1 geninin 6zendirici bolgesi ve buraya baglanan transkripsiyon faktorleri hakkinda
calisma ve bilgi mevcut degildir. Bu noktadan hareketle bu ¢aligmada ING1 geninin
Ozendirici bolgesine baglanan transkripsiyon faktorlerini Genomatix-Matlnspector
(106) ve TFSEARCH (107) isimli bilgisayar programlarini kullanarak tahmin etmeye
calistik. Her iki yazilimim da c¢alisma sistemi programa kullanici tarafindan yiiklenen
Ozendirici bolge dizinini analiz ederek, bilinen transkripsiyon faktorii baglanma
bolgelerini tanimlamak seklindedir. Programlarda analiz edilen 6zendirici bdlge dizini

NCBI veri tabanindan (108) elde edilmis ve Sekil 3.3’de goriildiigi gibidir.
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-S000

CAGGAGACGTTCCTCTGGTITITIGT IGTTGT TTITAGTTIGC TTTGGTGTTITATTAAA
AAGCAAAGETTTAAGTAGAGACAAACAAGTGTGTACCTAGAGTAGTITCTCAATATC
CTGGAGTCCAACTCTGCAATTICTGTTTCAAGCTAACTGTAGTCTAATGTAATCTATTG
TCTAATTTAATAAGGTTAAA ATGTTAGAATTAGGAGACCCTATAGCCTACATCAATGC
TAACCACTCATGTTACCTAACTACTCTAAATTCTOCCTGAATATTATCACTICTIGCCTG
CCITATGITATITIGTAACTITCCAGTGCTGTGTIGTATATITATCTCCCTGAGTATCTT
AAATTGTACATTATTITIGAACTICTCACTGTGCCCTGCACTAAATTCAGA AAAGGACT
TGGGTITIGTTIGTTITIGTITIGCTGTGGCTGGA AAAA AAA AATTTAGAAGAAATAAA
AGGECTIGTTGAATGTIGATGAATTAATCCCTTACGA AAGGEATTAATTGTGCAGGE TG
GGAAGAAATCTEEETAGTAA AATACCTGATAAAGCTEA TICAGATATTAGATGTGCC
AGTAAATAAAGCAAATTAACAAAAAGCTCAGTIGCAATCTGTGAGAACACACGAATT
CAAGGAAATA ACTGEAGCAGAGATICTGAAAGCAGCTTAGTAACACTGAAGATCAA
ATCTGCACATGAATCTGOACATGCGETATATTTGAATTGTICATAGAACATCACAACT
TTTAAATTAACAA TAGTATCTICTGICTICAGAAAATTCATGTAATGTITITAGCCCCT
CACTGGCAGTGATTCTATTATGTITICTITITITITITITGAGGCAGICTIGCTCTGTCAC
CCAGGCTGEAGTGCAGTGGCCTGATCTGGETICACTGC AGCCTCTGCCTCCTGGTICA
AGCAATCCTCCTGCTTCAGCCTOCACAGTAGCTGAGA TTACAAGTGCACACCACCGT
GCCCAGCTAATTTTITGCATTITTATTITITATTITITATGTATTITATTTITIGAGACAGAGTC
TCACTCTATCACCCAGEC TGEEAGTGCAGTGGCACGATCTCGGCTCACTGC AACCTOC A
CCTCCCAGATTCAAGTGATTICTICTGCCTCAGCCTCCOGAGTAGCTGGEATTACAGGET
GCGTGCCACCACGCTCAGC TAATTTITGTATTITTAGTAGAGATGGGEGETITCATCATG
TTGGCCAGGCTGETCT GEGACTC TGEAACTOCTGACCTCAAGTCGATCCAGCCACCTCA
GCCTCCCAAAGOGETGGOAATACCGGCCTAAGCCACCACACCTGGCCAATTCTCTTIT
CTCITTITICTITTITITTITTITITGAGATGGAGTTTCACTCTIGTIGCCCAGGCTGGAGT
GCAATGGCGTGATCTCCTGEETTCAAGCGATICTCCTGCCTCTITCTCACGTCTCCCG
GETTCAAGCAATTCTCCTGC TTGIC TCCTGAGTAGCTGGEATTACAGGCATGTGCCAC
CATGCCCAGCTAATTITGTATITITAGTACAGA TGGGEETTTCTCCATGTTAGTCAGGECT
GGETCTTGAACTOCCGACCCCAGETGATCCGOCCACCTCGETICTCTGAAAG TG TGEG
ATTACAGGCATEAGCCACCGTGCCCGGCAGCTAATICTGTITICTTAAGGCTTITTGCG
GATCATCAAAACAAGEAGA AACATAGCTCATTACCTAATGATGETIAGAAATGTGAT
CTTTTTGCATATIGAATATCTGCAGGTIGAATATIAAGG TAAAGTAAA ATAGACTGCT
AATGCTCTICATTACTATACCTCOCAGCCTACATCTTICTCCTG TGCTGGGTGCTTCCT
GCCCTCGAACATCAGACTCCAAGTICTICAGTTITGGEACTCAGACTGGCTCTCCT TG
CTOCTCAGCTIGCGGACAGTCTATIGTGGGACCTIGTGATTATGTAAGTTAGTACTTA
ATAAACATATA TATGTATATACATTATATATATC TATATCTCCATCCTATTAGTICTGT
COCTCTAGAGAACCCTGACTAATACACCATATATACATA AAAAGAGGATCCATITAA
TTGAAGTCACCTCCCICTCCAATCTAGETCAGA ACGAGGAAGTGTGTTAAAGTTAATG
ATTCCAAAATATCACTAATGCCATTICTCAGTCCTTAATGACAACAATA ACA AAATCA
AGTTCTCAGTATTACATITICTT TCAAGGCAAA ATCTIGTAAATCAGAAGT AGAGTTG
ATTACGGTAGCATATGETI TAGGGGETTTICAAGTITAAGATGAATGAGTT TGCATTTA
TTTITTAAGCACTITGAAACTTAAACAATTCTATGC TTGGOCAGGCGCGGETGETICAC
GCCTETAATCCCAGCACTTITGGGAGGCUCA AGAC AGGUGGATC ACCTGAGET CAGGAG
TTCGAGACCAGCCTGGGOCAACATGACAAAACTCCGTICTCTACTAAAAATACAAAAA
TTAGTTGGGECATGGOGTCCGGCACCCGTAATCCCAGCTACTC AGGAGGCTGAGECAG
GAGAATCGCTTGAACCCGGEAGGCGEAGGETTGCAGTCAGCTGAGATC ACGCCACTGC
ACTCCAGTCTGGGETGACAAGAGCAAGACTCOGTCTCAAAAAAAGAA AAAGAATTATA

-2333

Sekil 3.3. INGI1 genine ait Ozendirici boge dizini. NCBI Nucleotide (108)

veritabanindan elde edilmis ve 5000 niikleotid uzunlugundadir.
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-2332

TGTTCATCTCT TATATC TGAC TCTCA TAGGTTTGAGCATTTTCAGTTAGACTGGAAATA
TAATTTTAGAAAAAAGTTTAATTTTAAATGTTTCTTTITAATCCATTTGAAATTTCTGT
TCTACGGAAAAGTTTTAACATCCATTTITGCAACACGCCACAGGAAACAAAACTGAA
AGAGACAAGATTCTTCAACGTATC TTCAAAATTAAGCACCTTTCTTICAATGACATITA
AAATTCGTTATC AAAGGTAATTATGTITTATTGCTTGATCTTCTAAGTTTGTTCCAAAA
AAGATAAAATCTTTTTTGACTTTITATCCCAAGGGGTGGGCTAAAAGTTTTATGGAAT
GTAAAGCTCCAAAAAACTTTTCACTACTGTATCCCCAGCGCACGGACCAGTAGTTGG
CACATGGTAGACACTOGTCAATATTCCTTGTTGAA TGCT TAAGATGCCTTTTTGGTTTA
TGTGTATGTGAAGAGAGTACATAACTAGAGGAACAA AATCATTACTCAGATTGTACT
GTGTTGTGATTTTTTTTTTTAAAAAGAAAACCTAGGTTAAACTCCATCTTATCTTTGTA
AAGGGTAAATTACTTICCAATTITATTCTTGAGTICAGATAAACACTATTCATTCTAGA
GCCAATGAATGCTAGGAATAGAAGAACCGGTCTATTTICT TACTATTGTACTTITTAAAT
TACTTATATGCT TTTTGAGGGAAAGGCGTAATTTTCC TTATTCAACTTTGTACTCCCTC
TATACTCTGTAT TCGACAT AATGTTTGTTTCCACATAATGTTATC TIGTCGTAGTCTTT
TTTTCTCTTTTTTICCGGAGATAGTC TTGC TC TEGTCGCOC AGGCTGGAGTGC AGTGGCA
CAATCTCGGCTCACTGCAACCTCCCCTCC TAGG TTCAAGTGATTCTG TCTCAGCCTCC
CCAATAGCTGGGAC TACAGGC ACGCGCCACCATGOCCTGC TAATTTTTTGTATITITA
GTAGAGACAGGGTTTCACCATGTTGCCCAAGC TGETCCCGAACTCCTGATC TCAGGC
AATTCGCCOGCCTCGGCCTCCCAAAGTGGTAGGATTACAGGCGTGAGCC ACCGOGTC
COGCCAAGTGTTATAGTCTTITTGT GCAGACCA AGTAGTGGCCAATAA ATCTTGTAGAA
ACTAAAGTACTCATTTGCTTTTAACTAGGCC AAGACTAGAA TAGCGTGATCTGTAAGT
AAAATAACAGCCATTTCCOCAAATATCAAAGCCAAAGCTCTCCTGCTGTGTAGGTGA
GATGAAGGGGCTTAAAAGTGAAGATTAAATCCACTTC AAAGTGTAAAGAGTATCCAT
CCATTTATCATTGCAGCAACGTTGCAACGTGAACAATOCGATTCCAAATACAAAACA
GCTTAATTCAGTCTCTTTGCCGTACTCACATCCATAGCACAA AATACCCGGCAGGGCC
CTGGAATGAGCACCACTGCGGTTAATAATCTACTCTATAAA TACTGGACGAATCCAA
ATTTTTACTGGATTACACAGAATACGTTTTTAA AAAATCCAAAGAGTTTTAGATGITA
CAACAGGGTTCCATCAAATACCACGTTTOCAAATCTTACCACCAGAATGTGTATCCAT
TTCAACTGCAATTATTTTGTGTC TAAA ACTGTGTACTCTGCTTTGCAACAGGATAAAC
CCGGTGGATAAAAGCTGAAA TOCGACCCTGTCCTAA TTAAGAGGC TAAGAAAA ATGG
AGAACCGOGCTGGOGTGGAGTTGATACAGAAACACTGC AAGGGC TGGGGACAGGEC
TTAGTTCGTGGAA TACACAGGCAGCACCACCAACCCGGCTCTCCGGAAAAGAGAAAG
TCCAGTGAGAAAGGTGAAAACTGACAAGGCACCGTICTCCGACTTGCTGAA AAA A AG
ACAATGCAAATAGAGCAGGGTCCAAGGCGGAAGAAAATCAGAGAA AAGCAGGCAG
CCAAGCGTGGOGAACACAGC TCTCGGGGECCACCCOGGAGGGGACCCGOGGIGEICG
CAGCGOGGOGGAGGCCGAAGCCGAGGCCGCCCCGRAACCAGAGAGCC AGGOGGGA
AGTGCACAAAGGCACGAGGCCACGOCCAGGAGGGGCGGGCCCTTTGGICGEAAGGG
GGGGEECCGECGCGUGEEECCGETOGOC TAGGCAACGGEC TCGCGTGGOGTCCAGG
CTTCTCAGAAAGCCCAAAATCCGGGAGC TTTGGGAGGG TAGAGGGGCGACGCGGGG
GAGGGCGETCCGGGRAGC TEAATGGCC TCAGGAC GCCGGCCGACCGGGTGTC TGCAT
ACTGTGGGCGGCCT TTCC AAGTGTGGGEAGCGE o

Ekzon 1

Sekil 3.3. (Devami). ING1 genine ait 6zendirici boge dizini. NCBI Nucleotide (108)

veritabanindan elde edilmis ve 5000 niikleotid uzunlugundadir.
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3.8 Mutasyon Analizi

Mutasyon analizi deneyleri, hasta bireylerin tiimér ve normal dokularindan elde edilen

DNA’lar kullanilarak yapilmistir. ING1 geninin li¢ ekzonu tarafimizca tasarlanan

primerler yardimiyla ¢ogaltilmis ve SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

ve dizin analizi yontemiyle mutasyon tayini amaglanmistir. Ekzon la iki ¢ift primer,

ekzon 1b 1 ¢ift primer ve ekzon 2 ise {i¢ ¢ift primer yardimiyla ¢ogaltilmistir. Bu

amacla kullanilan primer dizinleri, erime sicakliklart (Tm), baglanma sicakliklar1 ve

tirlin biiyiikliikleri Tablo 3.11’de verilmektedir.

Tablo 3.11. ING1 geninin mutasyon analizi deneylerinde kullanilan primerlere ait

bilgiler.
Primer Ad1 Dizini (5°-3) Primerin  Primer ciftinin Uriin
Erime baglanma Boyu (bg)
Sicaklign  sicakligi (°C)
(*C)
Elb 1Fw GACCGCTATCCCCGAAAGTA 61.32 615 409
Elb 1Rv GGAGGAGAACCAACCACACC 61.74
Elb 2Fw CCAGCCTTGGATTGGTTCTT 61.37 63.3 404
Elb 2Rv  GTGGACGCAGCCCCAGTC 65.37
Ela Fw GTGGAGGAAGCGGAAAGC 60.89 56.6 363
ElaRv GGACCTTGGCGAATCAAAG 60.58
E2_1Fw GCGAGTGACGCCTGTCCTTC 65.69 655 341
E2 1Rv CGCTTGCTGTTGGGCTTGTC 66.43
E2 2 Fw GCGACACAGCGGGCAACA 68.12 66.3 243
E2 2Rv CGGCAGGGGACGCCTCTC 68.94
E2 3 Fw GCCAAGACCTCCAAGAAGAAGA 62.10 625 341
E2 3Rv GGTTTATTTTGTCCTCCTCACACC  62.08

3.8.1 Polimeraz zincir tepkimesi

Polimeraz zincir tepkimesi Tablo 3.11°de gosterilen primerler kullanilarak Tablo
3.12°deki PCR karisimi ve Tablo 3.13’deki kosullar kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.12. ING1 geni ekzonlariin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR karigimu.

Kimyasal Madde Miktar (ul)
Distile su 5.99

10x PCR tamponu 1.0

MgCl, 1.0

dNTP 0.8

Fw primer 0.08

Rv primer 0.08

Taq polimeraz 0.05
cDNA 1.0
Toplam Hacim 10.0

Tablo 3.13. INGI geni ekzonlarmin ¢ogaltildigi PCR kosullart.

Basamak Sicaklik Siire
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma Tablo 3.11°deki degerler 45 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye
40 tekrar
Son uzama 72 °C 2 dakika

3.8.2 Elde edilen iiriinlerin SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

yontemiyle taranmasi

Elektroforez “3.4.2. Denature poliakrilamid jel elektroforezi” baglig1 altinda anlatildig:
sekilde yapilmigtir. Camlarin ve Orneklerin hazirlanmasi denature jel dokmek igin
yapilan hazirlikla birebir aynidir. Ancak hazirlanan jel denature edici 6zellige sahip

degildir. Jelin igerigi su sekildedir:
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Distile su 80 ml

10X TBE tamponu 6 ml
Akrilamid/ bisakrilamid karisimi (49:1, % 50°lik) 14 ml
APS 450 ul
TEMED 45 ul

3.8.3 Dizin analizi

Calismaya katilan hasta bireylerin normal ve tiimorlii dokular1 kullanilarak yapilan
SSCP deneyleri neticesinde normal-tiimor arasinda farklilik gosteren ornekler segilmis
ve mutasyonun tespiti amaciyla dizin analizi ile daha ileri arastirmaya tabi tutulmustur.
Oncelikle ilgili 6rneklere ait PCR iiriinlerine ExoSap ile asagidaki sekilde muamele

edilmistir:

5 ul PCR iiriinii ile 2 pl ExoSap 0.2°lik tiipte birlestirilmis ve PCR cihazina konularak
30 dakika 37 °C’de, 15 dakika 80 °C’de bekletilmistir. Bu islemi takiben iiriinler dizin
PCR’1 igin kullanilmistir. Tepkime karisimi Tablo 3.14°de, sartlar1 ise Tablo 3.15°de

gorilmektedir.

Tablo 3.14. Dizin PCR’1 i¢in kullanilan karisimin igerigi.

Kimyasal Madde Miktar (ul)

Distile su
Tampon
Big Dye
Primer (Fw)
PCR f{iriint

[T U TN U N

Toplam hacim 10

44



Tablo 3.15. Dizin PCR’1 i¢in kullanilan kosullar.

Uygulanan Sicaklik (°C) Siire
96 1 dakika
96 10 saniye
50 5 saniye
60 4 dakika
25 dongii
4 0

Dizin PCR’inin ardindan 6rnekler ABI 3130 dizin analiz cihazina yiiklenerek farklilik

gosteren Orneklere ait dizinler

amagclanmistir.

goriintiilenmistir.

Bu yolla mutasyon tespiti
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4 BULGULAR

4.1 Hastalara Ait Patoloji Bulgular

Gaziantep Universitesi Patoloji AD’de yapilan incelemeler sonucunda hastalarin
mesane tiimorlerinin derece ve asamalari tespit edilmistir. Tablo 4.1’de goriildiigi
gibidir. Asama, kanserlesmenin mesane yapisinin hangi tabakalarini etkiledigini, derece

ise bu tabakalarda ne kadar hasar verdigini agiklamaktadir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan timor 6rneklerine ait patolojik bulgular. Timdr agama
ve dereceleri goriilmektedir.

HASTANO PATOLOJIK DURUM ::E\%STA PATOLOJIK DURUM
DERECE ASAMA DERECE | ASAMA

1 DUSUK TUROTELYAL 16 DUSUK UROTELYAL

2 17 YUKSEK | UROTELYAL

3 YUKSEK TUROTELYAL 18 DUSUK UROTELYAL

4 YUKSEK TUROTELYAL, YAYILIMCI |19 DUSUK UROTELYAL

5 YUKSEK TUROTELYAL, YAYILIMCI |20 DUSUK UROTELYAL

6 21

7 YUKSEK TUROTELYAL 22

8 YUKSEK TUROTELYAL, YAYILIMCI |23

0 YUKSEK UROTELYAL, YAYILIMCI |24 YUKSEK | UROTELYAL

10 YUKSEK TUROTELYAL, YAYILIMCI |25

11 26 YUKSEK | UROTELYAL

12 YUKSEK TUROTELYAL 27 TUROTELYAL

13 YUKSEK UROTELYAL 28

14 UROTELYAL 20 YUKSEK | UROTELYAL

15 YUKSEK TUROTELYAL, YAYILIMCI | 30 YUKSEK | UROTELYAL, YAYILIMCI

4.2 Heterozigotluk Kaybi

Hastalara ait DNA o&rnekleri 13q33-34 bdlgesini kapsayan 6 adet DS belirleyici
kullanilarak heterozigotluk kaybi yoniinden incelenmistir. Bu DS belirleyiciler
sentromerden telomere dogru D13S779, D13S158, D13S278, D13S796, D13S1315,

D13S285 olacak sekilde siralanmaktadirlar. DS belirleyicilere ait kromozom haritasi
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Sekil 4.1’de gorildigi gibi, ING1 geni D13S1315 ve D13S285 belirleyicilerinin

tanimladigi bolgeler arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4.1. D13S779, D13S158, D13S278, D13S796, D13S1315, D13S285 isimli DS
belirleyicilere ait kromozomal harita. Kirmiz1 isaretli 13q33-34 bdlgesinin biiyiitiilmiis
hali sag tarafta goriilmektedir. Bu bolgede yerlesik bulunan genler ve DS belirleyiciler
beraber gosterilmistir. ING1 geni yine kirmizi olarak isaretlenmistir. Bu sekil NCBI
Map Viewer veri tabanindan alinmis pargalarin birlestirilip diizenlenmesiyle
olusturulmustur (109).
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Deneysel islemlerin sonucunda elde edilen denature poliakrilamid jel goriintiileri
ImagelJ isimli programda analiz edilmis ve bulgular sayisal ve grafiksel olarak ifade
edilebilmistir. ImageJ programu ile elde edilen grafik degerleri Sekil 4.2°de 6rnek olarak

gosterilmistir.

\

SRR

Sekil 4.2. Heterozigotluk kayb1 analizleri sonucu elde edilen denatiire jel goriintiisiiniin
ImagelJ programi yardimiyla ¢izilen grafiksel goriintiisii. Pikler arasindaki uzunluk farki

acikca goriilmektedir.
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Yapilan analizler sonucunda ilgili bolgede D13S779 isimli DS belirleyici ile hig
heterozigotluk kaybina rastlanmazken, D13S158 ile 2 hastada, D13S278 ile 1 hastada,
D13S796 ile 2 hastada, D13S1315 ile 6 hastada ve D13S285 ile 7 hastada
heterozigotluk kayb1 gézlenmistir. Yiizdelik olarak ifade ettigimizde bu oranlar sirasiyla
%0, %6.7, %3.3, %6.7, %20 ve %23.3’tir (Tablo 4.2, Sekil 4.3). En fazla
heterozigotluk kaybi gosteren DS belirleyiciler ING1 genini ¢evreleyen D13S1315 ve
D13S285’tir.

Tablo 4.2. Heterozigotluk kaybi analizleri sonucu elde edilen bulgularin tablo
gosterimi. Sol siitunda DS belirleyiciler, {ist satirda hasta numaralari, sag siitunda ise
heterozigotluk kaybi yiizdeleri goriilmektedir. Bos kutular heterozigotlugu, gri kutular
bilgi vermeyen homozigot Ornekleri, siyah kutular ise heterozigotluk kaybinm
gostermektedir.

Semomer [ 1 [ 2 | 3 | 4| 5|6 |7 8| & | 10| 11 |12 (13 (14 | 15| 16 |17 | 18 | 19 | 20 [ 21 | 22|23 (24 |25 |26 | 27|28 | 29| 30 | %HK
DI138779 ]

DI135138

DI138278

DI38796

DI351315

D138283

Telemar
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Sekil 4.3. Kullanilan DS belirleyicilerle elde edilen heterozigotluk kaybi yiizdelerine ait
grafik goriinimi. Dikey eksende DS belirleyiciler, yatay eksende yiizdelik dilimler
gosterilmistir.

En fazla heterozigotluk kaybina rastlanan D13S1315 ve D13S285 DS belirleyicileri
arasinda yer alan genler; IRS2 (insulin receptor substrate 2), COL4AL (collagen, type 1V,
alpha 1), COL4A2 (collagen, type IV, alpha 2), RAB20 (member RAS oncogene family),
CARKD (carbohydrate kinase domain containing), CARS2 (cysteinyl-tRNA synthetase 2,
mitochondrial), ING1 (inhibitor of growth family, member 1), RPL21P107 (ribosomal protein
L21 pseudogene 107), ANKRDZ10 (ankyrin repeat domain 10), PARP1P1 [poly (ADP-ribose)
polymerase family, member 1 pseudogene 1], ARFGEF7 [Rho guanine nucleotide exchange
factor (GEF) 7], SOX1 [SRY (sex determining region Y)-box 1] olarak siralanabilir (Tablo
4.3) (109).
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Tablo 4.3. D13S1315 ve D13S285 isimli DS belirleyicilerinin arasinda kalan genler ve
acik isimleri (109).

Baslangic  Bitis Sembol Yon Acik Isim
110406184 110438914 IRS2 - insulin receptor substrate 2
110434126 110460599 LOC728767 + hypothetical LOC728767
110801310 110959496 COL4Al - collagen, type IV, alpha 1
110959631 111165374 COL4A2 + collagen, type IV, alpha 2
111109000 111115441 LOC100129836 - hypothetical protein LOC100129836
111175413 111214071 RAB20 - RAB20, member RAS oncogene family
111268008 111292343 CARKD + carbohydrate kinase domain containing
cysteinyl-tRNA synthetase 2,
111293759 111358463 CARS2 - mitochondrial (putative)
111294579 111298625 LOC100289537 + hypothetical protein LOC100289537
111362831 111365875 LOC100131435 - hypothetical LOC100131435
111365083 111373421 ING1 + inhibitor of growth family, member 1
111415003 111415525 RPL21P107 - ribosomal protein L21 pseudogene 107
111462023 111465435 LOC283486 - hypothetical protein LOC283486
111465811 111471491 LOC100129390 + hypothetical LOC100129390
111520519 111522655 C13o0rf29 - chromosome 13 open reading frame 29
111530887 111567416 ANKRD10 - ankyrin repeat domain 10
poly (ADP-ribose) polymerase family,
111589050 111592578 PARP1P1 + member 1 pseudogene 1
Rho guanine nucleotide exchange factor
111767624 111958081 ARHGEF7 + (GEF) 7
111973015 111996594 C130rfl6 + chromosome 13 open reading frame 16
112111256 112112975 LOC100287321 + hypothetical protein LOC100287321
112721913 112726020 SOX1 + SRY (sex determining region Y)-box 1

4.3 Gen ifade Analizi Sonuclar:

Gen ifade analizi deneyleri neticesinde 30 mesane kanseri hastasindan 7’sinde ING1
geninin ifade seviyesinde degisiklik gozlenmistir. ING1 ve GAPDH genlerinin

ifadelerinin agaroz jel goriintiileri (Sekil 4.4). ImageJ isimli programda analiz edilmis
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ve sayisal degerler elde edilmistir. Elde edilen sonuglar ING1 geninin ifadesinin 7

hastanin tiimor dokusunda azaldigini ortaya koymustur.

Gen ifadesindeki bu degisiklik oransal olarak ifade edilirse 7/30 = % 23,3 sonucuna

ulasilmaktadir.

ING1 GAPDH

!Uhuuﬁnuui--.

..

6N 6T N T SN 8T SN 9T 10N 10T 1IN IIT M 6N 6T N 7T SN 8T SN 9T 10N 10T 1IN UuT

Sekil 4.4. Calismaya katilan hastalara ait ING1 geni ifade analizi jel goriintiisii. Sol
tarafta ING1 geni, sag tarafta ayni hastalara ait GAPDH geni, normal ve timorlii
dokular sirali sekilde goriilmektedir. GAPDH geninin ifadesi hi¢bir normal ve tiimorli
doku arasinda farklilik gostermezken, ING1 geninde bantlarin degisik miktarlarda
yogunluga sahip oldugu goriilmektedir.

4.3.1 INGI1 geni 6zendirici bolgesine ait bulgular

ING1 geninin 6zendirici bolgesi veya ING1 geninin ifadesini diizenleyen faktorler
hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Buraya baglanan transkripsiyon faktorlerini
bulabilmek amaciyla ING1 genine ait 5000 niikleotid uzunluktaki 6zendirici bolge

Genomatix-Matlnspector ve TFSEARCH isimli programlarla incelenmistir.

Analiz neticesinde ING1 6zendirici bolgesinde baglanma bdlgesi bulundugu tahmin
edilen protein ve faktorler sunlardir: TEAF (TEA/ATTS DNA binding domain factors),
BPTF (Bromodomain and PHD domain transcription factors), CABL (C-abl DNA
binding sites), MEF2 (myocyte-specific enhancer binding factor), LEF1/TCF, FKHD
(Fork head domain factors), HOXC (HOX - PBX complexes), SATB (Special AT-rich
sequence binding protein), CDXF (Vertebrate caudal related homeodomain protein),
LHXF (Lim homeodomain factors), OCT1 (Octamer binding protein), ABDB
(Abdominal-B type homeodomain transcription factors), BRNF (Brn POU domain
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factors), NKX6 (NK6 homeobox transcription factors), Cart-1 (cartilage homeoprotein
1), HOMF (Homeodomain transcription factors), KLFS (Krueppel like transcription
factors), ATBF (AT-binding transcription factor), RUSH (SWI/SNF related
nucleophosphoproteins  with a RING finger DNA binding motif), CEBP
(Ccaat/Enhancer Binding Protein), PARF (PAR/bZIP family), ZFHX (Two-handed zinc
finger homeodomain transcription factors), XBBF (X-box binding factors), MYT1
(MYT1 C2HC zinc finger protein), OVOL (OVO homolog-like transcription factors),
HNF1(Hepatic Nuclear Factor 1), PLZF (C2H2 zinc finger protein PLZF), MYBL
(Cellular and viral myb-like transcriptional regulators), CREB (CAMP-responsive
element binding proteins), SORY (SOX/SRY-sex/testis determinig and related HMG
box factors), CLOX (CLOX and CLOX homology (CDP) factors), HBOX (Homeobox
transcription factors), BCDF (Bicoid-like homeodomain transcription factors), ARID
(AT rich interactive domain factor), PAX2 (PAX-2 binding sites), HOXH (HOX -
MEIS1 heterodimers), DMRT (DM domain-containing transcription factors), HAML
(Human acute myelogenous leukemia factors), CAAT (CCAAT binding factors),
RORA (v-ERB and RAR-related orphan receptor alpha), VTBP (Vertebrate TATA
binding protein factor), STAT (Signal transducer and activator of transcription), PDX1
(Pancreatic and intestinal homeodomain transcription factor), GATA (GATA binding
factors), EVI1 (EVI1-myleoid transforming protein), NFAT (Nuclear factor of activated
T-cells), HEAT (Heat shock factors), FAST (FAST-1 SMAD interacting proteins),
CHRF (Cell cycle regulators: Cell cycle homology element), E2FF (E2F-myc
activator/cell cycle regulator), CIZF (CAS interating zinc finger protein), HOXF
(Paralog hox genes 1-8 from the four hox clusters A, B, C, D), PAXH (PAX
homeodomain binding sites), PIT1 (GHF-1 pituitary specific pou domain transcription
factor), DLXF (Distal-less homeodomain transcription factors), MYOD (Myoblast
determining factors), NEUR (NeuroD, Beta2, HLH domain), RBPF (RBPJ - kappa),
STAF (Selenocysteine tRNA activating factor), GFI1 (Growth factor independence
transcriptional repressor), HMTB (Human muscle-specific Mt binding site), AP1
(Activating protein 1),NF1F (Nuclear factor 1), RFF (Interferon regulatory factors),
RXRF (RXR heterodimer binding sites), PCBE (PREB core-binding element), SRFF
(Serum response element binding factor), PURA (Pur-alpha), CP2F (CP2-erythrocyte
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Factor), BRAC (Brachyury gene, mesoderm developmental factor), SALL (Spalt-like
transcription factors), VTBP (Vertebrate TATA binding protein factor), CHOP (C/EBP
homologous protein), GLIF (GLI zinc finger family), IKRS (Ikaros zinc finger family),
AHRR (AHR-arnt heterodimers and AHR-related factors), HESF (Vertebrate
homologues of enhancer of split complex), SIXF (Sine oculis (SIX) homeodomain
factors), AARF (AARE binding factors), RREB (Ras-responsive element binding
protein), HAND (Twist subfamily of class B Bhlh transcription factors), HDGF
(Hepatoma-derived growth factor), EBOX (E-box binding factors), BARB (Barbiturate-
inducible element box from pro+eukaryotic genes), IRFF (Interferon regulatory factors),
HZIP (Homeodomain-leucine zipper transcription factors), HIFF (Hypoxia inducible
factor, bHLH/PAS protein family), BCL6 (POZ domain zinc finger expressed in B-
Cells), P53 (p53 tumor suppressor), CHRE (Carbohydrate response elements), GCNR
(Germ cell nuclear receptors), HDGF (Hepatoma-derived growth factor), SP1 (GC-Box
factors SP1/GC), PCBE (PREB core-binding element), YBXF (Y-box binding
transcription factors), NRSF (Neuron-restrictive silencer factor), MEF3 (MEF3 binding
sites), CSEN (Calsenilin, presenilin binding protein, EF hand transcription factor),
EREF (Estrogen response elements), INRE (Core promoter initiator elements), SF1F
(Vertebrate steroidogenic factor), SNAP (snRNA-activating protein complex), TF3C
(General transcription factor 11IC, GTF3C), PPAR (Peroxisome proliferator activated
receptor homodimers), SNR2F (Nuclear receptor subfamily 2 factors), NOLF (Neuron-
specific-olfactory factor)), MTEN (Core promoter motif ten elements), GREF
(Glucocorticoid responsive and related elements),MAZF (Myc associated zinc fingers),
WHNF (Winged helix binding sites), MZF1 (Myeloid zinc finger 1 factors), TALE
(TALE homeodomain class recognizing TG motifs), DMTF (Cyclin D binding myb-like
transcription factor), RREB (Ras-responsive element binding protein), NFKB (Nuclear
factor kappa B/c-rel), C-ETS (ETS oncogene).

Bu veriler elde edildikten sonra NCBI_OMIM (110) veritabani kullanilarak ING1 geni
ile islevsel olarak en yakindan iligkili faktorler arastirildi. Bu arastirma sonucunda ABL,
E2F, HIF1, SOX, P53, BPTF, NRSF, c-Rel ve c-ETS o6ne cikan faktorlerdir. Ozendirici

bolge iizerindeki baglanma yerleri Sekil 4.5 ve 4.6’da gosterilmistir.
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CAGGAGACGTTCCTCTGGTITITTTGTIGT IGTT TITTAGTTTGCTTTGGTGTTTTATTAAAAAGCAAAG

GTTTAAGTAGAGACAAACAAGTGTGTACCTAGAGTAGTTTCTCAATATCCTGGAGTCCAACTCTGC
AATTCTGTTTCAAGCTAACTGTAGTCTAATGTAATCTATTGTC TAATTTAATAAGGTTAAAATGTITA
GAATTAGGAGACCCTATAGCCTACATCAATGCTAACCACTCATGTTACCTAACTACTCTAAATTCTC
CTGAATATTATCACTTCTTGCCTGCCTTATGTTATTITTGTAACTITCCAGTGCTGTGTGTATATTTAT
CTCCCTGAGTATCTTAAATTGTACATTATTITTGAACTICTCACTGTGCCCTGCACTAAATTCAGAAA
AGGACTTGGGTTITGTTITGITTIGTTTTGCTGTGGC TG GAAAAAAAAAATTTAGAAGAAATAAAAG
ABL 2F
GGCTTGTTGAATGTTGATGAATTAATCCCTTAC GAAAGGGATTAATTGTGCAGGTGGGAAGAAATC
TGGGTAGTAAAATACCTGATAAAGCTGATTCAGATATTAGATGTGCCAGTAAATAAAGCAAATTAA
CAAAAAGCTCAGTTGCAATCTGTGAGAACACAC GAATTCAAGGAAATAACTGGAGCAGAGATTCT
GAAAGCAGCTTAGTAACACTGAAGATCAAATCTGCACATGAATCTGGACATGC GG TATATTTGAAT
TGTTCATAGAACATCACAACTITTAAATTAACAATAGTATCTICTGTCTICAGAAAATTCATGTAAT
GTTTTTAGCCCCTCACTGGCAGTGATTICTATTATGTITICTITTITITTITITGAGGCAGTCTTGCTC TG
TCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCCTGATCTGGGTICACTGCAGCCTCTGCCTCCTGGTTICAAGCA
ATCCTCCTGCTTCAGCCTCCACAGTAGCTGAGATTACAAGTGCACACCACCGTGCCCAGCTAATTTT
TGCATTTTTATTTITATTITTATGTATITATTTITGAGACAGAGTICTCACTCTATCACCCAGGCTGGA
GTGCAGTGGCACGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACCTCCCAGATTCAAGTGATTICTICTGCCTCA
GCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGTGCGTGCCACCACGCTCAGCTAATTTTTGTATTITTITAGTAG
AGATGGGGTITTICATCATGTITGGCCAGGCTGGTICTGGGACTCTGGAACTCCTGACCTCAAGTGATCC
AGCCACCTCAGCCTCCCAAAGC GGTGGGAATACCGGCCTAAGCCACCACACCTGGCCAATTCTCTT
TTCTCTTTTTITCTTTTITITITITITTGAGATGGAGTTTCACTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGG
CGTGATCTCCTGGGTTCAAGC GATTCTCCTGCCTCTTICTCACGTCTCCCGGGTTCAAGCAATTCTCC

TGCTTGTCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCATGTGCCACCATGCCCAGCTAATTITTGTATITITA
GTACAGATGGGGTTTICTCCATGTTAGTCAGGCTGGTCTTGAACTCCCGACCCCAGGTGATCCGCCC
ACCTCGGTICTCTGAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACCGTGCCCGGC AGCTAATTCTGTTT
TCTTAAGGCTTTTGCGGATCATCAAAACAAGGAGAAACATAGCTCATTACCTAATGATGGTTAGAA
ATGTGATCTTITTITGCATATTGAATATCTGCAGGTTGAATATTAAGGTAAAGTAAAATAGACTGCTA
ATGCTCTTCATTACTATACCTCCCAGCCTACATCTTICTCCTGTGC TGGGTGCTTICCTGCCCTCGAAC
NESF
ATCAGACTCCAAGTICTICAGITTTGGGACTCAGACTGGCTCTCCTTGCTCCTCAGCTTGC GGACAG
TCTATTGTGGGACCTTIGTGATTATGTAAGT TAGTACTTAATAAACATATATATGTATATACATTATA
TATATCTATATCTCCATCCTATTAGTTCTGTCCCTCTAGAGAACCCTGACTAATACACCATATATAC
ATAAAAAGAGGATCCATTTAATTGAAGTCACCTCCCTCTCCAATCTAGGTCAGAAC GAGGAAGTGT
E3R
GTTAAAGTTAATGATTCCAAAATATCACTAATGCCATTTCTCAGTCCTTAATGACAACAATAACAA

-2797

Sekil 4.5. Genomatix-Matlnspector ve  TFSEARCH programlar1 yardimiyla ING1
geninin 6zendirici bolgesinde tespit edilen BPTF, ABL, E2F, HIF1, NRSF ve ESR
proteinlerine ait baglanma bolgeleri gosterilmistir.
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-1530

TTGTCGTAGTCTITTTTITCTCTITTITICC GGAGATAGTCTTGCTC TGTC GCCCAGGCTGGAGTGCAG
TGGCACAATCTCGGCTCACTGCAACCTCCCCTCCTAGGTTCAAGTGATTCTGTCTCAGCCTCCCCAA
TAGCTGGGACTACAGGCACGCGCCACCATGCCCTGCTAATTTTITTGTATTITTAGTAGAGAC AGGGT
TTCACCATGTTGCCCAAGCTGGTCCCGAACTCCTGATCTCAGGCAATTCGCCCGCCTCGGCCTCCCA
AAGTGGTAGGATTACAGGCGTGAGCCACCGC GTCCGGCCAAGTGTTATAGTICTITTGTGCAGACCA
AGTAGTGGCCAATAAATCTTGTAGAAACTAAAGTACTCATTITGCTTITTAACTAGGCCAAGACTAGA
ATAGCGTGATCTGTAAGTAAAATAACAGCCATTTCCCCAAATATCAAAGCCAAAGCTCTCCTGETG
TGTAGGTGAGATGAAGGGGCTTAAAAGTGAAGATTAAATCCACTICAAAGTGTAAAGAGTATCCA

CARP

TCCATTTATCATTGCAGCAACGTTGCAACGT GAACAATCCGATTCCAAATACAAAACAGCTTAATT

CAGTCTCTTTGCCGTACTCACATCCATAGﬂACAAA&%iCCCGGCAGGGCCCTGGAATGAGCACCAC
TGCGGTTAATAATCTACTCTATAAATACTGGAC GAATCCAAATTTTTACTGGATTACACAGAATAC
GITTTTAAAAAATCCAAAGAGTTTTAGATGTTACAACAGGGTTCCATCAAATACCACGTTTCCAAA
TCTTACCACCAGAATGTGTATCCATTTCAACTGCAATTATTTTGTGTICTAAAACTGTGTACTCTGCTT
TGCAACAGGATAAACCCGGTGGATAAAAGCTGAAATCCGACCCTGTCCTAATTAAGAGGC TAAGA
AAMATGGAGAACCGCGCTGGCGTGGAGTTGATACAGAAACACTGCAAGGGCTGGGGACAGGGCTT
AGTTCGTGGAATACACAGGCAGCACCACCAACCCGGCTCTCCGGAAAAGAGAAAGTCCAGTGAGA
AAGGTGAAAACTGACAAGGCACCGTTCTCCGACTTGCTGAAAAAAAGACAATGCAAATAGAGCAG
GETCCAAGGCGGAAGAAAATCAGAGAAAAGCAGGCAGCCAAGCGTGGCGAACACAGCTCTC GGG
GCCACCCCGGAGGEGACCCGLGGC GGCCGCAGC GG GG GGAGGCC GAAGCCGAGGCC GCCCCGE
AACCAGAGAGCCAGGCGGGAAGTGCACAAAGGCAC GAGGCCAC GCCCAGGAGGGGEC GGGCCCTT
¢-ETS
TGGCCEEAAGGGGGGEGGCCGGCGCGCGGEGCCGGTCGCCTAGGCAACGGGCTCGC GTGGC GTCC
e-ETS
AGGCTTCTCAGAAAGCCCAAAATCCGGGAGCTTTGGGAGGGTAGAGGGGCGACGC GGG GEAGGGEC
GGTCCGGEGGAGCTGAATGGCCTCAGGACGCCGGCC GACCGGEGTGTICTGCATACTGTGGGCGGCCTT
TCCAAGTGTGGGGAGCGE =~ c-Rel
EKZON 1

Sekil 4.6. Genomatix-Matlnspector ve TFSEARCH programlari yardimiyla ING1
geninin 6zendirici bolgesinde tespit edilen CARP, SOX, ¢-ETS ve c-Rel proteinlerine
ait baglanma bolgeleri gosterilmistir.

4.4  Mutasyon Analizi

4.4.1 SSCP sonuclarinin degerlendirilmesi

ING1 geninin kodlanan kismi ekzon la, ekzon 1b ve ekzon 2 olmak {izere 3 bdlgeden
olusmaktadir. Tarafimizca tasarlanan primerler kullanilarak bu bolgeler ¢ogaltilmis ve
SSCP ile analiz edilmistir. Farklilik gosteren 6rnekler dizin analizine tabi tutulmustur.

SSCP deneyleri DNA 6rnekleri kullanilarak yapilmigtir. SSCP sonucunda ekzon 1a ve
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Ib’de farklilik bulunmazken, ekzon 2’nin 2. ve 3. bolgelerinde ¢esitli bantlar

goriilmiistiir (Sekil 4.7). Bu bantlar dizin analizi yapmak iizere hazirlanmugtir.

Elb_1

Sekil 4.7. Ekzon 1b_1, ekzon 2 1 ve ekzon 2_3’e ait SSCP jel goriintiileri. Ekzon 2’nin
iictlincii bolgesinde (E2_3) okla gosterilen drnekte degisik bir bant goriilmektedir.
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4.4.2 Dizin Analizi Sonuglar

SSCP sonucunda Ekzon 2_2 ve Ekzon 2_3 bolgelerinde farklilik gésteren bantlar tespit
edilmis ve ait oldugu hastanin normal ve timorlii doku 6rneklerinin ilgili kisimlarinin

dizinleri ¢ikarilmistir. Ancak bu bolgeler igerisinde dizin analizi ile mutasyon tespit
edilememistir (Sekil 4.8).

Um_nm_hlmh‘h_“_; hﬂm )

TCCAGCAACCACGACCACG ACGACGGCGCCTCRGGC CACACC CAA

T e CAGCALCCACG ACCLACE CG- CGGCGCLCTCRGEBC EC - CEe Tt

Sekil 4.8. INGI1 geninin 2 numarali ekzonunun bir kismina ait dizin analizi goriintiisii.
Herhangi bir mutasyona rastlanmamustir.
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5 TARTISMA

Kanser tiim diinya genelinde 1/8 oraninda 6liime sebebiyet vermektedir (1). Amerika
Birlesik Devletlerinde ise toplam &liimlerin %25’ inden sorumludur (2). Ulkemizde en
sik goriilen ilk bes kanser, akciger, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak
siralanmaktadir (Sekil 2.1) (3).

ING ailesine mensup genlerin yapilan gesitli kanser c¢alismalarinda timor baskilayici

gen olarak rol oynadiklari ortaya ¢ikarilmistir (12-16).

Mesane kanseri gelisiminde meydana gelen gen ifadesi degisikliklerini gézlemlemek
amaciyla, gen ifade seviyeleri kiyaslanarak yapilan bir arastirmada sitokeratin 20,
noropilin-2, p21 ve p33ING1 genlerinin ifade seviyelerinin patolojik safha, timor
derecesi ve degisen retinoblastoma gen ifadesi ile 6nemli derecede iligkili oldugu
goriilmistiir (10). Ayrica, p33ING1 gen ifade seviyesinin hayatta kalma ile de iliskili
oldugu gozlenmistir (10). Bu ¢alisma (10) mesane kanserlerinde ING1 geni ile iliski
ortaya koyan tek arastirmadir. Ancak gen lizerinde bizim yaptiimiz gibi detayli

molekiiler analizler yapilmamustir.

Bu c¢alismada tiimor baskilayict gen oldugu, yukarida bahsedildigi tizere, bilinmekte
olan ING1 geninin ve bulundugu 13q33-34 kromozomal bdlgesinin molekiiler teknikler
kullanilarak incelenmesi; 13033-34 bolgesinde yer alan INGI ve komsu genlerinin
mesane kanseri olusumuyla iligkili birer tiimor baskilayict gen olup olmadiklar: ve

ING1 geninin mutasyonlari arastirilmigtir.

Knudson’un 1971 yilinda retinoblastom ile yaptig1 istatistiksel ¢alisma sonucu ortaya
koydugu “iki vurus” hipotezi bugiin kanserin molekiiler genetigi ¢alismalarinda 6nemli
bir yere sahiptir (11). Bu hipotez kanserin meydana gelebilmesi i¢in iki mutasyonun
meydana gelmesi gerektigine isaret eder. Ik mutasyon ilgili timér baskilayici genin bir
kopyasmin kaybolmasi (delesyon), ikinci mutasyon ise diger saglam kopyanin
mutasyona ugramasit veya onkogenlerden herhangi birinin bir allelinde mutasyon

meydana gelmesi seklinde agiklanabilir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular 13g33-34
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bolgesinde D13S1315 ve D13S285 isimli DS belirleyiciler ile taranan bdlgenin
heterozigotluk kaybi gosterdigi yoniindedir. Bu durumda bir tiimor baskilayic1 gen
olarak bilinen ING1 geni ve komsu genlerin delesyona ugradigi diisiincesi kuvvet
kazanmistir. Fakat mesane kanseri ve ING1 geni arasinda dogrudan bir baglanti
kurabilmek i¢in bu bulgu yeterli degildir. ING1 geninin mRNA ifadesinin arastirildigi
gen ifade analizi sonuglarin da heterozigotluk kaybi sonuclari ile paralellik gdstermesi
gerekir. Bunun yanisira ING1 geninde mutasyon da gozlendigi takdirde mesane kanseri
olusumundan ING1 geni sorumlu tutulabilir. Ancak ING1 geninin ifade analizi
calismasi ile % 23.3 oraninda ifadesinde degisiklik oldugu ve ING1 genine ait 1a, 1b ve
2 numarali ii¢ ekzonun 6 ¢ift primer takimi ile yapilan SSCP ve dizin analiz deneyleri

neticesinde mutasyon tasimadigl gorilmiistiir.

ING1 gen ifadesinin incelenmesiyle elde edilen % 23.3 gibi diisiik bir oranda gen
ifadesindeki degisiklik ve ING1 geninde mutasyona rastlamamis olmamiz ING1 geninin

mesane kanserlerinde 6nemli bir timor baskilayict gen olmadigini diisiindiirmektedir.

Bildigimiz kadariyla ING1 geninde mutasyon tanimlayan ilk calisma Giindiiz ve ark
(12) tarafindan yapilmistir. Toyama ve ark tarafindan 1999 yilinda meme kanseri,
yumurtalik kanseri ve hiicre hatlarindan olusan toplam 452 adet ornek iizerinde yapilan
genis c¢apli bir ¢alismada hicbir 6rnekte ING1 mutasyonu bulunmamistir (111). Bu
nedenle Giindiiz ve ark (12) ING1 gen mutasyonlarin yalnizca bag-boyun kanserlerine
Ozgii olabilecegi yorumunu g¢ikarmiglardir. Mesane kanserlerinde de ING1 geninde

mutasyon bulunmadig1 bu ¢alismada sunulan sonuglardan anlasilmaktadir.

ING1 geni aday bir tiimor baskilayici gen olarak tanimlandiktan sonra pek ¢ok ¢aligsma
ile insan kanserlerindeki etkileri arastirllmaya baslanmistir. Hem tiimor ornekleriyle
hem de kanser hiicreleriyle yapilan bu ¢alismalar, mide, meme, 6zafagus, akciger, kan
ve beyin gibi kanser tiplerinde ING1 gen ifadesinin azaldigin1 veya kayboldugunu
gostermistir (57). ING1 proteininin sentezindeki azalma ve kaybolmanin sebebi, dogal
olarak, mRNA ifadesindeki azalmasi ve yani sira mRNA’nin kararliliginin bozulmasi
anlasilir. ING1 geninin NLS veya PHD bolgelerinde gelisebilecek bir mutasyon ING1

proteininin islevini dogrudan dogruya etkiler, cogu zaman da gelisen kanserle bu
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bolgelerden herhangi birisinde olusan mutasyon arasinda iliski vardir (57). Meme ve
beyin tiimorlerinde, melanomada ve lemfoblastik losemide, NLS veya PHD
bolgelerinde olan mutasyona bagli olarak, ING1 proteininin hiicrede yanls yerlestigi
(mislocalization) ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (102, 112-114). ING1 proteini
normal sartlarda ¢ekirdekte yerlesiktir (17). ING1’in hiicresel yanlis yerlesimi, genin
NLS bolgesinde olabilecek bir mutasyonla ilgili olup bu durumda ING1 proteini
cekirdege go¢ edecegi yerde sitoplazmada yigilir. Bu halde ING1’in toksik etkisinin de
dikkate alinmasi ve yigilimin hiicre fizyolojisine etkisinin agikliga kavusturulmasi
geregi ortaya c¢ikmaktadir. ING1 proteininin sitoplazmada yerlesmesine sebep olan
mekanizmalar biiyiik olasilikla ING1’in birlikte ¢alistigi proteinleri de etkileyecektir.
Bu konuda yapilmis bir ¢alismada, hatali yerlesimin ING1 proteininin siklin bagimli
kinaz inhibitori p21wafl‘in ifadesinin diizenlenmesi gibi bazi gorevlerini yerine
getirememesine neden oldugu gozlenmistir (115). Ancak ING1 geninde mutasyon
nadiren ortaya ¢ikan bir durumdur (17). Bu nedenle ING1’in etkinligini yitirmesinde

ING1 mutasyonunun ana mekanizma olmadig: distiniilebilir.

ING1 gen ifadesinin azaldigi veya kayboldugu goriilmiis tiimorlerde c¢esitli diger
mekanizmalar tanimlanmistir. Bag boyun kanserleri (12) ve 6zafagal skamoz karsinom
larda (116) yapilan caligmalar vakalarin %50’sinden fazlasinda ING1 bolgesinde
heterozigotluk kaybini ortaya cikarmistir. Yumurtalik kanserlerinde ise vakalarin
%?25’inde ING1 geni 6zendirici bolgesinde (promoter) hipermetilasyon tespit edilmistir
(117). DNA metilasyonu, genin 6zendirici bolgesindeki CpG adalar1 denilen sitozin-
guanin diniikleotidlerince zengin olan bolgelerde meydana gelen kimyasal bir olaydir
(118). Metilasyonun azalmasi sessiz durumdaki proto-onkogenlerin veya atasal veya
anasal yolla etkinlestirilmig (imprinted) genlerin etkin hale gegerek sentez
yapabilmelerine ve hiicre ¢ogalmasini uyarmalarina izin verebilir (118). Tam tersine;
timor baskilayici genlerin  6zendirici  bolgelerindeki metilasyonun artmasi ise
transkripsiyonun engellenmesi nedeniyle sessizlesmelerine ve hiicrenin c¢ogalmasi
tizerindeki negatif etkinin, baskinin ortadan kalkmasina neden olur (118). ING1 geni
ozendirici bdlgesi CpG diniikleotidlerince zengin bir bdlgedir (12). Ozendirici bolge
CpG metilasyonu over kanserlerinde siklikla goriilmektedir (119-121). Bu durumda
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Ozendirici bolge metilasyonlarinin tiimor baskilayici genlerin etkinligini yitirmesinde
onemli bir olay oldugu dikkat c¢ekmektedir. INGI geni Ozendirici bdlge

metilasyonlarinin insan kanserlerinde arastirilmasi gerekmektedir.

Bir baska 6nemli nokta ise tiimor baskilayici genlerde de haploinsufficiency veya allel
yetersizliginin olabilecegidir. ki ayr1 c¢alismada transforming growth factor-bl ve
miirin geni p27<""de allel yetersizligi tespit edilmistir (122,123). Bir allelin kayip
oldugu disiiniiliirse saglam allel herhangi bir karsinojene maruz kaldiginda, haploid
yetersizlik nedeniyle tiimoére yatkin bir fenotipe doniisiir (12). Sigara, mesane kanseri
olusumunda etkin (9), toplumumuzda siklikla tiikketilen bir karsinojendir. Bu konuda,

daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

ING1 gen ifadesindeki azalmay1 agiklayabilmek igin bilinen bazi mekanizmalarin da
acikliga kavusturulmas: gerekmektedir. Ozendirici bolgedeki kromatin yeniden
bi¢cimlendirilmesi  (chromatin  remodeling), ING1 gen ifadesinden sorumlu
transkripsiyon faktorlerinin etkinliginin kaybi ve miRNA ifadesi gibi potansiyel
mekanizmalar iizerinde yapilmis bir ¢alisma yoktur. Bu konularin c¢aligilmasi ile,
yiksek oranda heterozigotluk kaybi gosteren ING1 geninde nadiren mutasyon
gozlenmesi agiklanabilir. ING genlerinin etkinligini kaybetmesine yol agan
mekanizmalarin anlasilmasi, ING genlerinin ifadelerinin yeniden saglanmasi yoniinde
caligmalara yon verecek olmasi, dolayisiyla; tedaviye yonelik amaglarla

kullanilabilecegi i¢in dnemlidir.

ING genlerinin ifade kaybinda o6zendirici bolgelerine baglanan proteinler, biiyiime
faktorleri, transkripsiyon faktorleri veya transkriptozomun herhangi bir protein alt
initesinde veya genin Ozendirici bolgesinin artirict (enhancer) bolgesinde olusan
mutasyon nedeniyle de ING genlerinin ifadesinde azalma goriilebilir. ING1 geni
Ozendirici bdlgesinde meydana gelmis herhangi bir mutasyon transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasma ve transkripsiyonun gerceklesmesine engel olabilir.
Dolayisiyla ING1 gen ifadesinin azalmasina sebep olabilir. ING1 geninin 6zendiriCi
bolgesi, buraya baglanan transkripsiyon faktorleri ve diizenleyici molekiiller hakkinda
bilgi bulunmamaktadir. Internet iizerinden erisilebilen Genomatix-Matlnspector (106)

ve TFSEARCH ver.1.3 (107) isimli programlar herhangi bir 6zendirici bolge {izerinde
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yer alan transkripsiyon faktorleri baglanma boélgelerini tahmin edebilmektedir.
Genomatix-Matinspector ve  TFSEARCH programlarini kullanarak ING1 geninin
Ozendirici bolgesini analiz ettik. Analiz neticesinde ortaya ¢ikan molekiiller cok sayida
olup “5.3.1.INGI geni 6zendirici bolgesine ait bulgular” bagligi altinda detayli bi¢imde
siralanmistir. Bu faktorler tahmine dayali olarak elde edildigi igin, aralarinda kanserle
ve ING islevi ile ilskili olabilecek olanlar NCBI_ OMIM (110) veri taban1 kullanilarak
ayiklanmigtir ve burada tartisilacaktir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Bunlar arasinda ABL, E2F,
HIF1, SOX, P53, BPTF, NRSF, c-Rel ve c-ETS nin islevsel 6zellikleri nedeniyle kanser

olusumuyla yakindan iligkili olduklar1 arastirma neticesinde goriilmiistiir.

ABL1 protoonkogeni sitoplazma ve ¢ekirdekte gorev alan, hiicre farklilasmasi,
boliinmesi, hiicreler arast yapisma ve stres cevabinda rol alan tirozin kinazi
kodlamaktadir (124). ABL’nin DNA’ya baglanma etkinligi CDC2-aracil1 fosforilasyon
ile diizenlenmektedir (125). Cekirdeksel ABL’nin tirozin kinaz etkinliginin hiicre
dongiisii sirasinda retinoblastoma proteini ile 6zgiin bir etkilesim sonucu diizenlendigi
gosterilmistir (126). Cekirdeksel ABL tirozin kinaz transkripsiyonu artirabilmektedir ve
bu etkinligi RB tarafindan engellenmektedir. Dolayisiyla ¢ekirdeksel ABL
transkripsiyonun diizenlenmesinde dogrudan rol alan bir S fazi tirozin kinazidir.
Transkripsiyonunu diizenledigi genler arasinda ING1 geninin de oldugu ING1 geni

0zendirici bolgesinin ABL baglanma bdlgesini icermesinden anlagiimaktadir.

Genomatix ve TFSEARCH programlarinca ING1 geni 6zendirici bolgesinin igerdigi
baglanma niikleotid dizileri bir diger transkripsiyon faktorii olan E2F ile ilgilidir. E2F
transkripsiyon faktorii; hamarat (housekeeping) genler denilen smf II genlerin
mRNA’larmin ifadelerinde 6nemlidir (127). Ayri ayri yapilan iki ¢alismada (128,129)
E2F1’in RB ile birlikte E2F DNA tanima dizinlerine baglandigi ve gen etkinligini
artirdig1 gosterilmistir. Transkripsiyon faktorii E2F memeli hiicre donglisii esnasinda
G1/S gegisinde 6nemli bir belirleyici olarak, DNA replikasyonu igin gerekli olan bir
kisim genlerin transkripsiyonunu etkinlestirerek rol oynamaktadir (130). Halbuki, RB
hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegisini engellemektedir (130). RB ¢ok sayida
hiicresel proteinle etkilesime girer, ancak; bu etkilesimlerin dogasi ve hiicre dongiisiiniin

diizenlenmesindeki onemi tam olarak anlagilamamistir. Phillips ve ark (131) E2F1’in
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Oliim reseptdriine bagimli bir mekanizmayla, TRAF2 proteininin gen ifadesini azaltarak
ve NFKB gibi antiapoptotik uyaranlarin etkinligini engelleyerek apoptozu tetikledigini
gostermislerdir. Bu yolakta p53°ten bagimsiz olarak E2F1 gen ifadesi hiicrelerin
apoptoza karsi hassaslasmalarina yol acar (131). Insan tiimérlerinin pek cogunda
E2F1’in diizenlenmesi ile ilgili sorunlar gézlenmistir. RB, kanser hiicrelerinde, E2F-
bagimli 6zendirici bolgelerin etkinliginde artisa sebep olmaktadir (132). Dolayisiyla;
E2F’nin ING1 geni iizerindeki bu yollu bir etkisinin, ING1 geni 6zendirici bdlgesinde
E2F baglanma dizini iizerinde meydana gelmis herhangi bir mutasyon ile engeleniyor

oldugu diistiniilebilir.

SRY ve SOX proteinleri HMG kutusu olarak bilinen, 79 amino asitten olusan, DNA
baglanma bolgesine sahiptirler (133). Tiim SOX proteinleri HMG kutusu ile dogrusal
DNA’ya dizine 6zgiin bigimde baglanir ve DNA’nin genis agilarla biikiilmesine neden
olur (133). Biikiilme belli bir mesafede DNA sarmalinin a¢ilmasia ve SOX1, SOX2 ve
SOX3 gibi SRY ile ¢ok yakin homoloji gosteren transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya
baglanarak etkilesimine yol acar (133). SOX proteinlerinin, farelerde, esas olarak
gelismekte olan sinir sisteminde ifade edildigi gosterilmistir (133). Bu genler evrimsel
stirecte ciddi bigimde korunmustur. SOX1 geni ileride de tartisildig1 gibi heterozigotluk
kaybmin yiiksek oranda gozlendigi bolge igerisinde kalmaktadir. Dolayisiyla
calismamiz sonucunda aday bir tiimor baskilayic1 gen olarak ortaya c¢ikmistir. Ayni
zamanda INGI1 geni 6zendirici bolgesinde baglanma dizininin yer almasi, mesane

kanserlerinde, SOX1 geninin irdelenmesi gerektigi diisiincemizi kuvvetlendirmektedir.

Genomatix ve TFSEARCH programlariyla tespit edilen bir diger transkripsiyon faktorii
BPTF’dir (bromodomain and PHD domain transcription factor). Kromatinin degisik
bolgelerinde tek c¢ift veya li¢ metilli durumda histon lizinleri yer almaktadir (134).
Bunlar heterokromatin olusumu, X kromozomu inaktivasyonu ve transkripsiyonel
diizenlenme gibi Ozellesmis biyolojik islevler icin isaret gorevi goriirler (134).
H3K4me3 (ii¢ metilli (trimethylated) histon H3/lizin-4) etkin genlerin transkripsiyon
baglama bolgeleri ile iliski igindedir (134). Niikleozomu yeniden bi¢imlendirme
faktoriiniin [nucleosome remodeling factor (NURF)] bitki homeodomain parmak (PHD

finger) yapisi ii¢ metilli (trimethylated) histon H3/lizin-4 kuyruklariyla dogrudan
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iliskiye girmektedir (135). BPTF proteini NURF olusumunun en biiyiik alt tinitesidir
(134). Ug metilli H3K4 PHD parmak yapisinin yiizeyindeki antiparalel beta yaprak
olusumu iizerinden iliski kurar (134). PHD parmak ¢ok sayida kromatin iligkili
proteinde yer alan kromatin baglanma birimi olarak ¢alismaktadir (134). ING genleri de
PHD bolgesi igerirler ve histon asetilasyonu ve deasetilasyonu iizerinde rol sahibidirler
(99). ING1 geninin yine bir PHD proteini tarafindan uyariliyor olmasi kromatin yeniden

diizenlenmesinin zengin ve karmasik bir olay olduguna isaret ediyor olabilir.

HIF1 (Hypoxia-inducible factor-1) memeli hiicrelerinde oksijen azligi durumunda
sentezlenen ve hipoksiye karsi hiicresel ve sistemik homeostatik cevap verilmesinde
onemli role sahip bir transkripsiyon faktoridiir (136). HIF1 120-kD HIF1-alfa alt
tinitesi ile 91-94 kD HIF1-beta alt iinitesinin birlesmesinden olusur (136). HIF1 enerji
metabolizmasi, damar olusumu ve programli hiicre 6liimi gibi hiicresel olaylarda rol
alan genlerin diizenlenmesinde gorev alarak hipoksiye kars1 hiicresel cevapta anahtar bir
rol oynamaktadir (136). HIFI1’in alfa alt {initesi normal kosullarda proteozomca
pargalanirken oksijen yetersizliginde kararli haldedir (136). Ozer ve ark (137) hipoksik
sartlarda ING4’tiin HIF’in hedef genlerinin gen ifadesini baskiladigini gostermislerdir.
ING4, HPH2 [HIF-prolyl hydroxylase 2, (EGLN1)] ile dogrudan iliski kurmaktadir
(137). HPH2, HIF’in kararligindan sorumlu aracidir (137). ING4 ile HPH2 arasindaki
iliski hidroksilazin etkinligini veya HIF’in kararliligim1 etkilemez, ancak; HIF’in
etkinligini kromatinin durumuna bagimli bir bi¢imde baskilar (137). HIF geni, ING1
ozendirici bdlgesine baglandigini tahmin ettifimiz genler arasinda, ING ailesiyle, Ozer
ve ark (137) yaptigi ¢alisma ile arasindaki iliski kanitlanmig bir gendir. Bu sonug

Genomatix ve TFSEARCH programlarinin giivenirligine de isaret etmektedir.

Transkripsiyon faktorleri arasinda c-Ets ve c-Rel islevsel 6zellikleri nedeniyle dikkat
cekicidir. ETS transkripsiyon faktorleri; kok hiicre gelisimi, hiicre yaglanmasi ve 6liimii
ve timor olusumunda rol alan pek ¢ok genin diizenlenmesinde gorev almaktadir (138).
Bu proteinlerdeki korunmus ETS bolgeleri sarmal-doniig-sarmal DNA baglanma
bolgeleri olup hedef gendeki GGAA/T uyusum dizisini tanimaktadir (138). Bu dizi
ING1 6zendirici bolgesinin -206/ -209 ve -258/ -261 araliklarinda tespit edilmistir
(Sekil 4.6).
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c-Rel, REL geni tarafindan kodlanan, Rel/NFKB ailesine mensup bir transkripsiyon
faktoridiir (139). Bu aileye iiye proteinler “Rel bolgesi” denilen yiiksek derecede
korunmus N uglar1 ile DNA’ya baglanma, dimerlesme, ¢ekirdekte yerlesim (nuclear
localization) ve NFKB inhibitoriine baglanma gibi islevlerden sorumludur (139).
Romieu-Mourez ve ark. (140) solid ve hematolojik kanser gelisiminde c-Rel geninde
amplifikasyon, yeniden diizenlenme ve asirt gen ifadesi gézlemlemislerdir. Genomatix-
Matlnspector ve TFSEARCH programlart yardimiyla -17/-25 araliginda c-Rel
baglanma bolgesi tespit edilmistir (Sekil 5.1). ING1 proteininin yukarida da
bahsedildigi iizere, NLS bdlgesinde olan mutasyon(lar) sebebiyle, hiicresel yanlis
yerlesiminin gozlendigi calismalar mevcuttur (102,112-114). Her ne kadar hiicresel
yanlig yerlesimden ING geninin NLS bolgesi sorumlu goriinse de farklt mekanizmalarin
da NLS’de meydana gelmis bir mutasyonun etkilerine katki sagladigi diisiiniilebilir.

ING geninin sitoplazmik artis1 bu durumda yine gozlenebilir.

REST (RE1-silencing transcription factor) gen ifadesini diizenleyen transkripsiyonel bir
baskilayicidir (141). REST, hedef gende 21 baz ¢iftinden olusan baskilayici element-1
(RE-1, repressor element-1) bolgesine baglanir (141). REST ¢esitli kromatin
diizenleyen enzimlerin orta gobeginde yer alarak gen baskilanmasina aracilik
etmektedirler (141). ING1 geni kromatinin yeniden bigimlendirilmesinde gorev
almaktadir (99). HAT proteinleri histonlar1 asetilleyerek ve HDAC proteinleri de
histonlardan asetili uzaklastirarak (deasetilasyon) kromatin yapisinin yeniden
bigimlenmesinde ve dolayisiyla gen ifadesinin diizenlenmesimde onemli rol oynarlar
(99). ING1 proteinleri hem fiziksel hem de islevsel olarak HAT ve HDAC etkinligine
sahip pek c¢ok faktorle iligki kurmaktadir (99). INGI’in timér baskilayict islevi
kromatinin yeniden bicimlendirilmesi ile baglantili gibi goriinmektedir. Yani ¢esitli
biyolojik etkinliklere sahip olan ING1’in timdr olusumunu baskilayabilmesi, yalnizca
kromatinin yeniden bi¢imlendirilmesi tiizerindeki roliiniin sonucu olabilir. REST

transkripsiyon faktoriiniin bu olaylarda INGI ile beraber rol almasi muhtemeldir.

Bu calismada elde edilen en 6nemli bulgu heterozigotluk kayb1 bulgularidir. D13S1315
ve D13S285 adli DS belirleyiciler ile taranan boélgede genomik kayiplarin oldugu
goriilmektedir. Heterozigotluk kaybi bulgulari iki 6nemli noktaya isaret etmektedir.
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Heterozigotluk kaybi eksilme mutasyonu nedeniyle ortaya c¢ikabilecegi gibi
rekombinasyon dolayisiyla da ortaya ¢ikabilir (142). Burada biribirinden ¢ok farkli iki
yol izlenir. Bu bolgede eksilme veya kopya sayisinda degisiklik oldugu disiiniilebilir.
Genomdan genoma bir DNA bdlgesinin uzunlugu degisiklik gosteriyorsa bu “degismis
kopya sayis1” (copy number variant; CNV) olarak adlandirilir (142). DNA bolgesinin
uzunlugu 1 kilobazdan megabazlara kadar degiskenlik gosterebilir. (143). Insanda her
kromozomun iki kopyasi bulunmaktadir (144). Kopya sayisi degisikligi eksilme,
duplikasyon, ters donme (inversiyon) ve translokasyon gibi genomik yeniden
diizenlenmelerle meydana gelir (144). Disiik kopya tekrarlar1 (Low copy repeats;
LCRs) olarak bilinen bdlgeye 6zgiin tekrar dizinleri kopya sayisinda degisiklige neden
olan genomik diizenlenmelere yatkindirlar. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar kopya
sayist degisikliginin eksilme tipi diizenlenme sonucu gergeklestigini diisiindiirmektedir.
Bu diizenlenmeler homolog olmayan (non-homolog) rekombinasyondur. Dolayisiyla
normal ve tiimorli dokular bu agidan birbirlerinden farklidir. Populasyon genetiginde,
baglant1 dengesizligi (linkage disequilibrium) denilen bir durum vardir ki, iki veya daha
fazla lokustaki, hatta ayn1 kromozomda yer almayan allellerin sik rastlanmayan bir
iliskisini isaret eder (145). Baglanti dengesizligi su sekilde tanimlanabilir: Bir
populasyonda allel veya genetik belirleyicilerin bazi kombinasyonlarinin sikligi
haplotiplerin rastgele olusumundan beklenen sikliga nazaran az veya ¢ok olabilir (145).
Bununla iliskili olarak kopya sayisindaki degisiklik hem kromozomal yapida
dengesizlige, hem de genlerin mesafelerinde degisiklik meydana gelmesi, genomik
kararsizliga ve dolayisiyla gen ifadelerinin etkilenmesine sebep olabilir. Gen
ifadesindeki degisiklik gen {irliniiniin azalmasina neden olabilir. Esbaskin allellerde gen
sayist fenotip lizerinde etki sahibidir (142). Bu durum “doz etkisi” (dosage effect)
olarak anilir (142).

Tablo 4.2 incelendiginde D13S278, D13S796 ve D13S1315 DS belirleyicilerin bazi
orneklerde homozigotluk gosterdigi farkedilmektedir. Bu bulgu ilgili bdlgenin
rekombinasyona yatkin bir bolge olabilecegini diisiindiirmektedir. Homolog
rekombinasyon sonucu bu bolgedeki genler bagli genler durumuna gelmis olabilir.
Genetik baglant1 (genetic linkage) belirli bir genomik bolgenin veya allelerin birlikte

kalitilmasi1 anlanima gelmektedir (146). Aym1 kromozomdaki genetik bolgeler (lokus)
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fiziksel olarak yakindirlar ve mayoz esnasinda birlikte kalirlar, genetik olarak
baghdirlar (146). Dolayisiyla bu ¢alisma neticesinde D13S278, D13S796 ve D13S1315
DS belirleyicilerin taradig alanlarda yer alan genlerin ING1 geninin diizenlenmesinde
rol sahibi olabilecegi diisiincesi kuvvetlenmistir. Bu bolgedeki genler RPL35P7,
EFNB2, ARGLU1, FAMI155A, LIG4, ABHD13, TNFSF13B, MYO16’dir (Sekil 4.1)
(109). Ancak Genomatix ve TFSEARCH programlariyla, ING1 geni 6zendirici bolgesi
ile iligkili transkripsiyon faktorleri ve g¢esitli molekiilleri tespit etmek {izere yaptigimiz
incelemede ING1’in 6zendirici bdlgesinde bu sekiz adet gene ait baglanma dizinleri

tespit edilememistir. Dolayisiyla bu diisiincemizi destekler bir sonug ortaya ¢gikmamaistir.

D13S1315 ve D13S285 adli DS belirleyiciler ile elde edilen yiiksek heterozigotluk
kayb1 oranlari bu bolge tlizerinde mesane kanserleri ile iligkilendirilebilecek tiimor
baskilayici genler dahil olmak {izere baska aday gen veya genlerin varligini
diigiindiirmektedir. NCBI tabanli (109) yaptgimiz arastima neticesinde bu bdlgede yer
alan genler tespit edilmistir. Bu genler arasinda IRS2 (insulin receptor substrate 2),
COLA4AL (collagen, type IV, alpha 1), COL4A2 (collagen, type 1V, alpha 2), RAB20 (RAS
oncogene (onkogen) family (ailesi) iiyesi), CARKD (carbohydrate kinase domain containing;
karbohidrat kinaz islevini igeren bolge), CARS2 (cysteinyl-tRNA synthetase 2, mitokondriyal),
ING1 (inhibitor of growth family, member 1), RPL21P107 (ribosomal protein L21
pseudogene 107), ANKRD10 (ankyrin repeat domain 10), PARP1P1 [poly (ADP-ribose)
polymerase family, member 1 pseudogene 1], ARFGEF7 [Rho guanine nucleotide exchange
factor (GEF) 7], SOX1 [SRY (sex determining region Y)-box 1] genleri dikkat ¢ekmektedir
(Tablo 4.2) (109).

Caligma neticesinde heterozigotluk kayb1 tespit edilen bolgede COL4AL (collagen, type
IV, alpha 1) ve COL4A2 (collagen, type 1V, alpha 2) genleri yer almaktadir. Tip 1V
kollajen bazal zarin ana makromolekiiler bilesenlerindendir (147). Bazal zarlar
Ozellesmis bir hiicre dis1 matriksin ince katmanlaridir (148). Bu matriks, {izerinde
gelismekte olan epitel ve endotel hiicrelere onlar1 destekleyen bir yap1 saglamaktadir
(148). Bazal zarlar her zaman hiicrelerle iligski halindedirler ve mekanik destek gorevi
gbérmenin yani sira farklilasma ve ¢cogalma gibi hiicresel davraniglar1 da etkilerler (149).

Damar bazal zar1 yeni olusan kilcallar i¢in ¢6ziinmez bir duvar olusturur ve damar bazal
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zarinin pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik olaylarda 6nemli diizenleyici rollere sahip
oldugu tartisilmaktadir (150). Genellikle, tip 1V kollajen; hiicre tutunmasini, hiicre
gociinii, farklilagsmasini ve gelisimini 6zendirmektedir (150). Tip IV kollajen Al-A6
olarak isimlendirilen 6 farkli alfa zincir seklinde sentezlenir, ti¢li sarmal olusturular ve
bazal zarda yer alan diger makromolekiiller igin iskele gorevi goérecek bir ag
olustururlar (151). Bu a-zincirler, N-ucu 7S bdlgesi, orta ii¢lii sarmal bolgesi ve C-ucu
globular kollajen olmayan (noncollagenous) (NC1) bélge olmak iizere li¢ bolgeden
(domain) olusurlar (152). A1 ve A2 izoformlari insan bazal zarlarinda yer alirlar (148).
Tip IV kollajenin ¢esitli nonkollajen bdlgelerinin anjiyogenez, tiimor gelisimi,
¢ogalmasi ve gociinii engelledigi goriilmistiir (153,154). Buradaki analizden COL4Al
ve COL4A2 mesane kanseri olusumunda aday tiimor baskilayict genler oldugu

anlasilmaktadir.

SOX1 gelisim siirecinde 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir (155). Transkripsiyon
faktorlerinin kanserdeki rolleri hakkinda fazla bilgi mevcut degildir. Fakat son yillarda
yapilan bir ¢aligmada, SOX1 ifadesinin, noral kok hiicre transplantasyonundan sonra
noronal Onciillerin tiimdrlesme potansiyellerini azalttigi gozlenmistir (156). Ayni
zamanda Genomatix ve TFSEARCH programlarinca ING1 06zendirici bolgesine
baglandigi tahmin edilen SOX1 geninin mesane kanserleri i¢in aday bir timor

baskilayici gen oldugu sdylenebilir.

Toujani ve ark. (157) tarafindan 2009 yilinda gergeklestirilmis genis ¢apl bir hiicre
kiiltiirii calismasinda Burkitt lenfomasinda meydana gelmis kromozomal degisiklikler
incelenmigtir. Bu arastirmada, ii¢ tlimorde, kromozom 13q33.q34 bdlgesinde 30dan
fazla sayida gen barindiran 10 megabazlik bir kismin kayboldugunu gézlemlemislerdir
(157). Bu genler arasinda ING1, COL4A2, COL4Al, RAB20, LIG4 (Ligase 4),
TNFSF13B [tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b], EFNB2 (ephrin-
B2), ERCC5 (excision repair cross complementation group 5), FGF14 (fibroblast
growth factor 14), PCCA (propionyl CoA carboxylase, alpha polypeptide), SLC10A2
[solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 2], IRS2,
ARHGEF7, ANKRDI10 gibi genler bu kaybin i¢inde yer almaktadirlar (157). Bu

caligmaya ait bulgular bizim ¢alismamizin bulgularin1 destekler niteliktedir.
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Calisma neticesinde COL4Al, COL4A2 ve SOX1 genlerinin mesane kanserlerinde
oncelikli olarak incelenmesi gereken aday tiimor baskilayici genler olduklarini, ING1
geninin 6zendirici bolgesinin metilasyon durumunun incelenmesi gerektigini, 6zendirici
bolgeye baglandigini yazilimsal olarak tahmin ettigimiz transkripsiyon faktorii ve
diizenleyici molekiillerin genetik analizlerinin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Ilgili genler hakkinda yapilacak detayli molekiiler analizler kanser olusumundaki rolleri

hakkindaki yeni bilgiler ortaya koyabilir.
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