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ÖZET 

MESANE KANSERLERİNDE KROMOZOM 13Q33-34 BÖLGESİNİN 

MİKROSATELLİT HARİTALAMASI, ING1 GENİNİN MUTASYON ANALİZİ 

VE GEN İFADE DÜZEYİNİN ARAŞTIRILMASI 

Mehri ĠĞCĠ 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof Dr Ahmet ARSLAN 

Temmuz 2010, 89 sayfa 

Ülkemizde mesane kanseri sık karĢılaĢılan kanserler arasında üçüncüdür. Kanser çeĢitli 

genetik ve epigenetik değiĢikliklerin hücrede birikmesiyle ortaya çıkmaktadır. Bu 

genetik değiĢiklikler onkogenlerin etkinliğinde artıĢa veya tümör baskılayıcı genlerin 

etkinliğinde azalmaya neden olabilir. Tümör baskılayıcı genlerin kaybı veya etkinliğinin 

bozulması tümör oluĢumuna yol açabilmektedir. ING ailesi genlerinin çeĢitli kanser 

tiplerinde önemli rol alan tümör baskılayıcı genler olduğu bilinmektedir. Bu çalıĢmada 

mesane kanseri 30 hastadan alınan normal ve tümörlü dokular kullanılarak, kromozom 

13q33-34 bölgesinde mikrokayıp analizi, ING1 geni ifade analizi ve ING1 geninde 

dizin analizi ile mutasyon taraması gerçekleĢtirilmiĢtir. Yanısıra ING1 geninin 

özendirici bölgesi hakkında bilgi bulunmadığı için TFSEARCH ve Genomatix-

MatInspector gibi çevrimiçi programlarla buraya bağlanan transkripsiyon faktörleri 

araĢtırılmıĢtır. 13q33-34 bölgesi için seçilen DS belirleyiciler D13S285, D13S1315, 

D13S796, D13S278, D13S158 ve D13S779‟dur. Elde edilen heterozigotluk kaybı 

oranları ise sırası ile %23.3, %20, %6.7, %3.3, %6.7 ve %0 Ģeklindedir. En fazla 

heterozigotluk kaybı ING1 genini çevreleyen D13S285 ve D13S1315‟te gözlenmiĢtir. 

Gen ifade analizleri neticesinde ise 30 hastadan 7‟sinin ING1 gen ifadesinde değiĢiklik 

gözlenmiĢtir. Fakat dizin analizi yöntemiyle incelenen ING1 geninin ekzonlarında 

mutasyona rastlanmamıĢtır. DeğiĢik kanser tiplerinin baskılanmasında rol alan ING1 

geninin mesane kanserinde önemli bir tümör baskılayıcı gen olmadığı görülmektedir. 

Heterozigotluk kaybı bulgularından yola çıkarak mesane kanserinde 13q33-34 

bölgesinin farklı “aday” tümör baskılayıcı gen veya genler barındırdığı düĢünülebilir. 

ĠĢlevsel özellikleri dikkate alındığında bu genlerin COL4A1, COL4A2 veya SOX1 

olabileceği söylenebilir. Transkripsiyon faktörü analizleri ise ING1 geni özendirici 

bölgesine bağlanan faktörlerden bazılarının, ING1 iĢlevi ile iliĢkili olabilecek, c-Rel, c-

Ets gibi çeĢitli faktörler olduğunu göstermiĢtir. ING1 özendirici bölgesinin moleküler 

açıdan incelenmesinin gerekliliği görülmektedir. 

Anahtar kelimeler: Gen ifade analizi, heterozigotluğun kaybı, ING1 geni, ING1 

özendirici bölgesi, mesane kanseri,  mutasyon tarama, nükleotid dizin analizi, 

transkripsiyon faktörleri…………………………………..………………………………
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ABSTRACT 

MICROSATELLITE MAPPING OF CHROMOSOME 13Q33-34 REGION, 

MUTATION SCREENING OF ING1 GENE AND ANALYSIS OF ING1 mRNA 

EXPRESSION IN BLADDER CANCERS 

Mehri ĠĞCĠ 

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 13q33-

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-

MatInspector and TFSEARCH programs. DS markers used for 13q33-34 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 13q33-34 region 

may contain different candidate TSGs like COL4A1, COL4A2 and SOX1. 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 
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1 GİRİŞ ve AMAÇ 

Kanser günümüzün en ölümcül hastalıklarından biridir. Kanser vakaları dünya 

genelinde ölümlerin 1/8‟inden (1), Amerika‟da ise toplam ölümlerin %25‟inden (2) 

sorumludur. Ülkemizde en sık görülen kanserler, Sağlık Bakanlığı‟nın verilerine göre, 

akciğer, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak sıralanmaktadır (ġekil 

2.1) (3).  

Mesane abdomende yer alan içi boĢ bir organdır (4). Böbrek tarafından üretilen idrar 

üreter denilen tüplerden geçerek mesaneye gelir ve depolanır (4). Mesanenin dolması 

durumunda mesane duvarındaki kaslar sıkılaĢır ve idrar üretra denilen bir baĢka tüp 

yoluyla mesaneyi terk eder (4). 

Mesane duvarı dıĢtan içe doğru serosa, muscularis, submucosa, muscularis mucosa ve 

lamina propria denilen kısımlardan oluĢmaktadır (5). Mesanenin iç yüzeyini kaplayan 

epitel hücre tabakası lamina propria‟nın üzerini örten ürotelyumdur (5). Ürotelyum da 

glikozaminoglikan (GAG) bir tabaka ile kaplıdır (6). Ürotelyum mesanenin, depolama 

esnasında idrarın kompozisyonundaki değiĢimleri en alt düzeyde tutmasına yardımcı 

olur (7).  

Mesane duvarı transisyonel ve skuamoz diye adlandırılan hücrelere sahiptir. Mesane 

kanserlerinin %90‟dan fazlası transisyonel hücrelerde baĢlar ve bu tip mesane kanseri 

transisyonel hücre karsinomu olarak adlandırılır (4). Mesane kanseri hastalarının 

yaklaĢık %8 kadarı skuamoz hücre karsinomuna sahiptir (4).   

Kanser çok nedenli genetik bir hastalıktır (8). Yapılan birçok çalıĢma göstermiĢtir ki 

normal bir hücre denge içerisindedir (8). Bu denge, kanser genleri (oncogen) ile tümör 

baskılayıcı (tumor suppressor gene) genler arasındadır (8). Herhangi bir etken sonucu 

tümör baskılayıcı genler veya onkogenlerde meydana gelen genetik dengesizlik 

sonucunda kanser meydana gelmektedir (8). Günümüz modern dünyasının en önemli 



 

4 

 

sağlık problemi olarak kabul edilen kanser üzerine yapılan birçok çalıĢma sonucunda 

geliĢtirilen teknikler sayesinde yavaĢ da olsa bazı geliĢmeler sağlanmaktadır. 

Mesane kanseri batıda genital-üriner sistemin ikinci en yaygın kanseridir (9). Mesane 

kanseri geliĢiminde çevresel etkenler ve genetik yatkınlık söz konusudur (9). Sigara, bir 

takım endüstriyel kimyasallar, diyetle alınan nitratlar ve arsenik en önemli çevresel risk 

faktörleridir (9). Kromozomal anomaliler, bazı genlerin özendirici gen bölgelerinin 

(promoter) metilasyonla susturulmaları, tümör baskılayıcı genlerde veya proto-

onkogenlerde meydana gelen değiĢimler mesane karsinogenezinde rol alan moleküler 

mekanizmalardır (9). 

Mesane kanseri geliĢiminde meydana gelen gen ifadesi değiĢikliklerini gözlemlemek 

amacıyla, 17,842 bilinen gen ve EST (expressed sequence tags) içeren cDNA 

mikroseriler (microarray) kullanılarak erken ve ileri aĢamadaki mesane tümörlerinin gen 

ifade profilleri kıyaslanmıĢtır (10). Bu çalıĢma (10) mesane kanserlerinde ING1 geni ile 

iliĢki ortaya koyan tek araĢtırmadır. Sitokeratin 20, nöropilin-2, p21 ve p33ING1 

genlerinin ifade modellerinin patolojik safha, tümör derecesi ve değiĢen retinoblastoma 

gen ifadesi ile önemli derecede iliĢkili olduğu görülmüĢtür (10). Ayrıca, p33ING1 gen 

ifade seviyesinin hayatta kalma ile de ciddi oranda iliĢkili olduğu gözlenmiĢtir (10). 

Ancak gen üzerinde detaylı moleküler analizler yapılmamıĢtır. 

1971 yılında A.G. Knudson retinoblastoma (RB) üzerine yapmıĢ olduğu istatistiksel bir 

çalıĢma ile ilk kez Two-Hit (iki vuruĢ) hipotezini ortaya koymuĢtur (11). Özellikle 

kanserli hastalardaki mikro kayıplarla, kanser arasındaki iliĢkinin varlığını saptamıĢtır 

(11). 

2000 yılında Gündüz ve arkadaĢları (12); baĢ boyun kanserinde kromozom kayıplarını 

incelerken, kromozom 13q33-34 bölgesindeki kayıp oranlarını yüksek bulmuĢlardır. Bu 

bölgede yaptıkları araĢtırma sonucunda, ING1 (INhibition Growth1) geninin baĢ boyun 

kanserlerinde tümör baskılayıcı gen olduğunu tespit etmiĢlerdir (12).  
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2002 yılında Gündüz ve arkadaĢları (13) yapmıĢ oldukları yeni bir çalıĢma ile, 

kromozom 7q31 bölgesindeki mikro kayıp sıklığının fazla olduğunu tespit etmiĢlerdir. 

Bu bölgede yaptıkları çalıĢma sonucunda, ING1 ile aynı iĢlevsel bölgeleri taĢıyan bir 

gen olan ING3 (INhibition Growth3) ile baĢ boyun kanserleri arasındaki iliĢkinin 

varlığını ortaya koymuĢlardır (13). 

2005 yılında Gündüz ve arkadaĢları (14), kromozom 12p13 lokusunda yaptıkları 

inceleme sonucunda, baĢ boyun kanserlerinde mikro kayıp sıklığının oranını yüksek 

bulmuĢlardır. Bu bölge incelendiğinde; bu bölgede bulunan ING4 (INhibition Growth4) 

ile baĢ boyun kanserleri arasında bir iliĢki olduğu bulunmuĢtur (14).  

2007 yılında yapılmıĢ bir çalıĢmada; kromozom 2q37.3 lokusunda ağız karsinomlarında 

mikrokayıp sıklığının yüksek olduğu gösterilmiĢtir (15). Bu bölgede bulunan ING5 

(INhibition Growth5) geni üzerinde yapılan incelemeler sonucunda, bu karsinom tipine 

özel üç adet mutasyon tanımlanmıĢtır (15).  

2008 yılında Borkosky ve arkadaĢlarının (16) yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada; baĢ boyun 

kanserli 80 hastada ING2 (INhibition Growth2) geninin yer aldığı lokusta mikrokayıp 

oranı yüksek bulunmuĢtur (16). 

ING1 geninin biyolojik iĢlevleri klonlandığı günden bu yana araĢtırılmaktadır. ING1 

geninin p24ING1, p47ING1, p33ING1 ve p27ING1 olmak üzere bilinen 4 izoformu 

mevcuttur (17).  

ING1 cDNA‟sının yapısı üzerinde yapılan ilk araĢtırmalarda 33,350 Da ağırlığında olan 

p33ING1 proteini ortaya çıkarılmıĢtır (18). Fakat daha sonra klonlama hatası yapıldığı, 

p33ING1 olduğu sanılan dizininin N ucundan kesilmiĢ, 23,656 Da ağırlığındaki 210 

amino asitten oluĢan ve en kısa ING1 izoformu olarak bilinen p24ING1 olduğu 

anlaĢılmıĢtır (19). Dolayısıyla bu düzeltme yapılana kadar geçen süre içinde p33ING1 

üzerinde yapıldığı sanılan pek çok çalıĢma aslında p24ING1 ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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AkıĢ sitometri analizi, p24ING1 ile transfekte edilmiĢ normal fibroblastların hücre 

döngüsünün G0/G1 geçiĢinde durakladıklarını göstermiĢtir (18). Fakat p24ING1 aracılı 

hücre döngüsü tutulumu (cell cycle arrest) iĢlevsel p53‟ün katılımını gerektirmektedir 

(20). p53 insan kanserlerinde sıklıkla mutasyona uğrayan bir gen olması nedeniyle 

(21,22), hücre döngüsünün düzenlenmesi, apoptoz, hücre yaĢlanması, damar oluĢumu 

ve DNA tamirinde antitümör özellikleri en fazla çalıĢılan bir tümör baskılayıcı gendir 

(23-28). p24ING1‟in aĢırı ifadesi p21Waf1 özendirici bölgesinin (promoter) p53 

bağımlı etkinliğini artırabilir (20). p21Waf1 siklin bağımlı kinaz önleyicidir (inhibitor) 

(20). p21Waf1‟in artan gen ifadesi p24ING1‟e etkin haldeki p53 ile birlikte hücre 

çoğalmasını engelleme kabiliyeti kazandırır (20). ING1 ve p53 arasında fiziksel bir 

iliĢkinin varlığı immün çöktürme deneyleri ile izlenmiĢtir (20). Ġki proteinin birbirine 

bağlanmasının yapısal değiĢikliğe neden olup p53‟ün transkripsiyon faktörü olarak iĢlev 

kazanmasına aracılık ettiği düĢünülmektedir (20). Fakat hangi ING1 ürününün bu 

yapının oluĢmasında rol sahibi olduğu tam olarak bilinmemektedir.  

Ayrıca, p24ING1 hücre yaĢlanmasında da rol almaktadır. KarĢıt anlamlı (antisense) 

p24ING1 geni yerleĢtirilmiĢ insan normal fibroblastlarındaki p24ING1 gen ifadesinin 

replikatif yaĢamlarını yedi kat artırdığı görülmüĢtür (29). ING1 proteinin ifadesi ve 

mRNA‟sının, genç ve çoğalmakta olan diploid insan fibroblastlarına nazaran yaĢlı 

hücrelerde daha fazla olduğu görülmüĢtür (29). Bu çalıĢmada, ayrıca, hücre döngüsü 

boyunca ING1 gen ifadesinin durumu da izlenmiĢtir. ING1 proteininin G0-G1 geçiĢinde 

azaldığı, geç G1‟de arttığı, S fazında en yüksek seviyeye ulaĢtığı ve takiben G2‟de 

düĢtüğü bildirilmiĢtir (29). Fakat ING1 izoformları hakında bilgi olmadığı için hangi 

ING1 proteini veya mRNA‟sının izlendiği açıklanamamıĢtır (29).  

ING1‟in aynı zamanda apoptozisi düzenlediği görülmüĢtür (30). p24ING1‟in artan gen 

ifadesi p19 fare teratokarsinom ve NIH 3T3 hücrelerinde serum açlığı ile tetiklenen 

hücre ölümünü (serum starvation-induced apoptosis) artırmaktadır (30). c-myc ve 

p24ING1‟in birliktelikli gen ifadesi; p24ING1 aracılı hücre ölümü ile c-myc apoptotik 

yolağının iliĢkili olduğunu düĢündürmektedir (30). p24ING1‟in ayrıca, p53 varlığında, 

hücreleri kemoterapötik ajanlara ve radyasyona karĢı hassaslaĢtırdığı da gösterilmiĢtir 

(20). Shinoura ve arkadaĢları (31) glioma hücre hatlarıyla yaptıkları çalıĢmada p33ING1 
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ve p53‟ü ayrı ayrı aĢırı sentezleyen hücrelerde apoptoz gerçekleĢmezken; iki glioma 

hücre hattına p33ING1 ve p53‟ün adenovirüs aracılıklı aktarımını takiben apoptozun 

tetiklendiğini göstermiĢlerdir (31). Bu çalıĢmalar ING1‟in her iki izoformu p24ING1 ve 

p33ING1‟in proapoptotik düzenleyiciler olarak görev yaptıklarını ortaya koymuĢtur.  

ING1 izoformlarına ait moleküler mekanizmaların araĢtırıldığı ilk çalıĢma Skowyre ve 

arkadaĢları (32) tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada p33ING1‟in Sin3, SAP30, 

HDAC1, RbAp48 ve histon öbeklerinin deasetilasyonunda görevli diğer proteinlerle 

iliĢki içinde olduğu, fakat p24ING1 ve p47ING1‟in deasetilasyon iliĢkili proteinlerle 

herhangi bir fiziksel iliĢkiye girmediği görülmüĢtür (32). P33ING1‟in kültür 

hücrelerinde transkripsiyonu baskıladığı bulunmuĢtur (32). P33ING1‟in N uç kısmında 

bulunan 99 amino asit uzunluğundaki bölgenin deasetilasyonla ilgili proteinlerle iliĢkiye 

girdiği ve transkripsiyonun baskılanmasından sorumlu olduğu düĢünülmektedir (32). 

p24ING1 ve p37ING1 N uctaki 99 amino asite sahip değillerdir ve dolayısıyla sözü 

edilen iĢlevsel özellikleri sergileyemezler (32). Fakat bu çalıĢmada (32), Garkavtsev ve 

ark (20) bildirdiğinin aksine p53 proteini ING1 izoformlarının herhangi biriyle 

bağlanma isteği göstermemiĢtir. Bu farklılık farklı hücre hatlarının kullanılmıĢ 

olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

ING gen ailesine mensup genler çok çeĢitli kanser tiplerinde tümör basklayıcı genler 

olarak tanımlanmıĢtır. ING1 geninin yer aldığı 13q33-34 bölgesinde çok sayıda kanser 

çalıĢmasında heterozigotluk kaybı gösterdiği gözlenmiĢtir. Ancak mutasyon tespit 

edilebilen kanser tipleri oldukça sınırlıdır. ING ailesi genleri histon asetilasyon ve 

deasetilasyon olaylarında önemli rol oynarlar. Dolayısıyla burada ING genleri aslında 

transkripsiyonun düzenlenmesinde önemli görev sahibidirler. Bu görev ING1 genini 

önemli bir tümör baskılayıcı gen olarak göz önüne çıkarmaktadır. Ülkemizde sıklık 

sıralamasında üçüncü olan mesane kanserinin araĢtırıldığı ING ailesi genleri ile ilgili bir 

çalıĢma bulunmamaktadır. ING ailesi genlerinin mesane kanseri ile baĢlamak üzere 

farklı kanser tiplerinde moleküler olarak incelenmesi planlanmaktadır. Elde edilecek 

verilerin klinik olarak kanser tanı ve tedavisine yaklaĢımda yol göstermesi, gerekli bilgi 

ve tecrübenin kazanılması amaçlanmaktadır.  
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Kanser 

Kanserin dünya genelinde ölüme sebebiyet verme oranı 1/8‟dir (1). Kanser çok sayıda 

hücre tipinden ve organdan kaynaklanması, risk faktörlerinin çeĢitliliği, sağlıklı doku ve 

organları istila edebilme ve yayılım kabiliyeti dolayısıyla oldukça tehlikeli bir 

hastalıktır.  

Tümörler genomik, genetik ve epigenetik değiĢimlerin yol açtığı fenotipik 

oluĢumlardandır (33). Kanser geliĢiminde genomun sahip olduğu merkezi rol David von 

Hansemann (34) ve Theodor Boveri (35) isimli araĢtırmacılar tarafından ortaya 

çıkarılmıĢtır. Mikroskop altında bölünen kanser hücrelerini inceleyerek kromozomal 

sapmaların varlığını gözlemlemiĢlerdir (34,35). Bu sayede kalıtsal materyalden 

kaynaklanan anormal hücre kümelerinin kanseri oluĢturduğu görüĢü ortaya çıkmıĢtır. 

DNA‟nın kalıtsal materyal olduğunun keĢfi (36) ve yapısının çözümlenmesinin (37) 

ardından DNA‟yı etkileyen ve mutasyon oluĢmasına neden olan ajanların gösterilmesi 

bu görüĢü desteklemiĢtir (33). Yapılan bu buluĢun ardından kanser geliĢiminin altında 

yatan anormal genler geniĢ bir biçimde araĢtırılmaya baĢlanmıĢ ve araĢtırmalar 

günümüzde halen devam etmektedir. Tüm kanserlerin aynı patogenezi paylaĢtığı 

düĢünülmektedir. Kanser geliĢimi; rastgele mutasyonların ortaya çıkardığı kalıtsal 

genetik çeĢitliliklerin hücrede birikmesiyle ve fenotipik çeĢitlilikle sonuçlanan doğal 

seçim yollarının birleĢmesiyle meydana gelmektedir (33,38). 

Tümörler kontrol dıĢı çoğalmaya baĢlayan ve klon denilen tek bir hücreden geliĢir, 

ancak; tümör geliĢiminin baĢlamasından sonra klonal hücre ve hücrelerarası etkileĢimin 

yol açtığı birbirini izleyen değiĢiklikler sonucu organizma için giderek kötüleĢen çok 

aĢamalı bir durumdur (38). Hücresel düzeyde kanserin geliĢimi, mutasyonları takiben, 

çoğalma, sağkalım, istila ve yayılma yetenekleri zamanla artan hücrelerin seçilmesi 

Ģeklinde meydana gelir (38).  



 

9 

 

Kanser hücreleri normal hücrelerin aksine yoğunluğa bağlı engellenmeden etkilenmez 

(39). Hücre kültüründeki normal hücreler ortamda bulunan büyüme faktörlerinin 

miktarına bağlı olarak belirli bir yoğunluğa eriĢinceye kadar çoğalırlar ve bu yoğunluğa 

ulaĢıldığında hücre döngüsünün G0 evresinde dururlar (39). Ancak kanser hücrelerinde 

bu mekanizma ortadan kaybolmuĢtur. Bazı durumlarda kanser hücreleri çoğalmak için 

gerekli olan büyüme faktörlerini kendileri de salgılayabilirler ve kendilerini sürekli 

olarak çoğalmaya uyarırlar (40). Bu durum otokrin çoğalma uyarımı olarak 

adlandırılmaktadır (40).  

Kanser hücrelerinde hücreler arası yüzeysel tutunum (adhesion) moleküllerinin gen 

ifadesindeki azalma nedeniyle çoğunun tutunma yeteneği normal hücrelere kıyasla daha 

düĢüktür (41). Karsinom geliĢiminde önemli bir yüzeysel tutunum molekülü olan E-

kaderinin ortadan kalkması büyük önem taĢır. Yüzeysel tutunum molekülerinin gen 

ifadesinin azalmasıyla kanser hücrelerinin diğer hücre ve dokularla etkileĢimindeki 

kısıtlamalar ortadan kalkar ve kanser hücrelerinin yayılma ve istila yeteneği artar (41). 

Tutunma yeteneklerinin azalması nedeniyle kanser hücrelerinin hücre iskeleti ve 

morfolojisi de değiĢir. Dolayısıyla kanser hücreleri normal hücrelere nazaran daha 

yuvarlaktırlar (41). 

Kültür ortamındaki normal hücreler bir baĢka hücre topluluğuyla temas edinceye kadar 

ilerler ve temas kurulduğu anda hareketlilikleri son bulur ve normal hücreler birbirlerine 

tutunarak düzenli Ģekilde sıralanırlar (38). Fakat aynı Ģartlarda tümör hücrelerini 

harekete devam ederler ve hücrelerin üstüne çıkarak düzensiz çok katlı kümeler 

oluĢtururlar (38). Kısacası, tümör hücreleri çoğalmayı engelleyen bu temasa 

duyarsızdırlar.   

Kanser hücrelerinin istila ve yayılım yeteneklerini kazanmalarında rol alan bir takım 

özellikleri daha vardır. Ġlk olarak; kötü huylu tümör hücreleri proteazlar salgılayarak 

hücre dıĢı matriksi parçalayabilir ve farklı dokuların arasına bu Ģekilde yerleĢebilir (42). 

Örneğin; kollajenazlar karsinomların bazal laminayı parçalayarak bağ dokusuna 

girmesini sağlarlar (42). Bir diğer özellik ise kanser hücrelerinin anjiyogenezi 

hızlandıran büyüme faktörleri salgılamalarıdır (42). Hücre sayısı bir milyonu aĢtığında 



 

10 

 

hücrelerin besin ve oksijen ihtiyacını sağlayabilmeleri adına kan damarlarına ihtiyaçları 

vardır (42). Çevredeki endotel hücreleri uyararak yeni kılcal damarların oluĢmasını 

sağlayan tümör hücreleri besin ihtiyacını karĢılamanın yanı sıra bu kılcallara kolaylıkla 

geçebildikleri için kan dolaĢımı yoluyla yayılma imkanı da bulurlar (42). 

Kanser hücreleri sürekli olarak bölünme ve çoğalmaya odaklı olduklarından 

farklılaĢmazlar (43). Birçok hücre türünde apoptoz farklılaĢmanın ana unsurlarındandır 

(43). Fakat kanser hücrelerinin çoğunda apoptoz görülmediğinden normal hücrelerden 

uzun yaĢarlar (43). DNA hasarı dahi gerçekleĢse kanser hücreleri apoptoza girmez, 

ayrıca; kromozom uçlarını kısalmaktan koruyan telomeraz sentezi ile sınırsız bölünme 

yeteneğine sahip olurlar (43). 

2.2 Mesane Kanseri 

Ülkemizde mesane kanseri en sık görülen üçüncü kanser türüdür (ġekil 2.1) (3). Mesane 

kanseri dünya genelinde 9. en yaygın kanser türüdür ve en fazla ölüme sebebiyet veren 

kanserler arasında 13. sıradadır (44). Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 2008 yılında 

tahmin edilen mesane kanseri vakası sayısı 68810, ölümlerin sayısı da 14100 olarak 

belirlenmiĢtir (2). Mesane kanserinin ekonomik açıdan bakıldığında diğer kanser türleri 

arasında en yüksek maliyetli kanser olduğu görülmüĢtür. Bunun nedeni pek çok 

hastanın yaĢam periyodunun uzun olması ve tanının konulması ile baĢlayan takip 

sürecinin yüksek harcamaları da beraberinde getirmesidir (45).  
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Şekil 2.1. Sağlık Bakanlığı‟nın verilerine göre Türkiye‟de en sık görülen kanser 

türlerinin grafik gösterimi (3). 

Mesane kanseri genel olarak orta yaĢ ve üzeri kiĢilerde görülmesine rağmen her yaĢta 

rastlanabilecek bir kanserdir (9). Erkeklerde ortaya çıkma yaĢı ortalama olarak 69, 

kadınlarda ise 71‟dir ve erkeklerde kadınlara nazaran 3 katı daha yaygındır (9). Mesane 

kanserlerinin % 98‟i epitelyal kötü huylu oluĢumlar, kalan kısmı ise transisyonel hücre 

karsinomudur (9). Diğer nadir görülen histolojik kanser tipleri skamoz hücre karsinomu, 

adenokarsinom ve epitelyal olmayan kanserlerdir (9). 

2.2.1 Mesane epiteli 

Urotelyum tüm urotelyal tümörlerin köken aldığı özelleĢmiĢ bir epiteldir (46). 

Urotelyum stratejik açıdan idrar ve kan arasında bir bariyer görevi görür, normal 

urotelyum bir yandan gerisindeki dokuları toksik üriner maddelerden korurken, diğer 

yandan idrara çıkma döngüsü boyunca etkin ve geri dönüĢümlü bir Ģekilde kendi yüzey 

alanını iyileĢtiren bir role sahiptir (7).  
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2.2.1.1 Mesane kanseri tipleri 

Çoğu mesane kanserleri transisyonel hücre karsinomlarıdır (4). Mesane kanserinin diğer 

tipleri ise skamoz hücre karsinomu ve adenokarsinomdur (4). Skamoz hücre karsinomu 

ve adenokarsinom mesanenin iç kısmında kronik iritasyon ve yangı neticesinde geliĢir 

(4). 

Mesaneden geliĢen tümörler küçük iyi huylu papillomlardan büyük istilacı kanserlere 

kadar değiĢiklik gösterir (47). Bu tümörler; nadir iyi huylu papillom, düĢük kötü huylu 

potansiyelli papiller, ürotelyal neoplazi grubu ve iki dereceli ürotelyal karsinom (düĢük 

ve yüksek derece) olarak sınıflandırılırlar (47). Oldukça nadir görülen iyi huylu 

papillomlar istilacı değildirler, bir kez çıkarıldıktan sonra nadiren tekrarlarlar (47).  

Ürotelyal (transisyonel) hücreli karsinomların değiĢik Ģekilleri vardır. Bunlar, papiller 

veya düz, istila yapmayan veya yapan ve düĢük dereceli veya yüksek dereceli olabilirler 

(48). DüĢük dereceli karsinomlar daima papilerdir ve nadiren istilacıdırlar (48). Fakat 

cerrahi olarak çıkarıldıktan sonra tekrarlarlar (48). Bu yeniden büyümenin bir yineleme 

mi yoksa ikinci bir birincil geliĢim mi olduğu bilinmemektedir (48). Papiller 

büyümelerde ileri derecede hücresel atipi ve anaplazi görülebilir ve buna lezyonun 

büyüklüğünde artıĢ ve submukoza veya kas tabakalarına istila bulguları eĢlik eder (48). 

Yüksek dereceli tümörler papiller ya da düz olabilir (48). Bu tümörler düĢük dereceli 

tümörlere nazaran mukozal yüzeyin büyük kısımlarını kaplar ve pürtüklü nekrotik bir 

yüzeye sahiptir (48). Bazen bu kanserler skamoz hücre farklılaĢma odakları gösterirler 

(48). Mesane kanserlerinin sadece %5‟i gerçek skamoz hücreli karsinomlardır (48). II. 

ve III. dereceli karsinomlar çevre yapılara nüfuz ederler (48). Bölgesel lenf nodüllerine 

yayılırlar ve bazen geniĢ çaplı yayılma gösterirler (48). 

Belirgin karsinomlara ek olarak sıklıkla önceden papiller veya eĢ zamanlı papiller veya 

istilacı tümörleri olan hastalarda in situ evrede mesane karsinomu görülebilir (47). 

GeniĢ atipik hiperplazi ve displazi alanları sıklıkla mevcuttur (47). Artık bu epitelyum 

değiĢikliklerinin ve in situ lezyonların olası karsinojenlerin üriner epitel üzerine yaygın 

etkisi ile oluĢtuğu ve bunların bazı hastalarda istilacı karsinomların öncüleri olabileceği 
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düĢünülmektedir (47). Ancak epitelyal lezyonların yaygın olarak bulunmasına hatta 

çoklu olmasına rağmen mesane tümörleri monoklonal kaynaklıdır (47).  

2.3 Tümör Baskılayıcı Genler ve Onkogenler 

2.3.1 Onkogenler 

Kanser genellikle birden fazla sayıdaki çeĢitli genlerin yapısında, gen ifadesinde ve 

dolayısıyla iĢlevinde meydana gelen değiĢiklikler sonucu ortaya çıkan genetik bir 

hastalıktır (49). Hücrenin çoğalmasını, farklılaĢmasını ve sağ kalımını düzenleyen 

önemli genlerde meydana gelen değiĢikliklerden köken alır (38). Tümör virüsleri ile 

yapılan araĢtırmalar bazı genlerin hücreleri transforme ettiğini göstererek kanserin 

moleküler temellerini anlamaya yönelik ilk bulgular ortaya çıkarmıĢlardır (50,51). Ġnsan 

kanserleri %80 oranında radyasyon ve kimyasal kaynaklı olarak ortaya çıkıyor (38) olsa 

da bu çalıĢmalar hücresel kaynaklı onkogenlerin varlığına iĢaret etmiĢtir.  

Onkogenler retroviral onkogenler ve protoonkogenler olarak iki tiptir (38). Ġnsan 

tümörlerinde görülen onkogenlerin bir bölümü retroviruslarda tanımlanmıĢ olan 

onkogenlerin homoloğu iken, bir bölümü ise ilk kez insanlarda tanımlanan 

onkogenlerdir (38). 

Onkogen proteinlerinin büyük çoğunluğu büyüme faktörlerinin uyarılarına bağlı olarak 

hücre çoğalma ve sağ kalımında rol alan sinyal ileti yolaklarında görev yaparlar (52). 

Polipeptid büyüme faktörleri, transkripsiyon faktörleri, büyüme faktörü reseptörleri ve 

hücre içi sinyal yolağı üyeleri bunlardan bazılarıdır (52).  

2.3.2 Tümör baskılayıcı genler 

Hücresel onkogenlerin etkinlik kazanması kanser geliĢimi ile alakalı iki temel olaydan 

biridir. Diğeri ise tümör baskılayıcı genlerin etkinliğini yitirmesidir. Tümör baskılayıcı 

genler normal Ģartlarda hücre çoğalmasını ve tümör geliĢimini engellerler (8). Birçok 
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tümörde, bu genlerin zarar görerek etkinliğini yitirmesi sonucu hücre çoğalmasını 

negatif yönde düzenleyen etki yok olur ve tümör hücreleri anormal derecede çoğalma 

kabiliyeti kazanır (38).  

Sitogenetik analizler, pek çok insan tümörünün ortaya çıkmasında genetik materyalin 

belirli bir kromozomal bölgede kaybolduğunu ortaya çıkarmıĢtır (38). Bu kayıplar 

tümör tipine özgündür ve kanser tipleri arasında değiĢiklik gösterir (38).  

Tümör baskılayıcı genlerin etkinliği ilkin somatik hücre hibridizasyon deneyleri ile 

gösterilmiĢtir (53). Normal ve tümör hücrelerinin birleĢtirilmesiyle iki hücrenin de 

kromozomlarını içeren hibrid hücreler oluĢur ve bu hücreler tümör geliĢtirme özelliğine 

sahip değildirler (53). Normal hücrelerden gelen tümör baskılayıcı genlerin kanser 

oluĢumunu engellediği düĢünülmüĢtür (53).  

Tümör baskılayıcı genlerin moleküler düzeyde anlaĢılması retinoblastomun incelenmesi 

ile olmuĢtur (54). Retinoblastomaya yatkınlık, baskın bir karakter olarak taĢındığı halde, 

yatkınlık geninin varlığı normal retina hücresinin tümör hücresine dönüĢmesini 

sağlamaz (54). Bu gözlemler tümör geliĢimini tetikleyen farklı olayların da gerektiğini 

ortaya koymaktadır. Alfred Knudson (11) 1971 yılında retinoblastom geliĢmesi için iki 

mutasyonun gerektiği hipotezini ortaya koymuĢtur. Günümüzde normal diploid bir 

hücrede tümör geliĢebilmesi için homolog kromozomlar üzerinde yer alan Rb 

(retinoblastoma) tümör baskılayıcı geninin iki sağlam kopyasının da ortadan kalkması 

gerektiği bilinmektedir. Knudson bu durumu “iki vuruĢ” hipotezi olarak açıklamıĢtır 

(11). Birinci vuruĢ ilgili gen bölgesinde meydana gelen eksilme mutasyonu (delesyon) 

ile ilk sağlam kopyanın kaybını, ikinci vuruĢ ise diğer sağlam kopyada meydana gelen 

mutasyon sonucu ikinci sağlam kopyanın kaybını veya ilgili baĢka bir gen veya 

onkogende meydana gelen mutasyonu iĢaret etmektedir. (11).  

Rb geninin tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanması birçok farklı kanser türü ile ilgili 

tümör baskılayıcı genlerin izahında örnek teĢkil etmiĢtir (38). Bunlardan bazıları ender 

kanser türlerinde Rb genininkine benzer rol oynarken, diğer tümör baskılayıcı genler de 
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eriĢkinlerde sık görülen ve kalıtsal olmayan kanser türlerinde mutasyonu veya 

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

Tablo 2.1. Tümör baskılayıcı genler ve ilgili oldukları kanser türleri (38). 

Gen Kanser Türü 

APC Kolon/rektum karsinomu 

BRCA

1 

Meme ve over karsinomları 

BRCA

2 

Meme karsinomu 

INK4  Melanom, akciğer karsinomu, beyin tümörü, lösemi, lenfoma 

NF1 Nörofibrosarkom 

NF2 Meningiom 

P53 Beyin tümörleri, meme, kolon/rektum, özofagus, karaciğer ve akciğer 

karsinomları, sarkomlar, lösemi ve lenfomalar 

PTC Bazal hücreli karsinom 

PTEN Beyin tümörleri, melanom, prostat, endometrium, böbrek ve akciğer 

karsinomları 

Rb Retinoblastom, sarkomlar, mesane, meme ve akciğer karsinomları 

Smad2 Kolon/rektum karsinomu 

Smad4 Kolon/rektum karsinomu, pankreas karsinomu 

TβRII Kolon/rektum karsinomu, mide karsinomu 

VHL Renal hücreli karsinom 

WT1 Wilms tümörü 

Tümör baskılayıcı genler iki sınıfa ayrılır: Tip 1; genellikle genomun bakımından 

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

tamir genleridir, tip 2 tümör baskılayıcı genler ise hücre geliĢiminin kontrolü üzerinden 

kanser oluĢumunu engellemeye çalıĢan p53 ve p16 gibi çeĢitli genlerdir (55). 
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Normal bir hücrede onkogenler ve tümör baskılayıcı genler arasında bir denge 

mevcuttur. Bu dengenin bozulması kanseri kaçınılmaz kılar (ġekil 2.2). 

 

Şekil 2.2. Onkogenler ve tümör baskılayıcı genler normal hücrelerde denge halindeyken 

tümör hücrelerinde bu denge hali ortadan kalkmaktadır. 

2.4 Heterozigotluğun kaybı 

Kanser hücresine dönüĢmüĢ bir hücrede etkinliğini yitirmiĢ bir genin tanımlanması 

etkinliği artmıĢ bir genin bulunmasından farklı bir yaklaĢım gerektirir. Orada olmayan 

bir geni tanımlamak için hücre transformasyon yöntemi kullanılamaz. Bu nedenle tümör 

baskılayıcı genlerin aranması için izlenen yol onkogen bulunması amacıyla izlenen 

yoldan oldukça farklıdır (56).  

Ġlk tümör baskılayıcı genin keĢfi çok nadir bir insan kanseri olan retinoblastom 

çalıĢmalarından gelmiĢtir (56). Kalıtsal bir hastalığa ait herhangi bir iz yokken, tümör 

baskılayıcı genleri, yalnızca tümör hücrelerinde değil tüm hücrelerde bulunuyor 

olmasının avantajı ile belirleme yoluna gidilir. Bu aynı hastaya ait tümör hücreleri ile 

normal hücrelerin karĢılaĢtırılmasını gerektirir. Çünkü burada, tümör hücresinin 

normalden farklılaĢarak tümörleĢmesine yol açan değiĢikliği ortaya koymak 

amaçlanmaktadır. Bu değiĢim normal hücrelerde doğal olarak gözlenmeyecektir. Gen 
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kaybı genellikle kromozomun bir parçasının eksilmesi (delesyon) ile meydana gelir 

(38). Bir kromozom üzerindeki büyük kayıp çok daha kolay tespit edilmesini sağlar. 

Delesyon belirleme yaklaĢımının temelinde anne ve babaya ait kromozom takımlarının 

ayırt edilebilecek kadar farklı olmasını sağlayan doğal insan genetik çeĢitliliği yatar 

(38). Ġnsan DNA‟sı ortalama olarak 1000 nükleotitte 1 farklı, yani heterozigottur (38). 

Dolayısıyla bir kromozomun büyük bir parçasının kaybolduğu yerde heterozigotluğun 

kaybı söz konusudur. Bu durumda her değiĢken DNA dizisinin sadece bir türevi kalır.  

Heterozigotluğun insan genomunda bulunan 1 milyonun üstündeki genel heterozigotluk 

bölgeleri insan genom projesi dahilinde haritalanmıĢtır (38). Bu noktalar her biri 

çokyapılı (polimorfik) olduğu bilinen, insan toplumunda genelde iki ya da daha fazla 

değiĢik türevi bulunan özgün DNA dizileri olarak nitelendirilmektedir (38). Tümör 

DNA‟sında, bu çokyapılı dizin türevlerinden hangisinin bulunduğu kontrol edilebilir. 

KarĢılaĢtırma amacıyla aynı hastanın sağlam dokusundan alınan DNA örneğinde de 

aynı yol izlenir. Birçok çokyapılı bölge içeren genomun belirli bir kısmında 

heterozigotluğun kaybı ya da normal DNA örneğinde görülen genetik belirteç dizinin 

kaybı, kromozomal bir bölgenin delesyona uğradığını gösterir.  

2.5 ING Ailesi 

ING ailesi ING1-5 olmak üzere beĢ üyeden oluĢan bir ailedir (57). ING2, 3, 4 ve ING5 

genleri ailenin sonradan tanımlanmıĢ üyeleridir (58-60). Tüm ING genleri farklı 

kromozomlar üzerinde yer almaktadırlar (ġekil 2.3) (57).  
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Şekil 2.3. ING ailesine mensup genlerin kromozomal yerleĢimleri (57). 

ING genlerinin ana biyolojik süreçlerdeki önemi; insan, fare, sıçan, kurbağa ve maya 

gibi organizmalarda rapor edilmiĢtir (61). ING2 geni kromozom 4‟te 4q35.1 bölgesinde 

yerleĢiktir ve tek alttip (variant) kodlar, ING3 geni kromozom 7‟de 7q31 bölgesinde yer 

alır ve iki farklı kaynaĢım sonucu (splicing) sonucu oluĢan 2 alttip kodlamaktadır (57). 

ING4 geni kromozom 12‟nin 12q13.3 bölgesinde yer almakta ve çok sayıda farklı 

kaynaĢım neticesinde 8 ayrı ING4 alttipi kodlamaktadır (57). ING5 geni ise kromozom 

2‟nin 2q37.3 bölgesinde yerleĢik olup tek varyant kodlamaktadır (ġekil 2.3) (57).  

2.5.1 ING1 geninin keşfi 

Tümör baskılayıcı genlerin ifadesi normal hücrelerde düĢükken kanser hücrelerinde hiç 

gözlenmeyebilir (57). Tümör baskılayıcı genlerin gen ifadeleri çoğunlukla hücrede 

strese verilen cevap için gerekmektedir (57). Yeni bir tümör baskılayıcı gen tanımlamak 

için Karl Riabowol‟un çalıĢma gurubu bir strateji tasarladı (18). Bu strateji, kaybolduğu 

takdirde hücre geliĢimine ve tümör oluĢumuna sebep olan genlerin tanımlanmasını 

amaçlıyordu (18). Bu amaca uygun olarak genetik baskılayıcı elementler (genetic 

suppressor elements, GSE) tasarlandı. (18). Bu genetik baskılayıcı elementler normal ve 

kanser epitel hücrelerinden elde edilen ve antisens olarak klonlanmıĢ cDNA‟lar 

kullanılarak oluĢturuldu (18). Bu tümör baskılayıcı elementler preneoplastik memeli 

epitel hücresine yerleĢtirildi ve hücreler fareye enjekte edildi (18). Tümör oluĢurken 

alındı ve kısmi cDNA‟lar ve onlara karĢılık gelen açık okuma çerçeveleri tespit edildi 

(18). Bu yöntemi kullanarak araĢtırmacılar ING1 (INhibitor of Growth 1) adını 



 

19 

 

verdikleri yeni bir “aday” tümör baskılayıcı gen tanımladılar (18). Dolayısıyla bu gen 

tip II tümör baskılayıcı gen olarak ortaya çıkmıĢtır.  

ING1 geni kromozom 13q33-34 bölgesinde yer alır ve farklı özendirici bölgelerin 

etkinliği, farklı ekzonların katımı ve çeĢitli intron ayıklanmalarının (splicing) sonucunda 

4 izoform kodlamaktadır (57). ING1‟in tümör baskılayıcı gen olduğu çok sayıda kanser 

tipinde gen ifadesinin kaybı ve ING1 geni çıkarılmıĢ farelerin kansere yatkın oluĢları ile 

kanıtlanmıĢtır (62). ING1 genindeki bir bozulma lemfomaların yüksek sıklıkla ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır (62). p33ING1b‟nin bozulması ise foliküler B-hücre 

lemfomasına yüksek sıklıkla sebep olmaktadır (63). 

2.5.2 ING proteinlerinin işlevleri 

ING proteinlerinin C uçları yüksek homoloji gösteren ortak iĢlevsel ya da bağlanma 

bölgelerine (domain) sahiptirler (57). Her ING proteininin N-uç kısmı ise kendine 

özgüdür (57). (ġekil 2.4). C-uç bölgesi en az 1 çekirdek yerleĢim dizisi (nuclear 

localization sequence; NLS) ve bitki homeo domain (plant homeo domain; PHD) 

parmak yapısı içerir (ġekil 2.4) (57) PHD parmak, kromatinlerin yeniden 

yapılanmasında görev alan proteinlerde bulunmaktadır (64,65). Filogeni çalıĢmaları 

ING1 ve ING2 proteinlerinin birbirleriyle; ING4 ve ING5 proteinlerinin de kendi 

aralarında yüksek homolojiye sahip olduklarını ve dolayısıyla yakın iliĢkili iĢlevlere 

sahip olduklarını ortaya koymuĢtur (61). ÇeĢitli çalıĢmalarla, ING proteinlerinin, 

geliĢimin düzenlenmesi, hücre yaĢlanması, apoptoz, DNA tamiri ve hücre göçü gibi 

önemli hücresel süreçlerde ciddi roller oynadığı görülmüĢtür (66,67). p33ING1b‟nin, 

tümör baskılayıcı protein p53 ile fiziki olarak etkileĢime girdiği ve p53‟ün 

transkripsiyonel etkinliği için gerekli olduğu, dolayısıyla, sağlam bir p33ING1b‟nin 

p53‟ün hücre çoğalmasının negatif düzenlemesindeki etkinliği için gerekli olduğu 

düĢünülmektedir (20). Bunun yanı sıra tüm ING proteinlerinin p53 uyarı-ileti yolağının 

bir parçası olarak hücre döngüsünün durağanlaĢtırılmasını sağladığı, programlı hücre 

ölümü ve hücre yaĢlanmasını tetiklediği düĢünülmektedir (20,58-60,68). Fakat ING1 

geni çıkarılmıĢ (knockout) fare ve hücrelerle yapılan deneyler fizyolojik Ģartlarda ING1 
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proteinlerinin iĢlevlerinin p53 uyarı-ileti yolağından büyük oranda bağımsız 

olabileceğini göstermiĢtir (62,63).  

 

Şekil 2.4. ING proteinlerine ait domainleri gösteren Ģema. Homoloji gösteren bölgeler 

açıkça görülmektedir (57).  

Mayalarda yapılan çalıĢmaların sonucunda ING proteinlerinin histon asetilaz (HAT) ve 

histon deasetilaz (HDAC) oluĢumlarının bileĢenleri olduğu gösterilmiĢtir (69,70). 

Aslında her bir ING proteini farklı 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 olmaktadır (71). 

ING2 üzerine yapılan çalıĢmalar sonucu C-ucu bölgesinin önemli 2 iĢlevi ortaya 

konmuĢtur. Birincisi, PI5P‟ın (fosfoinositid 5 fosfat) bağlandığı PHD parmak bölgesine 

komĢu çoklu baz içeren (ÇĠB) bölgedir. PI5P hücre uyarı iletiminde ikincil mesajcı 

iĢlevini gören genotoksik strese cevaben p53‟e bağlı apoptoz açısından önemli bir 

moleküldür. Böylece ING2 fosfoinositidlerin nükleer alıcısı olarak tanımlanmıĢtır 

(72,73). Ġkincisi, PHD parmak bölgesinin genotoksik strese cevaben hücre döngüsü 
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ilerlemesinde yer alan siklin D1 ve c-myc gibi genlerin promotor bölgelerine 

mSin3a/HDAC baskılayıcı koplekslerini hedefleyen 4. lizinden trimetilasyona uğramıĢ 

histon 3‟e yüksek derecede bağlanma eğilimi mevcuttur (74,75). Sonuç olarak, ING2 

hücre uyarı iletimi, kromatin yeniden düzenlenmesi ve gen ifadesi iĢlevlerinin 

kesiĢiminde yer alabilir. ING4 iĢlevine yönelik çalıĢmalara göre, bu gen ING 

proteinlerinin ortak iĢlevlerine ek olarak tümör oluĢumunda tamamen farklı bir rol 

üstlenebilir (57). Aslında, ING4 tümorlerde damar oluĢumunun engellenmesinde rol 

almanın yanında hücrenin yayılımı ve göçünün de önlenmesinde rol alabilir (76). Bu 

proteininin kaybı temas yoluyla engellenmenin (contact inhibition), NF-kB 

transkripsiyonal iĢlevinin engellenmesinin ve geliĢmiĢ hücre göçünün de kaybına 

sebebiyet vermektedir (76-79). ING4‟ün kaybı kötü huylu dokunun ilerlemesinde, 

özellikle de glioblastomada önemli bir aĢama olabilir (77). 

2.5.3 ING1 geninin alt tipleri 

Bu zamana kadar, ING1 ve ING4 genlerinin farklı transkript ve proteinleri 

tanımlanmıĢtır (57). Bu alt tipler farklı iĢlevlere sahiptirler (57). Farklı alttiplerin 

değiĢik iĢlevleri bulunmakta olduğu ve bu alt tiplerin ifadelerinin birbiri ile arasındaki 

dengenin, bazı alt tiplerin sahip olabilecekleri dominant negatif etki dolayısı ile tümör 

oluĢumunda etkisinin olabileceği düĢünülmektedir (57). ĠĢlevsel hücre çalıĢmaları 

neticesinde ING1 alt tiplerinin farklı HAT ve HDAC komplekslerinde dahil oldukları 

gösterilmiĢtir (62,63,80,81). Tek hücre seviyesinde hem in vitro hem de in vivo olarak 

p33ING1b‟nin aĢırı ifade edilmesinin H3 ve H4 histonlarının hiperasetilasyonunu 

etkilemektedir, fakat p47ING1a bu etkiye sahip değildir (80). p47ING1a in vitro ve in 

vivo olarak histon asetilasyonunu engellemekte ve histon deasetilaz HDAC1‟e 

bağlanmaktadır (80). Farelerde bütün ING1 lokusu susturulduğunda tümör oluĢum Ģekli 

sadece tek bir alt tipin, INGv1.3‟ün susturulduğundan daha farklı olarak gözlenmiĢtir 

(63). Buna göre farklı alt tipler tümör oluĢumunda farklı roller üstlenmektedir. 
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2.5.4 ING ve DNA tamiri 

Her geçen gün artan veriler ING proteinlerinin DNA tamirinde rol aldıklarını 

göstermektedir. UV etkili DNA hasarına cevaben ING proteinleri (örn. ING1) a) 

kromatin gevĢemesini tetikleyebilir b) histon asetillenmesi dinamiklerini değiĢtirebilir 

c) XPA gibi DNA tamir proteinlerinin eriĢimlerini kolaylaĢtırabilir (82-85). Ek olarak, 

bazı verilere göre p33ING1b çoğalan hücre nükleer antijeni (proliferating cell nuclear 

antigen - PCNA) ve p300‟ün fiziksel iliĢkisinin derecesini etkilemektedir, bu iliĢki 

DNA tamiri ile kromatin yeniden düzenlenmesini birbirine bağlamaktadır (80,86). 

Böylece Tip-II Tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanan ING proteinleri aynı zamanda 

Tip-I tümör baskılayıcı gen olarak da etki edebilirler. 

Bu iĢlevsel çalıĢmaların sonuçlarına göre apoptoz ve yaĢlanma gibi tümör baskılayıcı 

yolaklar içerisinde yer alan ING proteinleri aynı zamanda genom bütünlüğünün 

korunmasında kiritik öneme sahip DNA tamirinde de rol almaktadırlar (80,82-86). 

Böylece, ING proteinleri tümör oluĢumunda kritik bir rol üstleniyor olabilirler. 

2.5.5 ING1 geni  

ING1 geni 1996 yılında Garkavtsev ve ark. tarafından klonlanmıĢ (18) ve aday bir 

tümör baskılayıcı gen olarak ortaya çıkmıĢtır. Bunun baĢlıca sebepleri, baĢ ve boyun 

kanserleri dahil olmak üzere pek çok tümör türünde sıklıkla eksilme tipi mutasyonlar 

gözlenen 13q bölgesinde yer alıyor oluĢu (87,88), nöroblastom hücre hattında genetik 

değiĢikliğe uğradığının tespiti ve çeĢitli meme kanseri hücre hatlarında azalan protein 

sentezinin gözlenmesi (18), in vitro Ģartlarda p53 proteini ile etkileĢmesi ve p33ING1 

ile p53 proteinlerinin biyolojik etkilerinin birbirleriyle iliĢkili olması (20) Ģeklinde 

sıralanabilir. Ġnsan ING1 geni 13. kromozomun uzun kolunda subtelomerik bölgede 

(13q34) yerleĢiktir (89). ÇeĢitli kanser çalıĢmalarında 13q bölgesinde yüksek oranlarda 

heterozigotluk kaybı gözlenmiĢtir. Bunlar arasında özofagus kanseri (90), akciğer 

kanseri (91), mesane kanseri (92), over kanseri (93), böbrek kanseri (94), meme kanseri 

(95) ve baĢ ve boyun kanserleri (96) sayılabilir.  
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ING1 geni 1a, 1b ve 2 olmak üzere 3 ekzondan oluĢmaktadır (17, 97). Ayrıca 

p33ING1b, p47ING1a, p24ING1c ve p27ING1d olmak üzere üç farklı özendirici 

bölgeden sentezlenen 4 mRNA çeĢidi mevcuttur (17, 97).  

p47ING1 transkripti ekzon 1b ve 2 numaralı ekzonlardan, p32ING1 transkripti 1a ve 2 

numaralı ekzonlardan oluĢmaktadır (17). p24ING1 ise p47ING1‟in 2. ekzonundaki ilk 

ATG kodonundan kopmuĢ halidir (17). Dördüncü ING1 varyantı p27ING1 ise ekzon 

1b‟deki kodlanan dizinin bir kısmı ve 2 numaralı ekzondan oluĢmaktadır (ġekil 2.5) 

(17).  

 

Şekil 2.5. ING1 geni ekzonları ve mRNA çeĢitlerinin Ģematik gösterimi. Siyah kutular 

kodlanan bölgeleri göstermektedir (17). 

ING1 proteininin p33ING1 izoformu 33,350 Da‟dur (18), p47ING1 izoformu 422 aa 

uzunluğunda ve 46,751 Da, p32ING1 izoformu 279 aa uzunluğunda ve 31,843 Da ve 

p27ING1 izoformu ise 235 aa uzunluğunda ve 27,000 Da‟dur (12,19,98). ING1 

proteininin 4 izoformu da korunmuĢ olan PHD parmak desenine sahip aynı C uçlara 

sahiptirler ki bunlar transkripsiyonel düzenlemede önemlidirler (99). ING1 proteini 

ürünleri esas olarak çekirdekte yer almaktadırlar.  

2.5.6 ING1 ve p53 

Yapılan çalıĢmalarla ING1 ve p53 proteinleri arasında fiziksel ve iĢlevsel bir iliĢkinin 

olduğu gösterildikten sonra çeĢitli araĢtırmacılar insan tümörlerinde ING1 ve p53 
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arasındaki iliĢkiyi araĢtırmaya baĢladılar. Bazı tümör tiplerinde gerçekten ING1 ve p53 

arasında bir bağlantı olduğu ortaya konuldu. Gastrik kanserlerde, tümörlerin büyük 

çoğunluğunda p33ING1b gen ifadesinin önemli derecede düĢtüğü ve tümörlerin 

%80‟inde p33ING1b gen ifadesinin olmadığı ve yabanıl tip p53 geninin bulunduğu 

görülmüĢtür (100). Küçük hücreli olmayan akciğer karsinomunda (non small cell lung 

carcinoma, NSCLC) yapılan bir çalıĢmada, NSCLC‟nin %42‟sinde p33ING1b gen 

ifadesi azalmıĢ görülürken, %47‟sinde p53 geninde mutasyon olduğu ve %17‟sinde hem 

azalmıĢ p33ING1b gen ifadesi hem de p53 mutasyonu gözlenmiĢtir (101). Ayrıca; 

NSCLC tümörlerinin %72‟sinde azalmıĢ p33ING1b gen ifadesi veya p53 mutasyonu 

görülmüĢ ve ING1 gen ifadesindeki azalmanın p53 efektör genleri p21 ve bax 

genlerinin ifadelerinin azalmasıyla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (101). Bu sonuçlar 

göstermektedir ki; azalmıĢ p33ING1b gen ifadesi yabanıl tip p53 geni taĢıyan 

tümörlerin karsinogenezinde önemli bir role sahiptir. Meme kanserinde yapılan bir 

çalıĢmada en ideal düzeydeki p53 iĢlevinin p33ING1b‟ye bağlı olduğu görülmüĢtür 

(102). Ġstilacı göğüs karsinomlarında görüldüğü gibi p33ING1b gen ifadesindeki 

azalmanın p53 iĢlevine katkıda bulunduğu (102) yabanıl tip p53 içeren tümörlerde de 

ING1 ifadesinin ciddi derecede düĢtüğü gözlenmiĢtir (103). Bu çalıĢmalara göre 

ING1‟in ve p53‟ün tümör baskılayıcı iĢlevleri her iki gene de bağlı görünmektedir. 

Diğer taraftan özofagogastrik birleĢme noktasındaki adenokarsinomlarda p53 ve ING1 

değiĢimleri arasında bir iliĢki görülmemiĢtir (104). AnlaĢıldığı üzere; bazı tümörlerde 

ING1 ve p53‟ün durumu açısından bir bağlantı görülebilirken, tümör tipine bağlı olarak 

görülmediği durumlar da olabilmektedir. Bu iki tümör baskılayıcı gen arasındaki 

iliĢkinin netleĢtirilebilmesi için yeterli sayıda tümör örneğinin olduğu çalıĢmalara 

ihtiyaç vardır. 

  



 

25 

 

3 GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1 Grupların Oluşturulması ve Doku Örneklerinin Temini 

Bu çalıĢmada; klinik olarak mesane kanseri tanısı konmuĢ, yaĢ ortalaması 65,7 (±20) 

olan 30 hasta bireyden alınan normal ve tümörlü taze doku örnekleri kullanıldı. Hastalar 

23 erkek ve 7 kadın bireyden oluĢmaktadır.  

Hastalara mesane tümörü tanısı Patoloji Anabilim Dalı‟nda yapılan incelemeler sonucu 

konmuĢ, tümörlerin derece ve aĢamaları tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın gerçekleĢtirilebilmesi için Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Etik 

Kurulu‟ndan gerekli izin alınmıĢtır. Etik Kurul Karar No: 02-2009 /63. 

Cerrahi müdahale esnasında alınan taze doku örnekleri bekletilmeden taĢınabilir sıvı 

azot tankına nakledildi ve DNA ve mRNA eldesine kadar geçen süre içerisinde -80 
o
C 

derin dondurucuda saklandı. 

3.2 Kullanılan çözeltiler 

10X TBE (108 g tris, 55 g borik asit, 8,3g EDTA), gümüĢ nitrat çözeltisi ( 2 g gümüĢ 

nitrat, 2,5 ml %37‟lik formaldehit, 2 litre saf su), sodyum karbonat çözeltisi (60 g 

sodyum karbonat, 420 µl 10 mg/ml sodyum tiyosülfat, 2 litre saf su), jel bağlama 

çözeltisi (3 µl gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 µl asetik asit, 1000 µl 

%96‟lık etil alkol), jel yükleme 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 
o
C‟de) saklanan taze doku örneklerinden Roche Applied 

Science High Pure PCR Template Preparation Kit (Kat. No. 11 796 828 001) 

kullanılarak DNA eldesi aĢağıdaki Ģekilde sağlandı.  

Homojenizatör ile parçalanmıĢ 25-50 mg kadar doku örneği otoklavlanmıĢ 1,5 ml‟lik 

mikrosantrifüj tüpüne alındı. Üzerine 200 µl doku parçalama tamponu (Tissue Lysis 

Buffer) ve 40 µl Proteinaz K eklendi. Vorteks yardımıyla karıĢtırılarak 1 saat 55°C‟de 

doku tümüyle parçalanana kadar inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyondan alınan örneklere 200 µl bağlama çözeltisi (Binding Buffer) eklendi ve 

10 dakika 70°C‟de inkübe edildi. Üzerlerine 100 µl isopropanol ilave edildi ve iyice 

karıĢtırıldı. 

Bu aĢamadan sonra filtreli tüpler toplama tüplerine yerleĢtirildi ve sıvı haldeki doku 

örneği filtreli tüpe aktarıldı. Takiben 1 dakika 8000 g devirde santrifüj edildi. Toplama 

tüpü değiĢtirilerek (her santrifüj sonrası değiĢtirlmektedir) filtreli tüpe 500 µl inhibitör 

uzaklaĢtıran tampon (Inhibitor Removal Buffer) konuldu ve 1 dakika 8000 g devirde 

santrifüj edildi. Üzerlerine 500 µl yıkama tamponu (Wash Buffer) eklenip 1dakika 8000 

g devirde santrifüj edildi. Bu iĢlem iki kez yapıldı. Yıkama tamponunun tamamen 

uzaklaĢmasını sağlamak için tüpler 10 saniye en yüksek hızda santrifüj edildi. 

Filtreli tüpler bu kez 1,5 ml‟lik temiz tüplere konuldu ve DNA‟yı filtreden geçirmek 

için 200 µl önceden 70 °C‟ye ısıtılmıĢ çözücü tampon (Elution Buffer) filtreli tüplere 

eklendi ve 1 dakika 8000 g devirde santrifüj edildi. Bu iĢlemin sonunda 1,5 ml‟lik 

tüplerde DNA bulunmaktadır. 

Elde edilen DNA‟lar saklanmak üzere -20°C‟lik derin dondurucuya kaldırıldı. 
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3.4 13q33-34 Bölgesinin Mikrokayıp Analizi  

Bu çalıĢmada DNA ve mRNA analizleri için kullanılan PCR (Polymerase Chain 

Reaction) tekniği, ilgili gen bölgesinin laboratuvar ortamında çoğaltılmasına dayanan, 

pratikliği ve güvenilirliği ile günümüzde moleküler biyolojik çalıĢmalarda sıklıkla 

kullanılan tekniklerden biridir (105). 

DS belirleyiciler ile kromozom 13q33-34 bölgesinin çoğaltılması iĢlemi Eppendorf 

Mastercycler gradient PCR cihazı ile yapıldı. PCR tepkimesi için gerekli karıĢımların 

tümü otoklavlanmıĢ malzemeler kullanılarak steril kabinde hazırlandı. 

3.4.1 Kullanılan DS belirleyiciler  

Bu tezde kullanılan DS belirleyiciler D13S285, D13S1315, D13S796, D13S278, 

D13S158 ve D13S779‟dur. Bu DS belirleyicilere ait dizinler ve PCR ürün büyüklükleri 

Tablo 3.1‟de görüldüğü gibidir. 

Tablo 3.1. Heterozigotluk kaybı analizlerinde kullanılan DS belirleyiciler, dizinleri ve 

ürün büyüklükleri. 

Ġsim Dizin (5‟-3‟) Ürün büyüklüğü (bç) 

D13S285 
ATATATGCACATCCATCCATG 

92-106 
GGCCAAAGATAGATAGCAAGGTA 

D13S1315 
TACACGATAAGTAAGCCAAGCA 

162-180 
AACTCAACAGTCACAAGAGCAAT 

D13S796 
CATGGATGCAGAATTCACAG 

152-168 
TCATCTCCCTGTTTGGTAGC 

D13S278 
GGGGTAGTTTGTTACCCTACA 

244 
CAGGTGATCTACCTAACTCAGC 

D13S158 
GTACCCACGGAGTGAAAGAA 

99-113 
GCTTTGACAATTTAGCAGCA 

D13S779 
AGAGTGAGATTCTGTCTCAATTAA 

180-198 
GGCCCTGTGTAGAAGCTGTA 
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3.4.2 PCR karışımının hazırlanması ve PCR şartlarının DS belirleyicilere göre 

uyumlandırılması 

PCR tepkimesinde kullanılan DS belirleyicilerin en verimli çalıĢabilecekleri erime 

sıcaklıklarının tespit edilmesi ve tepkime koĢullarının iyileĢtirilmesi amacı ile 30 çift 

DNA içerisinden 1 örnek DNA seçildi ve 6 çift primer takımı için iyileĢtirme ve 

gradient PCR yapıldı (ġekil 3.1). ĠyileĢtirme yapılan örnekler için toplam karıĢım hacmi 

10 µl olarak ayarlandı (Tablo 3.2). Bu iĢlem neticesinde elde edilen erime sıcaklıkları 

Tablo 3.3‟de verilmiĢtir. 

 

Şekil 3.1. D13S158, D13S1315 ve D13S779 isimli DS belirleyiciler için yapılan 

gradient PCR sonuçlarının agaroz jel elektroforezi sonrası görüntüsü. 

Tablo 3.2. DS belirleyiciler kullanılarak yapılan PCR‟ın karıĢım oranları. 

Eklenen Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Kalıp DNA 0,5 

Steril deiyonize su 4,135 

10X Amonyum sülfatlı PCR tamponu 0,5 

25 mM MgCl2 0,3 

2 mM dNTP karıĢımı 0,4 

100 mM F primeri 0,07 

100 mM R primeri 0,07 

5 U/µL Taq DNA polimeraz 0,025 
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Tablo 3.3. Gradient PCR neticesinde belirlenen en uygun bağlanma sıcaklıkları. 

DS belirleyici Erime sıcaklığı °C 

D13S285 58 

D13S1315 58 

D13S796 57.6 

D13S278 58 

D13S158 57 

D13S779 56 

Bütün primer çiftlerinin tepkime koĢullarının iyileĢtirilmesi bittikten sonra kalan diğer 

örnekler için toplam karıĢım hacmi, baĢtaki oran korunarak 10 µl olarak hazırlandı. 

Tepkime koĢullarına ait değiĢkenler primerlere ait erime sıcaklıkları haricinde tüm 

tepkimelerde aynı tutulmuĢtur (Tablo 3.4). Elde edilen ürünler DPGE (denaturated 

polyacrilamide gel electrophoresis) yöntemi ile heterozigotluğun kaybı yönünden 

araĢtırıldı. 

Tablo 3.4 PCR tepkime koĢulları. 

Basamak Sıcaklık Süre 

Ġlk denatürasyon 95 °C 5 dakika 

Denatürasyon 95 °C 30 saniye 

Bağlanma Tablo 3.3‟ deki değerler 30 saniye 

Uzama 72 °C 30 saniye 

 

                 35 tekrar  

Son uzama 72 °C 2 dakika 

3.5 Elektroforez  

Elektroforez, yüklü moleküllerin doğrusal elektrik akımı yardımı ile birbirinden 

ayrılması için kullanılan bir fiziksel ayırım yöntemidir (105). Elektroforetik 
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tekniklerden, bu çalıĢmada agaroz jel elektroforezi, DPGE ve SSCP (single strand 

conformation polymorhism) yöntemi kullanılmıĢtır. 

3.5.1 Agaroz jel elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi PCR tepkimelerinin verimli çalıĢıp çalıĢmadığının kontrolünde 

ve “3.7.3. ING1 Geni Ġfade Analizi” baĢlığı altında belirtildiği gibi mRNA ifadesinin 

analizinde kullanıldı. Örnekler, yüzde 2 oranında hazırlanmıĢ olan agaroz jelde 100 

voltta 30 dakika kadar 100 bç DNA belirleyici (100-1500 bç aralığında) eĢliğinde 

yürütüldü ve etidyum bromür ile boyanarak UV (ultra violet) ıĢık altında görüntülendi. 

3.5.2 Denature poliakrilamid jel elektroforezi (DPGE) 

Denature poliakrilamid jel elektroforezi (DPGE), DNA üzerindeki farklılıkları tesbit 

amacıyla geliĢtirilen yöntemler içerisinde çok çaba ve kimyasal gerektirmemesiyle ve 

pratik oluĢuyla en çok kullanılan yöntemlerden biridir (105). Ekleme/çıkarma tipi 

mutasyonlar, yeniden düzenlenme tipi mutasyonlar gibi durumların tespiti için çok 

uygundur (105). Bunun yanında, tek bir baz çifti kayıp ve kazanımlarını dahi DPGE ile 

yakalamak mümkündür (105). 

Yöntem, denatüre edilerek tek sarmal haline getirilen DNA parçacıklarının denatüre 

edici üre içeren poliakrilamid jelde yürütülmesi esasına dayanmaktadır (105). Analiz 

edilen DNA parçacığının molekül ağırlığına göre elektromanyetik alanda hareket etmesi 

esasına dayanmaktadır. DPGE, kıyasa dayalı bir yöntemdir. Bu nedenle doğru analiz 

yapabilmek için sağlıklı kontrol kullanmak Ģarttır.  

Bu yöntemin en büyük avantajı hızlı bir Ģekilde çok sayıda örneğin taranabilmesine 

imkan vermesidir. Kullanılan jelin deriĢimi ve elektroforez süresinin uzunluğu 

değiĢtirilerek mutasyon %100 oranında güvenirlikle tespit edilir.  
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3.5.3 DPGE’nin yapılışı 

3.5.3.1 Camların hazırlanması 

Kullanılacak olan, U Ģekilli ve dikdörtgen Ģekilli her iki cam da ilk önce %70‟lik 

ardından da %96‟lık etil alkol ile iyice temizlendi. Jelin bağlanması istenen düz cama 

1000 µl jel bağlama çözeltisi (3 µl gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 µl 

asetik asit, 1000 µl %96‟lık etil alkol) hav bırakmayan peçete ile dikkatlice yayıldı ve 

10 dakika kuruması için beklendi. U cama ise 650 µl kayganlaĢtırıcı çözelti (sigmacote) 

hav bırakmayan peçete ile yayıldı ve 10 dakika kuruması için beklendi. Yanlara aralık 

çubukları, üste ve alta da ters olarak birer tarak yerleĢtirildikten sonra camlar birbiri 

üzerine kapatılıp mandalla birbirine tutturuldu (105). 

3.5.3.2 Jelin hazırlanması 

Jel karıĢımı, 250 ml‟lik beher içerisine 49:1 akrilamid:bisakrilamid oranında hazırlandı. 

Jel karıĢımı, 14 ml %50‟lik stok akrilamid çözeltisi, 6 ml 10X TBE ve 80 ml saf su 

Ģeklinde hazırlandı ve iyice çözünmesi sağlandı. Manyetik karıĢtırıcı üzerine alınan 

karıĢıma burada 450 µl %10 APS ve 45 µl TEMED eklendi. 4-5 saniye karıĢması 

beklendikten sonra beher yardımıyla yavaĢça ve hava kabarcığı bırakmamaya özen 

göstererek iki cam arasına döküldü ve köpek balığı diĢli tarak ters olarak jelin üst 

kısmına yerleĢtirildi. Jelin donması için en az 45 dakika beklendi.  

3.5.3.3 Örneklerin hazırlanması 

Örnekler, 0,2 ml lik tüplere 10 µl‟lik toplam hacmin 3 µl‟si PCR ürünü ve 7 µl‟si 

yükleme tamponu olacak Ģekilde hazırlandı. Hazırlanan örnekler 95,5°C‟de 3 dakika 

denatürasyonun hemen ardından buz üzerine alındı ve buz üzerinde en az 5 dakika 

bekletildi. 
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3.5.3.4 Örneklerin yüklenmesi 

Jel donduktan sonra alttaki ve üstteki taraklar ile mandallar çıkarıldı. Camlar U cam 

arkada kalacak Ģekilde ve elektroforez tankında sızmaya meydan vermeyecek Ģekilde 

yerleĢtirildi. Tankın üst ve alt kısımlarına 1X TBE dolduruldu. Ġki cam arasındaki jel 

kalıntıları temizlendikten sonra köpek balığı diĢli tarak düz olarak yerleĢtirildi. Güç 

kaynağı ile bağlantılar yapılarak 1500 Volt‟ta 30 dakika boĢ olarak pH dengesinin 

sağlanması ve jelin ısınması amacıyla ön yürütme yapıldı. Ön yürütmenin ardından, 

hazırlanan örnekler kuyucuklara 3‟er µl hacimde yüklendi ve 1500 Volt‟ta (35-45 W) 3 

saat yürütüldü. 

3.5.3.5 Örneklerin görüntülenmesi 

Yürütmenin ardından tanktan alınan camlar birbirinden ayrıldı. Üzerinde jel olan düz 

cam, çalkalayıcı üzerinde %10‟luk 2 litre asetik asit içinde 15 dakika bekletildi. 

Ardından, 10 dakika 2 litre saf su içinde bekletildi. GümüĢ nitrat çözeltisi içerisinde 45 

dakika bekletildikten sonra soğuk sodyum karbonat çözeltisi içine alındı. Bantların 

görünmesiyle zemin kararmadan hemen önce tekrar %10‟luk asetik asit çözeltisine 

alınarak bantların sabitlenmesi sağlandı. BeĢ dakika bekletildikten sonra tekrar saf suya 

alınarak ortamdan fazla asetik asitin uzaklaĢtırılması sağlandı. Bunun ardından cam 

kurumaya bırakıldı. Kurumanın ardından, jelin görüntüsü 1200 dpi tarayıcı kullanılarak 

bilgisayara aktarıldı. 

3.6 RNA Eldesi 

RNA eldesi Roche Applied Science High pure RNA Tissue Kit (Kat. No. 12 033 674 

001) ile aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirildi.  

DonmuĢ doku örneklerinden 20-25 mg alınarak 1,5 ml‟lik mikrosantrifüj tüplerine 

aktarıldı. Üzerlerine 400 µl parçalama/bağlama tamponu (Lysis/Binding Buffer) 

eklenerek homojenizatör yardımıyla parçalandı. Elde edilen eriyik 2 dk en yüksek hızda 
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santrifüj edildi. Çökelen eriyiğin üzerine 200 µl mutlak etanol eklendi ve iyice 

karıĢtırıldı. 

Bu aĢamadan sonra filtreli tüpler ile toplama tüpleri birleĢtirilerek örnekler filtreli 

tüplere aktarıldı, 30 saniye 13,000 x g hızda santrifüj edildi. 

Toplama tüpü boĢaltılarak tekrar filtreli tüple birleĢtirildi. Bu esnada temiz bir 1,5‟luk 

tüp içerisine örnek baĢına 90 µl DNaz inkubasyon tamponu (DNase Incubation Buffer) 

ve 10 µl DNaz I (DNase I working solution) konularak karıĢtırıldı. Hazırlanan karıĢım 

100‟er µl olacak Ģekilde filtreli tüplere konuldu ve 15 dk. 15-25 °C‟de inkübe edildi. 

Ġnkübasyonu takiben 500 µl birinci yıkama tamponu (Wash Buffer I) filtreli tüpe 

eklendi ve 15 sn 8000 x g hızda santrifüj edildi. 

Toplama tüpü boĢaltıldıktan sonra 500 µl ikinci yıkama tamponu (Wash Buffer II) 

eklendi ve 15 sn 8000 x g hızda santrifüj edildi. Ġkinci yıkama tamponundan 300 µl 

tekrar konularak 2 dk. 13,000 x g hızda santrifüj edildi. Bu santrifüj aĢamasında yıkama 

tamponunun tamamen uzaklaĢtırılması amaçlanmaktadır. 

Filtreli tüpler temiz 1,5‟luk tüplere konularak içlerine 100 µl çözücü tampon (Elution 

Buffer) eklendi ve 1 dk 8000 x g devirde santrifüj edildi. Bu aĢamada RNA 1,5‟luk 

tüplere aktarılmıĢ oldu.  

RNA‟lar saklanmak üzere –80°C derin dondurucuya kaldırıldı. 

3.7 mRNA İfadesinin Kıyaslamalı Olarak Belirlenmesi 

3.7.1  RNA’ların spektrofotometrik ölçümü 

Mesajcı RNA ifadesinin seviyesinin belirlenmesi sürecinde en hassasiyetle üzerinde 

durulması gereken nokta tüm örneklerin aynı koĢullar altında iĢleme tabi tutulması, yani 

standardizasyonudur. Bu sağlanamadığı takdirde sonuçların güvenirliğinden söz 
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edilemez. Dolayısıyla gen ifade analizine baĢlanmadan evvel tüm RNA örneklerinin 

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

Reaction) tepkimesinin bu değerler dikkate alınarak gerçekleĢtirilmesi gerekmektedir.  

Bu çalıĢmada kullanılan örneklere ait RNA ölçüm değerleri Tablo 3.5‟te görülmektedir. 

Tablo 3.5. ÇalıĢmada kullanılan örneklere ait RNA ölçüm değerleri görülmektedir. 

Örnek 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 32.16 0.804 0.491 1.64 

15T 154.46 3.861 1.967 1.96 

16N 22.56 0.564 0.384 1.47 

16N 99.81 2.495 1.188 2.1 

17N 108.51 2.713 1.36 2 

17T 150.66 3.766 1.834 2.05 

18N 11.81 0.295 0.142 2.08 

18T 25.19 0.63 0.3 2.1 

19N 5.37 0.134 0.028 4.8 

19T 171.5 4.288 2.098 2.04 

20N 25.53 0.638 0.442 1.44 

20T 119.96 2.999 2.049 1.46 

21N 146.13 3.653 1.767 2.07 

21T 302.63 7.566 3.742 2.02 

22N 21.52 0.538 0.383 1.41 

22T 25.52 0.638 0.306 2.09 

23N 6.38 0.159 0.124 1.29 

23T 3.54 0.089 0.083 1.07 

24N 2.8 0.07 0.011 6.2 

24T 42.68 1.067 0.684 1.56 

25N 47.13 1.178 0.586 2.01 

25T 57.7 1.442 0.75 1.92 

26N 10.85 0.271 0.163 1.66 

26T 92.91 2.323 1.583 1.47 

27N 5 0.125 0.056 2.24 

27T 8.94 0.224 0.09 2.5 

28N 39.93 0.998 0.486 2.05 

28T 76.78 1.919 1.016 1.89 

29N 83.24 2.081 1.524 1.37 

29T 53.76 1.344 0.877 1.53 

30N 50.96 1.274 0.897 1.42 

30T 79.13 1.978 1.388 1.43 
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3.7.2 cDNA (complementer DNA) yapımı 

Elde edilen RNA‟lardan cDNA yapmak üzere RT-PCR tepkimeleri Roche Applied 

Science First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Kat. No. 11 483 188 001) kiti 

kullanılmıĢtır. Kit; tampon, MgCl2, dNTP, RNaz önleyici (RNase Inhibitor), 

transkriptaz enzim (AMV Reverse Transcriptase) ve primerler [oligo dT ve random 

(rastgele) primer] ihtiva etmektedir. RT-PCR tepkimelerinde kullanılan oranlar toplam 

hacim 20 µl olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır ve Tablo 3.6‟da görülmektedir. Tüm RNA 

örneklerinin toplam tepkime miktarı içindeki deriĢimi eĢit olacak Ģekilde RNA ve distile 

su hacimleri değiĢtirilerek deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Tablo 3.6. RT-PCR deneyleri için hazırlanan karıĢımın içeriği. 

Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Su DeğiĢken 

10x PCR Tamponu 2.0 

MgCl2 4.0 

dNTP 2.0 

RNaz Önleyici 0.4 

AMV ters yönlü transkriptaz 0.2 

Oligo dT 1.0 

RNA DeğiĢken 

Toplam Hacim 20 µl 

cDNA‟ların yapımında kullanılan RT-PCR koĢulları Tablo 3.7‟de verilmiĢtir. Çoğaltma 

iĢlemi Eppendorf Mastercycler Gradient cihazı ile yapılmıĢtır. 

Tablo 3.7. cDNA yapımında kullanılan RT-PCR koĢulları. 

Sıcaklık Süre 

44 °C 30 dakika 

95 °C 5 dakika 

5 °C 5dakika 
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Elde edilen cDNA‟lar cihazdan alınınca hiç vakit kaybetmeden soğuk blok üzerinde 0.2 

ml‟lik PCR tüplerine 1‟er µl olarak dağıtılmıĢ ve bu Ģekilde -20 °C‟de saklanmıĢtır. Bu 

sayede 20 µl toplam hacimdeki cDNA örneklerinin her PCR iĢlemi öncesinde eritilmesi 

gerekmemiĢtir. Çünkü cDNA tek iplikli kararsız yapılı bir nükleik asit zinciridir. 

Fazlaca dondurma ve çözdürme iĢlemi yapısının bozulmasına sebep olacak ve 

deneylerdeki verimlilik azalacaktır. Kullanılan AMV ters yönlü transkriptaz enziminin 

oldukça pahalı bir enzim olduğunu da unutmamak gerekir.  

3.7.3 ING1 geni ifade analizi  

ING1 geninin ifade analizi, ING1 mRNA‟sı dikkate alınarak tasarlanan bir çift primer 

ile tüm hastalara ait normal ve tümörlü dokuların cDNA‟larının çoğaltılması ve yine 

aynı cDNA‟lardan çoğaltılan GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

hamarat (housekeeping) geninin ifadesi ile agaroz jel elektroforezi neticesinde 

kıyaslanarak gerçekleĢtirildi. ING1 ve GAPDH genleri için kullanılan primer çiftleri 

Tablo 3.8‟de verilmiĢtir.  

Tablo 3.8. ING geni ifade analizi çalıĢmaları için kullanılan 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 çoğaltılması için hazırlanan PCR karıĢımı Tablo 3.9‟da, 

çoğaltıldığı koĢullar ise Tablo 3.10‟da görüldüğü gibidir. Çoğaltma iĢlemi Eppendorf 

Mastercycler Gradient cihazı ile yapılmıĢtır. 
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Tablo 3.9. ING1 ve GAPDH genlerinin çoğaltılması için hazırlanan PCR karıĢımı. 

Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Distile su 6.15 

10x PCR tamponu 1.0 

MgCl2 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 çoğaltıldığı koĢullar. 

ING1 GAPDH 

 Sıcaklık Süre Sıcaklık Süre 

 95 °C  5 dakika 95 °C  5 dakika  

 

40 döngü 

95 °C 30 saniye 95 °C 30 saniye  

30 döngü 62.7 °C 45 saniye 65 °C 30 saniye 

72 °C 30 saniye 72 °C 30 saniye 

4 °C ∞ 4 °C ∞  

Çoğaltma iĢlemini takiben örnekler çiftler halinde (1N, 1T, 2N, 2T…30N, 30T) %2‟lik 

agaroz jele yüklenmiĢ ve 30 dakika 100 voltta yürütülmüĢtür. ING1 ve GAPDH 

bölgelerine ait PCR ürünleri araya boyut belirleyici konularak ayırılmıĢtır (ġekil 3.2).  
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Şekil 3.2. ING1 ve GAPDH genlerinin bir arada yürütüldüğü agaroz jel elektroforezi 

görüntüsü. 

3.7.3.1 ING1 geni özendirici bölgesinin irdelenmesi 

ING1 geninin özendirici bölgesi ve buraya bağlanan transkripsiyon faktörleri hakkında 

çalıĢma ve bilgi mevcut değildir. Bu noktadan hareketle bu çalıĢmada ING1 geninin 

özendirici bölgesine bağlanan transkripsiyon faktörlerini Genomatix-MatInspector 

(106) ve TFSEARCH (107) isimli bilgisayar programlarını kullanarak tahmin etmeye 

çalıĢtık. Her iki yazılımın da çalıĢma sistemi programa kullanıcı tarafından yüklenen 

özendirici bölge dizinini analiz ederek, bilinen transkripsiyon faktörü bağlanma 

bölgelerini tanımlamak Ģeklindedir. Programlarda analiz edilen özendirici bölge dizini 

NCBI veri tabanından (108) elde edilmiĢ ve ġekil 3.3‟de görüldüğü gibidir.  
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Şekil 3.3. ING1 genine ait özendirici böge dizini. NCBI Nucleotide (108) 

veritabanından elde edilmiĢ ve 5000 nükleotid uzunluğundadır.  
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Şekil 3.3. (Devamı). ING1 genine ait özendirici böge dizini. NCBI Nucleotide (108) 

veritabanından elde edilmiĢ ve 5000 nükleotid uzunluğundadır. 
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3.8 Mutasyon Analizi 

Mutasyon analizi deneyleri, hasta bireylerin tümör ve normal dokularından elde edilen 

DNA‟lar kullanılarak yapılmıĢtır. ING1 geninin üç ekzonu tarafımızca tasarlanan 

primerler yardımıyla çoğaltılmıĢ ve SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 

ve dizin analizi yöntemiyle mutasyon tayini amaçlanmıĢtır. Ekzon 1a iki çift primer, 

ekzon 1b 1 çift primer ve ekzon 2 ise üç çift primer yardımıyla çoğaltılmıĢtır. Bu 

amaçla kullanılan primer dizinleri, erime sıcaklıkları (Tm), bağlanma sıcaklıkları ve 

ürün büyüklükleri Tablo 3.11‟de verilmektedir.  

Tablo 3.11. ING1 geninin mutasyon analizi deneylerinde kullanılan primerlere ait 

bilgiler. 

Primer Adı Dizini (5‟-3‟) Primerin 

Erime 

Sıcaklığı 

(
o
C) 

Primer çiftinin 

bağlanma 

sıcaklığı (
o
C) 

Ürün 

Boyu (bç) 

E1b_1 Fw GACCGCTATCCCCGAAAGTA 61.32 61.5 409 

E1b_1 Rv GGAGGAGAACCAACCACACC 61.74 

E1b_2 Fw CCAGCCTTGGATTGGTTCTT 61.37 63.3 404 

E1b_2 Rv GTGGACGCAGCCCCAGTC 65.37 

E1a Fw GTGGAGGAAGCGGAAAGC 60.89 56.6 363 

E1a Rv GGACCTTGGCGAATCAAAG 60.58 

E2_1 Fw GCGAGTGACGCCTGTCCTTC 65.69 65.5 341 

E2_1 Rv CGCTTGCTGTTGGGCTTGTC 66.43 

E2_2 Fw GCGACACAGCGGGCAACA 68.12 66.3 243 

E2_2 Rv CGGCAGGGGACGCCTCTC 68.94 

E2_3 Fw GCCAAGACCTCCAAGAAGAAGA 62.10 62.5 341 

E2_3 Rv GGTTTATTTTGTCCTCCTCACACC 62.08 

3.8.1  Polimeraz zincir tepkimesi 

Polimeraz zincir tepkimesi Tablo 3.11‟de gösterilen primerler kullanılarak Tablo 

3.12‟deki PCR karıĢımı ve Tablo 3.13‟deki koĢullar kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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Tablo 3.12. ING1 geni ekzonlarının çoğaltılması için kullanılan PCR karıĢımı. 

Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Distile su 5.99 

10x PCR tamponu 1.0 

MgCl2 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. ING1 geni ekzonlarının çoğaltıldığı PCR koĢulları. 

Basamak Sıcaklık Süre 

Ġlk denatürasyon 95 °C 5 dakika 

Denatürasyon 95 °C 30 saniye 

Bağlanma Tablo 3.11‟deki değerler 45 saniye 

Uzama 72 °C 30 saniye 

                  40 tekrar  

Son uzama 72 °C 2 dakika 

3.8.2 Elde edilen ürünlerin SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 

yöntemiyle taranması 

Elektroforez “3.4.2. Denature poliakrilamid jel elektroforezi” baĢlığı altında anlatıldığı 

Ģekilde yapılmıĢtır. Camların ve örneklerin hazırlanması denature jel dökmek için 

yapılan hazırlıkla birebir aynıdır. Ancak hazırlanan jel denature edici özelliğe sahip 

değildir. Jelin içeriği Ģu Ģekildedir:   
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Distile su      80 ml 

10X TBE tamponu     6 ml 

Akrilamid/ bisakrilamid karıĢımı (49:1, % 50‟lik) 14 ml 

APS       450 µl 

TEMED      45 µl 

3.8.3  Dizin analizi 

ÇalıĢmaya katılan hasta bireylerin normal ve tümörlü dokuları kullanılarak yapılan 

SSCP deneyleri neticesinde normal-tümör arasında farklılık gösteren örnekler seçilmiĢ 

ve mutasyonun tespiti amacıyla dizin analizi ile daha ileri araĢtırmaya tabi tutulmuĢtur. 

Öncelikle ilgili örneklere ait PCR ürünlerine ExoSap ile aĢağıdaki Ģekilde muamele 

edilmiĢtir: 

5 µl PCR ürünü ile 2 µl ExoSap 0.2‟lik tüpte birleĢtirilmiĢ ve PCR cihazına konularak 

30 dakika 37 
o
C‟de, 15 dakika 80 

o
C‟de bekletilmiĢtir. Bu iĢlemi takiben ürünler dizin 

PCR‟ı için kullanılmıĢtır. Tepkime karıĢımı Tablo 3.14‟de, Ģartları ise Tablo 3.15‟de 

görülmektedir. 

Tablo 3.14. Dizin PCR‟ı için kullanılan karıĢımın içeriği. 

Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Distile su 4 

Tampon 2 

Big Dye 1 

Primer (Fw) 2 

PCR ürünü 1 

Toplam hacim 10 

 

  



 

45 

 

Tablo 3.15. Dizin PCR‟ı için kullanılan koĢullar. 

Uygulanan Sıcaklık (
o
C) Süre  

96  1 dakika 

96 10 saniye 

50 5 saniye 

60 4 dakika 

25 döngü 

4 ∞ 

 

Dizin PCR‟ının ardından örnekler ABI 3130 dizin analiz cihazına yüklenerek farklılık 

gösteren örneklere ait dizinler görüntülenmiĢtir. Bu yolla mutasyon tespiti 

amaçlanmıĢtır.    
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4 BULGULAR 

4.1 Hastalara Ait Patoloji Bulguları 

Gaziantep Üniversitesi Patoloji AD‟de yapılan incelemeler sonucunda hastaların 

mesane tümörlerinin derece ve aĢamaları tespit edilmiĢtir. Tablo 4.1‟de görüldüğü 

gibidir. AĢama, kanserleĢmenin mesane yapısının hangi tabakalarını etkilediğini, derece 

ise bu tabakalarda ne kadar hasar verdiğini açıklamaktadır.  

Tablo 4.1. ÇalıĢmada kullanılan tümör örneklerine ait patolojik bulgular. Tümör aĢama 

ve dereceleri görülmektedir. 

 

4.2 Heterozigotluk Kaybı  

Hastalara ait DNA örnekleri 13q33-34 bölgesini kapsayan 6 adet DS belirleyici 

kullanılarak heterozigotluk kaybı yönünden incelenmiĢtir. Bu DS belirleyiciler 

sentromerden telomere doğru D13S779, D13S158, D13S278, D13S796, D13S1315, 

D13S285 olacak Ģekilde sıralanmaktadırlar. DS belirleyicilere ait kromozom haritası 
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ġekil 4.1‟de görüldüğü gibi, ING1 geni D13S1315 ve D13S285 belirleyicilerinin 

tanımladığı bölgeler arasında yer almaktadır. 

 

Şekil 4.1. D13S779, D13S158, D13S278, D13S796, D13S1315, D13S285 isimli DS 

belirleyicilere ait kromozomal harita. Kırmızı iĢaretli 13q33-34 bölgesinin büyütülmüĢ 

hali sağ tarafta görülmektedir. Bu bölgede yerleĢik bulunan genler ve DS belirleyiciler 

beraber gösterilmiĢtir. ING1 geni yine kırmızı olarak iĢaretlenmiĢtir. Bu Ģekil NCBI 

Map Viewer veri tabanından alınmıĢ parçaların birleĢtirilip düzenlenmesiyle 

oluĢturulmuĢtur (109).  
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Deneysel iĢlemlerin sonucunda elde edilen denature poliakrilamid jel görüntüleri 

ImageJ isimli programda analiz edilmiĢ ve bulgular sayısal ve grafiksel olarak ifade 

edilebilmiĢtir. ImageJ programı ile elde edilen grafik değerleri ġekil 4.2‟de örnek olarak 

gösterilmiĢtir. 

 

Şekil 4.2. Heterozigotluk kaybı analizleri sonucu elde edilen denatüre jel görüntüsünün 

ImageJ programı yardımıyla çizilen grafiksel görüntüsü. Pikler arasındaki uzunluk farkı 

açıkca görülmektedir.  
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Yapılan analizler sonucunda ilgili bölgede D13S779 isimli DS belirleyici ile hiç 

heterozigotluk kaybına rastlanmazken, D13S158 ile 2 hastada, D13S278 ile 1 hastada, 

D13S796 ile 2 hastada, D13S1315 ile 6 hastada ve D13S285 ile 7 hastada 

heterozigotluk kaybı gözlenmiĢtir. Yüzdelik olarak ifade ettiğimizde bu oranlar sırasıyla 

%0, %6.7, %3.3, %6.7, %20 ve %23.3‟tür (Tablo 4.2, ġekil 4.3). En fazla 

heterozigotluk kaybı gösteren DS belirleyiciler ING1 genini çevreleyen D13S1315 ve 

D13S285‟tir. 

Tablo 4.2. Heterozigotluk kaybı analizleri sonucu elde edilen bulguların tablo 

gösterimi. Sol sütunda DS belirleyiciler, üst satırda hasta numaraları, sağ sütunda ise 

heterozigotluk kaybı yüzdeleri görülmektedir. BoĢ kutular heterozigotluğu, gri kutular 

bilgi vermeyen homozigot örnekleri, siyah kutular ise heterozigotluk kaybını 

göstermektedir. 
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Şekil 4.3. Kullanılan DS belirleyicilerle elde edilen heterozigotluk kaybı yüzdelerine ait 

grafik görünümü. Dikey eksende DS belirleyiciler, yatay eksende yüzdelik dilimler 

gösterilmiĢtir. 

En fazla heterozigotluk kaybına rastlanan D13S1315 ve D13S285 DS belirleyicileri 

arasında yer alan genler; IRS2 (insulin receptor substrate 2), COL4A1 (collagen, type IV, 

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), 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] olarak sıralanabilir (Tablo 

4.3) (109).  
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Tablo 4.3. D13S1315 ve D13S285 isimli DS belirleyicilerinin arasında kalan genler ve 

açık isimleri (109).  

BaĢlangıç BitiĢ Sembol Yön Açık Ġsim 

110406184 110438914 IRS2 - insulin receptor substrate 2 

110434126 110460599 LOC728767 + hypothetical LOC728767 

110801310 110959496 COL4A1 - 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 

111293759 111358463 CARS2 - 

cysteinyl-tRNA synthetase 2, 

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 C13orf29 - chromosome 13 open reading frame 29 

111530887 111567416 ANKRD10 - ankyrin repeat domain 10 

111589050 111592578 PARP1P1 + 

poly (ADP-ribose) polymerase family, 

member 1 pseudogene 1 

111767624 111958081 ARHGEF7 + 

Rho guanine nucleotide exchange factor 

(GEF) 7 

111973015 111996594 C13orf16 + 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 İfade Analizi Sonuçları  

Gen ifade analizi deneyleri neticesinde 30 mesane kanseri hastasından 7‟sinde ING1 

geninin ifade seviyesinde değiĢiklik gözlenmiĢtir. ING1 ve GAPDH genlerinin 

ifadelerinin agaroz jel görüntüleri (ġekil 4.4). ImageJ isimli programda analiz edilmiĢ 
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ve sayısal değerler elde edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar ING1 geninin ifadesinin 7 

hastanın tümör dokusunda azaldığını ortaya koymuĢtur. 

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

ulaĢılmaktadır. 

 

Şekil 4.4. ÇalıĢmaya katılan hastalara ait ING1 geni ifade analizi jel görüntüsü. Sol 

tarafta ING1 geni, sağ tarafta aynı hastalara ait GAPDH geni, normal ve tümörlü 

dokular sıralı Ģekilde görülmektedir. GAPDH geninin ifadesi hiçbir normal ve tümörlü 

doku arasında farklılık göstermezken, ING1 geninde bantların değiĢik miktarlarda 

yoğunluğa sahip olduğu görülmektedir. 

4.3.1 ING1 geni özendirici bölgesine ait bulgular 

ING1 geninin özendirici bölgesi veya ING1 geninin ifadesini düzenleyen faktörler 

hakkında bilgi bulunmamaktadır. Buraya bağlanan transkripsiyon faktörlerini 

bulabilmek amacıyla ING1 genine ait 5000 nükleotid uzunluktaki özendirici bölge 

Genomatix-MatInspector ve TFSEARCH isimli programlarla incelenmiĢtir.  

Analiz neticesinde ING1 özendirici bölgesinde bağlanma bölgesi bulunduğu tahmin 

edilen protein ve faktörler Ģunlardır: 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 IIIC, 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) veritabanı kullanılarak ING1 geni 

ile iĢlevsel olarak en yakından iliĢkili faktörler araĢtırıldı. Bu araĢtırma sonucunda ABL, 

E2F, HIF1, SOX, P53, BPTF, NRSF, c-Rel ve c-ETS öne çıkan faktörlerdir. Özendirici 

bölge üzerindeki bağlanma yerleri ġekil 4.5 ve 4.6‟da gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.5. Genomatix-MatInspector ve TFSEARCH programları yardımıyla ING1 

geninin özendirici bölgesinde tespit edilen BPTF, ABL, E2F, HIF1, NRSF ve ESR 

proteinlerine ait bağlanma bölgeleri gösterilmiĢtir. 
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Şekil 4.6. Genomatix-MatInspector ve TFSEARCH programları yardımıyla ING1 

geninin özendirici bölgesinde tespit edilen CARP, SOX, c-ETS ve c-Rel proteinlerine 

ait bağlanma bölgeleri gösterilmiĢtir. 

4.4 Mutasyon Analizi  

4.4.1 SSCP sonuçlarının değerlendirilmesi 

ING1 geninin kodlanan kısmı ekzon 1a, ekzon 1b ve ekzon 2 olmak üzere 3 bölgeden 

oluĢmaktadır. Tarafımızca tasarlanan primerler kullanılarak bu bölgeler çoğaltılmıĢ ve 

SSCP ile analiz edilmiĢtir. Farklılık gösteren örnekler dizin analizine tabi tutulmuĢtur. 

SSCP deneyleri DNA örnekleri kullanılarak yapılmıĢtır. SSCP sonucunda ekzon 1a ve 
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1b‟de farklılık bulunmazken, ekzon 2‟nin 2. ve 3. bölgelerinde çeĢitli bantlar 

görülmüĢtür (ġekil 4.7). Bu bantlar dizin analizi yapmak üzere hazırlanmıĢtır. 

 

Şekil 4.7. Ekzon 1b_1, ekzon 2_1 ve ekzon 2_3‟e ait SSCP jel görüntüleri. Ekzon 2‟nin 

üçüncü bölgesinde (E2_3) okla gösterilen örnekte değiĢik bir bant görülmektedir. 
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4.4.2 Dizin Analizi Sonuçları 

SSCP sonucunda Ekzon 2_2 ve Ekzon 2_3 bölgelerinde farklılık gösteren bantlar tespit 

edilmiĢ ve ait olduğu hastanın normal ve tümörlü doku örneklerinin ilgili kısımlarının 

dizinleri çıkarılmıĢtır. Ancak bu bölgeler içerisinde dizin analizi ile mutasyon tespit 

edilememiĢtir (ġekil 4.8).  

 

Şekil 4.8. ING1 geninin 2 numaralı ekzonunun bir kısmına ait dizin analizi görüntüsü. 

Herhangi bir mutasyona rastlanmamıĢtır. 
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5 TARTIŞMA 

Kanser tüm dünya genelinde 1/8 oranında ölüme sebebiyet vermektedir (1). Amerika 

BirleĢik Devletlerinde ise toplam ölümlerin %25‟inden sorumludur (2). Ülkemizde en 

sık görülen ilk beĢ kanser, akciğer, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak 

sıralanmaktadır (ġekil 2.1) (3).  

ING ailesine mensup genlerin yapılan çeĢitli kanser çalıĢmalarında tümör baskılayıcı 

gen olarak rol oynadıkları ortaya çıkarılmıĢtır (12-16).  

Mesane kanseri geliĢiminde meydana gelen gen ifadesi değiĢikliklerini gözlemlemek 

amacıyla, gen ifade seviyeleri kıyaslanarak yapılan bir araĢtırmada sitokeratin 20, 

nöropilin-2, p21 ve p33ING1 genlerinin ifade seviyelerinin patolojik safha, tümör 

derecesi ve değiĢen retinoblastoma gen ifadesi ile önemli derecede iliĢkili olduğu 

görülmüĢtür (10). Ayrıca, p33ING1 gen ifade seviyesinin hayatta kalma ile de iliĢkili 

olduğu gözlenmiĢtir (10). Bu çalıĢma (10) mesane kanserlerinde ING1 geni ile iliĢki 

ortaya koyan tek araĢtırmadır. Ancak gen üzerinde bizim yaptığımız gibi detaylı 

moleküler analizler yapılmamıĢtır. 

Bu çalıĢmada tümör baskılayıcı gen olduğu, yukarıda bahsedildiği üzere, bilinmekte 

olan ING1 geninin ve bulunduğu 13q33-34 kromozomal bölgesinin moleküler teknikler 

kullanılarak incelenmesi; 13q33-34 bölgesinde yer alan ING1 ve komĢu genlerinin 

mesane kanseri oluĢumuyla iliĢkili birer tümör baskılayıcı gen olup olmadıkları ve 

ING1 geninin mutasyonları araĢtırılmıĢtır.  

Knudson‟un 1971 yılında retinoblastom ile yaptığı istatistiksel çalıĢma sonucu ortaya 

koyduğu “iki vuruĢ” hipotezi bugün kanserin moleküler genetiği çalıĢmalarında önemli 

bir yere sahiptir (11). Bu hipotez kanserin meydana gelebilmesi için iki mutasyonun 

meydana gelmesi gerektiğine iĢaret eder. Ġlk mutasyon ilgili tümör baskılayıcı genin bir 

kopyasının kaybolması (delesyon), ikinci mutasyon ise diğer sağlam kopyanın 

mutasyona uğraması veya onkogenlerden herhangi birinin bir allelinde mutasyon 

meydana gelmesi Ģeklinde açıklanabilir. Bu çalıĢmada elde edilen bulgular 13q33-34 
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bölgesinde D13S1315 ve D13S285 isimli DS belirleyiciler ile taranan bölgenin 

heterozigotluk kaybı gösterdiği yönündedir. Bu durumda bir tümör baskılayıcı gen 

olarak bilinen ING1 geni ve komĢu genlerin delesyona uğradığı düĢüncesi kuvvet 

kazanmıĢtır. Fakat mesane kanseri ve ING1 geni arasında doğrudan bir bağlantı 

kurabilmek için bu bulgu yeterli değildir. ING1 geninin mRNA ifadesinin araĢtırıldığı 

gen ifade analizi sonuçlarının da heterozigotluk kaybı sonuçları ile paralellik göstermesi 

gerekir. Bunun yanısıra ING1 geninde mutasyon da gözlendiği takdirde mesane kanseri 

oluĢumundan ING1 geni sorumlu tutulabilir. Ancak ING1 geninin ifade analizi 

çalıĢması ile % 23.3 oranında ifadesinde değiĢiklik olduğu ve ING1 genine ait 1a, 1b ve 

2 numaralı üç ekzonun 6 çift primer takımı ile yapılan SSCP ve dizin analiz deneyleri 

neticesinde mutasyon taĢımadığı görülmüĢtür.  

ING1 gen ifadesinin incelenmesiyle elde edilen % 23.3 gibi düĢük bir oranda gen 

ifadesindeki değiĢiklik ve ING1 geninde mutasyona rastlamamıĢ olmamız ING1 geninin 

mesane kanserlerinde önemli bir tümör baskılayıcı gen olmadığını düĢündürmektedir.  

Bildiğimiz kadarıyla ING1 geninde mutasyon tanımlayan ilk çalıĢma Gündüz ve ark 

(12) tarafından yapılmıĢtır. Toyama ve ark tarafından 1999 yılında meme kanseri, 

yumurtalık kanseri ve hücre hatlarından oluĢan toplam 452 adet örnek üzerinde yapılan 

geniĢ çaplı bir çalıĢmada hiçbir örnekte ING1 mutasyonu bulunmamıĢtır (111). Bu 

nedenle Gündüz ve ark (12) ING1 gen mutasyonların yalnızca baĢ-boyun kanserlerine 

özgü olabileceği yorumunu çıkarmıĢlardır. Mesane kanserlerinde de ING1 geninde 

mutasyon bulunmadığı bu çalıĢmada sunulan sonuçlardan anlaĢılmaktadır. 

ING1 geni aday bir tümör baskılayıcı gen olarak tanımlandıktan sonra pek çok çalıĢma 

ile insan kanserlerindeki etkileri araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır. Hem tümör örnekleriyle 

hem de kanser hücreleriyle yapılan bu çalıĢmalar, mide, meme, özafagus, akciğer, kan 

ve beyin gibi kanser tiplerinde ING1 gen ifadesinin azaldığını veya kaybolduğunu 

göstermiĢtir (57). ING1 proteininin sentezindeki azalma ve kaybolmanın sebebi, doğal 

olarak, mRNA ifadesindeki azalması ve yanı sıra mRNA‟nın kararlılığının bozulması 

anlaĢılır. ING1 geninin NLS veya PHD bölgelerinde geliĢebilecek bir mutasyon ING1 

proteininin iĢlevini doğrudan doğruya etkiler, çoğu zaman da geliĢen kanserle bu 
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bölgelerden herhangi birisinde oluĢan mutasyon arasında iliĢki vardır (57). Meme ve 

beyin tümörlerinde, melanomada ve lemfoblastik lösemide, NLS veya PHD 

bölgelerinde olan mutasyona bağlı olarak, ING1 proteininin hücrede yanlıĢ yerleĢtiği 

(mislocalization) çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (102, 112-114). ING1 proteini 

normal Ģartlarda çekirdekte yerleĢiktir (17). ING1‟in hücresel yanlıĢ yerleĢimi, genin 

NLS bölgesinde olabilecek bir mutasyonla ilgili olup bu durumda ING1 proteini 

çekirdeğe göç edeceği yerde sitoplazmada yığılır. Bu halde ING1‟in toksik etkisinin de 

dikkate alınması ve yığılımın hücre fizyolojisine etkisinin açıklığa kavuĢturulması 

gereği ortaya çıkmaktadır. ING1 proteininin sitoplazmada yerleĢmesine sebep olan 

mekanizmalar büyük olasılıkla ING1‟in birlikte çalıĢtığı proteinleri de etkileyecektir. 

Bu konuda yapılmıĢ bir çalıĢmada, hatalı yerleĢimin ING1 proteininin siklin bağımlı 

kinaz inhibitörü p21
Waf1

„in ifadesinin düzenlenmesi gibi bazı görevlerini yerine 

getirememesine neden olduğu gözlenmiĢtir (115). Ancak ING1 geninde mutasyon 

nadiren ortaya çıkan bir durumdur (17). Bu nedenle ING1‟in etkinliğini yitirmesinde 

ING1 mutasyonunun ana mekanizma olmadığı düĢünülebilir.  

ING1 gen ifadesinin azaldığı veya kaybolduğu görülmüĢ tümörlerde çeĢitli diğer 

mekanizmalar tanımlanmıĢtır. BaĢ boyun kanserleri (12) ve özafagal skamoz karsinom 

larda (116) yapılan çalıĢmalar vakaların %50‟sinden fazlasında ING1 bölgesinde 

heterozigotluk kaybını ortaya çıkarmıĢtır. Yumurtalık kanserlerinde ise vakaların 

%25‟inde ING1 geni özendirici bölgesinde (promoter) hipermetilasyon tespit edilmiĢtir 

(117). DNA metilasyonu, genin özendirici bölgesindeki CpG adaları denilen sitozin-

guanin dinükleotidlerince zengin olan bölgelerde meydana gelen kimyasal bir olaydır 

(118). Metilasyonun azalması sessiz durumdaki proto-onkogenlerin veya atasal veya 

anasal yolla etkinleĢtirilmiĢ (imprinted) genlerin etkin hale geçerek sentez 

yapabilmelerine ve hücre çoğalmasını uyarmalarına izin verebilir (118). Tam tersine; 

tümör baskılayıcı genlerin özendirici bölgelerindeki metilasyonun artması ise 

transkripsiyonun engellenmesi nedeniyle sessizleĢmelerine ve hücrenin çoğalması 

üzerindeki negatif etkinin, baskının ortadan kalkmasına neden olur (118). ING1 geni 

özendirici bölgesi CpG dinükleotidlerince zengin bir bölgedir (12). Özendirici bölge 

CpG metilasyonu over kanserlerinde sıklıkla görülmektedir (119-121). Bu durumda 
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özendirici bölge metilasyonlarının tümör baskılayıcı genlerin etkinliğini yitirmesinde 

önemli bir olay olduğu dikkat çekmektedir. ING1 geni özendirici bölge 

metilasyonlarının insan kanserlerinde araĢtırılması gerekmektedir.  

Bir baĢka önemli nokta ise tümör baskılayıcı genlerde de haploinsufficiency veya allel 

yetersizliğinin olabileceğidir. Ġki ayrı çalıĢmada transforming growth factor-b1 ve 

mürin geni p27
Kip1

‟de allel yetersizliği tespit edilmiĢtir (122,123). Bir allelin kayıp 

olduğu düĢünülürse sağlam allel herhangi bir karsinojene maruz kaldığında, haploid 

yetersizlik nedeniyle tümöre yatkın bir fenotipe dönüĢür (12). Sigara, mesane kanseri 

oluĢumunda etkin (9), toplumumuzda sıklıkla tüketilen bir karsinojendir. Bu konuda, 

daha detaylı çalıĢmaların yapılması gerekmektedir. 

ING1 gen ifadesindeki azalmayı açıklayabilmek için bilinen bazı mekanizmaların da 

açıklığa kavuĢturulması gerekmektedir. Özendirici bölgedeki kromatin yeniden 

biçimlendirilmesi (chromatin remodeling), ING1 gen ifadesinden sorumlu 

transkripsiyon faktörlerinin etkinliğinin kaybı ve miRNA ifadesi gibi potansiyel 

mekanizmalar üzerinde yapılmıĢ bir çalıĢma yoktur. Bu konuların çalıĢılması ile, 

yüksek oranda heterozigotluk kaybı gösteren ING1 geninde nadiren mutasyon 

gözlenmesi açıklanabilir. ING genlerinin etkinliğini kaybetmesine yol açan 

mekanizmaların anlaĢılması, ING genlerinin ifadelerinin yeniden sağlanması yönünde 

çalıĢmalara yön verecek olması, dolayısıyla; tedaviye yönelik amaçlarla 

kullanılabileceği için önemlidir. 

ING genlerinin ifade kaybında özendirici bölgelerine bağlanan proteinler, büyüme 

faktörleri, transkripsiyon faktörleri veya transkriptozomun herhangi bir protein alt 

ünitesinde veya genin özendirici bölgesinin artırıcı (enhancer) bölgesinde oluĢan 

mutasyon nedeniyle de ING genlerinin ifadesinde azalma görülebilir. ING1 geni 

özendirici bölgesinde meydana gelmiĢ herhangi bir mutasyon transkripsiyon 

faktörlerinin bağlanmasına ve transkripsiyonun gerçekleĢmesine engel olabilir. 

Dolayısıyla ING1 gen ifadesinin azalmasına sebep olabilir. ING1 geninin özendirici 

bölgesi, buraya bağlanan transkripsiyon faktörleri ve düzenleyici moleküller hakkında 

bilgi bulunmamaktadır. Ġnternet üzerinden eriĢilebilen Genomatix-MatInspector (106) 

ve TFSEARCH ver.1.3 (107) isimli programlar herhangi bir özendirici bölge üzerinde 
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yer alan transkripsiyon faktörleri bağlanma bölgelerini tahmin edebilmektedir. 

Genomatix-MatInspector ve TFSEARCH programlarını kullanarak ING1 geninin 

özendirici bölgesini analiz ettik. Analiz neticesinde ortaya çıkan moleküller çok sayıda 

olup “5.3.1.ING1 geni özendirici bölgesine ait bulgular” baĢlığı altında detaylı biçimde 

sıralanmıĢtır. Bu faktörler tahmine dayalı olarak elde edildiği için, aralarında kanserle 

ve ING iĢlevi ile ilĢkili olabilecek olanlar NCBI_OMIM (110) veri tabanı kullanılarak 

ayıklanmıĢtır ve burada tartıĢılacaktır (ġekil 4.5, ġekil 4.6). Bunlar arasında ABL, E2F, 

HIF1, SOX, P53, BPTF, NRSF, c-Rel ve c-ETS‟nin iĢlevsel özellikleri nedeniyle kanser 

oluĢumuyla yakından iliĢkili oldukları araĢtırma neticesinde görülmüĢtür. 

ABL1 protoonkogeni sitoplazma ve çekirdekte görev alan, hücre farklılaĢması, 

bölünmesi, hücreler arası yapıĢma ve stres cevabında rol alan tirozin kinazı 

kodlamaktadır (124). ABL‟nin DNA‟ya bağlanma etkinliği CDC2-aracılı fosforilasyon 

ile düzenlenmektedir (125). Çekirdeksel ABL‟nin tirozin kinaz etkinliğinin hücre 

döngüsü sırasında retinoblastoma proteini ile özgün bir etkileĢim sonucu düzenlendiği 

gösterilmiĢtir (126). Çekirdeksel ABL tirozin kinaz transkripsiyonu artırabilmektedir ve 

bu etkinliği RB tarafından engellenmektedir. Dolayısıyla çekirdeksel ABL 

transkripsiyonun düzenlenmesinde doğrudan rol alan bir S fazı tirozin kinazıdır. 

Transkripsiyonunu düzenlediği genler arasında ING1 geninin de olduğu ING1 geni 

özendirici bölgesinin ABL bağlanma bölgesini içermesinden anlaĢılmaktadır.  

Genomatix ve TFSEARCH programlarınca ING1 geni özendirici bölgesinin içerdiği 

bağlanma nükleotid dizileri bir diğer transkripsiyon faktörü olan E2F ile ilgilidir. E2F 

transkripsiyon faktörü; hamarat (housekeeping) genler denilen sınıf II genlerin 

mRNA‟larının ifadelerinde önemlidir (127). Ayrı ayrı yapılan iki çalıĢmada (128,129) 

E2F1‟in RB ile birlikte E2F DNA tanıma dizinlerine bağlandığı ve gen etkinliğini 

artırdığı gösterilmiĢtir. Transkripsiyon faktörü E2F memeli hücre döngüsü esnasında 

G1/S geçiĢinde önemli bir belirleyici olarak, DNA replikasyonu için gerekli olan bir 

kısım genlerin transkripsiyonunu etkinleĢtirerek rol oynamaktadır (130). Halbuki, RB 

hücre döngüsünün G1 fazından S fazına geçiĢini engellemektedir (130). RB çok sayıda 

hücresel proteinle etkileĢime girer, ancak; bu etkileĢimlerin doğası ve hücre döngüsünün 

düzenlenmesindeki önemi tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Phillips ve ark (131) E2F1‟in 
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ölüm reseptörüne bağımlı bir mekanizmayla, TRAF2 proteininin gen ifadesini azaltarak 

ve NFKB gibi antiapoptotik uyaranların etkinliğini engelleyerek apoptozu tetiklediğini 

göstermiĢlerdir. Bu yolakta p53‟ten bağımsız olarak E2F1 gen ifadesi hücrelerin 

apoptoza karĢı hassaslaĢmalarına yol açar (131). Ġnsan tümörlerinin pek çoğunda 

E2F1‟in düzenlenmesi ile ilgili sorunlar gözlenmiĢtir. RB, kanser hücrelerinde, E2F-

bağımlı özendirici bölgelerin etkinliğinde artıĢa sebep olmaktadır (132). Dolayısıyla; 

E2F‟nin ING1 geni üzerindeki bu yollu bir etkisinin, ING1 geni özendirici bölgesinde 

E2F bağlanma dizini üzerinde meydana gelmiĢ herhangi bir mutasyon ile engeleniyor 

olduğu düĢünülebilir.  

SRY ve SOX proteinleri HMG kutusu olarak bilinen, 79 amino asitten oluĢan, DNA 

bağlanma bölgesine sahiptirler (133). Tüm SOX proteinleri HMG kutusu ile doğrusal 

DNA‟ya dizine özgün biçimde bağlanır ve DNA‟nın geniĢ açılarla bükülmesine neden 

olur (133). Bükülme belli bir mesafede DNA sarmalının açılmasına ve SOX1, SOX2 ve 

SOX3 gibi SRY ile çok yakın homoloji gösteren transkripsiyon faktörlerinin DNA‟ya 

bağlanarak etkileĢimine yol açar (133). SOX proteinlerinin, farelerde, esas olarak 

geliĢmekte olan sinir sisteminde ifade edildiği gösterilmiĢtir (133). Bu genler evrimsel 

süreçte ciddi biçimde korunmuĢtur. SOX1 geni ileride de tartıĢıldığı gibi heterozigotluk 

kaybının yüksek oranda gözlendiği bölge içerisinde kalmaktadır. Dolayısıyla 

çalıĢmamız sonucunda aday bir tümör baskılayıcı gen olarak ortaya çıkmıĢtır. Aynı 

zamanda ING1 geni özendirici bölgesinde bağlanma dizininin yer alması, mesane 

kanserlerinde, SOX1 geninin irdelenmesi gerektiği düĢüncemizi kuvvetlendirmektedir.  

Genomatix ve TFSEARCH programlarıyla tespit edilen bir diğer transkripsiyon faktörü 

BPTF‟dir (bromodomain and PHD domain transcription factor). Kromatinin değiĢik 

bölgelerinde tek çift veya üç metilli durumda histon lizinleri yer almaktadır (134). 

Bunlar heterokromatin oluĢumu, X kromozomu inaktivasyonu ve transkripsiyonel 

düzenlenme gibi özelleĢmiĢ biyolojik iĢlevler için iĢaret görevi görürler (134). 

H3K4me3 (üç metilli (trimethylated) histon H3/lizin-4) etkin genlerin transkripsiyon 

baĢlama bölgeleri ile iliĢki içindedir (134). Nükleozomu yeniden biçimlendirme 

faktörünün [nucleosome remodeling factor (NURF)] bitki homeodomain parmak (PHD 

finger) yapısı üç metilli (trimethylated) histon H3/lizin-4 kuyruklarıyla doğrudan 
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iliĢkiye girmektedir (135). BPTF proteini NURF oluĢumunun en büyük alt ünitesidir 

(134). Üç metilli H3K4 PHD parmak yapısının yüzeyindeki antiparalel beta yaprak 

oluĢumu üzerinden iliĢki kurar (134). PHD parmak çok sayıda kromatin iliĢkili 

proteinde yer alan kromatin bağlanma birimi olarak çalıĢmaktadır (134). ING genleri de 

PHD bölgesi içerirler ve histon asetilasyonu ve deasetilasyonu üzerinde rol sahibidirler 

(99). ING1 geninin yine bir PHD proteini tarafından uyarılıyor olması kromatin yeniden 

düzenlenmesinin zengin ve karmaĢık bir olay olduğuna iĢaret ediyor olabilir.  

HIF1 (Hypoxia-inducible factor-1) memeli hücrelerinde oksijen azlığı durumunda 

sentezlenen ve hipoksiye karĢı hücresel ve sistemik homeostatik cevap verilmesinde 

önemli role sahip bir transkripsiyon faktörüdür (136). HIF1 120-kD HIF1-alfa alt 

ünitesi ile 91-94 kD HIF1-beta alt ünitesinin birleĢmesinden oluĢur (136). HIF1 enerji 

metabolizması, damar oluĢumu ve programlı hücre ölümü gibi hücresel olaylarda rol 

alan genlerin düzenlenmesinde görev alarak hipoksiye karĢı hücresel cevapta anahtar bir 

rol oynamaktadır (136). HIF1‟in alfa alt ünitesi normal koĢullarda proteozomca 

parçalanırken oksijen yetersizliğinde kararlı haldedir (136). Özer ve ark (137) hipoksik 

Ģartlarda ING4‟ün HIF‟in hedef genlerinin gen ifadesini baskıladığını göstermiĢlerdir. 

ING4, HPH2 [HIF-prolyl hydroxylase 2, (EGLN1)] ile doğrudan iliĢki kurmaktadır 

(137). HPH2, HIF‟in kararlığından sorumlu aracıdır (137). ING4 ile HPH2 arasındaki 

iliĢki hidroksilazın etkinliğini veya HIF‟in kararlılığını etkilemez, ancak; HIF‟in 

etkinliğini kromatinin durumuna bağımlı bir biçimde baskılar (137). HIF geni, ING1 

özendirici bölgesine bağlandığını tahmin ettiğimiz genler arasında, ING ailesiyle, Özer 

ve ark (137) yaptığı çalıĢma ile arasındaki iliĢki kanıtlanmıĢ bir gendir. Bu sonuç 

Genomatix ve TFSEARCH programlarının güvenirliğine de iĢaret etmektedir. 

Transkripsiyon faktörleri arasında c-Ets ve c-Rel iĢlevsel özellikleri nedeniyle dikkat 

çekicidir. ETS transkripsiyon faktörleri; kök hücre geliĢimi, hücre yaĢlanması ve ölümü 

ve tümör oluĢumunda rol alan pek çok genin düzenlenmesinde görev almaktadır (138). 

Bu proteinlerdeki korunmuĢ ETS bölgeleri sarmal-dönüĢ-sarmal DNA bağlanma 

bölgeleri olup hedef gendeki GGAA/T uyuĢum dizisini tanımaktadır (138). Bu dizi 

ING1 özendirici bölgesinin -206/ -209 ve -258/ -261 aralıklarında tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.6).  
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c-Rel, REL geni tarafından kodlanan, Rel/NFKB ailesine mensup bir transkripsiyon 

faktörüdür (139). Bu aileye üye proteinler “Rel bölgesi” denilen yüksek derecede 

korunmuĢ N uçları ile DNA‟ya bağlanma, dimerleĢme, çekirdekte yerleĢim (nuclear 

localization) ve NFKB inhibitörüne bağlanma gibi iĢlevlerden sorumludur (139). 

Romieu-Mourez ve ark. (140) solid ve hematolojik kanser geliĢiminde c-Rel geninde 

amplifikasyon, yeniden düzenlenme ve aĢırı gen ifadesi gözlemlemiĢlerdir. Genomatix-

MatInspector ve TFSEARCH programları yardımıyla -17/-25 aralığında c-Rel 

bağlanma bölgesi tespit edilmiĢtir (ġekil 5.1). ING1 proteininin yukarıda da 

bahsedildiği üzere, NLS bölgesinde olan mutasyon(lar) sebebiyle, hücresel yanlıĢ 

yerleĢiminin gözlendiği çalıĢmalar mevcuttur (102,112-114). Her ne kadar hücresel 

yanlıĢ yerleĢimden ING geninin NLS bölgesi sorumlu görünse de farklı mekanizmaların 

da NLS‟de meydana gelmiĢ bir mutasyonun etkilerine katkı sağladığı düĢünülebilir. 

ING geninin sitoplazmik artıĢı bu durumda yine gözlenebilir.  

REST (RE1-silencing transcription factor) gen ifadesini düzenleyen transkripsiyonel bir 

baskılayıcıdır (141). REST, hedef gende 21 baz çiftinden oluĢan baskılayıcı element-1 

(RE-1, repressor element-1) bölgesine bağlanır (141). REST çeĢitli kromatin 

düzenleyen enzimlerin orta göbeğinde yer alarak gen baskılanmasına aracılık 

etmektedirler (141). ING1 geni kromatinin yeniden biçimlendirilmesinde görev 

almaktadır (99). HAT proteinleri histonları asetilleyerek ve HDAC proteinleri de 

histonlardan asetili uzaklaĢtırarak (deasetilasyon) kromatin yapısının yeniden 

biçimlenmesinde ve dolayısıyla gen ifadesinin düzenlenmesimde önemli rol oynarlar 

(99). ING1 proteinleri hem fiziksel hem de iĢlevsel olarak HAT ve HDAC etkinliğine 

sahip pek çok faktörle iliĢki kurmaktadır (99). ING1‟in tümör baskılayıcı iĢlevi 

kromatinin yeniden biçimlendirilmesi ile bağlantılı gibi görünmektedir. Yani çeĢitli 

biyolojik etkinliklere sahip olan ING1‟in tümör oluĢumunu baskılayabilmesi, yalnızca 

kromatinin yeniden biçimlendirilmesi üzerindeki rolünün sonucu olabilir. REST 

transkripsiyon faktörünün bu olaylarda ING1 ile beraber rol alması muhtemeldir.  

Bu çalıĢmada elde edilen en önemli bulgu heterozigotluk kaybı bulgularıdır. D13S1315 

ve D13S285 adlı DS belirleyiciler ile taranan bölgede genomik kayıpların olduğu 

görülmektedir. Heterozigotluk kaybı bulguları iki önemli noktaya iĢaret etmektedir. 
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Heterozigotluk kaybı eksilme mutasyonu nedeniyle ortaya çıkabileceği gibi 

rekombinasyon dolayısıyla da ortaya çıkabilir (142). Burada biribirinden çok farklı iki 

yol izlenir. Bu bölgede eksilme veya kopya sayısında değiĢiklik olduğu düĢünülebilir. 

Genomdan genoma bir DNA bölgesinin uzunluğu değiĢiklik gösteriyorsa bu “değiĢmiĢ 

kopya sayısı” (copy number variant; CNV) olarak adlandırılır (142). DNA bölgesinin 

uzunluğu 1 kilobazdan megabazlara kadar değiĢkenlik gösterebilir. (143). Ġnsanda her 

kromozomun iki kopyası bulunmaktadır (144). Kopya sayısı değiĢikliği eksilme, 

duplikasyon, ters dönme (inversiyon) ve translokasyon gibi genomik yeniden 

düzenlenmelerle meydana gelir (144). DüĢük kopya tekrarları (Low copy repeats; 

LCRs) olarak bilinen bölgeye özgün tekrar dizinleri kopya sayısında değiĢikliğe neden 

olan genomik düzenlenmelere yatkındırlar. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar kopya 

sayısı değiĢikliğinin eksilme tipi düzenlenme sonucu gerçekleĢtiğini düĢündürmektedir. 

Bu düzenlenmeler homolog olmayan (non-homolog) rekombinasyondur. Dolayısıyla 

normal ve tümörlü dokular bu açıdan birbirlerinden farklıdır. Populasyon genetiğinde, 

bağlantı dengesizliği (linkage disequilibrium) denilen bir durum vardır ki, iki veya daha 

fazla lokustaki, hatta aynı kromozomda yer almayan allellerin sık rastlanmayan bir 

iliĢkisini iĢaret eder (145). Bağlantı dengesizliği Ģu Ģekilde tanımlanabilir: Bir 

populasyonda allel veya genetik belirleyicilerin bazı kombinasyonlarının sıklığı 

haplotiplerin rastgele oluĢumundan beklenen sıklığa nazaran az veya çok olabilir (145). 

Bununla iliĢkili olarak kopya sayısındaki değiĢiklik hem kromozomal yapıda 

dengesizliğe, hem de genlerin mesafelerinde değiĢiklik meydana gelmesi, genomik 

kararsızlığa ve dolayısıyla gen ifadelerinin etkilenmesine sebep olabilir. Gen 

ifadesindeki değiĢiklik gen ürününün azalmasına neden olabilir. EĢbaskın allellerde gen 

sayısı fenotip üzerinde etki sahibidir (142). Bu durum “doz etkisi” (dosage effect) 

olarak anılır (142).  

Tablo 4.2 incelendiğinde D13S278, D13S796 ve D13S1315 DS belirleyicilerin bazı 

örneklerde homozigotluk gösterdiği farkedilmektedir. Bu bulgu ilgili bölgenin 

rekombinasyona yatkın bir bölge olabileceğini düĢündürmektedir. Homolog 

rekombinasyon sonucu bu bölgedeki genler bağlı genler durumuna gelmiĢ olabilir. 

Genetik bağlantı (genetic linkage) belirli bir genomik bölgenin veya allelerin birlikte 

kalıtılması anlanıma gelmektedir (146). Aynı kromozomdaki genetik bölgeler (lokus) 
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fiziksel olarak yakındırlar ve mayoz esnasında birlikte kalırlar, genetik olarak 

bağlıdırlar (146). Dolayısıyla bu çalıĢma neticesinde D13S278, D13S796 ve D13S1315 

DS belirleyicilerin taradığı alanlarda yer alan genlerin ING1 geninin düzenlenmesinde 

rol sahibi olabileceği düĢüncesi kuvvetlenmiĢtir. Bu bölgedeki genler RPL35P7, 

EFNB2, ARGLU1, FAM155A, LIG4, ABHD13, TNFSF13B, MYO16‟dır (ġekil 4.1) 

(109). Ancak Genomatix ve TFSEARCH programlarıyla, ING1 geni özendirici bölgesi 

ile iliĢkili transkripsiyon faktörleri ve çeĢitli molekülleri tespit etmek üzere yaptığımız 

incelemede ING1‟in özendirici bölgesinde bu sekiz adet gene ait bağlanma dizinleri 

tespit edilememiĢtir. Dolayısıyla bu düĢüncemizi destekler bir sonuç ortaya çıkmamıĢtır.  

D13S1315 ve D13S285 adlı DS belirleyiciler ile elde edilen yüksek heterozigotluk 

kaybı oranları bu bölge üzerinde mesane kanserleri ile iliĢkilendirilebilecek tümör 

baskılayıcı genler dahil olmak üzere baĢka aday gen veya genlerin varlığını 

düĢündürmektedir. NCBI tabanlı (109) yaptğımız araĢtıma neticesinde bu bölgede yer 

alan genler tespit edilmiĢtir. Bu genler arasında IRS2 (insulin receptor substrate 2), 

COL4A1 (collagen, type IV, alpha 1), COL4A2 (collagen, type IV, alpha 2), RAB20 (RAS 

oncogene (onkogen) family (ailesi) üyesi), CARKD (carbohydrate kinase domain containing; 

karbohidrat kinaz iĢlevini içeren bölge), 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 çekmektedir 

(Tablo 4.2) (109). 

ÇalıĢma neticesinde heterozigotluk kaybı tespit edilen bölgede COL4A1 (collagen, type 

IV, alpha 1) ve COL4A2 (collagen, type IV, alpha 2) genleri yer almaktadır. Tip IV 

kollajen bazal zarın ana makromoleküler bileĢenlerindendir (147). Bazal zarlar 

özelleĢmiĢ bir hücre dıĢı matriksin ince katmanlarıdır (148). Bu matriks, üzerinde 

geliĢmekte olan epitel ve endotel hücrelere onları destekleyen bir yapı sağlamaktadır 

(148). Bazal zarlar her zaman hücrelerle iliĢki halindedirler ve mekanik destek görevi 

görmenin yanı sıra farklılaĢma ve çoğalma gibi hücresel davranıĢları da etkilerler (149). 

Damar bazal zarı yeni oluĢan kılcallar için çözünmez bir duvar oluĢturur ve damar bazal 
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zarının pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik olaylarda önemli düzenleyici rollere sahip 

olduğu tartıĢılmaktadır (150). Genellikle, tip IV kollajen; hücre tutunmasını, hücre 

göçünü, farklılaĢmasını ve geliĢimini özendirmektedir (150). Tip IV kollajen A1-A6 

olarak isimlendirilen 6 farklı alfa zincir Ģeklinde sentezlenir, üçlü sarmal oluĢturular ve 

bazal zarda yer alan diğer makromoleküller için iskele görevi görecek bir ağ 

oluĢtururlar (151). Bu α-zincirler, N-ucu 7S bölgesi, orta üçlü sarmal bölgesi ve C-ucu 

globular kollajen olmayan (noncollagenous) (NC1) bölge olmak üzere üç bölgeden 

(domain) oluĢurlar (152). A1 ve A2 izoformları insan bazal zarlarında yer alırlar (148). 

Tip IV kollajenin çeĢitli nonkollajen bölgelerinin anjiyogenez, tümör geliĢimi, 

çoğalması ve göçünü engellediği görülmüĢtür (153,154). Buradaki analizden COL4A1 

ve COL4A2 mesane kanseri oluĢumunda aday tümör baskılayıcı genler olduğu 

anlaĢılmaktadır.  

SOX1 geliĢim sürecinde önemli bir transkripsiyon faktörüdür (155). Transkripsiyon 

faktörlerinin kanserdeki rolleri hakkında fazla bilgi mevcut değildir. Fakat son yıllarda 

yapılan bir çalıĢmada, SOX1 ifadesinin, nöral kök hücre transplantasyonundan sonra 

nöronal öncüllerin tümörleĢme potansiyellerini azalttığı gözlenmiĢtir (156). Aynı 

zamanda Genomatix ve TFSEARCH programlarınca ING1 özendirici bölgesine 

bağlandığı tahmin edilen SOX1 geninin mesane kanserleri için aday bir tümör 

baskılayıcı gen olduğu söylenebilir.  

Toujani ve ark. (157) tarafından 2009 yılında gerçekleĢtirilmiĢ geniĢ çaplı bir hücre 

kültürü çalıĢmasında Burkitt lenfomasında meydana gelmiĢ kromozomal değiĢiklikler 

incelenmiĢtir. Bu araĢtırmada, üç tümörde, kromozom 13q33.q34 bölgesinde 30dan 

fazla sayıda gen barındıran 10 megabazlık bir kısmın kaybolduğunu gözlemlemiĢlerdir 

(157). Bu genler arasında ING1, COL4A2, COL4A1, 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, ANKRD10 gibi genler bu kaybın içinde yer almaktadırlar (157). Bu 

çalıĢmaya ait bulgular bizim çalıĢmamızın bulgularını destekler niteliktedir. 
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ÇalıĢma neticesinde COL4A1, COL4A2 ve SOX1 genlerinin mesane kanserlerinde 

öncelikli olarak incelenmesi gereken aday tümör baskılayıcı genler olduklarını, ING1 

geninin özendirici bölgesinin metilasyon durumunun incelenmesi gerektiğini, özendirici 

bölgeye bağlandığını yazılımsal olarak tahmin ettiğimiz transkripsiyon faktörü ve 

düzenleyici moleküllerin genetik analizlerinin yapılması gerektiğini düĢünmekteyiz. 

Ġlgili genler hakkında yapılacak detaylı moleküler analizler kanser oluĢumundaki rolleri 

hakkındaki yeni bilgiler ortaya koyabilir.  
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