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1. GİRİŞ 

Genetik bir hastalık olan kanser, hücrelerdeki genetik 

değişiklikler sonucu oluşur ve yeni nesillere kalıtsal olarak aktarılabilir. 

Kanser doğrudan ve aniden ortaya çıkan bir durum değildir. Normal bir 

hücrenin önce kanseröz duruma geçmesi, daha sonra metastatik yayılım 

yapacak şekilde dönüşüm geçirmesi gerekir. 

Bir tümör hücresinin en önemli özelliklerinden biri gen 

ifadesindeki değişikliktir. Bu değişiklik normal olan komşu hücrelerden 

daha fazla çoğalmaya sebep olmaktadır. Hücre çoğalmasını kontrol eden 

gen grupları ise proto-onkogenler ve anti-onkogenlerdir. Gen ifadesinin 

bozulması ile kontrolsüz çoğalan hücreler tümör dokunun oluşumuna 

neden olmaktadır. 

HIT bölgesine sahip proteinler, Histidin aminoasitlerinin, 

hidrofobik(“ϕ”) aminoasitlerle birbirine bağlanmasıyla meydana gelen, His-

ϕ-His-ϕ-His-ϕ–ϕ motifini paylaşan bir enzim üst ailesini oluştururlar. 

Hayatın tüm formlarında bulunan HIT proteinleri ve hayvanlarda ve 

mantarlarda bulunan FHIT (kırılgan histidin triad) proteinleri HIT süper 

ailesinin iki ana dalını temsil eder. Bu iki ana dalın haricinde; Aprataksin, 

DcpS (Scavenger mRNA decapping enzim) ve GALT (Galaktoz-1-fosfat 

üridililtransferaz) da bu süperailede yer almaktadır. 

İnsan genomu HINT1, HINT2 ve HINT3 gen ürünlerini 

kodlayan 3 ayrı gene sahiptir. HINT1 (Histidin üçlü nükleotid bağlayan 

protein 1),  126 aminoasitli, sitozolik bir proteindir. İlk defa 1990 yılında bir 

protein kinaz C inhibitörü olarak belirtilmiş ve ilk literatürlerde Protein 

Kinase C Inhibitor-1 (PKCI-1) olarak isimlendirilmişse de HINT1’in PKC 
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inhibitörü rolü artık şüpheyle karşılanmaktadır ve bu yüzden PKCI-1 yerine 

HINT1 olarak isimlendirilmektedir.  

HINT1’in özel tümör supresör gen ifadesi, kanser hücrelerinin 

içerisine, bu genlerin ilgili promotör alanlarındaki belirli sitidin kalıntısı 

metilasyonu aracılığıyla ve kromatin yapısını değiştiren modifikasyonlar 

aracılığıyla yerleşmektedir. Daha önceden yapılmış olan bazı çalışmalarda 

HINT1 geni silinmiş farelerin analizi, HINT1’in bir tümör supresör olarak 

davrandığını ortaya koymuştur. Bunun gibi yapılan birçok çalışmada da 

HINT1 geni ile kanser hücreleri arasında ilişki saptanmıştır.  

Antioksidan ve diğer hücre redoks durumunu modüle edici 

enzim sistemleri, tüm intrasellüler ve hatta ekstrasellüler 

kompartımanlardaki ROT’a karşı birinci derece savunma olarak etki 

ederler. Bu enzimlerin en önemlileri, süperoksit dismutazlar, glutatyon 

peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. SOD’lar ilk tanımlanan 

antioksidan enzimlerdir. SOD’lar arasında Cu, Zn süperoksit dismutaz 

(SOD1) yaygın olarak dağılmaktadır ve toplam SOD’un % 90’ını 

kapsamaktadır. Bu her yerde bulunan ve aktivite için Cu ve Zn gerektiren 

enzim, büyük fizyolojik önemi ve terapötik bir potansiyele sahiptir. 

Bu çalışmada HINT1 gen ekspresyonunun kanserle ilişkisi, 

HINT1’in SOD1 ile korelasyonu ve HINT1’in bir antioksidan olup olmadığı 

araştırılmıştır. Türkiye’de yaygın olan kanser türlerinden kolorektal, mide 

ve meme kanserli tümör dokularında HINT1 gen ekspresyon analizi 

incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Genetik bir hastalık olan kanser, hücrelerdeki genetik 

değişiklikler sonucu oluşur ve yeni nesillere kalıtsal olarak aktarılabilir1. 

Kanser, dünyada kalp hastalıklarından sonra ikinci derecede 

büyük sağlık problemlerinden birisidir ve her yıl ölümlerin yaklaşık 

%25’inin sebebini oluşturmaktadır2. Kanserle ilgili ilk çalışmalara 1911 

yılında Rockefeller Medikal Araştırma Enstitüsü olarak bilinen New York 

City Rockefeller Üniversitesinde başlanmıştır3.  

Kanser klinikte görülen en yaygın ve ciddi hastalıklardan 

biridir. Yapılan istatistiksel çalışmalar kanserin toplumların yaklaşık üçte 

birinden fazlasında görüldüğünü, ölümlerin yüzde yirmiden fazlasından 

sorumlu olduğunu ve gelişmiş ülkelerin toplam sağlık harcamalarının 

yaklaşık yüzde onundan fazlasını kanser tedavileri harcamalarının 

oluşturduğunu göstermiştir. Kanser tedavi edilmediğinde ölümle 

sonuçlanmaktadır. Kanser araştırmalarında erken tanı ve tedavi son 

derece önemli olup, kansere yakalanma riski yüksek olan bireylerin kanser 

gelişiminden önce saptanabilmesi büyük önem taşımaktadır4. 

İnsanda oluşan kanserlerin elliden fazla farklı tipleri 

bulunmaktadır; bunların yaklaşık %54’ünü akciğer-bronş, kolon-rektum, 

meme, prostat ve uterus kanseri vakaları oluşturur. Mesane, kolon-rektum, 

akciğer-bronş ve prostat kanserlerinin erkeklerde daha sıklıkla görüldüğü, 

kadınlarda ise; meme, akciğer-bronş, kolon-rektum ve rahim kanserlerinin 

yüksek sıklıkla görüldüğü rapor edilmiştir5. 
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Son yıllarda, kanser vakalarındaki artış, geçmiş yıllara göre 

oldukça dikkat çekicidir (Şekil 1)6. 

 

              Şekil1. Türkiye’de görülen kanser oranının yıllara göre artışı
6
. 

Türkiye’de en sık görülen kanser türü akciğer ve bronş 

kanseri olmakla birlikte bunu prostat ve deri kanseri izlemektedir (Şekil 2). 

Cinsiyet ayrımı gözetmeksizin ele alındığında bu verilere ulaşılırken, 

cinsiyetler farklı olduğunda farklı kanser türlerinde yoğunluk olduğu 

gözlenmektedir6. 

 

       Şekil 2. Türkiye’de en sık görülen ilk 10 kanser türü ve yüzdeleri
6
.  
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Erkeklerde akciğer kanseri birinci sırada yer alırken, bunu 

sırasıyla prostat ve deri kanseri izlemektedir. Kadınlarda en sık meme 

kanseri gözlenirken bunu sırasıyla deri ve tiroid kanseri izlemektedir6. 

2.1.1. Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsünün süreci, mitoz (M fazı) sırasında iki 

nükleusa kromozom dağılımı için gerekli olan DNA replikasyon (S fazı) 

işleviyle devam etmektedir. Bu işlevin arasına boşluk olarak anılan G1 ve 

G2 adı verilen iki basamak katılmıştır. G1,S ve G2 hep birlikte hücre 

döngüsünün interfaz bölümünü oluşturmaktadır. G1 basamağı mitozdan 

hemen sonra başlar; ribozomlar, enzimler, membran türevi organeller gibi 

pek çok sitoplazmik elementin sentezi bu zaman süreci içerisinde yapılır. 

S fazında, DNA replikasyonu her kromozomun kopyasını yaparak 

kromozom sayısını ikiye katlanmasını sağlar. G2 fazı, büyümenin ve 

sentezin ikinci dönemi olarak mitozun başlamasına öncülük eder4.  

 

     Şekil 3. Hücre döngüsü ve hücre döngüsünün bölümleri
4
. 
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Hücre çoğalması ve bunun kontrolü ile ilgili çalışmalarda G1 

evresinin önemi büyüktür. G1’in geç bir noktasında bütün hücreler iki 

yoldan birini izler. Hücreler ya döngüden çıkarak G0 evresindeki bir 

dinlenme evresine girer ya da DNA sentezini başlatarak döngüyü 

tamamlar. G0’a giren hücreler canlı ve metabolik olarak aktif kalırlar fakat 

çoğalmazlar. Kanser hücreleri belirgin bir şekilde G0’a girmekten kaçınırlar 

ve burayı çok hızlı bir şekilde geçerler4.  

Hücre döngüsünde üç kontrol noktası bulunmaktadır. Bunlar 

G1/S, G2/M ve M kontrol noktalarıdır4.  

2.1.2. Kanser Hücresinin Özellikleri 

Kanser hücreleri üç nitelik ile karakterize edilir. Bunlar; 

büyümenin denetiminde azalma veya ortadan kalkma, yerel dokuları işgal, 

vücudun diğer bölümlerine yayılma veya metastazdır7. 

Kanser, hücrelerin sürekli olarak çoğalmasıyla karakterize 

olan bir düzen bozukluğudur. Sürekli çoğalan hücrelere karşılık hücre 

kaybı aynı oranda olmadığı için hücreler birikmeye başlarlar. Bu biriken 

hücreler invazyon yaparlar ve organizmanın organlarını hasara uğratırlar. 

Kanser hücreleri normal hücrelerden daha kısa ömürlü olmalarına karşın, 

yeni hücre oluşumunun hızlı olması nedeniyle hücreler devamlı birikirler. 

Bu dengesizlik, hem kanser hücrelerindeki genetik anormalliklerden hem 

de organizmanın bu hücreleri tanımada ve yok etmedeki 

başarısızlığındandır. Bu biriken kütlelere kanser veya tümör adı 

verilmektedir8. 

Tümörlerden oluşturulmuş hücre kültürlerinde normal 

dokulardan oluşturulmuş hücre kültürlerinden farklı özellikler gözlenir. Bu 
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hücre kültürü için transforme olmuş tanımı kullanılır. Transforme bir hücre 

daha az kısıtlı şartlarda büyür, genellikle sert bir zemine tutunma ihtiyacı 

duymaz, bu nedenle yuvarlak şekilli görülür. Serum ihtiyaçları azalmıştır 

ve zeminde tek tabaka oluşturmak yerine fokus adı verilen kitlesel bir yapı 

gösterirler. Uygun deney hayvanlarına enjekte edildiklerinde tümörleri 

indüklerler. Böylece hücrelere transformasyon ve ölümsüzlük özelliği 

sağlayan zincirleme değişiklikler tümörlerin oluşturulmasına olanak tanır9
. 

2.1.3. Tümör Oluşumunun Moleküler Mekanizması 

Bir tümör hücresinin en önemli özelliği gen ekspresyonundaki 

değişikliktir. Bu değişiklik normal hücrelerden daha fazla üreme avantajı 

sağlamaktadır. Bu durum hücreye kontrolsüz üreme özelliği 

kazandırmaktadır. Bu sebeple kanser; normal hücre özelliklerini değiştiren 

genlerin ekspresyonundaki değişikliklere neden olan mutasyonlar sonucu 

ortaya çıkan genetik bir hastalıktır. Normal üreme kontrolünü düzenlediği 

ortaya konulan farklı 2 tipte gen grubu bulunur. Bunlar; proto-onkogenler 

ve anti-onkogenler (tümör supresör genler)’dir. Bu genlerin 

ekspresyonunun bozulması üreme kontrolünün kaybına sebep 

olabilmektedir10. 

2.1.3.1. Proto-onkogenler: Hücre üremesini kontrol eden genlerdir. Proto-

onkogenlerdeki mutasyonlar sonucu bu genler onkogenlere 

dönüşmektedir. Onkogenlerin normal hücresel fonksiyonu ise, hücre 

proliferasyonunu hızlandırmaktır. Hiperaktivite durumlarında kansere 

sebep olurlar11. 

Günümüzde proto-onkogenlerin; üreme faktörlerini, hücre 

yüzey reseptörleri ve onların ligandlarını, hücre yüzey reseptörlerinden 

nükleusa üremeyi sitimule eden sinyalleri taşıyan sinyal moleküllerini 
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(intrasellüler sinyal yolağı bileşenleri), gen ekspresyon oranını kontrol 

eden nükleer transkripsiyon faktörlerini, hücre siklusunun ilerlemesi, DNA 

bağlayan proteinler, hücre proliferasyonu, hücre farklılaşması ve apoptotik 

hücre oluşumunun moleküler kontrolüne katılan molekülleri ve hücre 

siklusu yolağındaki bileşenler gibi normal hücre üremesinin regulasyonu 

için gerekli proteinleri kodladıkları bilinmektedir10,12.  

Proto-onkogenlere örnek olarak, hücre siklusu regülatörleri, 

Int-2 (fibroblast büyüme faktörü reseptörü), sis (trombositlerden salınan 

büyüme faktörü reseptörü), fms (koloni uyarıcı faktör reseptörü tip 1), erb-

B (epidermal büyüme faktörü reseptörü) ve ras proto-onkogenleri 

verilebilir13. 

2.1.3.2. Anti-onkogenler (tümör supresör genler): Hücre proliferasyonunu 

inhibe eden veya geciktiren genlerdir. Bu genler, inaktive olduklarında 

kansere sebep olmaktadırlar11. 

Tümör supresör genler, normal olarak hücre bölünmesini 

baskılayan bir grup gendir. Her iki allelde işlev kaybı, kontrolsüz hücre 

bölünmesine ve tümör büyümesine neden olur. Normal allelin varlığı tümör 

gelişimini baskılar. Bir etki oluşması için işlev kaybı her iki alleli de 

etkilemelidir (yani tümör süpressör genlerin mutasyonları, hücresel 

düzeyde resesiftir). Bunun için iki hatta bazen daha fazla mutasyonel olay 

gerekir10,11,14,15,16.  

Genetik düzensizlik, premalignant hücreyi atmadan 

malignant hücreyi üretir. Bu düzensizlik mikro seviyede (DNA sekansında) 

olduğu kadar, makro seviyede (kromozom) olabilir. Kromozomlarda oluşan 

tekrar düzenleme, aktif olmayan (sessiz) onkojenleri aktifleyebilir veya 
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tümör supresör genleri içeren bölgeleri silebilir. DNA’ daki mutasyon, 

onkojenleri aktive edebilir veya tümör supresör genleri inaktive edebilir3. 

Proliferasyonu doğrudan baskılayan tümör supresör genlere 

“bekçi” (gatekeeper) tipi genler denmektedir. Bekçiler hücre siklusunu 

denetlerler, hücreyi apoptozise yönlendiren genler de bu gruptadır. 

Örneğin p53 her iki özelliğe de sahip önemli bir tümör supresör gendir. 

Tümör supresör genlerde ortaya çıkan işlev kaybettirici mutasyonlar da 

hücreye çoğalma yönünde bir üstünlük sağlar. Hücre çoğalmasını 

doğrudan baskılayan bekçi tipi tümör supresör genlerden başka, dolaylı 

etki gösterenler de vardır. Bunlara da “bakıcı” (caretaker) tipi tümör 

supresör genler denir. Bakıcılar genomun bütünlüğünden sorumlu DNA 

onarım genleridir ve mutasyon oluşumunu engellerler. Bu genler işlev 

kaybettirici bir mutasyona uğradığında, genom boyunca mutasyonlar 

ortaya çıkmaya başlar, yani genomik instabilite (kararsızlık) gelişir. 

Genomik instabilite bekçi tipi tümör supresör genlerin ve 

protoonkogenlerin mutasyona uğramasıyla sonuçlanabilir. Bazı germline 

(yumurta veya spermde oluşan mutasyon) tümör supresör gen 

mutasyonları kalıtsal kanserlerle ilişkilidir. Bunlar sporadik kanserlerde de 

mutasyona uğrayabilirler17. 

Anti-onkogenler, onkogenlerin önemli bir ailesi olan siklinleri 

ve siklin-bağımlı kinazları (CDK) içerir. CDK’lar hücre siklusunda önemli 

kontrol noktalarında görev alırlar ve hücre proliferasyon oranını belirlerler. 

Tümör supresörlere örnek olarak Retinoblastoma geni (Rb), Antijen 

Sunucu Hücre geni (ASH, kolon kanseri), Wilm’s tümör proteini geni (WT1, 

böbrekte), Meme kanseri duyarlılık geni tip 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2, 

meme kanseri), CDK4 inhibitör, INK4 ailesinden tümör protein 16 (p16) 

geni  (INK4A tarafından kodlanır), tümör protein 53 (p53, birçok dokuda 

bulunabilmektedir) ve HINT1 örnek olarak verilebilir12. 
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2.2. HIT (Histidin Triad) Proteinleri 

Histidin triad (HIT) proteinleri, ismini C-terminalinin yanında 

var olan His-ϕ-His-ϕ-His-ϕ-ϕ motifinden alan bir protein ya da enzim üst 

ailesidir. Burada “ϕ” sembolü, hidrofobik olan herhangi bir aminoasiti 

sembolize etmektedir18. Enzimatik aktivitelerine göre düşünüldüğünde HIT 

proteinleri nükleotid fosforamidat hidrolazlar, dinükleotid hidrolazlar ve 

nükleotidilil transferazlar olarak sınıflandırılabilir. HIT proteinleri, 

nükleotidleri His-ϕ-His-ϕ-His-ϕ–ϕ motifinin aktif kısımları substratın α-

fosfatı ile karşı karşıya gelecek şekilde bağlarlar19.HIT proteinlerinin 

evrimsel süreçte korunmuş olması, temel ve belki de yaşamsal 

fonksiyonlar gerçekleştirdiklerini gösterir18. 

Histidin triad (HIT) proteinleri yakın zamana kadar sadece 

histidin dizi motiflerini paylaşan proteinlerin bir süper ailesiydi. Histidin triad 

nükleotid bağlayan protein (HINT)'in nükleotid bağlayan formlarının kristal 

yapıları, HIT proteinlerinin korunmuş bölgelerinin özel, dimerik, 10-dizili iki 

eşit pürin nükleotid bağlanma bölgesi oluşturan kayık yapılarından 

meydana geldiğini göstermiştir.  Hayatın tüm formlarında bulunan HINT ile 

ilişkili proteinler ve hayvanlarda ve mantarlarda bulunan kırılgan histidin 

triad (FHIT) ile ilişkili proteinler HIT süper ailesinin iki ana dalını temsil 

eder (Şekil 4) 20.  
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Şekil 4.  Nükleotid bağlı HIT proteinlerinin üç boyutlu yapıları. 

Üstteki dimer HINT-GMP'dir. Alttaki dimer hidroliz edilemez bir ApppA analogu ile 

bağlı FHIT'tir (Kayık yapılı protein katları, ilk olarak GALT'te gözlenmiştir, içlerinde 

iki alfa-helezonu barındıran 10 sarmallı β-düzlemleri tarafından oluşturulmuşlardır). 

Kayık yapılar, halihazırda her bir protein dimerinin yandan görünüşlerinde 

değerlendirilebilir (Üstteki HINT, alttaki FHIT)
20

.  

HIT üst ailesinde yer alan proteinlerin 35 den fazlası, 

bakteriler, arkeler, mayalar, bitkiler, yuvarlak solucanlar, Drosophila ve 

memelileri de içeren 29 türde görülmüştür. İnsan genomunda 7 HIT 

proteini (HINT1, HINT2, HINT3, Aprataksin, DcpS, FHIT, GALT) 

kodlanmıştır.  

Bunlar 5 dalda sınıflandırılabilir: HINT (Histidine triad 

nucleotide binding protein), Aprataksin, DcpS (Scavenger mRNA 
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decapping enzim), FHIT (Fragile Histidine Triad Binding Protein) ve GALT 

(Galaktoz-1-fosfat-üridililtransferaz). Şekil 4’de bu proteinlerin fonksiyonları 

özetlenmiştir (Şekil 5)21.  

 

Şekil 5. İnsanlarda bulunan HIT süperailesinin alt üyeleri
21

. 

2.2.1. HINT (Histidine Triad Nucleotide Bağlı Protein) 

Histidine triad nükleotid bağlı protein (HINT), ilk olarak tavşan 

kalbinden izole edilen dimerik pürin bir nükleotid bağlı proteindir ve HIT 

(histidine triad) ailesinin bir üyesidir. HINT nükleotid komplekslerinin kristal 

yapıları, HIT üst ailesindeki korunmuş kalıntıların nükleotid bağlamaya 

aracılık ettiğini ve HIT motifinin fosfat bağlama döngüsünün bir parçası 

olduğunu göstermektedir22. 
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HINT proteinleri, HIT üst ailesinin birinci şubesini oluşturur. 

Tam sıralanmış tüm genomlarda en az bir HINT mevcuttur. İnsan genomu 

HINT1, HINT2 ve HINT3 gen ürünlerini kodlayan 3 ayrı gene sahiptir23.  

2.2.1.1. HINT 1  

Çalışmamızın konusu olması nedeniyle HINT1 geni ileride 

daha geniş biçimde anlatılacaktır. 

2.2.1.2. HINT 2 

HINT1 ile %61 oranında benzerlik taşıyan bir protein olan 

HINT2, bir karaciğer taraması sonucunda tanımlanmıştır24. 

Her ne kadar bir α-sarmalı içinde de olsa diziliminde 

potansiyel bir HINT fosforilasyon bölgesi (122TAK-Karışık kökenli kinaz) 

olması, HINT2’nin bir PKC substratı olup olmadığının test edilmesine 

sebep olmuştur. PKC aktivitesine yönelik bir çalışmada, afinitesi olmayan 

HINT2’nin histon veya miyelin temel proteinine ait PKC’nin 

fosforilasyonunu inhibe etmediği görüldü. Bu sonuçla HINT2’nin bir PKC 

inhibitörü olduğu varsayımı elenmiş oldu24.  

Korunmuş N-terminal uzantı ve toplam sıralama temel 

alındığında, HINT2 homologları, yalnızca memelilerde bulunur ve balıklar 

ve kuşlar gibi diğer omurgalılarda bulunmaz23.  

HINT2’nin dokulardaki ekspresyonu real-time kantitatif PCR 

yöntemi ile ve immunoblot analiz ile belirlenmiştir. HINT2 mRNA’sı ve 

proteini karaciğer ve pankreasta baskın olarak bulunurken, analiz edilen 

diğer insan dokularında da bu oranda olmamakla beraber görülmüştür. 
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İmmunositokimya, izole mitokondrilerin immunoblot analizi ve HINT2-

GFP(yeşil floresan proteini) transfeksiyon çalışmaları ile belirlenen 

HINT2’nin bir mitokondriyal protein olduğunu ve memeli HINT2’sinin 

mitokondride lokalize olan ilk HINT proteinlerinden biri olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca, HINT2’nin apoptoza karşı duyarlı olduğunu ve 

insan hepatoselüler karsinomada ekspresyonunun aşağı yönlü regüle 

olduğunu göstermektedir24.  

HINT2’nin adenozin fosforamidaz aktivite gösterdiği ve 

HINT1’den farklı olarak ATP sentezi ve adenozin metabolizmasi için 

gerekli olan mitokondride yerleşik olduğu bulgusu bu HINT proteinlerinin 

fizyolojik rolü konusundaki çalışmaları genişletmektedir23.  

2.2.1.3. HINT3 

Üçüncü bir insan HINT geni de 6q22.33’de bulunan HINT3 

genidir. HINT3’ün N ve C terminallerinde sırasıyla 31 ve 25 aminoasitlik 

uzantılara sahip olduğu 182 aminoasitlik bir proteini kodladığı ve hem 

sitozolik hem de çekirdek bölümlerinde yer aldığı varsayılmaktadır. HINT3 

multimerik oligomerlere dahil edilebilir ve substrat olarak daha çok 

nükleozit fosforamidatlar üzerindeki açil-adenilatları tercih eder25. 

Günümüzde, HINT3’ün tümör oluşumu ve ilerlemesindeki rolü üzerinde 

çalışma bulunmamaktadır23. 

2.2.2. Aprataksin (APTX) 

Aprataksin, bir çinko parmak motifi içeren ve Ataksi 

Okülomotor Apraksi Sendromu’nda mutasyona uğrayan HINT ailesi 

üyesidir19. Ataksi okülomotor apraksi sendromu (AOA) erken başlangıçlı, 
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ilerleyici bir nörolojik hastalıktır26. APTX, çift örgülü formlarda görülen ve 

nükleolusta bulunan Aprataksini kodlar21. 

2001 yılında yapılan bağlantı analizi APTX geninin 9. 

kromozom’da yer aldığını, semptomları çift sarmal DNA kırıkları ve genom 

instabilitesi ile karakterize olan ataxia telangiectasi’ye benzeyen nörolojik 

bir bozukluk olan ataksi-okular apraksi hastalarında mutasyona uğradığını 

göstermiştir27,28. Bir HIT motifine ek olarak Aprataksin’in, DNA’ya 

bağlanabilen bir C-uçlu çinko parmak alanı içerdiği varsayılmaktadır21,29. 

Üçüncü bir domen, çatal başı domeni, APTX’ in ana örgü formunda 

bulunur ve bu domen ligaz kofaktörleri, XRCC (x-ray cross-

complementing) proteinleri ile etkileşimleri düzenler. Daha önce HINT 

branşı hidrolazlarının bir üyesi olarak sınıflandırılmış olmakla birlikte19, 

daha yeni bir filogenetik analizde APTX’ in HIT üst ailesinin ayrı bir 

branşında yer aldığı gösterilmiştir21.   

İnsan APTX’i iki parça formda ekspresedir28. Küçük parça, C-

terminalinde belirgin bir çinko parmak motifi ve 168 amino asitlik bir 

polipeptid içerdiği tahmin edilen Hint domeninden kodlanır. Bu bölüm 

adenozin 5’-monofosforamidaz aktiviteyi taşıdığı ve dimerize ettiği 

düşünülen domendir22,30,31. 

APTX’in büyük parça formu N terminalinde küçük parça 

formuna oranla genişletilmiş 174 aminoasittir. APTX’in N-terminalinin 

6’dan 102’ye kadar olan kökleri, 5’-DNA kinaz, 3’-fosfataz aktiviteli ve C-

terminalinden bu domene yerleşik bir enzim olan insan polinükleotid 

kinazının (PNK) N-terminali ile %41 oranında benzerdir32,33.  PNK ve 

APTX’ in bir N-terminal domenini paylaştığı gözlemi, APTX’in tek zincir 

kırılmasındaki tamirde rol aldığı fikrini vermektedir28.  
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2.2.3. DcpS (Scavenger mRNA decapping enzim) 

DcpS sitoplazma ve nukleusta bulunan bir HIT proteinidir. 

3′→5′ mRNA eksonükleaz yıkım yolu küçük, 5′-şapkalı (mRNA’nın 5’- 

ucuna 7-metilguanozin 5´->5´ trifosfat bağı ile eklenir) mRNA’lar 

(m7GpppN) üretir. Bunlar daha sonra scavenger mRNA decapping enzim 

(DcpS) tarafından başka metabolizmalara substrat olur34,35. m7GpppG’nin 

DcpS tarafından hidroliz edilmesi m7GMP ve GDP’yi meydana getirir. 

Geniş bir yapı-aktivite ilişkisi çalışması metile edilmiş bazın ligandın 

esansiyel bir özelliği olduğunu ve primidin bazları içeren şapka 

analoglarının substrat olarak kullanılmadığını göstermiştir36. DcpS’nin 

düzeyi stres sinyalleriyle artar, bu da boşa çıkan mRNA transkriptlerinin 

üretimiyle (mRNA degradasyonu) sonuçlanır. G1/S geçişinde hücre döngü 

ilerlemesinin düzenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktörü olan 

deltalaktoferrin DcpS transkripsiyonunu aktive eder37.  

DcpS’nin fonksiyonlarında bir azalmanın, mRNA uçlarının 

birleştirilmesinde bir fonksiyon bozukluğuna ve bozulmaya neden olabildiği 

öne sürülmektedir38. İnsan hastalıklarında DcpS’ye ilişkin en son bilgi 

DcpS’nin C5-quinazolinlerin bir moleküler hedefi olduğudur. DcpS’lerin C5-

quinazolinler tarafından inhibe edilmesi, spinal musküler atropiye neden 

olan SMN2 (survival motor neuron) geninde bir artma ve bozulmuş 

proteinin düzeyleri ile beraber görülür39.  

2.2.4. FHIT (Kırılgan HIT proteini) 

Yaklaşık otuz yıl önce, normalde yaşlılara özgü bir hastalık 

olan renal hücre karsinoması, 3 ve 8 nolu kromozomlarının kısa kollarında 

kalıtsal olarak dengeli kromozomal translokasyonu olan bir ailede sıkça 

gözlendi40.  Kanser, translokasyon taşıyıcıları arasında erken dönemde, 
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her iki böbreğin birçok bölgesinde oluşmuştur ve kromozom 3'ün kısa 

kolunda genetik bilgi kaybıyla birlikte görülmüştür. Gastrointestinal 

bölgede41, akciğerlerde42 ve diğer dokularda  mRNA translokasyonunun 

sık delesyonlar vasıtasıyla bozulduğu tespit edildi. Tahmin edilen protein, 

kırılgan bölgeden kodlandığı ve bir HIT proteini olduğu için FHIT olarak 

adlandırılmıştır41.  

FHIT geni insan genomunun 3. Kromozomunun kırılgan 

bölgesinde yer almaktadır, genelde kanserlerde değişim göstermiş ve 

kanser türevi hücre hatlarında inaktiftir43. FHIT proteini HIT motifi taşır ve 

bir tümör supresördür. Akciğer, özofagus, mide, böbrek ve serviks 

kanserleri gibi birçok insan tümöründe FHIT ya yoktur ya da azalmıştır42,44. 

Akciğer, serviks ve memenin preneoplastik lezyonlarında delesyonlar 

gözlenmiştir45. FHIT-/- fareler hayatta kalmakla beraber kontrol farelerine 

oranla daha fazla tümör gelişimi gösterirler46. Bir inaktif FHIT aleli taşıyan 

fareler (FHIT+/-) kimyasal tümör indüksiyonuna yüksek oranda 

yatkındırlar47.  

FHIT şubesi diadenozin polifosfat hidrolaz aktivite gösteren 

iki enzimden48,49  ve benzer aktivite gösterdiği düşünülen bir proteinden 

oluşur.  Diadenozin polifosfat hidrolazlar A(5')ppp(5')A gibi 3 ila 5 fosfatlık 

zincirle esterleşmiş adenozin ya da guanozin nükleozitlerine sahip 

dinükleotid polifosfatlara yapışır ve AMP+ADP'yi (ya da AppppG 

yapışması AMP+GTP'yi) ortaya çıkarır50.  

Hücre stresine tepki olarak, diadenozin polifosfat seviyeleri 

artar. ApnA’lar FHIT ve ApnA oluşumu için substratlardır. FHIT apoptoz 

için gereklidir. FHIT apoptozu kaspaz 8’in aktifleşmesiyle tetiklenen 

sitoplazmik yolla gerçekleştirir. FHIT aynı zamanda Hsp60/10 

(Mitokondrial ısı şok proteinleri) şaperon kompleksine de bağlanabilir. Bu 
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da bağlanan proteini mitokondriye yönlendirir. Orada ferrodoksin 

redüktaz’ı stabilize eder (Fdxr). Mitokondri apoptotik yoluna bağlanan 

reaktif oksijen türleri (ROT) üretilir. FHIT aynı zamanda PI3 K-Akt-Survivin 

(Endotel hücrelerdeki sinyalizasyon kaskadı) sinyallerini pasifize eder. Src 

kinaz FHIT’i Tyr 114’te (Tirozin 114) fosforile eder. Tyr114 FHIT’i 

proteozomal bozulma için hedeflemektedir (Şekil 6) 23. 

 

Şekil 6. Kırılgan HIT proteini FHIT tarafından apoptoz oluşmasının altında yatan 

mekanizma
23

.  

3p14.2'deki insan FHIT geni birçok insan tümöründe 

bozuktur41,42,51. FHIT, fonksiyonunu kaybetmesi halinde neoplazilerin 

ilerlemesinin başlamasına katkıda bulunabilecek bir tümör supresör gen 

adayıdır. FHIT’in HIT protein süperailesinin bir üyesi olarak tanımlanması41 

ve sonra diadenozin polifosfatlara bağlandığının ortaya çıkması49 

sırasında temel nükleotid bağlama ve hidrolaz aktivitesinin moleküler 

temelleri anlaşılmamıştır. 
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2.2.5. Galaktoz-1-fosfat üridililtransferaz (GALT) 

Karaciğer enzimi Galaktoz-1-fosfat üridililtransferaz (GALT) 

UDP (Üridin difosfat) glukozdaki UMP’nin (Üridin monofosfat) galaktoz-1-

fosfata transferini katalizler. Buradan da UDP-galaktoz ve glukoz-1-fosfat 

açığa çıkar. GALT, HIT üst ailesinin ayrı bir branşını temsil eder. 

Hidrolazdan ziyade transferaz olarak işlev görür. Buradaki nükleotid 

transferi UMP ve His kalıntıları (His-ϕ-His-ϕ-Gln-ϕ–ϕ modifiye HIT 

motifinden) arasında oluşan kovalent bir ortamda ilerler. GALT genindeki 

mutasyonlar başarısızlık, katarakt ve mental retardasyonla karakterize 

olan galaktozemiye neden olur19. Diğer HIT proteinlerinden farklı olarak 

GALT karbohidrat metabolizmasında tanımlanmış bir role sahiptir ve 

tümörigenezde bir rolü yoktur23.  

Galaktoz kullanımı için Leloir metabolik yolundaki (β-D-

Galaktoz’un, glukoz-1-Fosfat’a çevrilmesi için metabolik yol) ikinci 

basamak, UDP-galaktoz oluşturmak için galaktoz-1-fosfat’ın UMP’ye 

transferini gerektirir52. Şekil 6’da gösterildiği gibi, reaksiyon GALT ile 

katalizlenir. GALT, His166 ile kovalent bir UMP ortamı oluşturmak için 

glukoz-1-fosfat salarak UDP-glukoz tüketir ve daha sonra UDP-galaktoz 

oluşturmak için galaktoz-1-fosfat ile reaksiyona girer (Şekil 7)53,54. 
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Şekil 7. HIT süperailesinin üç şubesinin prototip üyeleri için 

substratlar ve ileri reaksiyon şemaları
19

.  

GALT geni mutasyonu olan insanlar galaktosemiklerin en 

geniş sınıfıdır ve ilk önce yaşamın ilk günlerinde büyüme geriliği ile 

tanımlanırlar. Galaktozsuz bir diyete girmelerine rağmen uzun vadede 

GALT galaktosemikleri katarakt ve zekaya ilişkin sorunlar yaşarlar55.  

2.3. HINT 1 (Histidine Nucleotide Binding Protein 1) 

HINT1 (Histidine Triad Nucleotide-bağlayan protein 1),  126 

aminoasitli (Şekil 7), sitozolik bir proteindir. İlk defa 1990 yılında bir protein 

kinaz C inhibitörü (PKCI)56 olarak belirtilmiş ve ilk literatürlerde Protein 

Kinase C Inhibitor-1 (PKCI-1) olarak isimlendirilmiştir57,58. HINT1’in PKC ile 
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doğrudan ya da dolaylı olarak etkileşime girebilmesine rağmen PKC 

inhibitörü rolü artık şüpheyle karşılanmaktadır. Bu yüzden de PKC-1 ismi 

Histidine triad Nucleotide binding protein 1 olarak değiştirilmiştir22. 

Kristallografi ve NMR (Nükleer Manyetik Rezonans) spektroskopi gibi 

yapısal çalışmalara göre HINT1 bir pürin nükleotid-bağlayan proteindir, 

homodimerler oluşturur ve her bir alt ünite bir nükleotidi bağlar22,59. 

 

Şekil 8.  HINT1, HINT2, HINT3 ve FHIT proteinlerinin aminoasit 

sıralarının dizilimi. Histidine triad motifi (His-φ-His-φ-His-φ–φ) okla gösterilmiştir ve 

nükleotid bağlanmasında rol oynar. Motifin ortasındaki “His” hidrolaz aktivite için 

şarttır. HINT1/HINT2/HINT3 proteinleri ve FHIT proteini HIT üst ailesinin iki ayrı 

branşına mensuptur
23

.  

2.3.1. HINT1 Dimerinin Yapısı  

HINT dimeri, arayüzeylerinde 35 Å kesit çapına sahip ve bir 

konik monomer başından diğer konik monomer başına uzaklık 55 Å olan 

iki birleşik koni şeklindedir.  α1 kısa helikslerinden oluşan N-terminalleri 

birbirlerinden uzakta, koninin iki uçlarına yakın bir yerdedirler. C-

terminalleri içiçe geçmiş ve bir monomerin Arg 119'unun (Arjinin 119) 

guanadino azotları ile diğer monomerin Gly 126’nın (Glisin 126) uç 

karboksilik oksijenleri arasında iki dişli tuz köprüsü ile sabitlenmişlerdir. 

HINT dimerinin ana yapısal özelliği sağ yönlü tipik bir kıvrım ile antiparalel 

10-sarmallı β-tabakasıdır.  Bu tabaka bir monomerin β1, β2, β3, β5, ve β4 

sarmallarıyla onları takip eden diğer monomerin β4, β5, β3, β2, ve β1 
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sarmallarıdır. Herbir monomerin α2'si olan ve β3'ü lineer bir sırayla takip 

eden uzun heliksler dimer arayüzünde birleşik haldedir ve kıvrımlı, 10-

sarmallı β-tabakasının oluşturduğu yarı silindirin iç kısmındadır. HINT 

dimerinin yapısı, ligandsız PKCI için tanımlanan yapıya uyar60.  

 

Şekil 9. ecHINT homoloji modeli. (A) insan HINT1 ve ecHINT arasındaki sekans 
uyumu yüksek homoloji gösterirken korunmuş bölgeler kalın harfle gösterilmiştir. 
(B) dimerik hHINT1 kristal yapısı (mavi, PDB kod: 1AV5) (17) ve ecHINT (sarı) 
homoloji modeli üst üste. (C) bir monomer hHINT1 ve ecHINT modeli üst üste. (D) 
hHINT1 ve ecHINT arasında değiştirilmiş C-terminal bölgeleri 

61
.  
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Brenner ve arkadaşları HINT1’in, birçok ökaryotik 

organizmada AMP-SO4 ve amonyaktan sentezlenen bir hücre içi çözünen 

olan adenozin 5’-monofosforamidat’ı (AMP-NH2) hidroliz edebildiğini 

keşfetmişlerdir62,63,64. Bu monofosforamidaz aktivite HIT bölgesindeki ikinci 

“His” kalıntısına bağlıdır62.  

2.3.2. HINT1’in Kanser İle İlişkisi : Onkogen ve Anti-onkogen Etkisi 

Yapılan farklı çalışmalarda HINT1 geninin kanserle ilişkisi 

araştırılmıştır.  

Kanserojen DMBA’ya maruz kalan HINT1 geni eksik 

farelerde hem meme hem de over tümörlerinin oluşumuna yatkınlık olduğu 

gözlenmiştir. HINT+/- ve HINT-/- farelerde, HINT+/+ farelere kıyasla meme 

tümörleri daha hızlı gelişmiştir. Bu tümörlerin görülme sıklığı ve genel 

görülme çokluğu HINT+/- ve HINT-/- farelerde HINT+/+ farelere oranla 

belirgin olarak daha fazladır. DMBA kullanılarak yapılan karsinogenez 

çalışmasında elde edilen bulgular önceki çalışmalarla birleştirildiğinde, 

kanserojen DMBA'nın HINT-/- farelerde gastrik tümörlerin indüksiyonunu 

belirgin derecede arttırdığı gözlenmiştir. Bu da HINT1'in birden fazla 

dokuda tümör yatkınlığını etkileyen yeni bir tümör supresör gen olduğunu 

kanıtlamaktadır. 

HINT1’in tümör supresör etkileri kimyasal karsinojenler ile 

sınırlı değildir. Diğer bazı araştırmacılar HINT1-/- farelerde spontan tümör 

artışı bulamamıştır 65. Fakat bu durum, çalışmadaki farelerin kısa süre 

izlenmesi ve sayılarının yetersiz olmasından ve/veya farelerin farklı bir 

genetik geçmişe sahip olmalarından kaynaklanıyor olabilir. İnsanlarda 

küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (NSCLC) hücre hatlarında yapılan 
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bir çalışma tarafından desteklenen çalışmalar HINT1’in birden fazla doku 

için yeni bir tümör supresör olduğunu desteklemektedir66.  

Spesifik tümör supresör genlerin ifadesi, genellikle bu 

genlerin promoter bölgelerine karşılık gelen spesifik sitidin kalıntılarının 

metilasyonu yoluyla ve ayrıca kromatin yapısını değiştiren diğer 

modifikasyonlar ile kanser hücrelerinde engellenirler 67,68,69.  

Deneysel bulguların çoğu tömörijenez işareti veren yolakları 

etkileyebilen regülasyon ve transkripsiyonda HINT1’e bir rol biçmektedir23. 

2.3.3. HINT1’in Moleküler Etki Mekanizmaları 

HINT1 proteininin gen transkripsiyonunu kontrol eden çeşitli 

yolaklarda bir inhibitör rolü olduğuna dair biriken kanıtlar vardır. Böylece, 

çeşitli hücre sistemlerinde HINT1 siklin-bağımlı kinaz 7 (CDK7)70, MITF 

olarak da bilinen transkripsiyon faktörü mikroftalmi (Mi)71, transkripsiyon 

faktörü USF272, Pontin/Reptin/β-katenin/TCF4 kompleksi58 ve nükleer 

faktör –kappa B (NF-B)73 ile etkileşebilir ve aktivitelerini inhibe edebilir . 

Ayrıca SW480 kolon kanser hücrelerinde HINT1’in bir iskele protein olan 

SH3 (POSH)-JNK2 kompleksi ile etkileşime girdiği ve böylece, AP-1 

transkripsiyon faktörünün aktivitesini inhibe ettiği gösterildi (Şekil 10)74.  
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Şekil 10. HINT1’in adenikasyon mekanizması. HINT1 mikroftalmi transkripsiyon 
faktörü (MITF) ve upstream stimulatory factor 2 (USF2) gibi transkripsiyon 
faktörlerini lisil-tRNA sentetazlı (LysRS) bir ortamda inhibe edebilir. Lys RS, bir 
aminoasil AMP ortamında  aminoasil tRNA sentezler ve Ap4A’nın oluşumunu 
katalizler. HINT1 bu kompleksten Ap4A’ya bağlanarak ayrışır. HIT domeninin His 
kalıntısı substrata, LysRS tarafından oluşturulmuş lisil AMP’ye,  bağlanır.  Böylece 
bir adenilleşmiş enzim ortamı oluşur. HINT1 lisil AMP’yi hidroliz eder

23
.  

2.3.3.1. HINT1 - AP-1 İlişkisi 

HINT1'in aktivatör protein-1 (AP-1) transkripsiyon faktör 

kompleksi üzerindeki muhtemel etkileri incelenmiştir.  Çünkü AP-1 hücre 

proliferasyonunu tetikleyen birtakım genlerin transkripsiyonunu artırıcı 

etkiye sahiptir.  AP-1 dimerik kompleksi c-Jun (c-Fos ile kompleks 

oluşturan bir proto-onkogen), c-fos (Fos geni tarafından kodlanan protein), 

Fra (Fos ilişkili antijen) ve ATF (Aktivatör Transkripsiyon Faktörü) protein 

ailelerinden örnekler içerir75,76.   

AP-1 aktivitesi genelde kanser hücrelerinde artış gösterir ve 

onkojenik etkilerini hücre proliferasyonunda, anjiyogenezde ve tümör 

istilasında yer alan genleri düzenleyerek gösterir. AP-1 aktivitesinin 

inhibisyonu değişik kanser hücresi tiplerinin hücre gelişimi inhibisyonu ile 

ilişkilidir. c-Jun proteini, c-fos veya Fra ile homodimerler veya 
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heterodimerler oluşturabilir. Bu dimerler TGACTCA DNA hedef sekansına 

yüksek oranda benzerlik içerirler, böylece birçok genin promoter 

bölgelerindeki AP-1 aktivitesini düzenlerler74.  

POSH ve JNK proteinleri, AP-1 faaliyetinin gerilemesine 

ilişkin olarak HINT1’in hedefi gibi görünmektedir74. JNK ile yukarı yönlü 

sinyal etkileşiminde POSH proteini iskele görevi görür, dolayısıyla JNK’nin 

aktivasyonunu, c-Jun’un sonraki fosforilasyonunu ve JNK faaliyetlerinin 

aktivasyonunu arttırır77. HINT1’in, POSH(SH3)-JNK2 kompleksi ile 

etkileşime girmek suretiyle, AP-1 transkripsiyon faktörünün aktivitesini 

inhibe ettiği gösterildi74.  

Son çalışmalar POSH'un başka bir işlevini de ortaya 

çıkarmıştır. Bu işleviyle protein hepatosit gelişim faktörüyle (Hrs)  

düzenlenen tirozin kinaz substratı ile hücrelerde kolokalize olur. POSH'un 

RING domeni spesifik olarak Hrs'nin kararlılığını düzenler, JNK1'in 

kararlılığını ise düzenlemez. Bu mekanizma bir ubiquitin proteazomal 

indirgeme yolağıyla gerçekleşir78. POSH doğrudan HINT1'in moleküler 

aksiyon mekanizmasıyla da ilintili olabilir74.   

2.3.3.2. HINT1 - CDK-7 - KIN28 ilişkisi 

HINT1,   bazal transkripsiyon faktörü (TFIIH) ve siklin bağlı 

kinaz (CDK7) etkileşim yolu ile fiziksel olarak ilişkilendirilmektedir62,70. 

HINT'in memeli hücrelerinde hücre içi lokalizasyonu hakkındaki önceki 

raporlar CDK7'nin tamamen çekirdeksel bir protein79 olmasına rağmen 

LM217 insan fibroblast hücrelerinde80 sistoleketal lokalizasyonda veya 

bazofilik lösemik hücrelerin71 içinde çekirdek ve stoplazmik lokalizasyonda 

olduğunu göstermiştir.  
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Yapılan çalışmalarda, CDK7'nin hücrede çokça bulunması, 

Hint'in nükleusa kısmen relokalizasyonuna neden olmuştur.  Fiziksel 

birleşim siklin H bağlanmasından veya CDK7 kinaz aktivitesinden 

bağımsızdır. Ayrıca, S. cerevisiae'de HINT1 (mayalarda HNT1 olarak da 

yazılır) ve KIN28’in sıcaklığa duyarlı aleli arasındaki birleşme ve 

parçalanma çok uzun süreli hücre morfolojisine ve azalmış koloni 

formasyonuna neden olmuştur. Bu da KIN28 ile HINT1 arasında genetik 

bir etkileşim olduğunu gösterir. HINT1'in CDK7 ve KIN28 ile fiziksel ve 

genetik etkileşimleri bu sınıftan olan histidin triad proteinlerinin CDK7 ve 

Kin28 işlevlerinin düzenlenmesinde rol aldıklarını göstermektedir70.  

2.3.3.3. HINT1-mi ilişkisi 

Mikroftalmi (mi) mast hücrelerinde ve melanositlerde 

gelişimin ve işlevselliğin düzenlenmesinde başlıca role sahip bir 

transkripsiyon faktörüdür (MITF).  mi'nin diğer proteinlerle birleşmesi, mi-

aracılığıyla olan transkripsiyonel aktivasyonun düzenlenmesinde kritik bir 

basamaktır.  Protein 1 etkileşimli protein kinaz C (PKCI-1/HINT1) 'nin çift 

hibrit ekranlama da spesifik olarak mi ile ilişkili olduğu bulunmuştur. mi'nin 

ratların bazofilik lösemik hücrelerinden ya da fare melanositlerinden 

immünopresipitasyonun, HINT1 ile spesifik bir birlikte immünopresipitas-

yon sonucu verir. HINT1, MITF proteinine direkt bağlanmak suretiyle 

aktivitesini inhibe eder71.  

2.3.3.4. HINT1 - USF2 ilişkisi 

USF2 genellikle hücre proliferasyonunu inhibe eden bir 

transkripsiyon faktörü olarak kabul edilmekle birlikte, hücre proliferasyonu 

stimüle siklin B1, CDK1 ve CDK4 de dahil olmak üzere bazı genleri de 

pozitif olarak regüle edebilir81,82. Ayrıca, USF2’nin homolog eksikliği, 
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farelerde hem doğumda hem de postnatal gelişim boyunca azalmış vücut 

büyüklüğüne neden olur83. Bu nedenle, bazı hücre tiplerinde USF2 

hücresel proliferasyon üzerindeki pozitif etki gösterebilir. HINT’in USF2’nin 

transkripsiyonel aktivitesinde supresör olarak görev yaptığını 

düşünülmüştür72. 

2.3.3.5. HINT1 – NF-B İlişkisi 

Transkripsiyon faktörü NF-B tümör gelişiminde önemli bir rol 

oynamaktadır84. NF-B transkripsiyon faktörünün etkinliğinin aktivasyonu, 

I-B’nin bozulması ve NF-B ‘nin nükleer translokasyonuna bağlıdır84. 

Tedavi edilmemiş HepG2 hücrelerinden hazırlanmış nükleer ve 

sitoplazmik ekstrelerin Western blot analizi, NF-B p65 proteinin yapısal 

aktivasyonu için kanıt sağlayarak hem nükleer hem de sitoplazmada 

mevcut olduğunu ortaya koymuştur. Birlikte ele alındığında, bu sonuçlar 

HINT1’in sitoplazmik iskele protein I-B’nin stabilitesini korumak ve 

böylece p65’in nükleer translokasyonunu bloke etmek suretiyle NF-KB 

transkripsiyon faktörü aktivitesini inhibe ettiğine dair kanıtlar 

sunmaktadır73. 

2.3.3.6. HINT1 – TCF- β-katenin/Pontin ve Reptin İlişkisi 

Weiske ve Huber HINT1 ve  β-katenin partnerleri pontin ve 

reptin arasında bir etkileşim gözlemlemişlerdir. İşlevsel deneylerde, 

HINT1, TCF-β-katenin transkripsiyonel aktivitesinde negatif regülasyon 

etkisi göstermiştir. Böylece axin2 ve siklin D1 gibi Wnt sinyal yolağının 

hedef genlerinin ekspresyonunu baskılar58. 

Pontin ve Reptin önceki çalışmalarda antagonist β-katenin 

transkripsiyonel aktivitesini modüle eden nükleer β-katenin etkileşim 
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ortakları olarak belirlenmiştir. Yapılan bir çalışmada, histidin üçlü 

proteinlerinin evrimsel korunmuş ailesinin bir üyesi olan HINT1, Pontin ve 

Reptin’in yeni bir etkileşim ortağı olarak karakterize edildi. Deneysel 

çalışmalar, HINT1’in doğrudan Pontin ve Reptin’e bağlandığını 

göstermektedir58. 

Diğer taraftan, Pontin ve Reptin, HINT1'in N-terminal ucu'na 

bağlanır. Dahası, Pontin ve Reptin etkileşimi ile HINT1, LEF-1/TCF-β-

katenin transkripsiyon kompleksi ile ilişkilendirilir. Bu bağlamda, daha önce 

yapılan gen deneylerinde de gösterildiği gibi, HINT1, Wnt-transfekte 

edilmiş hücrelerde ve SW480 kolon karsinomu hücrelerinde TCF-β-katenin 

transkripsiyonel aktivitesinin negatif bir regülatör olarak hareket eder. 

Pontin/Reptin kompleksinin bozulması, TCF-β-katenin aracılı 

transkripsiyon üzerinde, HINT1’in düzenleyici etkisine aracılık ettiğini 

göstermektedir. Bu veriler son zamanlarda HINT1 geni silinmiş farelerin 

analizi ile öne sürülen HINT1 tümör supresör fonksiyonunu açıklamak için 

moleküler bir mekanizma sağlar58.  

2.4. Anti-onkogenler ve Reaktif Oksijen Türleri 

Reaktif oksijen türleri (ROT), genellikle tüm aerobik 

organizmalarda ve çoğunlukla da aerobik solunumun bir sonucu olarak 

üretilen yüksek derecede reaktif moleküller veya moleküler parçalardır. Bu 

terim, süperoksit anyon (O2·¯), hidroksil radikali (·OH) ve singlet oksijen 

(1O2) gibi en dıştaki orbitalinde bir veya daha fazla eşleşmemiş elektron 

ihtiva eden bir molekül olarak tanımlanan çeşitli reaktif oksijen 

metabolitlerini kapsar85.  ROT terimi hidrojen peroksit (H2O2) gibi bazı non-

radikalleri de kapsar86.  
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Hücresel ortam faktörlerine bağlı olarak farklı ROT türlerinde 

yaşam süresi oldukça farklılıklar gösterir, örneğin ·OH’nin yaşam süresi 

1ns den kısayken,  H2O2'inki saatler sürebilir86. Yüksek reaktivitenin yanı 

sıra, ROT'un bir başka önemli özelliği de yeni radikallerin oluşumuna 

neden olan radikal olmayanlar ile reaksiyona girebilme eğiliminde 

olmalarıdır. ROT terimi ayrıca peroksinitrit gibi nitrik oksit-kaynaklı reaktif 

molekülleri de kapsayacak şekilde alınabilir87. 

Bu moleküller birçok fizyolojik olayda önemli rol oynar; 

bununla birlikte, ROT-supresör sistem kapasitesi ROT miktarını aşarsa 

oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres, birçok etken 

tarafından kontrol edilen prooksidan ve antioksidan faktörler arasındaki 

dengesizliği anlatan bir durumdur ve hücresel hasara yol açabilir.  Bu 

dengelenemeyen redoks durumu, DNA, lipit ve proteinler de dahil olmak 

üzere, tüm hücresel makromoleküllerin hasarını indüklemek için yeterince 

etkilidir. ROT günümüzde kanser başlangıcına, belirlenmesine ve 

ilerlemesine katılan önemli bir kanserojen sınıf olarak kabul edilmektedir88.  

ROT lar metabolizmanın yalnızca toksik yan ürünleri değil, 

aynı zamanda hücre sinyalleşmesinde esansiyel ikincil habercilerdir ve 

proliferasyon, hücre döngüsünün durdurulması ve hücre ölümünü de 

içeren birçok hücresel sürece katılır89. Aşırı ROT oluşumu konusundaki 

klasik görüşe karşın, birçok ROT, normal aerobik metabolizma tarafından 

düşük bir seviyede üretilir ve sinyal iletimi süreçlerinin redoks-bağımlı 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynar.  Redoks regülasyonunun moleküler 

mekanizmasını çoklu seviyelerde anlayabilmek için ROT’un hücre içi 

homeostazına aracılık eden regülatör molekül ve mekanizmaları ve 

ROT’un sinyal iletimindeki rollerini karakterize etmek çok önemlidir.  

ROT’un kontrollü üretimi ve regülatör hedefleri hakkında olduğu kadar 

ROT sinyalleşmesi ile diğer sinyal kaskadları arasındaki etkileşim 
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hakkında daha iyi bilgi birikimi, ilgili hastalıkların moleküler temellerini 

anlamak için kavramsal çerçeve sağlar90.   

Tümör supresör genler, tümörlerin büyümesini kısıtlayan ve 

birçok hücresel aktiviteyi regüle eden koruyucu işlevlere sahiptir 91. Tümör 

supresör genler değişime uğradığında hücreler, kansere yol açan bir 

durum olan kontrol dışı büyüme gösterebilirler. Tümör supresör gen p53 

insan kanserlerinde92 en sık mutasyona uğramış olan gendir ve 

aktivasyonu stresin yoğunluğuna ve doku ve hücrenin şartlarına bağlı 

olarak çeşitli hücresel sonuçlar doğurur93,94. p53, “hücrenin koruyucusu” 

olarak adlandırılır çünkü çeşitli sinyallere cevap olarak hücre döngüsünün 

durdurulması, hücresel yaşlanma ve apoptozisi düzenlemek için çok 

sayıda geni transaktive veya transreprese eder92. P53 aynı zamanda, 

antioksidan rol oynadığı oksidatif strese cevap olarak da aktive edilir95.  

ROT ve p53 arasında ki bağlantı birçok çalışmada rapor 

edilmiştir ve bunların sinyalleşme yolları arasında etkileşim ortaya 

atılmıştır. p53, prooksidan ve antioksidan rollere sahip bir tümör 

supresördür. P53’e ek olarak, oksidatif stres cevaplarında FoxO (Forkhead 

box O) transkripsiyon faktörleri de aktive olur ve hücre döngüsünün 

durdurulması, hücre ölümü ve stres uyarısından korunmayı içeren 

hücresel işlevlerin düzenlenmesinde anahtar oyunculardır.  ROT 

sinyalleşmesi FoxO’yu, G1 fazındaki hücre siklusu kontrol noktalarını 

regüle etmede merkezi olan ve hücre farklılaşmasında bir role sahip olan 

RB (retinoblastoma) yolağına bağlar96. Oksidatif strese cevap olarak, 

retinoblastoma yolu DNA hasarına karşı kontrol noktalarını aktive etmek 

için çok önemli hale gelir. Meme kanseri duyarlılık genleri BRCA1 ve 

BRCA2 oksidatif strese karşı korumaya dahil olurlar, her iki genin de DNA 

onarımı, hücre döngüsünün ilerlemesinin düzenlenmesi ve genomik 

bütünlükte bekçi olarak rolleri vardır97. 
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2.4.1. Süperoksit Dismutazlar (SOD’lar) 

Antioksidan ve diğer hücre redoks durumunu modüle edici 

enzim sistemleri, tüm intrasellüler ve hatta ekstrasellüler 

kompartımanlardaki ROT’a karşı birinci derece savunma olarak etki 

ederler. Bu enzimlerin en önemlileri, süperoksit dismutazlar, glutatyon 

peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. Karsinogenezde hücrenin 

redoks durumunu modüle eden enzimlerin spesifik rolü, ROT 

detoksifikasyonundaki rollerinin bir dereceye kadar örtüşmesi ve aynı 

zamanda pek çok fizyolojik işlemlere karışmalarından dolayı hala 

belirsizdir87.  

SOD’lar ilk tanımlanan antioksidan enzimlerdir98. İnsan 

hücrelerinde üç farklı tip SOD ifade edilmiştir; ağırlıklı olarak sitoplazmada 

bulunan bakır, çinko SOD (Cu, Zn SOD, SOD1 geni tarafından kodlanır), 

mitokondriyal mangan SOD (MnSOD, SOD2 geni tarafından kodlanır) ve 

hücre dışı SOD (EC-SOD, SOD3 geni tarafından kodlanır). Bu SOD’ların 

hepsi de iki O2·¯ nunu  moleküler oksijene ayrıştırabilmektedir (Şekil 10)87:  

 

Şekil 11. Süperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (Me; SOD ailesi 

yapısında bulunan metaller)
99

.  
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SOD’dan başka bir enzim bu reaksiyon ile ilgili olarak 

aktiviteye sahip değildir. Bu SOD’un bilinen tek faaliyetidir. SOD1, SOD2 

ve SOD3 hücrenin farklı bölümlerinde yer aldıkları için serbest radikal 

detoksifikasyonunda birbirlerinin yerini alamazlar. 

SOD’lar, özellikle Cu, Zn SOD, amiyotrofik lateral skleroz 

(FALS), Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı, dang humması, kanser, 

Down sendromu, katarakt ve çeşitli nörolojik bozukluklar gibi çeşitli 

hastalıklarda rol oynamaktadır100. 

2.4.1.1. SOD1  

SOD’lar arasında Cu, Zn süperoksit dismutaz (SOD1) yaygın 

olarak dağılmaktadır ve toplam SOD’un % 90’ını kapsamaktadır. Bu her 

yerde bulunan ve aktivite için Cu ve Zn gerektiren enzim, büyük fizyolojik 

öneme ve terapötik bir potansiyele sahiptir100. (Şekil.11) 

 

Şekil 12. İnsan SOD1 enziminin kristalografik yapısı (N-terminal= mavi, C-terminal = 

kırmızı) bakır (mavi-yeşil küre) ve çinko (gri küreler) ile kompleks
101

. 
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SOD1, beş ekzonun kodladığı 153 aminoasitten oluşan 

32,000 Da ağırlığında küçük bir enzimdir. SOD1 iki eş alt birimden oluşan 

bir homodimerdir; dimerler arası hidrofobik bağlar bu yapıyı sağlamlaştırır. 

Enzimin katalitik merkezi olan ekzon 3 ve 5 bölgesine Cu2+ ve Zn2+ 

metalleri yerleşmiştir. Ve bu bölgeler oldukça korunmuş aminoasit dizileri 

içerirler. Cu2+’nin enzimatik, Zn2+’nin yapısal işlevi vardır99.  

SOD1, sağlıklı insan akciğerinde bronş epitelinde, karaciğer, 

eritrosit, beyin ve nöronda yüksek seviyelerde bulunur102. 

Yapılan çalısmalar sonucu insan SOD1 geninin promotor 

bölgesinin NF1, Sp1, AP1, AP2, GRE, HSF ve NFKB gibi pek çok 

transkripsiyon faktörü bağlanma bölgelerine sahip olduğu bulunmuştur103. 

Mekanik, kimyasal, biyolojik mesajcılar, UVB ve X 

radyasyonu, ağır metaller, H2O2, ozon, nitrik oksit, araşidonik oksit, 

ksenokimyasallar ekspresyon miktarını artırırken, tip II alveolar epitelyum 

hücrelerinde ve akciger fibroblastlarında hipoksiye maruz kalmak, 

antikanser ilaçlar ekspresyon miktarını baskılamaktadır99. 

2.4.1.2. SOD2 

Memelilerde en önemli antioksidan enzim olarak MnSOD 

kabul edilmektedir. MnSOD’un büyük bölümü, oksidatif stresin en belirgin 

olduğu ve oksijenin çoğunlukla tüketildiği yer olan mitokondrial matrikste 

bulunur. Yapılan çalışmalarda, MnSOD yoksun farelerde, şiddetli 

metabolik asidoz, nöron ve kardiyak miyosit dejenerasyonu ve dilate 

kardiyomiyopatiden kaynaklı prenatal ölüm meydana gelmiştir87. 
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İn vitro ve in vivo çalışmalar genellikle karsinogenezde 

MnSOD rolü ile ilgili oldukça farklı sonuçlara ulaşılmıştır. Sonuçların 

çoğunda tümör ilerlemesinde MnSOD’un koruyucu bir rol aldığı 

bildirilmiştir87. 

2.4.1.3. SOD3 

SOD3, süperoksit dismutaz gen ailesinin en son bulunan 

üyesidir. Hücre içinde sentezlenir ve hücreler arası boşluklara taşınır. 

Burada diğer SOD üyeleri gibi süperoksit radikallerini yok edici olarak 

görev yapar99. 

SOD3 geni ürününün beyin, akciğer ve diğer dokuları 

oksidatif strese karşı koruduğu düşünülmektedir. Protein sentezlendikten 

sonra hücreler arası alana iletilir. Ancak proteinin C terminaline yakın bir 

kısmı protein hücre dışına salgılanmadan önce kesime uğrar. Burada 

heparan sülfat proteoglikan ve kollojen ile etkileşerek hücre yüzeyine ve 

hücreler arası boşluğa glikozillenmiş bir homotetramer olarak yerleşir99. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1.Hasta Grubunun Tanımı ve Özellikleri 

Hasta grubu, T.C.Sağlık Bakanlığı Dr.Abdurrahman 

Yurtarslan Ankara Onkoloji ve Eğitim Araştırma Hastanesi’nden biyopsi ile 

kesin kolon kanseri, meme kanseri ve mide kanseri teşhisi konmuş, 

herhangi bir tedavi almamış ve tedavi amacıyla opere edilerek dokularının 

çıkarılmasına karar verilmiş olan 17’si kadın 9’u erkek olmak üzere toplam 

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

Çalışmamızda karşılaştırmalar, kanserli hastaların tümör 

dokuları ve kendi sağlıklı dokuları arasında yapıldı. Kanser hastalarından 

alınan doku örnekleri rezeksiyon amacıyla alınan dokulardan seçildi. Tablo 

1’de hasta grubunun demografik özellikleri, Tablo 2’de rutin biyokimya 

değerleri yer almaktadır. 

 

Tablo 1. Hasta grubunun demografik özellikleri  

Değişken Hasta Grubu (n=26) 

Yaş (Standart Sapma) 55.48 (10.41) 

Cinsiyet  

Kadın (%) 17 (63.0) 

Erkek (%) 9 (37.0) 

Menopoz Durumu  

Premenopoz (%) 5 (29.4) 

Postmenopoz (%) 12 (70.6) 

Kanser türü  

Kolorektal (%) 13 (48.1) 

Meme (%) 7 (26.0) 

Mide (%) 6 (22.2) 

Kanser Evresi*  

Total Hasta- Evre I, II,III,IV 7,7,7,5 

Kolon- Evre I, II,III,IV 5,2,3,3 

Meme- Evre I, II,III 1,5,1 
Mide- Evre I,III, IV 2,2,2 

*Evreleme American Joint Committee on Cancer kriterlerine göre yapılmıştır. 

**Erken Faz =Evre I + Evre II, İleri Faz = Evre III + Evre IV    



37 

 

Tablo 2. Hasta grubunun rutin biyokimya değerleri 

Parametre Hasta Grubu (n=26) Referans Değerler 

Glukoz (mg/dL) 132.28±48.26 70-110 mg/dL 

Ürik asit (mg/dL) 3.27±1.13 2.6-7.2 mg/dL 

Total protein (g/dL) 5.48±0.75 6.4-8.3 mg/dL 

Albümin (g/dL) 3.04±0.56 3.5-5.2 mg/dL 

BUN (mg/dL) 13.67±5.63 7-26 mg/dL 

GGT (U/L) 27.96±18.51 9-64 U/L 

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

ALT (SGPT) (U/L) 16.73±14.89 0-45 U/L 

 

3.2.Materyal 

3.2.1.Kullanılan Kimyasal Maddeler 

-RNaz inhibitörü çözelti: RNase Zap 

-RNA koruyucu çözelti: RNASafer  

-RNA izolasyon çözeltisi: Roche Tripure Isolation Reagent 

-Kloroform: Merck  

-İzopropanol: Merck  

-Etanol: Merck  

-cDNA sentez kiti: Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

-Real-Time PCR enzim kiti: Roche LightCycler 480 Probes Master Kit 

-Nükleaz içermeyen su 

3.2.2.Kullanılan Alet ve Cihazlar 

-Buzdolabı: Bosch 

-Derin dondurucu (-20C): Bosch 
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-Derin dondurucu (-80C): New Brunswick Scientific U410 Premium 

-Otomatik pipetler: Eppendorf, Hirschmann, Axygen-Axypet, Pipetus 

-Santrifüj cihazı: Jouan MR-1822, Hettich Mikro 200R 

-Mini santrifüj cihazı: Grant-Bio PCV-3000 

-Isıtıcılı manyetik karıştırıcı: FALC F-60 

-Mikroplaka santrifüj: Kubota PlateSpinII 

-Bariyerli pipet uçları: Neptune Barrier Tip, Greiner Bio-one Filter Tip  

-Homojenizatör: Roche MagNA Lyser 

-Homojenizasyon tüpleri: MagNA Lyser Green Beads 

-Biyogüvenlik Kabini: Esco Class II BSC Airstream Max 

-Rotator: Biosan Multi RS 60  

-PCR cihazı: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 

-Real-Time PCR cihazı: Roche Light Cycler 480II 

3.2.3.Kullanılan Biyolojik Materyal 

Kanserli hasta grubundan alınan tümör doku örneklerinde ve 

aynı hasta grubundan alınan sağlıklı doku örneklerinde HINT1 ve SOD1 

gen ekspresyon analizleri yapıldı. 

Her bir doku örneği, alındıktan sonraki 30 dakika içinde 

aseptik koşullarda küçük parçalara ayrılarak içinde 1 mL RNASafer 

çözeltisi bulunan eppendorf tüpler içinde, -80°C’de ölçümlere kadar 

saklandı.  

 

3.3.Deneysel Prosedür 

 

3.3.1.Doku Örneklerinde Kantitatif Real-Time RT-PCR (qRT-PCR/Gerçek 

Zamanlı RT-PCR) ile HINT1 Gen Ekspresyonlarının Analizi 
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Çalışmanın yöntemi; tümör dokuları ve normal dokuların 

homojenizatör yardımıyla parçalandıktan sonra izole edilen total mRNA 

(haberci RNA)’larından hareketle komplementer DNA (cDNA)’larının 

sentezlenmesi, ardından bu cDNA’ların in vitro koşullarda real-time PCR 

cihazı yardımıyla çoğaltılması esasına dayanmaktadır. Reaksiyon 

sonunda elde edilen değerler ne oranda yüksek ise her bir genin dokudaki 

ekspresyon düzeyi de o oranda fazla olacaktır. 

3.3.1.1.Doku Örneklerinden RNA İzolasyonu 

Kullanılan Çözeltiler 

-RNase Zap 

-Roche Tripure Isolation Reagent 

-Kloroform  

-İzopropanol  

-%75 Etanol 

-Nükleaz içermeyen su 

Örneklerin Hazırlanışı 

Çalışma ortamı ile kullanılan alet ve cihazlar RNAse Zap 

çözeltisi ile temizlendi. Her bir homojenizasyon tüpüne 1 mL Tripure 

izolasyon reajanı koyuldu. RNASafer içerisinde donmuş olarak bulunan 

yaklaşık 100 mg’lık doku örnekleri çözüldü ve bistüri ile küçük parçalara 

ayrıldı. Parçalanmış doku örnekleri homojenizasyon tüplerine alındı. 

Tüpler homojenizatörde 6,000 rpm’de 50 saniye çevrildi. Örnekler önce 

4°C’de 2 dakika, daha sonra oda ısında 5 dakika bekletildi. Her bir 

parçalanmış doku örneğine 200 µL kloroform eklenerek 5 dakika oda 

ısısında bekletildi ve daha sonra 4°C’de 12,000 rpm’de 20 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonunda örnekler 3 faza ayrıldı. En üstteki aköz ve renksiz 
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RNA fazından 500 µL nükleaz içermeyen eppendorf tüplere alındı. Her bir 

örneğe 500 µL izopropanol eklendi. Oda ısısında 10 dakika rotatorda 

çevrilerek inkübe edildi. Örnekler daha sonra 4°C’de 15,000 rpm’de 10 

dakika santrifüjlendi. Süpernatan uzaklaştırılarak oluşan RNA pelletinin 

üzerine 1 mL %75’lik etanol eklenip vortekslendi. Örnekler 4°C’de 10,000 

g’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatan atıldı. 57°C’de 

ısıtıcı blokta etanol uçuruldu. Kalan RNA pelletine 50 µL nükleaz 

içermeyen su eklenerek pipetaj yapıldı. Ardından 57°C’de ısıtıcı blokta 15 

dakika inkübe edilerek RNA pelleti çözüldü. Tüpler 3,000 rpm’de 5 dakika 

santrifüj edildi. RNA çözeltileri daha sonra kullanılmak üzere -80°C’de 

saklamaya alındı. RNA izolasyonu üretici firmanın yönergesine uygun 

olarak yapıldı104. 

3.3.1.2.RNA Örneklerinden RT-PCR ile cDNA Sentezi 

Kullanılan Çözeltiler (Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit) 

-Ters transkriptaz (200 mM potasyum fosfat, 2 mM ditiyotreitol, %0.2 triton 

X-100 (v/v), %50 gliserol (v/v) içeren tampon içinde, pH yaklaşık 7.2) 

-Reaksiyon Tamponu [250 mM Tris/HCl, 150 mM KCl, 40 mM MgCl2, pH 

yaklaşık 8.5 (25°C)] 

-40 U/μL koruyucu RNaz inhibitör [20 mM HEPES-KOH, 50 mM KCl,        

8 mM ditiyotreitol, %50 gliserol (v/v), pH 7.6 (4°C) tamponu içinde] 

-Deoksinükleotit karışımı (dATP, dCTP, dGTP, dTTP-Her biri 10 mM) 

-600 μM random heksamer primeri  

-0.1 M ditiyotreitol (DTT)  

Örneklerin Hazırlanışı 

Doku ekstraktlarından total RNA izole edildikten sonra 

buradan RT-PCR ile cDNA elde edilmesi işlemine geçildi. Bunun için 
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4°C’de nükleaz içermeyen her bir eppendorf tüpüne 2 µL random 

heksamer primer çözeltisi koyuldu. RNA örnekleri çözülüp her birinden 9,4 

µL eppendorf tüplere eklendi. 65°C’de 10 dakika PCR cihazında inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda örnek tüpleri doğrudan buza yerleştirildi. Bu 

arada 1,5 mL’lik eppendorf tüpte reaksiyon karışımı, her bir RNA örneği 

için Tablo 3’te verilen miktarlardan hesaplanarak hazırlandı. 

Tablo 3. cDNA sentezi için gerekli reaksiyon karışımında 1 RNA örneği için 

kullanılan çözelti miktarları 

Reaksiyon 

Tamponu 
DTT 

Deoksinükleotit 

Karışımı 

Koruyucu 

RNaz İnhibitör 

Ters 

Transkriptaz 
Toplam 

4 µL 1  µL 2  µL 0.5 µL 1.1 µL 8.6 µL 

Daha önce inkübe edilen her bir örnek tüpü üzerine 

hazırlanan bu karışımdan 8.6 µL eklendi. Örnekler PCR cihazında 55°C’de 

30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkübe edildi. Elde edilen cDNA örnekleri 

daha sonra kullanılmak üzere -80°C’de saklamaya alındı. cDNA sentezi 

üretici firmanın yönergesine uygun olarak yapıldı104. 

3.3.1.3.Kantitatif Real-Time PCR Analizi 

Kullanılan Çözeltiler (Roche LightCycler 480 Probes Master Kit) 

-Enzim karışımı [tampon, MgCl2, dNTP (deoksiribonükleotit trifosfat), 

FastStart Taq DNA Polymerase enzimi içeren LightCycler 480 Probes 

Master] 

-Primer, prob  

-Nükleaz içermeyen su 

Örneklerin Hazırlanışı 
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Elde edilen cDNA örneklerinden hareketle real-time PCR ile 

amplifikasyon işlemine geçildi. Bu işlemlerle HINT1 ve SOD1 gen 

ekspresyonlarının düzeylerinin ölçülebilmesi için kit üretici firmanın 

tasarladığı her bir gene özgü ileri ve geri primerler ile bu primerlere uygun 

problar kullanıldı ve yine üretici firmanın deney protokolü uygulandı104.  

Reaksiyon karışımları her bir cDNA örneği için ayrı tüplerde 

ve her bir mikroplaka kuyucuğu için Tablo 4’te verilen miktarlardan 

hesaplanarak 4°C’de hazırlandı. Negatif kontrol olarak nükleaz içermeyen 

su kullanıldı. Mikroplakaların üzeri folyo ile kaplanarak mikroplaka 

santrifüjünde 3,000 g’de 2 dakika santrifüj edildi. Deney protokolü üretici 

firmanın yönergesine uygun olarak yapıldı104. 

Tablo 4.  Her bir mikroplaka kuyucuğu için gereken PCR reaksiyon karışım oranı 

cDNA 
Enzim 

Karışımı 
Su Primer, Prob Toplam 

5 µL 10 µL 4 µL 1 µL  20 µL 

 

Gen amplifikasyonu için kit üreticisinin önerdiği aşağıdaki 

PCR programı kullanıldı. 

 

Pre-İnkübasyon: 95°C’de 10 dakika  1 döngü 

Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye 

60°C’de 30 saniye  45 döngü  

72°C’de   1 saniye 

Soğutma:  40°C’de  30 saniye  1 döngü 

 

Bağıl ekspresyon, hedef genin tümör doku örneklerinde ve 

normal doku örneklerinde (kalibratör örnek) referans bir gene göre 
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kantifikasyonunun [rölatif kantifikasyon (RK)] hesaplanmasıyla belirlendi. 

Çalışmada referans gen olarak β-aktin kullanıldı. RK değeri, 

    2[C
T

(tümör, referans gen) –C
T

(tümör, hedef gen)]  

2[C
T

 (kalibratör, referans gen) –C
T

(kalibratör, hedef gen)]  

formülünden hesaplandı105. Bu yöntemle referans gen kullanılarak ΔCT 

değeri hesaplandı. CT (eşik döngüsü), gen amplifikasyonunun lineer 

bölgeye ulaşması için gerekli PCR döngü sayısını ifade etmektedir105. 

Hedef ve referans genler arasındaki CT değerleri farkından (ΔCT), tümör 

dokusundaki ve normal dokudaki hedef gen ekspresyonları (oransal 

olarak) referans gen ekspresyonlarına kıyasla hesaplandı. 

 Tümör dokusundaki ekspresyon oranının normal dokudaki 

(kalibratör örnek) ekspresyon oranına bölünmesiyle elde edilen değer, 

hedef genin tümör dokusunda normal dokuya göre kaç kat daha fazla 

ifadelendiğini belirtmektedir. Bu değer RK ekspresyon oranıdır. 

3.4. Sonuçların Değerlendirilmesinde Kullanılan İstatiksel Yöntemler  

Bu çalışmanın istatistiksel analizi SPSS 11.5 paket programı 

(SPSS Inc, USA) kullanılarak yapılmıştır. Her bir genin her bir hasta için 

ekspresyon oranları referans gen olarak kullanılan β-aktin ile kıyaslanarak 

bulunmuştur ve bunların birbirine olan oranı rölatif kantifikasyon değerlerini 

vermektedir. Normal doku tümörlü doku karşılaştırmasını yapabilmek için 

Compared-t testi ve Wilcoxon Signed Ranks testi (küçük gruplar için) 

kullanılmıştır. Parametreler arasındaki korelasyonların incelenmesinde 

Pearson korelasyon testi kullanılmıştır.  
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4. BULGULAR 

Çalışmamıza toplamda 26 hasta dahil edilmiştir. Ekspresyon 

değerlerine bakılarak yapılan değerlendirmede, 26 hastanın 14’ünde 

(14/26, %54) tümörlu dokudaki HINT1 ekspresyon oranının normal dokuya 

göre daha az olduğu tespit edilmiştir.  Kolorektal kanseri olan 13 hastanın 

tümörlü dokusunun 8’inde ( 8/13 %62), meme kanseri olan 7 hastanın 

tümörlü dokusunun 3’ünde (3/7, %43) ve mide kanseri olan 6 hastanın 

tümörlü dokusunun ise 3’ünde (3/6, %50) HINT1 ekspresyon oranının 

normal dokuya oranla daha düşük olduğu gözlenmiştir. 

Tablo 5’de hastaların tümör gruplarına göre HINT1 geninin 

normal ve tümör dokularında saptanan ekspresyon değerleri ve rölatif 

kantifikasyon (RK) değerleri verilmiştir. 
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Tablo 5. Hasta grubunda HINT1 geninin normal ve tümör dokularında saptanan 

ekspresyon değerleri ve oranları  

HINT1 

Hasta 
No 

Cinsiyet Yaş Evre Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Doku 
Ekspresyonu 

RK Ekspresyon 
Oranı 

Kolorektal 

1 Erkek 50 1 0.211 0.170 0.808 

2 Erkek 63 1 0.401 0.147 0.365 

3 Erkek 55 1 0.515 0.016 0.319 

4 Kadın 59 1 0.097 3.862 39.514 

5 Kadın 48 1 0.153 0.267 1.743 

6 Erkek 63 2 0.084 0.134 1.576 

7 Kadın 53 2 0.769 0.449 0.584 

8 Kadın 53 3 0.047 0.249 5.260 

9 Kadın 57 3 0.060 0.033 0.549 

10 Kadın 48 3 0.323 0.011 0.034 

11 Erkek 68 4 1,069 0.107 0.100 

12 Kadın 70 4 0.0169 0.271 16.098 

13 Kadın 51 4 0.627 0.352 0.561 

Mide 

1 Erkek 61 1 0.148 0.107 0.721 

2 Kadın 68 1 0.052 0.029 0.562 

3 Erkek 66 3 0.030 0.360 12.116 

4 Erkek 62 3 0.475 0.186 0.391 

5 Erkek 46 4 0.034 0.076 2.236 

6 Kadın 51 4 0.015 0.055 3.696 

Meme 

1 Kadın 44 1 0.086 0.241 2.809 

2 Kadın 31 2 0.009 0.105 11.329 

3 Kadın 39 2 0.023 0.788 34.652 

4 Kadın 53 2 0.031 0.026 0.846 

5 Kadın 57 2 0.032 0.080 2.465 

6 Kadın 74 2 0.037 0.021 0.576 

7 Kadın 67 3 0.056 0.036 0.636 
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1’in altındaki RK değerlerinin, normal doku ekspresyon 

oranının tümör dokusundan daha yüksek olduğunu ifade ettiği göz önüne 

alındığında, Tablo 6.’daki verilere ulaşılmaktadır. 

 

Tablo 6. Kanserli dokularda HINT1 gen ekspresyonunun tümörlü ve normal 

dokulardaki oranlarının karşılaştırılması  

HINT1 Tümör Doku Ekspresyonu<Normal Doku Ekspresyonu Karşılaştırılması 

  Cinsiyet Yaş Evre 

 Toplam 

(n) (%) 

Kadın 

n (%)  

Erkek 

n (%)  

≤60  

n (%)  

>60 

n (%)  

Erken Faz 

n (%)  

İleri Faz 

n (%)  

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

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

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

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

 

Kanser tiplerine göre normal ve tümörlü dokuların ortalama 

ekspresyon oranlarına bakıldığında ise tabloda görüldüğü gibi genel olarak 

HINT1’in tümör doku ekspresyonları total hasta grubunda ve kolorektal 

kanserli hastalarda daha düşük görülmekle birlikte istatistiksel olarak 

anlamlı bir sonuç elde edilmemiştir (p>0.05) (Tablo 7).  

 

Tablo 7. Total ve kanser tiplerine göre hastaların normal ve tümör 
dokularında saptanan HINT1 gen ekspresyonlarının ortalama değerleri. 
 
 

 HINT1  

 n Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Dokusu 
Ekspresyonu 

p 

Total hasta 26 0.21 ± 0.28 0.31 ± 0.74 0.507 

Kolorektal kanser 13 0.34 ± 0.33 0.47 ± 1.02 0.688 

Mide kanseri 6 0.13 ± 0.18 0.14 ± 0.12 0.909 

Meme kanseri 7 0.04 ± 0.03 0.19 ± 0.28 0.217 

Hasta grubunu yaşa göre değerlendirdiğimizde, 60 yaş ve 

altı hastaların 8’inde (7/16, %44) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü 
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dokularda daha düşük bulunmuştur. 61 yaş ve üstü hastaların ise 6’sında 

(7/10, %70) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokularda normal dokulara 

oranla düşük bulunmuştur. 

Tablo 8. Yaş durumlarına ve kanser tiplerine göre hasta gruplarının normal doku 
HINT1 gen ekspresyonları daha fazla olan ve tümörlü doku HINT1 gen 
ekspresyonları daha fazla olan numunelerinin ortalama değerleri.   
 

 N Normal doku 
ekspresyonu 

Tümör doku 
ekspresyonu 

Total grup 26   

Yaş 60  16   

N>T 7/16 (%44) 0.362±0.284* 0.151±0.181 
T>N 9/16 (%56) 0.055±0.048 0.635±1.231 

Yaş >60 10   
N>T 7/10 (%70) 0.320±0.375 0.090±0.064 
T>N 3/10 (%30) 0.044±0.036 0.255±0.114 

Kolorektal kanseri 13   

Yaş 60  9   

N>T 6/9 (%67) 0.417±0.267* 0.172±0.189 
T>N 3/9 (%33) 0.099±0.053 1.459±2.081 

Yaş >60 4   
N>T 2/4 (%50) 0.735±0.472 0.127±0.028 
T>N 2/4 (%50) 0.051±0.048 0.203±0.097 

Meme kanseri 7   

Yaş 60  5   

N>T 1/5 (%20) 0.031 0.026 
T>N 4/5 (%80) 0.038±0.034 0.303±0.331 

Yaş >60 2   
N>T 2/2 (%100) 0.047±0.014 0.029±0.010 
T>N - - - 

Mide kanseri 6   

Yaş 60  2   

N>T - - - 
T>N 2/2 (%100) 0.024±0.013 0.065±0.015 

Yaş >60 4   
N>T 3/4 (%75) 0.225±0.222 0.107±0.078 
T>N 1/4 (%25) 0.030 0.360 

* p<0.05 Tümör doku ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 
 

Total hasta grubuna bakıldığında 60 yaş ve altı olan 

hastaların normal dokulardaki HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokudan 

daha yüksek olanların istatistiksel değerlerine bakıldığında anlamlı bir oran 

görülmektedir. Aynı şekilde kolorektal kanserli 60 yaş ve altı hastaların 

istatistiksel değerlendirmesi anlamlı bir sonuç vermektedir (p<0.05). Diğer 
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hasta gruplarında yaşa göre yapılan istatistiksel değerlendirmede anlamlı 

bir sonuç elde edilmemiştir (p>0.05) (Tablo 8). 

Mide kanserli 60 yaş ve altı 2 hastada (2/2, %100) HINT1 

ekspresyon oranı tümörlü dokularda yüksek çıkarken, 61 yaş üstü 4 

hastanın ise 3’ünde (3/4, %75) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokularda 

normal dokulara oranla daha düşük çıkmıştır.  

Kolorektal kanserli 60 yaş ve altı 9 hastanın 6’sında (6/9, 

%67) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokularda düşük çıkarken, 61 yaş 

üstü 2 hastada (2/4, %50) düşük çıkmıştır. Meme kanserli 60 yaş ve altı 2 

hastada (2/2, %100) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokularda yüksek 

çıkarken, 61 yaş üstü 4 hastanın ise 3’ünde (3/4, %75) HINT1 ekspresyon 

oranı tümörlü dokularda normal dokulara oranla daha düşük çıkmıştır.  

 

Tablo 9. Yaş gruplarına göre hastaların normal ve tümör dokularında 
saptanan HINT1 gen ekspresyonlarının ortalama değerleri. 

 
  HINT1  

 n Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Dokusu 
Ekspresyonu 

P 

Total Hasta     

≤60 16 0.19 ± 0.24 0.42 ± 0.94  0.356 

>60 10 0.24 ± 0.33 0.14 ± 0.11 0.414 

Kolorektal 
Kanser 

    

≤60 9 0.31 ± 0.27 0.60 ± 1.23 0.441 

>60 4 0.39 ± 0.48 0.16 ± 0.07 0.465 

Meme Kanseri     

≤60 5 0.04 ± 0.03 0.25 ± 0.31 0.441 

>60 2 0.06 ± 0.01   0.03 ± 0.01 * 

Mide Kanseri     

≤60 2 0.02 ± 0.01 0.07 ± 0.01 * 

>60 4 0.18 ± 0.21 0.17 ± 0.14 0.715 

*  Veri sayısı az olduğu için değerlendirilemedi. 
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Yaşa göre yapılan değerlendirmede, ortalama değerlerde 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. 

(p>0.05) (Tablo 9). 

Total hasta grubu, kanser evrelerine göre incelendiğinde, 

erken fazdaki 15 hastanın 8’sinde (8/15, %53) HINT1’in tümörlü dokudaki 

oranı, normal dokuya oranla düşük çıkmıştır. İleri fazdaki 11 hastanın ise 

6’sında (6/11, %55) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokuda normal 

dokuya göre daha düşük gözlenmiştir.  

Tablo 10. Evrelerine ve kanser tiplerine göre hasta gruplarının normal doku HINT1 

gen ekspresyonları daha fazla olan ve tümörlü doku HINT1 gen ekspresyonları 

daha fazla olan numunelerinin ortalama değerleri.   

 

 n Normal doku 
ekspresyonu 

Tümör doku 
ekspresyonu 

Total grup 26   

Erken faz  15   
N>T 8/15(%53) 0.271±0.268* 0.121±0.145 
T>N 7/15 (%47) 0.069±0.051 0.782±1.380 

İleri faz 11   
N>T 6/11 (%55) 0.435±0.384 0.121±0.130 
T>N 5/11 (%45) 0.029±0.013** 0.202±0.132 

Kolorektal kanseri 13   

Erken faz  7   
N>T 4/7 (%57) 0.474±0.233 0.196±0.182 
T>N 3/7 (%43) 0.112±0.036 1.421±2.116 

İleri faz 6   
N>T 4/6 (%67) 0.520±0.433 0.126±0.156 
T>N 2/6 (%33) 0.032±0.022 0.260±0.016 

Meme kanseri 7   

Erken faz  6   
N>T 2/6 (%33) 0.034±0.004 0.024±0.003 
T>N 4/6 (%67) 0.038±0.034 0.303±0.331 

İleri faz 1   
N>T 1/1 (%100) 0.056 0.036 
T>N - - - 

Mide kanseri 6   

Erken faz  2   
N>T 2/2 (%100) 0.100±0.068 0.068±0.055 
T>N - - - 

İleri faz 4   
N>T 1/4 (%25) 0.475 0.186 
T>N 3/4 (%75) 0.026±0.010 0.163±0.170 

 * p=0.056 Tümör doku ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 
** p<0.05 Tümör doku ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 
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Evrelere göre yapılan değerlendirmede ileri fazdaki tümör 

dokularında HINT1 ekspresyon oranı normal dokulara göre yüksek olan 

hastaların istatistiksel değerlendirilmesinde anlamlı bir sonuç elde 

edilmiştir (p<0.05). Diğer hasta gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

sonuç elde edilmemiştir (p>0.05) (Tablo 10). 

Kanser tiplerine göre farklı evrelerdeki tümörlü dokuların 

HINT1 ekspresyon oranları gözlendiğinde kolorektal kanserli erken fazdaki 

7 hastanın 4’ünde ( 4/7, %57) HINT1 ekspresyon oranı düşük gözlenirken, 

ileri fazdaki 6 hastanın 4’ünde (4/6, %67) düşüktür. 

Tablo 11. Hastalığın evresine göre hastaların normal ve tümör dokularında 

saptanan HINT1 gen ekspresyonlarının ortalama değerleri. 

 

  HINT1  

 n Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Dokusu 
Ekspresyonu 

P 

Total Hasta     

Erken  Faz  15 0.18 ± 0.22 0.43 ± 0.97 0.349 
İleri Faz 11 0.25 ± 0.35 0.16 ± 0.13 0.416 

Kolorektal 
Kanser 

    

Erken Faz  7 0.32 ± 0.26 0.72 ± 1.39 0.505 

İleri Faz  6 0.36 ± 0.42 0.17 ± 0.140 0.353 

Meme Kanseri     

Erken Faz 6 0.04 ± 0.03 0.21 ± 0.29 0.210 

İleri Faz  0.06 0.04  

Mide Kanseri     

Erken Faz  2 0.10 ± 0.07 0.07 ± 0.06 * 

İleri Faz  4 0.14 ± 0.22 0.17 ± 0.14 0.824 

*  Veri sayısı az olduğu için değerlendirilemedi. 

Meme kanserli erken fazdaki 6 hastanın 2’sinde (2/6, %33) 

HINT1 ekspresyon oranı düşük gözlenmiştir. İleri fazda 1 hasta olması 

nedeniyle karşılaştırma yapılamamıştır.  
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Mide kanserli erken fazdaki 2 hastada tümörlü dokuda HINT1 

ekspresyon yüksekliği gözlenmezken, ileri fazdaki 4 hastanın 1’inde (1/4, 

%25) tümörlü dokudaki HINT1 ekspresyon oranı normal dokuya göre 

düşük olarak gözlenmiştir. Bununla birlikte, ortalama değerlerde gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. (p>0.05) 

(Tablo 11). 

Hasta grubunu cinsiyet göre değerlendirdiğimizde ise, kadın 

hastaların 8’inde (8/17, %47) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü dokularda 

daha düşük bulunmuştur. Erkek hastaların ise 6’sında (6/9, %67) HINT1 

ekspresyon oranı tümörlü dokularda normal dokulara oranla düşük 

bulunmuştur.  

Kolorektal kanserli hastalarda 8 kadın hastanın 4’ünde (4/8, 

%50), 5 erkek hastanın ise 4’ünde (4/5, %80) HINT1 ekspresyon oranı 

tümörlü dokularda normal dokulara oranla düşük çıkmıştır. Meme kanserli 

7 kadın hastanın 3’ünde (3/7, %43) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü 

dokularda düşük çıkmıştır. 

Cinsiyetlere göre grupların istatistiksel değerlendirmesinde, 

normal dokudaki HINT1 ekspresyon oranı yüksek olan total gruptaki kadın 

hastalarda ve kolorektal kanserli kadın hastalarda anlamlı bir sonuç elde 

edilmiştir (p<0.05). Diğer gruplarda ise istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç 

elde edilmemiştir (p>0.05) (Tablo 12) 
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Tablo 12. Cinsiyetlere ve kanser tiplerine göre hasta gruplarının normal doku HINT1 

gen ekspresyonları daha fazla olan ve tümörlü doku HINT1 gen ekspresyonları 

daha fazla olan numunelerinin ortalama değerleri.   

 

 n Normal doku 
ekspresyonu 

Tümör doku 
ekspresyonu 

Total grup 26   

Kadın  17   

N>T 8/17 (%47) 0.224±0.298* 0.120±0.175 

T>N 9/17 (%53) 0.053±0.049 0.658±1.221 

Erkek 9   

N>T 6/9 (%67) 0.470±0.327** 0.122±0.061 

T>N 3/9 (%33) 0.049±0.031 0.190±0.150 

Kolorektal kanseri 13   

Kadın 8   

N>T 4/8 (%50) 0.445±0.317* 0.211±0.222 

T>N 4/8 (%50) 0.079±0.060 1.162±1.800 

Erkek 5   

N>T 4/5 (%80) 0.549±0.369 0.110±0.068 

T>N 1/5 (%20) 0.085 0.134 

Meme kanseri 7   

Kadın 7   

N>T 3/7 (%43) 0.041±0.013 0.028±0.007 

T>N 4/7 (%57) 0.038±0.034 0.303±0.331 

Mide kanseri 6   

Kadın 2   

N>T 1/2 (%50) 0.052 0.029 

T>N 1/2 (%50) 0.015 0.055 

Erkek 4   

N>T 2/4 (%50) 0.311±0.231 0.146±0.056 

T>N 2/4 (%50) 0.032±0.029 0.218±0.003 

* p<0.05 Tümör doku ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 
** p=0.057 Tümör doku ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 

 

Mide kanserli 2 kadın hastanın 1’inde (1/2, %50), 4 erkek 

hastanın ise 2’sinde (2/4, %50) HINT1 ekspresyon oranı tümörlü 

dokularda normal dokulara oranla daha düşük çıkmıştır. Cinsiyete göre 

yapılan değerlendirmede, ortalama değerlerde gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. (p>0.05) (Tablo 13). 
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Tablo 13. Cinsiyete göre hastaların normal ve tümör dokularında 

saptanan HINT1 gen ekspresyonlarının ortalama değerleri. 

 

  HINT1  

 n Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Dokusu 
Ekspresyonu 

P 

Total Hasta     

Kadın  17 0.14 ± 0.22 0.40 ± 0.91 0.349 
Erkek  9 0.33 ± 0.33 0.15 ± 0.10 0.416 

Kolorektal Kanser     

Kadın 8 0.26 ± 0.29 0.69 ± 1.29 0.505 

Erkek 5 0.46 ± 0.38 0.12 ± 0.06 0.353 

Meme Kanseri     

Kadın 7 0.04 ± 0.03 0.19 ± 0.028 0.210 

Mide Kanseri     

Kadın 2 0.03 ± 0.03 0.04 ± 0.02 * 

Erkek 4 0.17 ± 0.21 0.18 ± 0.13 0.180 

*  Veri sayısı az olduğu için değerlendirilemedi. 

Tablo 14.de hastaların tümör gruplarına göre SOD1 geninin 

normal ve tümör dokularında saptanan ekspresyon değerleri ve rölatif 

kantifikasyon (RK) değerleri verilmiştir. 
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Tablo 14. Hasta grubunda SOD1 geninin normal ve tümör dokularında saptanan 

ekspresyon değerleri ve oranları. 

 

SOD1 

Hasta 
No 

Cinsiyet Yaş Evre Normal Doku 
Ekspresyonu 

Tümör Doku 
Ekspresyonu 

RK Ekspresyon 
Oranı 

Kolorektal 

1 Erkek 50 1 0.384 0.085 0.222 

2 Erkek 63 1 0.440 0.364 0.828 

3 Erkek 55 1 0.626 0.048 0.077 

4 Kadın 59 1 0.190 2.851 14.992 

5 Kadın 48 1 0.804 1.080 1.343 

6 Erkek 63 2 0.151 0.282 1.876 

7 Kadın 53 2 0.662 0.191 0.288 

8 Kadın 53 3 0.218 0.405 1.861 

9 Kadın 57 3 0.103 0.127 1.234 

10 Kadın 48 3 0.435 0.026 0.060 

11 Erkek 68 4 0.737 0.646 0.878 

12 Kadın 70 4 0.027 0.615 22.913 

13 Kadın 51 4 0.763 0.920 1.205 

Mide 

1 Erkek 61 1 0.295 0.307 1.039 

2 Kadın 68 1 0.351 0.201 0.572 

3 Erkek 66 3 0.248 0.305 1.227 

4 Erkek 62 3 0.868 7.896 9.101 

5 Erkek 46 4 0.135 0.035 0.260 

6 Kadın 51 4 0.039 0.125 3.226 

Meme 

1 Kadın 44 1 0.095 0.758 7.988 

2 Kadın 31 2 0.030 0.616 20.541 

3 Kadın 39 2 0.231 0.877 3.798 

4 Kadın 53 2 0.076 0.108 1.419 

5 Kadın 57 2 0.032 0.517 15.975 

6 Kadın 74 2 0.187 0.071 0.382 

7 Kadın 67 3 0.502 0.254 0.505 
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Ekspresyon değerlerine bakılarak yapılan değerlendirmede, 

26 hastanın 10’unda (10/26, %39) tümörlu dokudaki SOD1 ekspresyon 

oranının normal dokuya göre daha az olduğu tespit edilmiştir. Kolorektal 

kanseri olan 13 hastanın tümörlü dokusunun 6’sında (6/13 %46), meme 

kanseri olan 7 hastanın tümörlü dokusunun ise 2’sinde (2/7, %29) ve mide 

kanseri olan 6 hastanın tümörlü dokusunun 2’sinde (2/6, %33) SOD1 

ekspresyon oranının normal dokuya oranla daha düşük olduğu 

gözlenmiştir.  

Tabloda RK değeri 1’in altında olan hastaların normal doku 

SOD1 ekspresyon oranı daha yüksek bulunmuştur. Bu doğrultuda 

sonuçlar incelendiğinde Tablo 15.’deki verilere ulaşılmaktadır. 

 

Tablo 15. Kanserli dokularda SOD1 gen ekspresyonunun tümörlü ve normal 

dokulardaki oranlarının karşılaştırılması. 

 

SOD1 Tümör Doku Ekspresyonu<Normal Doku Ekspresyonu Karşılaştırılması 

  Cinsiyet Yaş Evre 

 Toplam 
(n) (%) 

Kadın 
n (%)  

Erkek 
n (%)  

≤60  
n (%)  

>60 
n (%)  

Erken Faz 
n (%)  

İleri Faz 
n (%)  

Total 
Hasta  

10/26(%38) 5/17(%29) 5/9(%56) 5/16(%31) 5/10(%50) 6/15(%40) 4/11(%36) 

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

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

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

 

 

Hastalarda HINT1 ve SOD1 genlerinin normal ve tümör doku 

ekspresyonlarını incelediğimizde 26 hastanın 20’sinde aynı anda azalma 

ya da artma görülmüştür. Bu sayı kolorektal kanserde 11/13 iken, mide 

kanserinde 3/6 ve meme kanserinde 6/7 olarak bulunmuştur. (Tablo 16) 
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Tablo 16. Hasta grubunda HINT1 ve SOD1 genlerinin normal ve tümör doku 
ekspresyonlarınım karşılaştırılması. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+ / -   Tümör doku ekspresyonu fazla / az 

0       Ekspresyon değişmedi 

Hasta No Cinsiyet Yaş Evre HINT1 (+/-) SOD1 (+/-) 

Kolorektal 

1 Erkek 50 1 - - 

2 Erkek 63 1 - - 

3 Erkek 55 1 - - 

4 Kadın 59 1 + + 

5 Kadın 48 1 + + 

6 Erkek 63 2 + + 

7 Kadın 53 2 - - 

8 Kadın 53 3 + + 

9 Kadın 57 3 - + 

10 Kadın 48 3 - - 

11 Erkek 68 4 - - 

12 Kadın 70 4 + + 

13 Kadın 51 4 - + 

Mide 

1 Erkek 61 1 - 0 

2 Kadın 68 1 - - 

3 Erkek 66 3 + + 

4 Erkek 62 3 - + 

5 Erkek 46 4 + - 

6 Kadın 51 4 + + 

Meme 

1 Kadın 44 1 + + 

2 Kadın 31 2 + + 

3 Kadın 39 2 + + 

4 Kadın 53 2 - + 

5 Kadın 57 2 + + 

6 Kadın 74 2 - - 

7 Kadın 67 3 - - 
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Korelasyonlar 

 
 

Meme kanseri grubu hariç, total hasta, mide ve kolorektal 

kanser gruplarında normal doku HINT1 ve SOD1 ekspresyonu arasında 

yüksek pozitif korelasyonlar gözlenmiştir (Tablo 12). Tümör dokularındaki 

ekspresyon oranlarına bakıldığında, kolorektal kanserinde ve meme 

kanserinde HINT1 ve SOD1 arasında pozitif korelasyonlar gözlenmiştir 

(Tablo 17). 

 
Tablo 17. Hasta gruplarına göre normal doku ve tümör dokularındaki HINT1 ve 
SOD1 arasındaki korelasyonlar. 

 
 

HINT1 Normal Doku 
Ekspresyonu 

HINT1 Tümör Doku 
Ekspresyonu 

Total Hasta   

SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.768 
0.0001 

-- 

SOD1 Tümör Doku Ekspresyonu -- 0.295 
0.144 

Kolorektal Kanseri   

SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.753 
0.003 

-- 

SOD1 Tümör Doku Ekspresyonu -- 0.919 
0.0001 

Mide Kanseri   

SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.945 
0.004 

-- 

SOD1 Tümör Doku Ekspresyonu -- 0.220 
0.676 

Meme Kanseri   

SOD1 Normal Doku Ekspresyonu 0.280 
0.543 

-- 

SOD1 Tümör Doku Ekspresyonu -- 0.758 
0.048 
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5. TARTIŞMA 

Histidin üçlü nükleotid bağlayıcı protein (HINT1), her yerde 

bulunabilen, bir nükleozid monofosfat ve ayrılan bir amin grubu arasındaki 

fosforamidat bağın hidrolizini katalize eden bir purin nükleozid 

fosforamidazdır63,106. HINT’lerin fosforamidaz enzim aktivitesinin, antiviral 

ve anti-kanser fosforamidat pronükleotidler için biyoaktif etkiye sahip 

olduğu ileri sürülmüştür106,107. Son zamanlarda, aminoaçil-AMP ve açil-

AMP, HINT’ler için birinci potansiyel doğal substratlar olarak 

gösterilmiştir108,109.  

HINT1 proteini, beş alt-familyadan oluşan evrimsel olarak 

korunmuş HIT protein süper ailesine aittir19. Önceki çalışmalarda, HINT1 

yoksun farelerde kimyasal kanserojen madde ile indüklenen mide 

tümörleri110, meme tümörleri111 ve yumurtalık tümörleri oluşumuna112 

duyarlılıkta belirgin bir artış olduğu ortaya konmuştur. Ayrıca, yaşlanma ile, 

Hint1 yoksun farelerde spontan olarak çeşitli tümörlerin oluşumunda bir 

artış gözlenmiştir111. 

Sığır HINT1’i 1990 yılından beri bilinmesine rağmen57, HINT 

sadece hücresel fonksiyonu kötü tanımlanmış HIT’in alt familyası olarak 

olarak kabul edilmekteydi. Farelerde yapılan çalışmalar, HINT1’in bir 

tümör supresör olarak işlev gösterdiğine dair kanıtlar sağlamıştır111,110, 

ancak HINT1’in tümör oluşumunu baskılama mekanizması açık değildir. 

Memeli HINT1 protein-protein etkileşimi çalışmaları göstermektedir ki, 

onun transkripsiyon düzenleyici rolü ya direkt olarak temel transkripsiyonel 

makineye71 ya da çekirdek içindeki transkripsiyon faktörlerinin spesifik 

komplekslerine bağlanmak suretiyle73,112 ortaya çıkar. 
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HINT1 proteininin gen transkripsiyonunu kontrol eden çeşitli 

yolaklarda bir inhibitör rolü olduğuna dair biriken kanıtlar vardır. Böylece, 

çeşitli hücre sistemlerinde HINT1 siklin-bağımlı kinaz 7 (CDK7)70, MITF 

olarak da bilinen transkripsiyon faktörü mikroftalmi (Mi)71, transkripsiyon 

faktörü USF272 ve Pontin/Reptin/β-katenin/TCF4 kompleksi58, nükleer 

faktör –kappa B (NF-B)73 ile etkileşebilir ve aktivitelerini inhibe edebilir . 

Ayrıca SW480 kolon kanser hücrelerinde HINT1’in bir iskele protein olan 

SH3 (POSH)-JNK2 kompleksi ile etkileşime girdiği ve böylece, AP-1 

transkripsiyon faktörünün aktivitesini inhibe ettiği gösterildi74.  

Yapılan çalışmalar ışığında, çalışmamızda bir tümör 

supressör gen olarak ifade edilen HINT1’in değişik kanser türlerindeki 

normal doku-tümör doku ekspresyon oranlarını incelediğimizde, total 

olarak hastaların yaklaşık %54’ünde tümör doku ekspresyonu daha düşük 

bulunmuştur.  Kolorektal kanseri olan 13 hastanın tümörlü dokusunun 

8’inde ( 8/13 %61.54), meme kanseri olan 7 hastanın tümörlü dokusunun 

ise 3’ünde (3/7, %42.86) ve mide kanseri olan 6 hastanın tümörlü 

dokusunun 3’ünde (3/6, %50) HINT1 ekspresyon oranının normal dokuya 

oranla daha düşük olduğu gözlenmiştir.  

Yapılan bir çalışmada, PKCI (HINT1) ifadelenmesindeki bir 

eksikliğin fare embriyonik fibroblast hücrelerinde ölümsüzleşmeyi 

artırabileceği ve aynı zamanda iyonize radyasyona karşı dirençli hale 

getirilebileceği gösterilmiştir. Bundan başka, bu eksikliğin farelerin 

karsinojen-indüklü tümör oluşumuna duyarlılığını artıracağı belirtilmiştir. 

Çalışmada, kimyasal karsinojene (N-nitrozometilbenzilamin, NMBA) maruz 

bırakılmış PKCI-/- farelerin %58’inde tümör oluşumu gözlenirken, PKCI+/+ 

farelerde bu oran %36 civarındadır110.  
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Yapılan başka bir deneyde ise farklı HINT1 genotiplerine 

sahip farelerde kanser oluşumu incelenmiştir. DMBA (7,12-

dimetilbenz[a]antrasen) verilmiş farelerde, HINT1+/- 25 farenin 7’sinde 

(%28.0), HINT1-/- 37 farenin 10’unda (%27.0), HINT1+/+ 38 farenin 2’sinde 

(%5.3) meme tümörü saptanmıştır. Farklı dokular incelendiğinde ise, 

HINT1+/-  farelerin %20.0’sinde, HINT1-/- farelerin %21.6’sında, HINT1+/+ 

farelerin %2.6’sında over tümörüne rastlanmıştır. Bu veriler HINT+/+ 

farelerde diğer genotiplere oranla kansere yakalanma olasılığının daha az 

olduğunu göstermiştir. Total tümörlü dokular ele alındığında ise HINT1 +/-  

ve HINT1-/- farelerde sırasıyla %52.0 ve %67.6 oranları görülürken, 

HINT1+/+ farelerde bu oran %15.8’dir111. 

Tümöre neden olan NCI-H522 ve NCI-H358 hücreleri 

üzerinde HINT geninin tümör baskılama etkisini değerlendirmek için 

yapılan bir çalışmada, tümöre sebep olan bu 2 hücre dizisi deney 

farelerine transfekte edilmiştir. NCI-H358 hücreleri transfekte edildiği 

bilinen hayvanlara pLXSN-HINT1 ya da sadece PLXSN tümörleri deneyin 

4 haftası boyunca geliştirilmiştir. PLXSN tümörleri, Moloney kemirgen 

lösemi virüsü ve Moloney fare sarkom virüsü türevi elemanlar içeren ve 

retroviral gen üretimi ve ifadesi için türetilmiş bir virüs çeşididir. Gözlem 

süresince sadece pLXSN’e sahip farelerde tümörün büyümesi devam 

etmiş, fakat pLXSN-HINT/PKCI1 transfekte edilen farelerin tümör 

gelişiminde anlamlı ölçüde yavaşlama gözlenmiştir. Bu iki enjekte grubun 

tümör miktarları arasında oldukça dikkat çeken fark gözlenmiştir67. 

Huang ve arkadaşları tarafından yapılan bir başka 

çalışmada, çalışmamıza benzer şekilde mide kanserli 34 hastanın tümör 

ve normal dokusundaki HINT1 mRNA ve protein ekspresyonları 

incelenmiştir. Çalışma sonucunda, hastaların %59’unda tümör dokusu 

mRNA ekspresyonu düşük bulunurken, %39’unda tümör dokusu HINT1 

protein ekspresyonu düşük bulunmuştur113.  
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Total hasta grubuna bakıldığında, kadın hastaların %41’inde 

HINT1 gen ekspresyon oranında azalma gözlenirken erkek hastaların 

%67’sinde bu oranda azalma gözlenmiştir. Erkek hastalardaki bu azalma 

kolorektal kanserde (%80)  belirgindi. Huang ve arkadaşlarının 

çalışmasında, mide kanserli erkek hastaların yaklaşık %38’inde HINT1 

tümör doku ekspresyonu düşük bulunurken, kadınlarda bu oran yaklaşık 

%41 olarak ifade edilmiştir113. Bizim çalışmamızda bu oran her iki 

cinsiyette de %50 olmakla birlikte mide kanserli hasta sayısının az olması 

yorum yapmayı güçleştirmektedir.  

Çalışmamızda yer alan 60 yaş ve altı hastaların %37.5’inde 

HINT1 ekspresyon oranı azalırken, 61 yaş üstü hastaların %70’inde 

HINT1 gen ekspresyon oranında azalma gözlenmiştir. Yine aynı 

çalışmada, Huang ve arkadaşları, mide kanserli hastaların aynı yaş 

gruplarının sırasıyla %41 ve %38’inde HINT1 gen ekspresyon oranında 

azalma göstermişlerdir113.  

Yine evrelere göre değerlendirme yapıldığında, her 2 

çalışmada da erken fazda HINT1 ekspresyon oranlarında benzer sonuçlar 

elde edilmiştir (yaklaşık %50). Çalışmamızda ileri fazdaki hastaların 

%45’inde HINT1 ekspresyon oranlarında azalma gözlenirken, Huang ve 

arkadaşlarının çalışmasında bu oran %37olarak bulunmuştur113.  

Tümör supresör genler DNA hasarının onarımı, hücre 

döngüsü durdurma, mitojenik sinyalizasyon, hücre farklılaşması, göçü ve 

programlı hücre ölümü de dahil olmak üzere farklı hücresel faaliyetleri 

düzenlerler. p53, FoxO, retinoblastoma (RB), p21, p16, ve meme kanseri 

duyarlılık genleri 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2) gibi tümör supresör genler, 

onların yolakları ve reaktif oksijen türleri (ROT) arasındaki bağlantılar ve 

etkileşim nedeniyle pro-oksidan ya da antioksidan olarak 
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değerlendirilebilmektedir. Çok sayıda çalışma sonuçları, oksidatif strese 

cevap olarak bazı iyi bilinen antioksidan genlerin ekspresyonunu aktive 

eden tümör supresör proteinlerin bir antioksidan rolü olduğunu 

göstermiştir. Öte yandan, son çalışmalar proapoptotik genlerin 

transkripsiyonunu artırmak suretiyle hücresel ROT’u arttırdığı için p53’ün 

bir pro-oksidan rolünü ortaya koymuştur114.  

Bakır/çinko süperoksit dismutaz 1 (SOD1) süperoksit 

radikallerin toksik etkilerine karşı hücreleri korumada yaşamsal bir önemi 

olan başlıca hücresel savunma enzimlerinden biridir. Enzim, süperoksit 

radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eder. 

SOD sadece in vitro olarak Fenton reaksiyonunu önlemekle kalmaz, aynı 

zamanda süperoksit olmadan, in vivo DNA hasar oluşumuna doğrudan 

karışan H2O2 toksisitesine karşı da koruyucudur. Süperoksitler üretimi 

ve/veya uzaklaştırılmasının hem hücresel hem de organizma seviyesinde 

kritik homeostatik çeşitli mekanizmalarda önemli bir rol oynadığı tespit 

edilmiştir. Biyolojik makromoleküllerin fazla oksijen radikalinin zararlı 

etkileri için hedefler olmalarından dolayı, bu artan süperoksitlerin 

başlangıçta SOD tarafından yok edilmesi gerektiği kabul edilmektedir. 

Araştırma sonuçları, kanser gelişimi sırasında tümör 

hücrelerinin sitoplazmada bulunan SOD1 tarafından sağlanan antioksidatif 

savunmanın stabil bir seviyede olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, 

artmış bir SOD1 protein düzeyi, daha önce Yoo ve arkadaşları tarafından 

teyit edildiği gibi yüksek düzeyde bir ROT’a tepki olabilir115. Bu tümör 

hücrelerinde bulunan ROT’un SOD1 proteininin ekspresyonunu stimüle 

ettiğini, ama aynı zamanda kısmen SOD1 aktivitesini redüklediğini 

gösterebilir. Lipid peroksidasyon düzeyinin düşük olmasına rağmen, 

ROT’un önceki çalışmalarda da116,117 gösterildiği gibi tümör hücresinde, 

antioksidan savunma etkisi bulunmaktadır. Bu, SOD1’in düşük aktivitesine 
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rağmen hücresel yapıları oksidatif strese karşı savunmasının mümkün 

olabileceğini düşündürmektedir118. 

 Çalışmamızda, bir tümör süpresör gen olduğu öne sürülen 

HINT1’in bilinen diğer antioksidanlarla ilişkisini incelemek amacıyla 

SOD’lar arasında en yaygın olan SOD1 geninin ekspresyonlarını inceledik. 

Buna göre, hastaların %38.46’sında tümörlü dokudaki SOD1 ekspresyon 

oranının normal dokuya göre daha az olduğu tespit edilmiştir. Kolorektal 

kanseri olan 13 hastanın %46.15’inde, meme kanseri olan 7 hastanın 

%28.57’sinde ve mide kanseri olan 6 hastanın %33.33’ünde tümör doku 

SOD1 ekspresyon oranının normal dokuya oranla daha düşük olduğu 

gözlenmiştir. Genellikle SOD1 ile ilgili yapılan çalışmalar, enzim 

polimorfizmi ile ilgili olup, SOD1’in tümör ve normal dokudaki gen 

ekspresyonlarını gösteren fazla çalışma bulunamamıştır. Bununla birlikte 

yapılan çalışmalardan birinde, akciğer kanserli hastalarda tümör 

dokusunda SOD1 ‘in aşırı eksprese edildiği ve yüksek SOD1 düzeyli 

hücrelerin tümörijenez sırasında selektif bir avantaja sahip oldukları öne 

sürülmüştür119. 

Meme kanserli hastalarda yapılan bir başka çalışmada, 

östrojene-duyarlı gen ekspresyonunun düzenlenmesinde SOD1’in yeni bir 

rolü keşfedilmiş ve SOD1’deki 17 beta-östrodiol- ve KO2 (Potasyum 

süperoksit) indüklü artışın, meme kanseri hücrelerinin hayatta kalmasında 

ve meme tümörlerinin ilerlemesinde rol oynayabileceği öne sürülmüştür120.  

Çalışmamızda, bir tümör supressör gen olarak kabul edilen 

HINT1’in değişik kanserlerdeki normal doku ve tümör dokusu gen 

ekspresyon oranlarını incelemenin yanısıra, onun SOD1 gibi yaygın ve iyi 

bilinen bir antioksidan ile olan ilişkilerini de inceledik. Bunun sonucunda, 

26 hastanın 20’sinde HINT1 ve SOD1’in artış ve azalışlarında paralellik 
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olduğunu gözlemledik. Normal doku ve tümör doku ekspresyonları ayrı 

ayrı değerlendirildiğinde, total hasta grubunda ve mide kanserinde normal 

dokuda HINT1 ve SOD1 arasında yüksek korelasyon gözlenirken, tümör 

dokusunda korelasyon gözlemedik. Kolorektal kanserde, hem normal hem 

tümör dokusunda HINT1 ve SOD1 arasında korelasyon gözledik. Meme 

kanserinde ise yalnızca tümör dokusunda ve istatistiksel olarak anlamlı 

ancak, zayıf bir korelasyon gözledik. HINT1 gen ekspresyonunun SOD1 

ile göstermiş olduğu paralellik ve aralarındaki pozitif korelasyon, onun bir 

antioksidan olarak da rol oynayabileceğini düşündürür. 
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6. SONUÇLAR 

 Çalışmamız insanlarda görülen kanser türlerinde HINT1 gen 

ekspresyonunu inceleyen az sayıdaki çalışmalardan biridir. Özellikle 

meme kanseri ve kolorektal kanserde bu genin ekspresyonunu 

inceleyen çalışma bulunmamaktadır. 

 Bir tümör supressör gen olarak normal doku ekspresyonlarının 

yüksek, tümör doku ekspresyonu düşük olması beklenen HINT1’in 

kanserde normal doku-tümör doku ekspresyon oranlarını 

incelediğimizde, total olarak hastaların yaklaşık %54’ünde tümör 

doku ekspresyonu daha düşük bulunmuştur.   

 Kanserin evrelerine göre HINT1 gen ekspresyonunda farklılıklar 

gözlenmezken, özellikle erkek hastalarda tümör doku gen 

ekspresyonları düşük bulunmuştur.  

 Kolorektal kanseri olan hastaların yaklaşık %62’sinin HINT1 tümör 

doku ekspresyonunun düşük olması, bu kanser türünde HINT1 gen 

ekspresyonu çalışmalarının detaylı olarak incelenmesi gerektiğini 

göstermektedir.  

 HINT1 gen ekspresyonunun SOD1 geni ile göstermiş olduğu 

paralellik ve aralarındaki pozitif yüksek korelasyonlar, özellikle 

kolorektal kanserde, onun bir antioksidan olarak düşünülebileceğini 

öne sürer.  

 Tümör supresör genler ve ROT yolaklarının ortak düzenleyicileri 

rasyonel tedavi hedefleri olabilir. 



66 

 

7. ÖZET 

Evrimsel açıdan yüksek oranda korunmuş olan HIT protein 

süper ailesinin üyesi Histidin Triad Nükleotid bağlayıcı protein1 (HINT1), 

memeli dokuları dahil çeşitli türlerde yaygın olarak eksprese edilen bir 

gendir. HINT1’in önemli bir tümör supresör gen olduğuyla ilgili giderek 

artan sayıda çalışma olmasına rağmen, onun tümör baskılama 

konusundaki etkinliği ve mekanizması halen tam olarak bilinmemektedir. 

Çalışmamızın başlıca amacı HINT1’in değişik kanserlerdeki gen 

ekspresyon oranlarındaki değişiklikleri incelemekti. Biz ayrıca onun 

antioksidan özelliği olup olmadığını da incelemeyi amaçladık. 

Çalışmamızda, RT-PCR yöntemiyle kolorektal, mide ve meme 

kanserlerinde HINT1’in ve SOD1’ in normal ve tümör dokularında gen 

ekspresyon düzeyleri ölçülmüştür. HINT1‘in ekspresyon değerleri, toplam 

26 hastanın 14’ünde (%53.85), kolorektal kanseri olan 13 hastanın 8’inde 

(%61.54), meme kanseri olan 7 hastanın 3’ünde (%42.86) ve mide kanseri 

olan 6 hastanın 3’ünde (%50) tümör dokusunda normal dokuya oranla 

daha düşük olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte, HINT1’in tümörlü doku 

ortalama ekspresyon düzeyleri normal dokulardakinden istatistiksel olarak 

anlamlı olmasa da yüksek bulunmuştur (p>0.05). Tümör dokularındaki 

SOD1 ekspresyon değerlerinin, ilginç olarak, toplam 26 hastanın 10’unda 

(10/26, %38.46), kolorektal kanseri olan 13 hastanın 6’sında (%46.15), 

meme kanseri olan 7 hastanın 2’sinde (%28.57) ve mide kanseri olan 6 

hastanın 2’sinde (%33.33) normal dokuya göre daha az olduğu tespit 

edilmiştir. Total kanser hastalarının normal dokularında (R=0.768, 

p<0.0001), kolorektal kanser hastalarının hem normal (R=0.753, p< 0.005) 

hem de tümör dokularında (R=0.768, p<0.0001), ve mide kanseri 

hastalarının normal dokularında (R=0.945, p<0.0001) HINT1 ve SOD1 gen 

ekspresyonları arasında yüksek korelasyon olduğunu gözledik. Meme 

kanserli hastaların, sadece tümör dokusunda (R=0.758, p<0.05) HINT1 ve 

SOD1 gen ekspresyonları arasında zayıf pozitif bir korelasyon vardı. 
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Çalışmamızda elde edilen sonuçlara göre, diğer kanserlerde olmasa da, 

kolorektal kanserli hastaların çoğunda tümör dokusunda azalan HINT1 

gen ekspresyonları, bu kanser türünde HINT1’in tümör supressör özelliğini 

destekler niteliktedir. Ayrıca iyi bilinen bir antioksidan olan SOD1 ile HINT1 

arasındaki yüksek korelasyon, HINT1’in bir tümör supressör gen olmasının 

yanı sıra, p53 gibi bir antioksidan olarak değerlendirilebileceğini 

göstermektedir.  

 

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

Histidine triad nucleotide-binding protein (HINT1), a member of the 

evolutionary highly conserved HIT protein superfamily, is ubiquitously 

expressed in diverse species including mammalian tissues. Although an 

increasing number of studies show that HINT1 is an important tumor 

suppressor gene, its effectiveness and mechanism of tumor suppression 

is still unclear. The main purpose of this study was to investigate the 

changes of HINT1 gene expression rates in various cancers types. We 

also aimed to study its antioxidant properties by comparing with SOD1, is 

a well-known antioxidant. The gene expression levels of HINT1 and SOD1 

were measured by RT-PCR method in normal and tumor tissues in colon, 

gastric, and breast cancers. HINT1 expression values were observed to 

be lower in tumor tissues of 14 of the total 26 patients (%53.85), 8 of 13 

patients with colorectal cancer (%61.54), 3 of the 7 patients with breast 

cancer (%42.86), and 3 of 6 patients with gastric cancer (%50) than in 

normal tissues . However, the mean levels of HINT1 expression in tumor 

tissue were higher, but not statistically significant, than those in normal 

tissues. However, the mean levels of HINT1 expression in tumor tissue 

were higher, but not statistically significant, than those in normal tissues. 

Interestingly, SOD1 expression values were found to be lower in tumor 

tissues of 10 of the total 26 patients (%38.46), 6 of 13 patients with 

colorectal cancer (%46.15), 2 of the 7 patients with breast cancer 

(%28.57), and 3 of 6 patients with gastric cancer (%33.33) than in normal 

tissues. We observed high positive correlations between HINT1 and SOD1 

gene expressions in normal tissues (R=0.768, p<0.0001) of total cancer 

patients, in both normal (R=0.753, p< 0.005) and tumour tissues (R=0.919, 

p<0.0001) of colorectal cancer patients, and in normal tissues (R=0.945, 

p<0.005) of gastric cancer patients. There was a weak positive correlation 

between HINT1 and SOD1 gene expressions in tumour tissue (R=0.758, 

p<0.05) of patients with breast cancer. According to the results obtained in 
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this study, the decreasing HINT1 gene expressions in tumor tissue in the 

majority of patients with colorectal cancer support tumor suppressor effect 

of HINT1 in this type of cancer, but not in other cancers. In addition, high 

correlation between SOD1, well-known antioxidat enzyme, and HINT1 

show to be able to evaluate as an antioxidant rather than a tumour 

supressor gene. 

Keywords: HINT1, SOD1, cancer, gene expression 
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