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OZET

PANKREAS KANSER DOKULARINDA ING4 GEN IFADE SEVIYESININ
ve p53 GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

[brahim Halil YILDIRIM
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmanlari: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK ve Prof Dr. Celalettin CAMCI
Mayis 2010, 111 sayfa

Giris: Pankreas kanseri 5 yillik sag kalim siiresi %1’in altinda olan ¢ok hizli metastaz
gelismesi ve tibbi tedavi ve uygulamalara direncle karakterize oldukg¢a kotii huylu bir
kanser tiirtidiir. Bu kanser tipinde tiimor baskilayic1 genlerden p53’iin %50°den fazla
mutasyona ugradigi sikca rapor edilmistir. ING4 ve ING tiimor baskilayici genler
MDM2’ye baglanarak p53’iin ubikutinasyon yoluyla pargalanmasini dnler ve p21’°in
Ozendirici bdlgesine baglanarak gen ifadesini diizenlerler. Ayrica, ING4 Lys-382
asetilasyonunu tetikleyerek p53’iin oligomerizasyonunu saglar. ING ailesi tiimor
baskilayici genler p53°iin bu yolla kararliligin1 saglayarak hiicre dongiisiinii ve hiicresel
cogalmanin kontroliine yardimci olmakla birlikte, ayrica, liprin al yoluyla hiicresel
gocii ve NF-xB yoluyla anjiyogenesisi kontrol etmektedir. ING ailesi PHD bdlgesi
aracilig1 ile de kromatin yapisit kararliliginin diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu
sebeple pankreatik kanserlerde p53 mutasyonlar1 ve ING4 gen ifadesi ve mutasyonlari
calisgildi. Materyal ve yontemler: Pankreas dokularindan elde edilen genomik
DNA’larda p53 mutasyonlar1 tanimlanmis primerler kullanilarak, elde edilen mRNA
kiimesinden saglanilan cDNA’lar iizerinde tanimlanmis ING4 primerleri ile B-aktin gen
ifadesine gore ING4 gen ifade seviyesi ve dizin analizleri ¢alisildi. Sonuclar: p53
mutasyonlar1 6rneklerimizde gézlenmedi fakat p53 de goriilen farkli bantlarin mutasyon
tasimadiklar1 nukleotid dizin analizlerinde goriilmiistiir. Orneklerde B-aktin gen
mutasyonlar1 gozlemlenmistir. ING4 c¢esitlerinden V1, V2 ve V4 gesitlerinin hakim
oldugu ve gen ifade seviyelerinin azaldig1 bulunmustur. Tartisma: Jel yiiriitmelerinde
bulunan farkli p53 bantlarmm GC’ce zengin tekrar dizilerinden kaynaklanan sag¢ tokasi
yapis1 olusturmasi sebebiyle eksik yapili islevsiz p53 proteininin sentezlenmesine yol
agmigtir. B-aktin geninde bulunan mutasyonlar hiicre iskeletinde bozulmalara ve bazi
pankreatik kanser dokularinin metastatik 6zelligi ile iligskilendirilebilir. ING4 gen ifade
seviyesinin diisiikliigii ile birlikte islevsiz p53 sebebiyle pankreatik kanser dokularmda
hiicre dongiisii ve ¢ogalma kontroliiniin bozulmasiyla ve neticede apoptozisin
caliymamasit ve metastazisin gelisimini engellemeyen hiicresel ortam ile kanser
gelisiminin ilgkili olabilecegi diisliniildi. Bu arada sitoplazmada biriken ING4
cesitleride ubikuinasyon yoluyla pargalanmaya giderek nisbi derigiklikleri de
diismektedir. Pankreatik kanser hastalar1 oykiilerinde 1-2 yil once tip2 seker hastasi
olduklarim1 dolayis1 ile histon asetilaz ve histon deasetilaz ve IGF, MAPK ve p38
yoluyla cAMP ve PI-3K yolaklarmm etkinligi anlagilmaktadir. Her tip2 seker hastasi
pankreatik kansere yakalanmadigina gore bu hastalarda yatkinligin genetik ve cevresel
aligkanliklarin etkinligi de dikkate alinarak, ING4 ¢esitlerinin hiicre i¢i dagilimlar1 ve



pankreatik kanserlerde bu ¢esitlerin islevleri hakkindaki bilgilerin ortaya g¢ikarilmasi
ING41lin pankreas kanseri gelisimindeki roliiniin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: mRNA farkli kaynasimi, Gen ifadesi, ING4 cesitleri, p53,
pankreatik kanser



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ING4 GENE EXPRESSION LEVEL AND
p53 GENE MUTATIONS IN PANCREATIC CANCER TISSUES

[brahim Halil YILDIRIM
Doctoral Thesis, Department of Medical Biology
Supervisors: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK and Prof. Dr. Celalettin CAMCI
May 2010, 111 pages

Preamble: Pancreatic cancer is one of the intractable malignant tumors with a 5-year
survival rate is under 1% and characterized by rapid metastatic progression and resistant
to medical treatments and management. p53 is a tumor suppressor gene and mutated in
more than 50% of pancreatic cancers. p53 protein is involved in several central cellular
processes and ING family proteins are the proteins involved in the regulation of p53
activity such as the cell cycle control, DNA repair mechanism and programmed cell
death. ING proteins sustain the stability by extending the half-life of p53 protein by
competing with MDM2 for the same binding site on p53. It also enhance p53
acetylation at Lys-382 is an important processes in p53 protein oligomerization. The
ING family proteins stimulates the expression of p21 by binding to p21 promoter. Like
other ING family members, ING4 is involved in suppression of cell proliferation and
chromosome stability by means of their PHD binding domains and also involved in cell
migration through liprin a1 and angiogenesis by way of NF-kB. Because of high
mutation rate of p53 in pancreatic cancers and the role of ING4 on p53 stabilty and
importance of cell migration and angiogenesis in metastasis of pancreatic cancer, p53
mutations and ING4 gene expressions and mutations have been studied. Material and
methods: The pancreatic cancer tissues obtained were used for DNA and mRNA
population extraction. p53 genomic DNA was analysed using appropriate primers for
known mutations on the DNA fraction. The mMRNA population obtained was converted
to cDNA to study for ING4 variants again using appropriate primers. All PCR products
were analyzed using agarose and acrylamide gel elctrophoresis followed by nucleotide
sequence analysis. Results and Discussion: Our study has shown a decrease in gene
expression of ING4 and its three splice variants of ING4 cDNA samples. Expected p53
gene mutations have not been observed as assessed by DNA sequencing analysis.
Differing mobilites of p53 banding pattern were attributed to secondary structures that
may cause to truncated mMRNA synthesis which may results in disregulation of cell cycle
and proliferation. Mutation in B-actin gene may cause the cell cytoskeleton disruption
and enhanced mobility in some pancreatic cancer tissues. Decreased expression of
ING4 mRNA variants which were resulted due to alternative splincings (_v2 and _v4)
involved in limited NLS regions of the gene that which restricts nuclear migration and
cytoplasmic accumulation of ING4 proteins without triggering p53 and p21, in turn,
disfunction of apoptosis and enhancing metastasis in addition to the loss of NLS
accelerates the ubiquitination of ING4 in the cytosol and again uninduction of p53
translation. An initial onset of type2 diabetes mellitus in pancreatic cancer patients
suggests the importance of cAMP and PI-3K pathways through histone acetylase,
histone deasetylase and IGF, MAPK and p38. Thus, not all type2 diabetes susceptible to
pancreatic cancer and along with genetic predisposition and habitual environment,
studying the cellular locations and functions of ING4 splicing variants in pancreatic



cancer due to different cellular functions of ING4 splicing variants, will explain beter
the role of ING4 in pancreatic cancer.

Key words: Alternative splicing of mRNA, Gene expression, ING4 variants, p53,
Pancreatic cancer



1. GIRIS ve AMAC

Pankreas kanseri, 5 yillik yasam siiresi %1’in altinda olan oldukg¢a kotii huylu bir kanser
tiiriidiir (1). Gelismis iilkelerdeki kansere bagli 6liim nedenlerinde ilk siralarda yer alan
pankreas kanseri, ¢cok hizli sistemik yayilmasi ve olaganiistii bolgesel tiimor gelisimiyle
diger kanserlerden ayrilir (1). Bu 06zellikleri nedeniyle tedavi goéren hastalarin
%75 inden fazlas1 tedavi agamasina yonlendirilemeden yasamini kaybeder (1). Pankreas
kanseri, ileri evreye kadar belirti vermemesi nedeniyle ‘“sessiz katil” olarak da
isimlendirilmektedir (2). Pankreasta kanser olusumunun hemen sonrasinda gelisen
metastaz, pankreas kanseri kaynakli gergeklesen Oliimlerin yaklasik %90’ninmn
nedenidir (1). Pankreas kanserinde tibbi tedaviye yanit da olduk¢a diisiik olup, cerrahi
tedaviyle tiimoriin ¢ikarilmasi en ¢ok tercih edilen yontemdir (3). Buna ragmen,
pankreas kanserine yakalanmis bir hastanin tedavi sonrasindaki 5 yillik yasam stiresi
oldukca diisiiktiir (1,3). Pankreas kanserinin gerek sessiz gelismesi ve ilerlemesi ve
gerekse tibbi tedaviye direng gostermesi nedeniyle, molekiiler mekanizmalarinin ortaya
konulmasma yonelik yogun c¢aligsmalar gerceklestirilmektedir (1). Pankreas kanseri
nedenli Olim oranlarinin disiirilmesi ve kanser olusumunun Onlenebilmesi
diisiincesiyle NCI (National Cancer Institue) tarafindan da pankreas kanserinin
molekiiler biyolojisi ve genetiginin daha ileri seviyede anlasilmas1 gerektigi

vurgulanmustir (3).

Diger kanserlerde oldugu gibi, pankreas kanserinin de olusum ve ilerleme
mekanizmalarinin anlasilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir (4). Klinik drneklerin
de kullani1ldig1 molekiiler analizler, pankreas kanserine eslik eden molekiiler ve genetik
degisiklikler hakkindaki bilgilere katki saglamaktadir (3,5). Kotii huylu doniistim,
hiicre dongiisiine katilan genlerde gerceklesen mutasyonlarin birikmesi ve hiicre
dongiisii kontroliiniin kesintiye ugramasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (3). Pankreatik
kanserlerde gerceklestirilmis olan c¢alismalarda, p53, pl6 ve SMAD4 gibi hiicre
dongiisii kontroliinde rol alan tiimdr baskilayic1 genlerin yiiksek siklikta mutasyona
ugramis olduklar1 rapor edilmistir (6,7). Pankreatik kanserlerin %50’sinden fazlasinda
p53 geninin islev kaybi1 yada mutasyonlarma bagli olarak hiicre dongiisii kontrol

mekanizmalarinda hatalar vardir (6,7). Pankreatik kanserlerde gen ifade diizeyinin



degistigi rapor edilen genlerden biri de ING1b genidir (8). ING (INhibitor of Growth)
genleri, melezleme caligmalar1 sirasinda tanimlanmis ve genetik baskilayict elemanlar
(Genetic Suppressor Elements; GSE) olarak isimlendirilmislerdir (9). ING genlerinin
ters-duyarlilik (antisens) dizileri ile bulastirilan (transfekte edilen) hiicrelerde biiyiime
ve ¢ogalma tesvik edilirken, ING genlerinin duyarl (sens) dizileri ile bulagtirma hiicre
biiyiimesini baskilamaktadir (9). ING proteinleri p53 proteini ile de etkilesereck MDM?2
(Murine Double Minute 2)’nin p53’e baglanmasini engellemekte ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde veya programli hiicre 6liimiiniin tetiklenmesinde rol almaktadirlar
(10). ING proteinleri ayica NF-xB protein bileseni ile de etkileserek, NF-xB yolagina
etki etmektedirler (11). ING proteinleri ayrica, PHD (Plant Homodomain) bolgeleri
araciligiyla fosfoinositol yolagindaki uyari iletiminde, histon asetil transferaz (HAT) ve
histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin yapilarma katilarak kromozom yapilarinin gen
transkripsiyonlarina gore degisimini etkilemektedirler (11). ING gen ailesinden ING4,
ailenin diger tiyeleri gibi hiicre dongiisii ve programli hiicre 6liimiinde rol almaktadir
(11). ING4 ailenin diger liyelerinden farkli olarak anjiyogenez ve hiicre gocii lizerinde
de etkilidir (11). Multiple miyelom hiicrelerinde ING4 geninin gen ifadesinin
azalmasma bagli olarak Oncii-anjiyojenik faktorlerden interlokin-8 ve osteopontin
molekiilerinin gen ifade seviyelerinin arttigi belirlenmistir (12). ING4 geni ayni
zamanda hiicre gogii, hiicre yayilmasi ve dokunma engellenmesiyle (contact inhibition)
de iligkilidir (11). ING4’lin hiicre hatlarindaki ektopik ifadesi (ekspresyonu) hiicre
yayillmasi ve hiicre gocilinlii azaltmaktadir (13). ING4’lin bolgesel baglayici1 (focal
adhesion) molekiillerin ayrilmasinda rol alan Liprin al ile hiicrelerin lamellipodlarinda

birlikte yer aliyor olmasi, hiicre gocii ve hiicre yayilmasinda rol almasina isaret

etmektedir (14).

Pankreas kanserinde gercgeklestirilmis olan bir ¢alismada, ING4 geninin de yerlesik
bulundugu, kromozom 12p’de heterozigosite kaybi oldugu rapor edilmistir (15). Bas
boyun kanserlerinde gerceklestirilen diger bir calismada da ayni kromozom bdlgesinde
heterozigosite kaybinin siklig1 rapor edilmistir (16). Yaptigimiz ¢alisma ile, pankreas
kanserinde heterozigosite kaybi rapor edilen 12p kromozom bdlgesinde bulunan
ING4’tin mRNA gen ifadesi ve mutasyonlar1 ¢aligilmistir. Ayrica hiicre dongiisii ve
programli hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde rol alan p53 geninin mutasyonlar1 da
taranarak, p53 mutasyonlar1 ve ING4 gen ifadesi arasinda bir iliskinin olup olmadigi da

degerlendirilmistir. Damar dokusunca zengin olan ve dokunma engellemesi kaybi



nedeniyle bolgesel yayilimin hizla ortaya ¢iktigi pankreas kanserlerinde ING4 ile ilgili
caligma bulunmamaktadir. Gerek anjiyogenez agisindan, gerekse yayilim ve metastaz
acisindan pankreas kanserlerinde ING4 gen ifadesinin ve muhtemel genomik
mutasyonlariin ortaya konulmasi, pankreas kanserinde ING4’iin aldig1 rolleri
aciklamakta yararli olacaktir. Bu ¢alismada, ING genlerinin p53 yolag: iizerinde hiicre
cogalmasmi baskiladiklarindan hareketle, pankreas kanserinde ING4 gen ifadesi ve
mutasyonlar1 ile p53 gen ifadesi ve mutasyonlari da incelenerek, pankreatik timor
gelisiminin seyri ile iki gen arasindaki degisimlerle iliskisinin ortaya konulmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreas

2.1.1. Pankreas anatomi ve fizyolojisi

Pankreas, karin boslugunda mide ile onikiparmak bagirsag1 arasinda yerlesik, 12-20 cm
uzunlugunda, 3-4 cm genisliginde ve 70-120 gram agirliginda bir organ olup; viicuttaki
iki ana fizyolojik islemi diizenler (17,18). Pankreas ekzokrin ve endokrin salgi
islevlerini gergeklestirerek hem sindirim hem de glukoz metabolizmasinda rol alir (18).
Yapisal olarak incelendiginde pankreasin biiyilk bolimiiniin dis salgt islevini
gerceklestiren hiicreler tarafindan olusturuldugu goriiliir, i¢ salgi islevi goren hiicreler

ekzokrin doku igerisine dagilmis olarak bulunurlar (Sekil 2.1) (18).
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Sekil 2.1. Pankreasin yerlesimi ve yapisi. Pankreas karin boslugunda onikiparmak bagirsag: ile mide
arasinda yerlesik endokrin ve ekzokrin islevlere sahip bir organdir. Endokrin boliim Langerhans
adaciklar seklinde kiimelenmis olup pankreas dokusu igine dagilmis haldedir. Ekzokrin boliim, asinar ve
kanal yapilar1 olusturan hiicrelerden olusur (18).

Pankreasin ekzokrin islevini goren kismi; asinar ve kanal (duct) hiicrelerinden olusur

(17,18). Asinar hiicreler, sindirim enzimlerini iiretmekte olan hiicreler olup dallanmisg



kanal sisteminin uclarinda {iziim salkimi seklinde kiimelesmislerdir ve pankreatik
dokunun biiyiik bir boliimiinii teskil etmektedirler (Sekil 2.2a,b) (17,18). Asinisler igine
biriken salgi lobcuklar i¢i kanalciklar araciligi ile “Lobcuklar arasi kanallara” bosaltilir

(18). Lobcuklar ve asiniisler arasinda bag dokusu bulunmaktadir (17).

Pankreasin i¢ salgr bolimi “Langerhans adaciklar1” denilen 6zel hiicre ve damar
kiimeleri tarafindan olusturulmustur (19). Insan pankreasinda bir milyondan fazla
“Langerhans adacig1” bulunmaktadir (19). Langerhans adaciklar1 pankreasin dis salgi
yapisinin i¢inde adaciklar olusturacak bir bicimde dagilmislardir (Sekil 2.1) (18,19).
Langerhans adaciklarinda o, B ve o olmak {izere ii¢ ana tipte endokrin hiicre
bulunmaktadir (19). B-hiicreleri Langerhans adaciklarindaki hiicrelerin %80’ ini
olusturur ve insiilin hormonunu salgilarlar. a-hiicreleri glukagon salgilarken, d-hiicreleri

de somatostatin salgilamaktadir (Sekil 2.2c) (18,19).

Sekil 2.2. Pankreasin anatomisi. Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin salgi islevlerine sahip olan bir
organdir. Ekzokrin islevler asinar ve kanal yapilarini olusturan hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir.
Endokrin islevler ise, pankreas dokusu igerisine dagilmis olan Langerhans adaciklar1 tarafindan
gergeklestirilmektedir. Langerhans adaciklarinda farkli salgr islevlerine sahip , alfa, beta ve delta hiicreleri
bulunmaktadir. a) Pankreatik asiniislerin dagilimi, b) Asisiis yapisi, ¢) Pankreatik hiicrelerin dagilimi
(18).



2.1.2. Pankreas organ gelisimi

Morfolojik ve islevsel farklarina ragmen pankreasmn hem endokrin hem de ekzokrin
hiicreleri ayni embriyonik kokenden gelmektedirler (20). Gastrulasyon sirasinda
endoderm tabakasindan gelisen ¢ok katli epitel hiicrelerinin hemen hepsi hem endokrin
hem de ekzokrin hiicre potansiyeline sahiptirler (20). Farklilasma sirasinda, uyari
saglayan bircok molekiil gorev alir ve uyar1 aginin her bir eleman1 hiicre tipine ve
farklilagma zamanina bagl olarak islev kazanir (20). Pankreas gelisiminde genetik
program, transkripsiyon faktorlerinin ve ¢evre dokulardan gelen sinyallerin belli bir
hiyerarsiye gore islemesiyle gelismektedir (20). Endoderm tabakasindan pankreasa
doniisecek bolge sonic hedgehog (SHH) uyarismin olmamasiyla belirlenir (20,21). Pdx1
(Pancreatik and duodenal homeobox gene 1) transkripsiyon faktorii pankreatik hiicrelere
kaynaklik eden erken pankreatik projenitor hiicrelerin ¢ogalmasi ve dallanmasi i¢in
gereklidir (20,21). Pdx1 anne karin evresi (fetal) gelisimi sirasinda da beta hiicre
hatlarinda fazlaca ifade edilmekte olup, beta hiicrelerinin farklilasmasinda ana rol oynar
(20,21). Pdx1 eriskin pankreasinda da beta hiicrelerinin islevleri i¢in zorunludur,
insiilin, glukokinaz ve GLUT2 gibi glukoz homeostasisinde rol alan genlerin
transkripsiyonunda rol alir (20,21). Farelerde pdxl geninin mutasyona ugratilmasi,
pankreatik gelisimi durdurur (20,21). Pdx1 geni tasimayan fareler, pankreasdan yoksun

olarak dogmuslardir ve dogumdan birkag¢ giin sonra 6lmiislerdir (20,21).

Neurogenin 3 (Ngn3), bir¢ok hiicre tipinde hiicrenin hangi hiicre olacaginin belirlendigi
mekanizmalarda rol alan transkripsiyon faktorlerinin dahil oldugu “basic helix loop
helix” ailesinin bir iiyesidir (20). Memelilerde Ngn3, ndral onciil hiicrelerin ve biitiin
pankreatik endokrin hiicrelerin belirlenmesinde gérev alir (20). Ngn3 geninden yoksun
farelerde Langerhans adaciklar1 gelismez ve bu fareler dogumdan kisa siire sonra dliirler

ancak, ekzokrin dokular1 ve pankreas kanallar1 normaldir (20).

Ngn3 beyin gelisimi sirasinda noroblastlarin gelismesinde de rol alir (22). Ngn3 ifade
edilen hiicrelerde 6, Serr ve Jag olarak adlandirilan hiicre dis1 almag molekiilleri ifade
edilir (22). Bu almaglar araciligiyla Ngn3 ifade edilmis olan hiicrelere komsu olan diger
hiicrelerde Ngn3 gen ifadesi engellenir, bu durum “yan engelleme” (lateral inhibition)
olarak adlandirilir (22). Pankreas gelisiminde de, Ngn3 endokrin hiicre Onciillerinin
gelisiminde rol alir ve gevredeki diger hiicrelerin endokrin hiicrelere doniismemesi yan

engelleme ile saglanmis olur (22).
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2.2. Kanser

Kanser, bastirilamamis hiicre cogalmasiyla karakterize, bir¢ok hiicre tipinde ve organda
gelisebilen 100°den fazla cesitteki hastaligin ortak adidir (23). Kanser gelisimi
genellikle erigskinlerde sonradan kazanilmis bir genetik hastaliktir (23). Kanser
gelisiminde genomik rol, 19. yiizyilin sonu ile 20. yilizyilin basinda David von
Hansemann ve Theodor Boveri’nin ¢alismalariyla ortaya konulmustur (24). Bu
aragtiricilar  kanser hiicrelerini mikroskop altinda incelerken, normal olmayan
kromozom yapilarin1 gérmiislerdir (24). Bu sonuglar, kanserin kalitsal materyaldeki
degisimlerden kaynaklanan anormal klonlardan kdken aldigina yonelik diisiincelere yol
acmustir (24). Bu diistince, DNA’nin kalitsal materyal oldugunun ve yap1 ve iglevlerinin
aydimnlatilmasi sonrasinda, DNA hasarina neden olan kimyasal etkenlerin ayn1 zamanda
kansere neden oldugunun ortaya konulmasiyla da desteklenmistir (25). Bu
calismalardan sonra, kanser hiicrelerindeki genetik degisimler yogun olarak c¢alisilmis
ve kronik miyeloid 16semide 9 ve 22’nci kromozomlar arasindaki translokasyon ortaya
konulmustur (24). Daha sonra kanser hiicrelerinden alinan total genomik DNA, normal
NIH3T3 hiicre hatlarina aktarilmig ve normal olan bu hiicrelerde kanser gelistigi ortaya
konulmustur (24,26,27). Kanser doniisiimiine neden olan 6zgiin DNA bdlgesinin
ayristirilmasi sonrasinda HRAS geninin 12. kodonunda bulunan glisin amino asitinin
valin amino asitine doniisiimiine neden olan G>T mutasyonu ortaya konulmustur
(24,28,29). 1982°de gergeklestirilmis bu ¢alisma ile kanser gelisiminde rol alan anormal

genlerin ortaya konulmasina yonelik ¢alismalar i¢in de bir ¢igir agilmistir (24).

Viicutta bulunan diger biitlin hiicreler gibi kanser hiicreleri de dollenmis yumurtadan
gelisen, ayni diploid genoma sahip tek hiicreden koken almaktadirlar (23). Dollenmis
yumurtayla kiyaslandiginda kanser hiicrelerinde; kromatin yapisal degisimleri ve gen
ifade seviyelerinin degismesine neden olan epigenetik degisimlerin de ger¢eklesmekte
oldugu goriiliir, ayrica sitozinlerden metillenme gibi epigenetik etmenler kalitsaldir ve
anne hiicreden yavru hiicrelere aktarilmaktadirlar (30,31). Kanser hiicrelerinin gen
ifadelerinin degismesine neden olan epigenetik etmenler tek baslarina kanser geligimini
baglatamayabilirler ancak, mevcut mutasyonlarin etkilerini giiclendirerek onkogenik
doniisiimiin gerceklesmesine katkida bulunurlar (30). Epigenetik diizenlenmelerdeki
kontrol kayiplar1 neoplastik hastaliklarin olusmasi yoniinde genetik mutasyonlara
katkida bulunmaktadirlar (30). Epigenetik etmenlerdeki degisimler karmasik ve dinamik

olan degisimlerdir (30). Bunlar; DNA metilasyonu, nilkleozom yeniden sekillenmesi,
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translasyon sonrasi histon islenmeleri, histon gesitlerinin (varyant) olusturulmasi ve
kodlamayan RNA etkileri olarak adlandirilabilirler (30). Degisik histon g¢esitlerinin
olusturulmasi gibi, kanser gelisiminde onemli roller oynayan bazi proteinlerin farkli
(alternatifli) kesilip-eklenmis baz1 gesitlerinin belli kanserlerde daha fazla ifade edildigi
de gorilmistir (32,33). Bu durum, farkli kesip-eklenme (altenative splicing)
mekanizmasinin da kanser gelisiminde 6nemli rol oynadigini gostermektedir ve bazi
kanserlerde bu farkli kesilip-eklenmis yapilar, ilgili kanser tipi igin belirteg olarak
degerlendirilmektedir (33). Hiicre niikleer genomundaki degisimlere ek olarak yaklagik
17 kb biyiikligiindeki mitokondri genomunda da mutasyonlar gergeklesebilir (34).
Kanser hiicrelerindeki mitokondrilerde gerceklesen somatik mutasyonlar rapor

edilmistir ancak, kanser gelisimindeki rolleri agik degildir (34).

2.2.1 Kanser hiicrelerinin 6zellikleri

Kanser hiicreleri, gerek hiicresel diizeyde gergeklesen degisimler gerekse cevre ve
bulunduklar1 sistem igerisinde ger¢eklesen degisimlerden kaynakli olarak normal
esdeger hiicrelerden farkli 6zelliklere sahiptirler (35). Kanser hiicrelerinde hiicrenin
normal cogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimmni diizenleyen mekanizmalarda
anormallikler goriilir (35,36). Bu normal olmayan durumlar kanser hiicrelerinin

karakteristik 6zelliklerinin ortaya ¢ikma nedenidir (35,36).

Normal hiicreler, biiylime faktorlerine bagl olarak biliyiime ve ¢ogalma faaliyetlerini
gergeklestirirken ortamda bulunan biiylime faktorlerinin miktarma bagl olarak belirli
bir yogunluga erisinceye kadar ¢ogalirlar ve daha sonra hiicre dongiisiiniin G, evresine
girerler (35). Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, yogunluga bagl engellemeden etkilenmez,
normal hiicreler gibi hiicre dongiisiiniin G, evresinde durmak yerine kontrolsiiz in vivo

¢ogalma davranislarini siirdiirmeye devam ederler (35).

Kanser hiicreleri, viicuttaki diger normal hiicrelere gore, hiicre dis1 bliylime faktorlerine
daha az gereksinim duyarlar (37). Bu 6zellikleri, tiimér hiicrelerinin hem in vivo hem de
in vitro kosullarda kontrolsiiz ¢ogalmalarin1 kolaylagtirmaktadir (30,35). Kanser
hiicrelerinin biliylime faktdrlerine bagimli olmamasi, bazi durumlarda hiicre i¢i uyari
sistemlerinde gerceklesen anormalliklerden ve hiicre g¢ogalmasmi saglayan uyari
yollarinda gorev yapan biiylime faktorii almaglarmin ya da Ras proteini veya protein

kinazlar gibi baska proteinlerin kontrolsiiz islevlerinden kaynaklanmaktadir (30,35,38).
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Kanser hiicrelerindeki hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimleri de daha diizensizdir
(35,37,39). Yiizey yapisma/tutunma (adezyon) molekiillerinin ifadesindeki azalma
nedeniyle kanser hiicrelerinin ¢cogunun tutunma yetenegi, normal hiicrelere kiyasla daha
diistiktiir (35,37,39). Karsinomlarin gelismesinde, epitel hiicrelerindeki baslica tutunma
molekiilii olan E-kadherin’in ortadan kalkmasi biiyilk 6nem tagimaktadir (35,39).
Tutunma molekiilerinde ger¢eklesen azalmaya bagh olarak, diger ¢evre hiicreler ve
doku bilesenleri tarafindan hiicreler tizerinde gerceklesen sinirlama kalkmakta ve bu
durum kanser hiicrelerinin yayilma ve metastaz yapma yeteneklerini arttirmaktadir (35).
Kanser hiicrelerinin tutunma yeteneklerinin azalmasi, morfolojilerinin ve hiicre
iskeletlerinin de degismesine yol agmaktadir (35). Tiimor hiicrelerinin ¢ogu, hiicre disi
matrikse veya komsu hiicrelere tutunamadiklar1 i¢in normal hiicrelerden daha

yuvarlaktirlar (35).

Hiicre-hiicre etkilesimleri agisindan normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki en
onemli farklardan biri dokunma engellemesi (kontakt inhibisyon) kaybidir (37,40).
Hiicre kiiltiirii sirasinda, normal fibroblastlar, kiiltiir kab1 {izerinde komsu hiicrelerden
biri ile temas edinceye kadar ilerler ve bu temasin etkisiyle hareketlerine son verirler ve
ayrica hiicreler birbirlerine tutunarak kiiltiir kab1 yiizeyinde diizenli olarak siralanirlar
(37,40). Tumor hiicreleri ise, komsu hiicrelerle temas ettikten sonra da hareketlerine
devam ederler (37,40). Cogalmalarina, yanlarindaki hiicrenin iizerine ¢ikarak diizensiz,
cok katli kiimeler olusturacak sekilde devam ederler (37,40). Normal hiicreler, hiicre-
hiicre temas1 sonucunda sadece hareket etmeye degil, cogalmaya da son verirken,

kanser hiicreleri ¢ogalmay1 engelleyen bu etkilesime duyarsizdirlar (37).

Kanser hiicreleri, hiicre dis1 matriks bilesenlerini parcalayan ve bdylece kanser
hiicrelerinin normal doku igine girmesine olanak veren proteazlar salgilarlar (41).
Hiicrelerden salgilanan kollojenaz, karsinomlarin bazal laminay1 pargalayip asarak
altindaki bag dokusuna girebilmesi agisindan 6nem tasir (41). Ayrica, kanser hiicreleri
yeni kan damarlarinin olusumunu (anjiyogenez) hizlandiran biiylime faktorleri de
salgilarlar (42). Tiimor kitlesinde hiicre sayis1 1 milyonu astiginda hiicrelere oksijen ve
besin maddelerinin ulagmas1 ve tiimoriin bliylimeye devam edebilmesi i¢in yeni
damarlari olugmasi gereklidir (35). Bu damarlar tiimor hiicresi tarafindan salgilanan ve
cevre doku kilcal damarlarinin duvarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyaran

biiyiime faktdrlerine yanit olarak ortaya ¢ikar ve sonugta tiimoriin i¢ine dogru uzanan
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yeni kilcal damarlar olusur (42). Yeni damarlarin olusumu sadece tiimoriin biiylimesi
acisindan degil, bazi timdr hiicrelerinin timdr kitlesinden ayrilarak anjiyojenik uyari
sonucunda gelisen yeni kilcallara kolayca girebileceginden, bu durum metastatik

yayilim agisindan da 6nemlidir (42).

Kanser hiicreleri, normal hiicreler gibi farklilasmayip, kontrolsiiz cogalmalar1 ile
uyumlu olarak farklilagmanin erken asamalarinda kalirlar (43). Kandaki farkl
hiicrelerin tiimii kemik iligindeki ortak bir kok hiicreden kdken alarak eritrosit, lenfosit,
graniilosit, ve makrofajlara farklilagirlar (43). Losemi hiicreleri ise, farklilasmayip,
olgunlasmanin erken evrelerinden birindeki durumlarin1 koruyarak, bdliinme ve

cogalma yeteneklerini siirdiiriirler (43).

Programli hiicre 6liimii, bir¢ok hiicre tiiriinde farklilasmanin temel 6gelerindendir (43).
Kanser hiicrelerinin ¢ogunda programli hiicre 6limii goriilmediginden bu hiicreler
normal hiicrelerden ¢ok daha uzun yasarlar (43). Kanser hiicrelerinin programli hiicre
Olimiinden etkilenmemesi, timoér gelisimini onemli 6lglide hizlandirir (43). Normal
hiicrelerde DNA hasar1 gerceklestiginde programli hiicre 6liimii baslatilmasina ragmen,
kanser hiicrelerinde bu durum gerceklesmez (43). Kanser hiicrelerinin programli hiicre
Olimiine gidememesi, radyasyona ve DNA hasarina yol acarak etki eden kemoterapotik
ilaglara kars1 direng gostermelerine yol agar (43). Kanser hiicreleri, programli hiicre
olimiinden kagislarina ek olarak, oOkaryotik kromozomlarm uglarmi kisalmaktan
koruyan telomeraz enziminin ifade edilmesi nedeniyle sinirsiz replikasyon yetenegine
de sahiptirler (43).

Kanser gelisimine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli ve kontrolsiiz
olarak ¢ogalma istegidir (35). Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranislarmi kontrol
eden uyarilara normal tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bicimde ¢cogalir ve bilyiimeyi
stirdiirtirler (35). Bu ¢ogalmaya bagl olarak normal doku ve organlari da istila ederek
sonunda tiim viicuda yayilirlar (35). Kanser hiicrelerinde ortak olan 6zellik; ¢ogalmay1
denetleyen mekanizmalarin yani hiicre dongiisiiniin kontroliiniin ortadan kalkmasidir ve
bu durumun gelismesinde ¢ok hiicreli sistemlerde biriken anomaliler 6nemli rol

oynamaktadirlar (35).
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2.2.2. Hiicre dongiisii

Kanser hastaliginin tanimlanmasindaki en temel aciklama, hiicrelerin normal
biiyiime/gogalma kontrolii olmaksizin ¢ogalmalaridir (44). Bdliinen ve ¢ogalan bu
hiicreler ya koken aldiklar1 noktada yada yayilarak ulastiklar: diger noktalarda viicudun
normal islevlerini engellerler (44). Kanser hiicrelerinin yeni damar olusturma, metastaz
yapma ve programli hiicre 6liimiinden kagma gibi 6zellikleri de olmakla birlikte kanser
hastaligimin temelinde sinirlandirilamayan hiicre ¢ogalmasi yatmaktadir (44). Hiicre
cogalmasi, hiicrelerin hacim ve icerik olarak biiylimeleri, DNA’larin1 iki katmna
cikarmalar1 ve iki yavru hiicre olusturmalar1 seklindeki dongtisel bir islemdir (44). Bu
dongii, hiicrenin boliinme i¢in gerekli hazirlig1 yaptigr G1 evresi, DNA’sin1 iki katmna
cikardigr S evresi, boliinmeye hazirlandigi G, evresi ve genetik materyalin esit sekilde
dagitilarak iki yavru hiicrenin olusturuldugu M evresinden olusur (44). Hiicresel
cogalmanin karmasikligi ve geri doniistimsiiz olmasi nedeniyle, hiicre dongiisiindeki
evreler arasinda kontrol noktalar1 vardir (Sekil 2.3) (44). Kontrol noktalarindaki en

onemli 6zellik, bir evre bitmeden diger evrenin baslatilmamasidir (44).

Mitotic checkpoint

G2 DNA damage GO
checkpoint \

\ Restriction
\ point (R)

G1/S DNA damage
checkpoint

S Phase DNA damage
Checkpoint

Sekil 2.3. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 semasi. Hiicre dongiisii, DNA sentezinden 6nceki bir ara
olan G; (gap), DNA’nin sentezlendigi S evresi, sentez sonrasi ara; G, ve mitoz evrelerinden olusmaktadir.
Geg Gy, G;-S gecisi, S, Geg G, ve mitozda hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin durdurulabildigi kontrol
noktalari vardir. (44).

2.2.2.1. Hiicre dongiisiiniin kontrolii

Hiicre dongiisli, dongiiye 6zgili bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagl kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan

0zgiin olarak kontrol edilmektedir (44,45,46). Siklin, CDK ve CDI’larin diizeyleri hiicre

15



dongiisliniin ¢esitli agamalarinda farkliliklar gosterir ve karmagik bir diizen igerisinde
dongiiniin ilerlemesi saglanir (44,45). CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda islevsel
degildirler, ancak siklin proteinleri ile birleserek siklin-CDK kompleksleri olusturarak
islev kazanirlar (44,45). Siklinler bu komplekslerin diizenleyici alt iiniteleri, CDK’lar
ise katalitik alt tiniteleridir (45). Siklinler (A, B1, D ve E), hiicre dongiisiiniin ¢esitli
evrelerinde dongiisel olarak bir taraftan sentezlenirken diger taraftan da yikilirlar, bu
proteinlerin yapim ve yikim dongiilerini vurgulamak amaciyla siklinler olarak

adlandirilmiglardir (Sekil 2.4) (44,45).

Siklinler peryodik yapim ve yikimlari ile iligkili bulunduklar1t CDK (CDK2, CDK4,
CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin islevlerinin diizenlenmesini saglarlar (45).
CDK’larin  islevleri yalmizca siklinlerle diizenlenmemektedir, ayrica 0zgilin
fosforlisayon/defosdorilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenmektedir (45). CDI
(p15, p18, p19 ve p27)’lar ise ya siklinlere ya CDK’lara yada siklin-CDK bilesimlerine
(komplekslerine) baglanarak CDK’larin islevlerini engellerler (45). Siklinlerin hiicresel
derisimleri transkripsiyon seviyesinde diizenlenmektedir (45). Yikimlari ise “ubiquitin”

metabolik yoluyla saglanir (45).

-

k=

Sekil 2.4. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde siklinler rol almaktadirlar. Siklinler hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde farkli etkenlere bagli olarak farkli zamanlarda ifade edilmektedirler. D tipi
siklinler mitoz béliinmeyi uyaran etkenlere bagli olarak sentezlenen baslatici siklinlerdir ve G; evresinde
CDK4 ve CDK6’nin islev kazanmasinda rol alirlar. Siklin E hiicre dongiisiiniin G1/S gecisi sirasinda
sentezlenir ve hizlica yikilir. Siklin A DNA sentezinin gergeklestirildigi S evresi boyunca sentezlenir, S
evresinin sonunda yikilir. Siklin B1 S evresinin sonlarinda sentezlenir ve mitoz bdliinmenin anafaz
evresinde yikilir (44).
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D tipi siklinler (D1, D2 ve D3) baslama siklinleri olarak adlandirilir ve biiylime
faktorleri veya mitojenlere yanit olarak ifade edilirler (45). Mitojenler ortamdan
uzaklastirildiginda ise hizla yikilirlar (45). Hangi tip siklin D’nin ifade edilecegi doku
tipine 6zgiidiir (45). Ornegin, T lenfositlerde D3 tipi siklin ifade edilmektedir (45). D
tipi siklinler CDK4 ve CDK6’nin diizenlenmesinde rol alirlar (45). Siklin E, CDK2’nin
diizenlenmesinde rol alir ve G1/S fazlarinin siirinda gegici olarak sentezlenir ve hiicre
S fazina girdigi anda hizla yikilir (45). Siklin A ve B1 mitotik siklinlerdir (45). Siklin A,
S faz1 boyunca sentezlenir ve anafaz sirasinda da yikilir (45). Siklin A, CDK2 ile
bilesim yapar ve bu bilesimin DNA replikasyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (45).
Siklin B1 ise S evresinin ge¢ doneminde sentezlenir ve G, fazindan M fazina gegerken
sentezi en st seviyeye erisir, anafazda da yikilir (45). Siklin B, CDK2 ile etkilesime
girer ve olusturduklar1 bilesim MPF (M-phase/maturation promoting factor) olarak da
bilinir (45). Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozdan g¢ikar ve Gi’e
tekrar geri doner (45).

Hiicre dongiisiinde rol alan proteinler, protein protein etkilesimleriyle birbirlerinin
islevlerini diizenlemektedirler (44,45,46). CDK’lar siklinlerle etkileserek islev
kazanirken, CDI’lar CDK’larm islevlerini engellerler (44,45,46). islev kazanan
CDKlar substratlar1 fosforilleyerek islevsel hale getirirler (44,45). Etkilenen substratin
durumuna gore hiicre dongiisii ya durur yada bir sonraki asamaya gecer (44,45).
Ornegin, pRb hiicre boliinmesi ve farklilasmasinin kontroliinde anahtar bir rol
oynamaktadir (44,45,46). Farklilasmasini tamamlamis dinlenme durumundaki veya
yash “senesence” hiicrelerde pRb ifade edilir ve defosforile halde bulunur (44,45). pRb,
normal islevi geregi hiicre dongiisiinii G; fazinin sonunda bulunan bir kontrol
noktasinda (G1/S kontrol noktasi) durdurur (44,45,46). pRb hiicre dongiisii tizerindeki
bu engelleyici etkisini bir transkripsiyon faktorii ailesi olan E2F ailesini baglayarak
gergeklestirir (44,45,46). E2F ailesinin engellenmesiyle hiicre bir sonraki faz olan S
fazina gegemeyeceginden, dongii durur (44,45,46). Gy evresindeki bir hiicre boliinme
uyarist aldiginda ise, hipofosforile durumda olan pRb CDK’larin etkisiyle fosforillenir
ve M evresine kadar fosforile durumda kalir (44,45,46). Fosforile durumdaki pRb, E2F
ailesini baglayamayacagindan E2F serbest kalir ve hiicre Gi’den S evresine gecer
(44,45). E2F ailesi, S evresine girisi saglayan DNA polimeraz o, myc ve timidin kinaz

gibi bir takim diizenleyici proteinlerin gen ifadelerini olumlu ydnde etkiler (45).
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Sonugta CDK’larm islev kazanmalar1 yada engellenmeleri pRb ve E2F {izerinden hiicre

dongiisiiniin ilerlemesine yada durmasina neden olmaktadir (44,45).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde p53 tiimor baskilayict geni de oldukga 6nemli bir
role sahiptir (44,47). p53’iin bir¢ok insan kanserinde ve Li Fraumeni Ailesel Kanser
Sendromunda da mutasyona ugramis oldugu ortaya konulmustur (44,46,47). p53
geninin kaybma (delesyon) bagli olarak kanser gelisiminde iki olasi yolaktan
bahsedilebilir (44). 1lki, DNA hasar1 p53 proteini seviyesini ve islevini ve ikincil olarak
da p21 seviyesini arttirir (44). Artmis p21, hiicrelerin Gi’den S’ye gidisini saglayan
siklin/cdk bilesiminin islevini engelleyerek retinablastom  proteininin
hiperfosforilsayonuna engel olur ve hiicre dongiisii durdurulur (44,47). p21 geninde hata
olan hiicreler, DNA hasarina bagl olarak G;/S ge¢isini durdurmaktan yoksundurlar
(44). p53, Gi/S gecisini diizenledigi gibi ikinci etkisini DNA hasar1 sonrasinda

programli hiicre 6liimii olan apoptozu da baslatarak gerceklestirir (44).

2.2.3. Programh hiicre oliimii

Programli hiicre oliimii, eriskin dokularinin korunmasinda ve embriyo gelisiminde
anahtar rol oynayan normal bir fizyolojik olaydir (48). Eriskinlerde programlanmig
hiicre Olimii, hiicre c¢ogalmasinin dengelenmesi ve dokulardaki hiicre sayisinin
korunmasinda onemlidir (48). Gelisim sirasinda bir¢ok dokudaki istenmeyen hiicrelerin
elenmesinde programl: hiicre 6liimii anahtar rol oynamaktadir (48). Programli hiicre
Olimii, hasarli veya tehlike olusturabilecek olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasim
saglayarak bir savunma sistemi de olusturur (48). Ornegin, viriisle bulasmis (enfekte
olmus) hiicreler siklikla programli hiicre Oliimiine girerler ve bdylece yeni viriis
taneciklerinin olusumu engellenir ve virlisiin konak organizma iginde yayilimi
sinirlandirilir (48). DNA hasar1 gibi durumlar da programli hiicre liimiinii uyarir (48).
Ornegin kanser gelisimine yol acabilecek hasarli DNA’lar1 tasiyan hiicreler programli

hiicre 6liimiiyle ortadan kaldirilirlar (48).

Programli hiicre 6liimii “apopitozis” olarak ilk defa 1972 yilinda kullanilmis olup,
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan ve yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim
tipi olarak tanmimlanmustir (45). Programlh hiicre 6liimii, dokularda gelisen bir diger
hiicre 6liim sekli olan nekrozisden bir¢ok 6zelligi agisindan farkli olan bir hiicre 6liim

seklidir (45). Programli hiicre Oliimiiniin 6zglin bir durum oldugu, nekrozisle
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karsilastirilarak daha iyi vurgulanabilir (45). Nekrozda hiicre igine asirt sivi girmesi
sonucu hiicreler siserken, programli hiicre 6limiinde hiicreler tam tersine kiiciiliir (45).
Nekrozda kromatin yapisi hemen hemen normal hiicredekine benzer goriiniirken
programli hiicre Oliimiinde kromatin yap1 cekirdek zarmnm cevresinde toplanir ve
yogunlasir (45). Nekrotik hiicrelerde plazma zari biitlinligiinii kaybeder ve hiicre
icerigi disar1 ¢ikarak enflamasyona neden olur (45). Programli hiicre 6liimiinde ise
hiicre zar1 biitlindiir ve hiicre zarmnda kiiciik cepgikler olusur, daha sonra bu yapilardan
“apoptotik cisimcikler” denilen degisen miktarlarda hiicre igerigi ihtiva eden yapilar
gelisir ve bu yapilar makrofajlar yada komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler (45).
Programli hiicre oliimiinde goriilen bir diger degisiklik de plazma zarmin i¢ yiiziinde
bulunan fosfatidil serin molekiiliiniin erken evrede zarin dis yiiziine gegerek komsu
hiicre ve makrofajlar tarafindan bu hiicrelerin taninmasmda rol oynamasidir (45).
Programli hiicre oliimiiniin en 0zgiin yonlerinden biri DNA’nin, DNaz tarafindan
niikleozomlar arasindan kesilmesiyle 170-200 baz ¢iftlik yada katlar1 seklinde DNA
pargaciklarinin olusturulmasidir (45). Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven

gOriintiisii olusmasina neden olur (45).

Programli hiicre 6liim mekanizmasmin anlasilmasina yonelik ¢alismalar C. Elegans’in
gelisimi sirasinda gergeklestirilen galismalardan elde edilmistir (48). Normal nematod
gelisimi sirasinda, toplam 1090 viicut hiicresinin 131’1 programli hiicre Oliimiiyle
ortadan kaldrilir (48). Programli hiicre 6liimiinde ced-3 ve ced-4 olarak adlandirilan iki
gen gereklidir ve bu genlerden herhangi birisinin islevi engellenecek olursa normal
programli hiicre 6liimii ger¢eklesmez (48). Diger bir gen olan ced-9 ise programli hiicre
Oliimiinii engellemektedir ve bu gende gerceklesecek olan bir islev kaybi, normalde sag
kalacak olan hiicrelerin de 6lmesine neden olur (48). Memelilerde de ced-3, ced-4 ve
ced-9 ile iligkili genler tamimlanmustir (48). Bu genlerin kodladig1 proteazlar aktif
bolgelerinde sistenin (C) igerdikleri ve substratlarini aspartik asitten (Asp) sonra
kestikleri i¢in “kaspaz”lar olarak tanimlanmislardir (48,49). Kaspazlar islevsiz onciiller
olarak sentezlenirler ve genellikle diger kaspazlar tarafindan katalizlenen proteolitik
kesim ile islev kazandirilirlar (48,50). Baslatic1 kaspazin islev kazanmasiyla asagi
yondeki diger kaspazlarda islev kazanirlar ve bdylece hiicre oliimiinii saglayan bir

zincirleme tepkime baslatilmis olur (45,50).
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Nematodlardaki ced-4’tiin memelilerdeki es yapisi Apaf-1 (Apoptotic Protease
Activating Factor-1) olarak adlandirilan bir protein kodlamaktadir ve bu protein
kaspazlara baglanarak kaspazlarin islev kazanmalarma neden olur (45,48,50). ced -9,
nematodlarda kaspazlarin islevlerini engelleyen bir protein kodlar, memelilerde ise bu
durum Bcl-2 ailesi olarak adlandirilan bir protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir
(49,50). Bcl-2 ailesi, genis bir aile olup Bax, Bad, Bid, Bcl-X5 gibi bir kisim tiyelerinin
programli hiicre 6liimiinii olumlu etkiledigi, Bcl-2, Bcl-X; gibi bazi iiyelerinin de
programli hiicre 6liimiinii olumsuz etkiledigi bir ailedir (50). Bcl-2 ailesinin tyeleri
kendi aralarinda es-ikili yada farkli-ikili yapilar olustururlar (48,50). Bir hiicrenin
yasayabilirlik durumu bu ailenin programli hiicre Sliimiinii 6zendiren iiyeleri ile
programli hiicre Slimiinii engelleyen iiyelerinin nisbi oranma baghdir (45,48). Bcl-
2/Bax orani, bazi hematolojik kanserlerde belirte¢ olarak degerlendirilmektedir (45).
Bcl-2 proteini 6zellikle mitokondri dis zarinda bulunmaktadir ve mitokondriye iyon
giris ¢ikismin diizenlenmesinde rol almaktadir (48,49). Bax proteini ise sitoplazmada
bulunmakta ve programli hiicre 6liimii uyarisi olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(45,50). Programli hiicre 6liimii, baslangi¢ noktalar1 degerlendirmede esas alinarak iKi

farkli yolak olarak incelenebilir (49).

Bu yolaklardan ilki “intrinsic” yada mitokondriyal yolak olarak adlandirilir ve bu
yolakta mitokondri anahtar bir rol oynar (49). Bu yolaktaki baslangi¢ uyaranlar heniiz
tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, Bcl-2 protein ailesinin Oncii- ve ters-
apoptotik {iyeleri arasindaki dengenin bozulmasi bu yolagin baslamasinda rol
oynamaktadir (45,49). Ornegin, DNA’da gerceklesen tek yada ¢ift zincir kirilmas,
niikleotid eksikligi gibi hasarlarda p53 proteininin fosforilasyonu artar (49).
Fosforilasyonu artan p53 proteini etkisini iki sekilde gosterebilir; eger hasar
onarilabilecek diizeyde ise hiicre dongiisii durdurulur ve DNA’nin tamir edilmesi
saglanir, DNA’da gergeklesen hasar biiyiikse ve tamir edilemiyorsa p53 proteini Bax
gen ifadesini uyararak Bcl-2/Bax oranini degistirir ve programli hiicre 6liimiinii baslatir
(45). Bax mitokondri zarina baglanarak zarda gézenekler agilmasina neden olur (45,50).
Gecirgenligi bozulan mitokondri membranindan, mitokondri i¢ membraninda elektron
tagima zincirinde rol alan sitokrom-c ve ayrica apoptozis-indiikleyici faktor (AlF;
Apoptosis-inducing Factor) sitoplazmaya salinarak programli hiicre oSliimiinii geri
doniisiimsiiz olarak baslatirlar (45,49). Sitokrom c, sitoplazmik bir protein olan Apaf-

I’e baglanir ve Apaf-1’i iglevsel hale getirir, daha sonra ATP’nin de katilimiyla
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“apoptozom” olarak adlandirilan bilesim olusur (45). Bu bilesim, islevsel olmayan
kaspaz-9’u islevsel kaspaz-9 haline c¢evirir (48,49). Islevsellik kazanan kaspaz-9,
kaspaz-3’ii islevsel hale getirir ve kaspaz-3’de deoksiriboniikleaz engelleyicisi proteinin
(ICAD; Inhibitor of Caspase-activated Deoxyribonuclease) islevini engelleyerek
“kaspazla  islev  kazanan  deoksiriiboniikleaz”  (CAD;  Caspase-activated
Deoxyribonuclease)’in serbestlesmesini saglar, bu da programli hiicre 0limiine has
ozellikler olan kromozom yogunlagmasina ve oligoniikleozomal DNA par¢alanmasina
neden olur (45). Kaspaz 3 aym zamanda diger kaspazlarinda kesilerek islev
kazanmasinda rol alrr (49). Islev kazanan kaspazlar, niikleer lamin, DNase

engelleyicileri ve hiicre iskeleti proteinleri gibi birgok substrati keserler (49).

Programli hiicre Oliimiindeki yolaklardan ikincisi ise “extrinsic” yolak olarak
adlandirilir ve hiicre ylizeyinde bulunan farkli 6liim almagclar1 araciligiyla diizenlenir
(49). Bu almaglar, TNF-, FAS- ve TRAIL-(TNF-related apoptosis inducing ligand) gibi
Timo6r Nekrozis Faktér (TNF) siiper ailesinin iyeleridirler (50). Bu almaglarmn
hepsinde, hiicre i¢inde yerlesik olan ve “death domain” olarak adlandirilan ortak bir
yap1 bulunmaktadir (50). TNF-0, FAS-L veya TRAIL gibi bir uyaranin hiicre disindan
ilgili almaglara baglanmasi, DISC (Death-Inducing Signaling Complex) olarak
adlandirilan ve bu almaglardaki death domainlerin ¢evresinde FADD (FAS-associated
death domain protein), pro-kaspaz-8 ve pro-kaspaz-10’un birleserek olusturdugu
yapinin olusumuna neden olur (50). Tip 1 olarak adlandirilan hiicrelerde islev kazanan
kaspaz dogrudan diger kaspazlari etkilemekte ve programli hiicre Oliimii boylece
gelismektedir, tip 2 olarak adlandirilan hiicrelerde ise mitokondrinin etkisi gereklidir
(49,50). Tip 2 hiicrelerde, islev kazanan kaspaz-8 Bcl-2 ailesinden Bid proteinin
yalnizca BH3 bolgesini keser ve islev kazanan Bid de mitokondri i¢ine girerek
programli hiicre 6liimiiniin diger bilesenlerinin salmimini uyarir ve programli hiicre

Oliimii disaridan gelen uyari ile baslayarak mitokondrinin de etkisiyle gerceklestirilmis

olur (49,50).

Programlt hiicre 6liimii ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi birlikte ele alindiginda,
hiicre i¢in Olim yada yasam kararinin belirlenmesinde p53 proteininin 6nemli rol
oynadig1 goriilmektedir. p53 proteini, hiicre ¢ogalmasiyla iliskili birgok yolakta merkezi
bir konumda bulunmaktadir (51). Bir¢ok kanser tipinde p53 geni mutasyonlarmin

olmasi ve p53 proteininin hem DNA zincir kirilmast ve hem de tek niikleotid
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degisimlerine bagli gelisen kromozom diizensizliginde rol almasi “genomun

koruyucusu” olarak adlandirilmasini saglamistir (52).

2.2.4. p53 proteini

P53 proteini 1979 yilinda tanimlanmistir (53,54). Tanimlandig: ilk zamanlarda, timor
gelisimi lehine rol alan bir onkogen olduguna inanilmigtir (47,54). Daha sonraki
caligmalar, kanser gelisiminde rol alan p53 proteinin normal p53 proteini olmadigini,
p53 proteinin mutasyona ugramis olan yapist oldugunu ortaya koymustur (47,55). Bu
bilgiler, doniistime ugramis olan fare fibroblastlarmin yabanil tip p53 bulastirilmasi
sonrasinda donilisiim etkinliklerinin azalmasi ve p53’lin mutasyona ugramis olan
yapisimnin ise doniisiime katkida bulunmasinin gosterilmesiyle de desteklenmistir
(47,55). Bu bulgular sonrasinda p53 proteini tiimOr baskilayict bir protein olarak
degerlendirilmistir (47). p53 proteinin ¢ekinik durumda etkisini degerlendirmek
amaciyla, her iki p53 allelinde delesyon olan Saos-2 osteosarkoma hiicrelerine p53
proteininin hem normal hem de mutasyon igeren yapilar1 verilmistir (47). Hiicre
icerisinde normal yapidaki p53 proteininin bulunmasi, Saos-2 hiicrelerindeki neoplastik
olusumu baskilamistir (47). Bu bulgu, tiimor gelisiminde retinablastom geninde oldugu
gibi p53 geninin de her iki kopyasinin mutasyona ugramasi gerekliligini ortaya
koymustur (47). ileriki arastirmalar p53 geninin bir¢ok insan tiimériinde mutasyona

ugramis oldugunu géstermistir (47,51).

p53 proteini, DNA tamiri, hiicre dongiisii, genomik kararliligin saglanmasi, kromozom
ayrilmasmin diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve programli hiicre
Olimii gibi bir¢ok hiicresel olayda rol almaktadwr (52). Hiicredeki bu karmasik
biyokimyasal olaylar, bir¢ok proteinin birlikte olusturdugu protein yapilar tarafindan
gerceklestirilmektedir ve p53°’de bu yapilarda rol almaktadir (52). Normal durumda
MDM2 proteini p53 proteinin N-ucuna baglanarak, p53°iin fosforillenmesine engel olur
ve p53 proteini MDM2 proteininin etkisiyle “kapali” konumda tutulur (54). Bu durum,
hiicre stresi yada hiicre hasar1 sonrasinda, ATM proteini, Chk2 (Human homologue of

Rad53) proteini yada INK4 geninin alternatif tiriinii olan p14”°*

proteini tarafindan
MDM2’nin proteolitik parcalanmasmnin saglanmasiyla degisir ve p53 proteini N-
ucundan fosforillenerek kararliligi saglanir ve islevsel hale getirilir (54). Normal

zamanlarda hiicrelerdeki p53 molekiilii sayis1 hiicre bagma 10° -10* dolaylarindadir
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ancak, ihtiya¢c duyulmast durumunda p53 protein yapimi artmakta ve ubiqutin yolagiyla

pargalanma hizi da azalarak hiicre igerisinde p53 birikimi gergeklesmektedir (52).

DNA hasar1 yada hiicresel stres sonucunda islevsel hale gelen p53 proteini, hiicre
dongiisiiniin  gelisimini gerceklestiren genleri transkripsiyonel diizeyde etkileyerek
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alir (52). p53 proteini, bir¢ok siklin bagimli
kinaz1 engelleyerek hiicre dongiistinii etkileyen p21 proteininin sentezlenmesini saglar
ve p2l proteini de CDK’lar ile etkileserek hiicre dongiisiiniin G; evresinde
durdurulmasma neden olur (52,56). Hiicre boliinmesinde DNA sentezi sirasinda
gerceklesen hatalar durumunda p53 proteini dogrudan E2F ile de etkileserek E2F nin
mitozun ilerlemesi i¢in gerekli olan c-myc ve c-fos genlerinin transkirpsiyonunu
gerceklestirmesine engel olarak hiicre dongiisiiniin G, evresinde durdurulmasinda da rol
alir (Sekil 2.5) (56). p53 proteini DNA tamirinde ve sentez mekanizmasinda rol alan
PCNA, GADDA45 (Growth Arrest after DNA Damage 45) proteinlerini ve programli
hiicre 6liimiinde rol alan Bax ve Fas gibi proteinlerin diizenlenmesini de saglamaktadir
(52). p53, TBP (TATA Binding Protein)’ye baglanarak 6zendirici bolgesinde TATA
dizisini bulunduran Bcl-2 gibi bir¢ok genin transkripsiyonunu da baskilamaktadir (52).
p53 ayrica DNA replikasyonu sirasinda replikasyonun baglamasiyla ilgili bdlgelere
baglanarak replikasyon ¢atalinin olusumunu engellemekte ve boylece transkripsiyondan
bagimsiz bir mekanizma ile replikasyonu baskilamaktadir (52). p53 proteini, RPA
(Replicating Protein Antigen) gibi DNA sentezinde rol alan proteinler ve XPB
(Xeraoderma Pigmentosum Group B DNA helicase), XPD (Xeroderma Pigmentosum
Group D DNA helicase), p62 ve topoizomeraz gibi DNA tamirinde rol alan proteinler
ile de fiziksel olarak etkilesmektedir (52).

p53 proteini, DNA cift zincir kirilmalarinda DNA’ya baglanarak DNA’nin ¢6ziilmesine
engel olmaktadir (52). DNA’da gelisen niikleotid eklenmesi, niikleotid silinmesi gibi
durumlarda DNA heliks yapisinda olusan bozulmalar1 da tanimakta ve bu bolgelere de
baglanmaktadir (52). P53 proteini es-dortlii yapilar halinde DNA’ya baglanmaktadir
(57). Proteinin DNA’ya baglandig1 bolge, proteinin orta kisminda yer almakta ve
“DNA’ya baglanan bolge” olarak adlandirilmaktadir (57,58). Insan kanserlerinin
yaklasik %50’sinde p53 geni mutasyonlari oldugu rapor edilmistir ve bu mutasyonlarin
%95°1 proteinin DNA-baglanma bolgesinde gergeklesmektedir (57,58). DNA-baglanma
bdlgesinde gergeklesen mutasyonlarin yaklagik %75°1 tek niikleotid degisimleridir (57).
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Sekil 2.5. p53’iin hiicre dongiisiinde rolii. Hiicre dongiisiiniin G1 kontrol noktasinda herhangi bir hasar
belirlenmemisse, siklin D CDK4/6 ile bilesim yaparak siklin-CDK bilesimini olusturur. Bu bilesim Rb
proteinini fosforiller ve bunun sonucunda E2F serbest kalarak islev kazanir. Islev kazanan E2F, E2F
duyarli genlerin transkripsiyonlarini diizenleyerek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar. Hiicre
dongiisiinin G; kontrol noktasinda hasar varligi belirlenmis ise, p53 kapali durumundan islevsel
durumuna geger ve CDK’larin siklinlerle baglanmasini engelleyen p21 proteininin transkripsiyonu
gergeklestirerek hiicre dongiisiintin durdurulmasinda rol alir (56).

p53 proteinini kodlamakta olan gen TP53 olarak adlandirilmaktadir (53). TP53, 11
ckzondan olusmaktadir ve 17p13.1°de yaklasik 20 kb’lik bir alana yayilmustir (53).
Tp53 geninin 2 ile 11. ekzonlar1 arasindaki bdlge proteine g¢evrilmektedir ve bu
bolgelerden 4. ekzondan 8. ekzona kadarki bolge proteinin “gekirdek kismi” olarak
adlandirilmakta ve bu bolge p53 proteininin DNA’ya baglandigr bolgeye tekabiil
etmektedir (53). Timorlerde gergeklestirilen p53 mutasyon incelemeleri, p53 geni
tizerinde kanser tiiriine 6zgii “sicak bdlgeler” oldugunu gostermistir (Sekil 2.6) (53).
Kodon 175, 248, 273 ve 282’de gerceklesen mutasyonlar siklikla kolon kanserinde
goriilmekteyken, 273. kodonda ger¢eklesen mutasyonlar beyin tiimorlerinde, kodon
249°da ger¢eklesen mutasyonlar karaciger kanserlerinde ve 242 ve 273. kodonlardaki
mutasyonlar ise akciger kanserlerinde goriilmektedir (51). Kodon 172, 213 ve 248’de
gerceklesen mutasyonlar da Burkit’s Lenfoma’da siklikla goriilmektedir (51). Pankreas
kanserinde gergeklestirilen bir ¢alismada ise her biri farkli hastalarda olmak iizere,

kodon 144, kodon 156 ve kodon 248’de mutasyonlar oldugu belirlenmistir, bu
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kodonlardan 144 ve 156 5. ekzon tarafindan, kodon 248 ise 7. ekzon tarafindan
kodlanmaktadir (59).

pS3 proteini islevsel rollerine bagl olarak 3 bdlgeye ayrilarak incelenebilir (51).
Proteinin N-ucu, bir transkripsiyon faktorii olan p53 proteinin, DNA’ya baglandiktan
sonra transkripsiyonu baglatmasinda rol almaktadir (51). Bu bdlge ayni zamanda
MDM2 proteini i¢in baglanma bdlgesi olup, MDM2’nin ayrilmasi sonrasinda
fosforillenmekte ve bu da p53 proteinin kararli hale gelmesini saglamaktadir (51).
Proteinin N-ucu ile C-ucu arasindaki bolge onkogenik mutasyonlarmn siklikla goériildigii
bolge olup, proteinin DNA’ya baglanmasindan sorumludur (51,54,57). p53 proteinin C-
ucu ise lizin asetilasyonu yada serin fosforillenmesi ile diizenlenmekte ve proteini
DNA’ya baglanmaya yonlendirmektedir (54). C-ucu ayn1 zamanda sarmal yapidaki

kirik bolgelere baglanarak sarmalin agilmasima da engel olmaktadir (52).

p53 proteinin amino ucunda, Double-stranded DNA proetin kinaz ve Kazein kinaz |
tarafindan fosforillenmekte olan 4 fosforillenme bolgesi bulunmaktadir, bu bolgelerin
fosforillenmesi p53 proteininin kararliligimi belirlemektedir (51). Proteinin C-ucunda
cdc2 ve cdk2 kinaz veya kazein kinaz II tarafindan fosforillenmekte olan 2 bélge
bulunmaktadir, bu boélgelerin fosforillenmesi proteinin DNA’ya baglanmasinin
belirlenmesinde onemlidir (51). p53 proteininin C-ucunda, proteinin hiicre ¢ekirdegine
yonlendirilmesini saglayan 3 tane Nuclear Localization Sequence (NLS) bolgesi
bulunmaktadir (Sekil 2.6) (51).

175 248 273
*
* -
dsDNA-PK : 19
and CKI i ;= 2281 CDKsite CKII site
sites * P
: . o FHE
bd gk * * *
) ¥, kEx sl * * av wu* ¥ ®
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100 200 3 oligomerization
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Sekil 2.6. p53 proteinin bolgesel yapisi. p53 proteininin N-ucunda double stranded DNA protein kinaz
(dsDNA-PK) ve casein kinase I (CKI) tarafindan fosforillenmekte olan 4 fosforilasyon bdlgesi
bulunmaktadir. Proteinin C-ucunda cdc2 ve cdk2 veya (CDK bolgesi) casein kinaz II tarafindan
fosforillenmekte olan 2 fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir. Yildizlar, insan tiimoérlerinde siklikla
mutasyona ugrayan bolgeleri gostermektedir. En stk mutasyonu tanimlanan “sicak bdlgeler” amino asit
numarastyla belirtilmislerdir. p53 proteininde, proteini ¢ekirdek igerisine yonlendiren 3 tane NLS bolgesi
bulunmaktadir (51).
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p53 geninde gerceklesen mutasyonlarin ¢ogunlugu single missens mutasyonlar olarak
tanimlanmaktadirlar (57). Li-Fraumeni Sendrom (LFS)’lu 40 ailede gergeklestirilen bir
calismada bu ailelerin 7’sinde ailesel gegisli farkli p53 kaynasim mutasyonu oldugu
belirlenmistir (60). Bu ailelerde gergeklestirilen RNA degerlendirmeleri, bu
mutasyonlarin hatali p53 transkriptlerinin sentezine neden oldugunu ortaya koymustur
(60). Veritabanlarinin degerlendirmelerine gore, p53 geninde gergeklesebilecek farkli
kaynasim mutasyonlar1 nadirdir ve olusum orani %2’nin altindadir (60). Ancak LFS’li
hasalarda gergeklestirilen ¢alismada bu oranin %18 (40 ailede 7 aile) olarak belirlendigi
ifade edilmektedir (60). Bu bulgularin belirlenmesi sonrasinda, 2002 yili itibariyle
UMD-p53 veritabanina eklenen p53 mutasyonlarinin olasi farkli kesim noktalari
olusturup olusturmadiklar1 degerlendirilmeye baslanmis ve eklenmis olan 652 silent
mutasyonun 7’°sinde olas1 farkli kaynasim bolgeleri olustugu belirlenmistir (60).
Veritabanlarina eklenmis olan diger 14,118 mutasyon da degerlendirilmeye alinmis ve
bunlarin 753 iiniin olas1 alternatif kaynasim bdlgesi olusturdugu goriilmiistiir (60). Ifade
edilen bu bolgeler DNA dizi analizleri ile belirlenmis olup, RNA diizeyinde bu
mutasyonlar ¢alisilarak hatali transkript olusumuna neden olup olmadiklar1 test
edilmemistir (60). Li-Fraumeni Sendrom’lu ailelerin de degerlendirildigi bir ¢alismada
alternatif kaynasim noktasi olusturan 582G>A mutasyonu belirlenmistir (60). Bu
mutasyon 4. ekzonun sonunda bulunan 125. kodona denk gelmekte olup amino asit
degisimine neden olmamaktadir (60). p53 genine yoOnelik gerceklestirilen birgok
calismada TP53 geni DNA diizeyinde c¢alisilmakta ve DNA dizilemesi de dogrudan
farkli kaynasim yapilarina yonelik bilgi vermediginden, p53 proteininin farkli kaynasim
yapilart ve bu farkli kaynasimlara yol acan mutasyonlar da tam olarak ortaya

¢ikarilamamaktadir (60).

2.2.5. Kaynasim mekanizmasi

Biyoenformatik ¢aligmalar, insan genlerinden sentezlenen oncii-mRNA’larin yaklasik
olarak %90 ’ninin kesilip-eklenme mekanizmasiyla uzaklastirildigini ve geriye yaklagik
olarak %10 kadarinin kaldigini gostermistir (61). DNA mikrodizi ¢aligmalar1 da biitiin
insan genlerinin %74’ iniin farkli olarak kesilip-eklendigini ortaya koymustur (61).
Ornegin, 22. kromozom iizerinde bulunan 245 geninin %59’u farkli olarak kesilip-
eklenmektedir (61). Oncii-mRNA’larin farkli Kesilip eklenmesiyle bir tek genden
kodlanan bir 6ncii-mRNA’dan bir¢ok olgun mRNA olusturulmaktadir ve bu da mevcut

gen sayisindan ¢ok daha fazla sayida proteinin olusturulmasina imkan vermektedir (33).
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Kesilip-eklenme mekanizmasi ile olusturulan mRNA’lardan, yabanil tipteki proteinden
farkli yapida proteinler olusturulmakta ve bu proteinlerin islevleri de yabanil tipteki
proteinlerden tamamen farkli olabilmektedir (33). Ornegin, programli hiicre Sliimiinde
rol alan proteinler olan Bcl-x, kaspaz-9, kaspaz-2, ced-4 gibi proteinler farkli kesilip-
eklenme mekanizmasiyla olusturulan yapilara sahiptirler ve bu yapilarin bir kismi
programli hiicre 6limii lehine islev gdsterirken bir kismi da programli hiicre 6limiinii

baskilamaktadir (33).

MRNA Kesilip-eklenmesinden kaynaklanan hatalar hastalik gelismesinin  dnemli
nedenlerinden biridir (32). Kesip-eklenme mekanizmalarindaki hatalarda en sik
karsilagilan durum, kesilme bolgelerinde gerceklesen nokta mutasyonlaridir (32). Biitiin
ekzonlarm yaklasik %99°u intronlarin sirastyla 5°- ve 3’- uglarinda bulunan GU ve AG
diniikleotidleriyle intronlardan ayrilmiglardir (Sekil 2.7) (32). Bu bolgelerde gelisen
mutasyonlar siklikla bagl olduklar1 ekzonun olgun mRNA’da yer almamasina neden
olurlar, hatta bazen iki ekzonun da aradan ¢ikmasina neden olabilirler, bu durum ailesel
non-polipozis kolorektal kanser gelisiminde MLH1 geninde goriilmektedir (32). 5°-
ucundaki GT diniikleotidlerinin AT sekilndeki mutasyonu hSNF5 geninin 7. ekzonunun
olgun mRNA’da bulunmamasina neden olur ve daha sonra diger allelin de silinmesiyle
“ikinci vurus” gerceklesir ve ¢ok erken yasta beyin tiimori gelisir (32). 3’-ucundaki
AG niikleotidinin AT ye doniisiimii APC geninin 4. ekzonunun kaybiyla sonuglanir ve
kolorektal kanser gelisimine yatkinlik gelisir (32). Kesilip-eklenme mekanizmasinda
gelisen mutasyonlardan bir kismi da normalde olmayan kesim bolgelerinin olugsmasina
neden olanlardir (32). BRCAL geninde gergeklesen bir AA-AG doniisimii BRCAL
geninin mRNA’sma 11 niikleotidlik bir eklenmenin gerg¢eklesmesine ve dolayisiyla bu

proteinin iglevinin degismesine neden olur (32).

donor (5’) splice site branch site acceptor (3’) splice site

G/GUAAGU..........cceueenee A........ YYYYYNYAG/G

Sekil 2.7. Kaynasim mekanizmasinda intronlarin uclarinda bulunan GU ve AG dizileri. insan
genomunda intronlarin ekzonlarla 5’-ug¢larinda GU dizileri ve 3’-uglarinda AG dizileriyle birlesmeleri

yaklasik %99 oraninda goriilmektedir. Bu diziler kaynasim mekanizmasmin gerceklestirilmesinde
onemlidir (65).
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Kanserle iliskili diger birgok genin de alternatifli olarak  kesilip-eklendigi
tanimlanmistir  (33). CD44, WT1, BRCAl, MDM2, FGFR ve p53 gibi kanser
gelisiminde 6nemli olan bircok genin alternatifli olarak kesilip-eklendigi gosterilmistir
(33,62). Ornegin, p53 proteininin islevini engellemekte olan MDM2 geninin tiimorlerde
tanimlanmis olan yaklasik 40 degisik alternatifli kesilip-eklenmis yapis1 bulunmaktadir
ve bu yapilarin birgogunda MDM2 proteininin p53’e baglandig1 bolge yada p300°’e
baglandigi bolge eksiktir (33). Kesilip-eklenme mekanizmasiyla olusan bu yapilar,
hastaligin olusmas1 yada gelismesinde 6nemli olabilmektedirler ve son donemde bu
yapilarin kanser tedavisinde hedef olarak yada belirte¢ olarak degerlendirilebilmesine

yonelik caligmalar yapilmaktadir (33,63).

Kesilip-eklenme mekanizmasmin anlasilmasma yonelik c¢alismalar bakteriyofaj ve
plazmitlerin ortak kullanilmasiyla elde edilen yapilarda gergeklestirilen c¢alismalarla
ortaya konulmustur (48). Bu ¢alismalarda oncti-mRNA Kesilip-eklenme isleminin iki
basamakta gerceklestirildigi goriilmiistir (48). Once oOncii-mRNA 5’-ucundan
kesilmekte ve geriye kalan intronun 5’-ucu intronun i¢indeki 3’-ucuna yakin olan bir
adenin niikleotidine baglanmaktadir (Sekil 2.8a) (48,64). Bu basamakta, intronun 5’-ucu
ile adenin niikleotidinin 2’ hidroksil grubu arasinda sira dis1 bir bag olusur (Sekil 2.8b)
(48,64). Meydana gelen ara tiriin, intronun ilmik olusturdugu kement benzeri bir yapidir
(Sekil 2.8c) (48,64). Kesip-ekleme isleminde ikinci basamak, es zamanli olarak, 3’-
kesim noktasindan kesilimi ve iki ekzonun baglanmasi ile devam eder (Sekil 2.8d)
(48,64).

Kesip-eklenme islemi, “splisozomlar” olarak adlandirilan protein ve RN A’lardan olusan
biiylik karmasik yapilar araciligiyla gerceklestirilmektedir (64). Splisozomun RNA
bilesenleri U1, U2, U4, U5 ve U6 adi verilen bes tip kiigciik niikleer RNA’lardir
(SnRNA) (64). Yaklasik olarak 50 ila 200 niikleotidden olusan snRNA’lar, alt1 ile on
protein molekiilii ile bilesimler yaparak, kesip-ekleme isleminde merkezi rol oynayan
kiiciikk niikleer riboniikleoprotein taneciklerini (snRNP) meydana getirir (48).
snRNA’lar, sadece dncii-RNA’larin kesim bolgelerini ve dallanma noktalarindaki ortak
dizileri tanimakla kalmaz, kesip-ekleme tepkimelerini dogrudan katalizlerler (64).
Kesip-ekleme isleminde RNA’larin katalitik rolii, bazt RNA’larin kendi-kesip-ekleme;
yani diger protein veya RNA bilesenleri olmadan, kendi intronlarinm c¢ikarilmasini

katalizleyebilme kapasitelerinin kesfiyle de gosterilmistir (48,64).
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“Kendi-kesip-ekleme” islemi ilk defa bir protozoa olan Tetrahymena’nin 28S
rRNA’sinin incelenmesi sirasinda tanimlanmistir (48). Bu RNA, proteinlerin olmadig:
bir ortamda Oncii-rRNA’sindan kendiliginden ¢ikan yaklasik 400 bazlik bir intron
icermektedir (48). Daha sonra gergeklestirilen ¢alismalarla, kendi-kesilip-gikarilma
isleminin ribozim olarak davranan bir intron tarafindan katalizlendigi gosterilmistir
(48). Ek c¢aligmalar, mitokondri, kloroplast ve bakterilerde kendi-kesip-ekleyen
RNA’larin varligini ortaya koymustur (48).
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Sekil 2.8. Kaynasim mekanizmasi. a) Splisozom yapilanmasindaki ilk basamak, Ul snRNP’nin pre-
MRNA’nin 5’- kesim bolgesine baglanmasidir. 5’- kesim noktasinin taninmasi, 5’- kesim bolgesi uyusum
dizini ile U1 snRNA’nin 5’- ucundaki tamamlayici dizi arasinda baz eslesmesiyle gergeklestirilir. Daha
sonra U2 snRNP, dallanma noktasi dizisi ile U2 snRNA arasinda benzer sekilde baz eslesmesi yoluyla
dallanma noktasina baglanir. b) U4/U6 ve U5 snRNP’lerden meydana gelen, daha énceden olugmus bir
bilesim splisozomlara katilir ve U5, 5’- kesim bolgesinin yukarisindaki bir diziye baglanir. Kesip-ekleme
tepkimesine, snRNA’larin yeniden diizenlenmeleri eslik eder. c) Ilk tepkime basamagindan (kement
benzeri ara {iriiniin olusumu) 6nce, U6 U4’den ayrilir ve 5°- kesim bolgesinde Ul’le yer degistirir. d)
Daha sonra U5, 3’- kesim noktasindaki diziye baglanir ve bunu intornun c¢ikarilmasi ile ekzonlarin
baglanmas izler.

2.2.6. Kanser gelisiminde genetik rol

Kanser genleri ilk olarak kansere neden olan viriislerden tiireyen genlerin
tanimlanmasiyla ortaya konulmustur ve bu genlerin hiicre doniisiimiinii baskin
(dominant) bir tarzda gerceklestirdikleri bulunmustur (66). Bu genler, timér gelisimine
yol actiklar1 i¢in “Onkogen”ler olarak isimlendirilmislerdir (66). Kansere neden olan
genlerin bulunmasi, kanseri engelleyen genlerin olabilirligini de diistindiirmiistiir (66).
Somatik hiicre melezleme caligmalary, tiimor baskilayic1 genlerin varligmni ortaya
koymustur (66). Ayni caligmalar tiimor baskilayici genlerin ¢ekinik genler olduklarmi

ve kotii huylu olusum icin hiicredeki islevlerinin tamamen ortadan kalkmasinin
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gerektigini diisindiirmiistiir (66). 1969 yilinda gergeklestirilen bir seri somatik hiicre
melezleme (hibrid) calismasi, A9 hiicrelerinin kétii huylu dontisiimii gergeklesmis olan
hiicrelerdeki timor gelisimini baskiladiklarint  géstermistir  (66,67). Knudson,
gerceklestirdigi calismalar ile insan timor baskilayict genlerin varliginit dogrulamis ve

timor gelisimi i¢in “two hit” olarak adlandirilan bir model 6nermistir (66,68,69).

Knudson, tek tarafli (unilateral) ve ¢ift tarafli (bilateral) retinablastom hastalarinda
gerceklestirdigi karsilagtirma ¢aligsmalarr sonucunda, baskin olan kalitsal retinablastom
ile kalitsal olmayan retinablastom arasinda mekanik bir iliskinin oldugu seklindeki ilk
hipotezini One slrmiistir (66). Kalitsal formda, ilk mutasyonun kalitsal olarak
aktarildigin1 ve diger mutasyonunda somatik hiicrelerde olusarak, genellikle ¢ift tarath
retinablastom gelisimini baslattigin1 6ne siirmistiir (66). Kalitsal olmayan ve genellikle
tek tarafli olan formda ise, retinablastom gelismeden Once somatik hiicrelerde iki
mutasyonun gergeklesmesi gerektigini ifade etmistir (Sekil 2.9) (66). 1986 yilinda Rb
geninin klonlanmasi, Knudson’un bu hipotezini dogrulamistir (66). Heterozigosite
kayb1 (Loss of Heterozygosity; LOH) ¢alismalari, Rb geninin hem kalitsal hem de
kalitsal olmayan retinablastomlarda ve diger tiimorlerde her iki allelde de mutasyon
tagidiklarin1 ortaya koymustur (66). Bu bulgu, timoér baskilayici genlerin kanser
gelisiminde ¢ekinik genler olduklarmin ve iki allelinde mutasyona ugramasi durumunda

kanser gelistigi inancini pekistirmistir (66).

Li ve Fraumeni 1969 yilinda rabdomiyosarkom, osteosarkom ve meme kanserinin
kadinlarda ailesel olarak kalitildigimi tanimlamiglardir (66). Yapilan ¢alismalarla, Li-
Fraumeni Sendromunun TP53 genin mutasyonu sonucunda olustugu ortaya
konulmustur (47,66). Bircok tiimérde de TP53 geninin iki kopyasinin mutasyona
ugramis oldugunun belirlenmesinden sonra, tiimor baskilayici genlerin “two hit”

modeliyle islevlerini kaybettikleri, kanser biyolojisinde, temel bir inan¢ olmustur (66).
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Sekil 2.9. Knudson’un “Two hit” hipotezi. Kalitsal retinablastomda bir allel mutasyona ugramistir ve
diger allelin de mutasyona ugramas tiimor gelisimiyle sonuglanir. Kalitsal olmayan retinablastomda ise
bir allelinde mutasyon gelisen klon tiimér gelisimine yatkinlik kazanmigtir (57).

2.2.6.1. Onkogenler

Onkogenler, protoonkogenlerden kdken almaktadirlar ve hiicrelerin biiyiimesi lehine
faaliyet gosterirler (3). Bu genlerde ger¢eklesen nokta mutasyonu, translokasyon ve gen
cogalmasi (amplifikasyonu) hiicre replikasyonunun siirekli hale donmesine neden olur
(3). Onkogen aracil1 hiicre gogalmasi olabilmesi i¢in allelerden yalnizca bir kopyasmin
mutasyona ugramis olmasi yeterlidir (3). Ornegin, Ras geninin 12, 13 ve 61.
kodonlarinda gergeklesen mutasyonlar Ras protein iriiniiniin siirekli olarak c¢ogalma

uyarisi olusturmasina neden olur ve boylece hiicre doniisiim 6zelligi kazanir (70).

2.2.6.2. Tiimér baskilayici genler

Tiimor baskilayici1 genler, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi, hiicre yaslanmasi, DNA
tamir mekanizmasi, uyari-iletimi ve programli hiicre 6liimii gibi hiicresel faaliyetleri
diizenleyen genleri kodlamaktadirlar (30,71,72). Ayrica timér baskilayict proteinler,
disaridan gelen sinyallerin hiicre igine tagnmasinda, genetik ve metabolik hasarlarda
duyarlilik olusturma yada cevap vermede, diizenleyici diger proteinlerin hiicre i¢indeki
yerlerinin belirlenmesinde, niikleus veya sitoplazmadaki diger enzimlerin faaliyetlerini
diizenlemek i¢in kinaz islevi gostermede ve hiicre yasamasi ve biiylimesini kontrol eden
genlerin diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde de rol

almaktadirlar (24,30,72). Tiimor baskilayict genler; Tp53 ve pl6 gibi karsinogenezin
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erken doneminde mutasyona ugrayanlar, BRCA2 gibi hiicrenin genomik biitiinliigiiniin
saglanmasinda gorev alan ve LOX geni gibi tiimorle dogrudan iligkili olmay1p tiimoriin
icinde bulundugu mikro cevre iizerine etkili olan genlerde oldugu gibi {i¢ smifa

ayrilabilir (3,73).

2.3. Pankreas Kanseri

Pankreatik kanser hiicreleriyle gerceklestirilen hiicre kiiltiirii caligmasinda, kanser
hiicrelerinin pankreatik kanal hiicrelerinde oldugu gibi kiibik sekilli, kanal antijeni
ifadesine sahip ve tiibiiler yapilar seklinde ¢ogaldiklar1 belirlenmistir (18). Pankreasdaki
yeni olusumlarda kanal hiicrelerinin ana kaynak oldugu diisiiniilmektedir (18).
Pankreasdaki her bir boliim multipotent farklilasma kapasitesindeki kanal benzeri
fenotipe sahip hiicrelere farklilasabilmektedir (18). Kiiltiire edilen asinar hiicreler kanal
hiicrelerine doniismekte ve bu kanal hiicreleri kok-hiicre 6zelligi ile uyumlu olan hem

ekzokrin hem de endokrin hiicrelere farklilasabilmektedirler (18).

Kanser gelisimindeki onciil lezyonlar olan metaplazi, displazi ve hiperplazi ile pankreas
kanseri arasindaki iliski ilk olarak Sommers adli arastirici tarafindan rapor edilmistir
(74). Sommers yaptigi calismada, pankreas kanserli olmayan hastalarda kanal
hiperplazisinin %9 oldugunu ve pankreas kanserli hastalarda da ayni lezyonun %33’den
daha fazla oldugunu bulmustur (74). Bu bulgular esliginde, pankreas kanserinin gelisimi
pankreatik kanallardaki degisimlerin 1’den 3’e kadar derecelendirildigi ve PanIN
(pancreatic intraepithelial neoplasia) olarak adlandirilan bir modelle tanimlanmistir
(18). Hiicrelerin ¢ogalma oranlarinin  PanIN derecesiyle artmasi bu hipotezi
desteklemektedir (18).

2.3.1. Pankreas kanserinde rol alan genler

Pankreas kanserindeki onciil lezyonlarda gergeklesen mutasyonlar, “kapi kontrol”
genlerin tiimdér olusumunu baslattig1 ve gerceklesen diger mutasyonlarin da tiimor
biiylimesi ve metastaz gelisimini sagladiklar1 hipoteziyle uyumlu olarak bir diizen
icerisinde gergeklesmektedir (18). Gergeklesen ilk mutasyonun K-ras geni olmasi, bu
genin “kap1 kontrol” bir gen oldugunu gostermektedir (1,4,18). Pankreas kanserinde H-
ras ve N-ras etkilenmemekte yalnizca K-ras etkilenmektedir (4). K-ras mutasyonlari
normal pankreas hiicrelerinde de goriilebilmekte ve PanIN derecelemesinde PanIN-3’e

WAF/CIPL
1

dogru mutasyon orant %100’¢ dogru artmaktadir (18). p2 geninin, normal
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kanal hiicrelerinde %9 ve invaziv karsinomda %85 olarak PanIN’in ilk gelisimi
sirasinda fazla ifade edildigi gosterilmistir (4,18). p16'NKAA kayb1 K-ras’dan hemen
sonra gelismekte olan ikinci asamadir (4,18). P16’nin allelik kayb1 PanIN-1 asamasinda
belirlenebilir ve hiicre yayilmasi artisina bagl olarak %100’e kadar ¢ikar (18). p53’iin
fazla ifade edilmesi nispeten ge¢ gelisen bir durumdur, PanIN-2 ve PanIN-3
asamalarinda olusur (18). SMAD4 protein ifadesi kaybi, PanIN-3 asamasinda %350
oraninda goriiliir ve ¢ok zayif bir hastalik seyrine (prognoz) isaret eder (18). PanIN
derecelendirmeden farkli olarak, PanIN lezyonlarda %96 oraninda telomer kisalmasi da

gerceklesmektedir (18,75).

Pankreas kanserinin molekiiler biyolojisinin anlasilmasi ve rol alan diger genlerin
ortaya konulmasi amaciyla Pourani ve arkadaslar1 tarafindan pankreas timor
dokularinda heterozigosite kaybi (LOH) arastirilmistir (15). Yaptiklar1 ¢alismada
pankreatik kanserlerde 12p13 bolgesinde heterozigosite kaybi oldugunu rapor
etmislerdir (15). 12p13 kromozom bolgesinde ING gen ailesi iiyesi olan ING4 geni de
bulunmaktadir (16). Pankreas kanserindeki bir diger ¢alismada da ING gen ailesinden
INGI’in insan ekzokrin pankreas kanserlerinde gen ifade seviyesinin azaldigi rapor
edilmistir (8). ING (INhibitor of Growth) genleri, DNA tamir mekanizmasi, hiicre
biliylimesi ve yasamasi, enflamasyon ve tiimor baskilanmasi gibi bir¢ok hiicresel olayda

rol almaktadirlar (11).

2.3.2. ING gen ailesi

ING gen ailesinin ilk iiyesi normal meme epitel hiicreleriyle 7 farkli meme kanseri
hiicre hattindaki melezleme calismalarinda tespit edilmistir (9,76). Bu c¢alismalarda
tanimlanmis olan kisa cDNA dizileri Genetik Baskilayict Elemanlar (Genetic
Suppressor Elements; GSE) olarak adlandirilmiglardir ve bu GSE dizilerinin ters-duyarli
dizileri ile bulastirilmasiyla elde edilen hiicrelerde hiicre ¢ogalmasi ve kotii huylu
dontigiim tesvik edilirken, duyarh dizileri ile bulastirmanin hiicre ¢ogalmasini ve koti
huylu doniisimii baskiladigr goriilmiistiir (9). GSE’yi kodlayan genin dizi analizi
yapilmig ve Inhibitor of growthl (ING1) olarak isimlendirilmistir (11). EST (Expressed
Sequence Taqs) vertabaninda yapilan taramalar ile %32 ile %76 arasmda dizi
benzerlikleri olan ailenin diger iiyeleri; ING2, ING3, ING4 ve ING5’de tanimlanmistir
(11,76). ING genlerinin genomdaki yerlesimleri de daha sonra belirlenmis olup ING1

geni kromzom 13’lin uzun kolunda telomer bdlgesine yaklasik olarak 4000 kb uzaklikta
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bulunmaktadir (77). ING2, 4. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir ve telomer
bolgesine 660 kb mesafededir (77). ING3, kromozom 7°nin uzun kolunda
bulunmaktadir (77). ING4, 12. kromozomun kisa kolunda telomere 6630 kb mesafede
bulunmaktadir (77). ING 5 ise kromzom 2’nin uzun kolunda telomere 440 kb
mesafededir (Sekil 2.10) (77). ING genlerinin genomik yap1 incelemeleri, ING2 ve
INGS disindaki diger tiyelerinin alternatif kaynasima ugradiklarini gostermistir (11).
Biitlin ING proteinleri anne karni (fetal) ve eriskin bireylerde ifade edilmekte olup, gen

ifade seviyeleri organ ve gelisim asamasina bagli olarak degismektedir (11).

o~
~
i’
@ ! ING4~Q—1?|:I13.3
z
-
p- 4
ING2 —f-Ta31
ING1 —R- 13934 ING2 - 4935 L U INGS =g 2q37.3
Chri3 113Mzp Chrd 191 Mbp Chr? 158MBp Chri 2 132Mop Chr2 243Mibp
IRS2 [108104kb DCTD 184507k kbCND2[119468kb  GPRS2|6599kb BOKb [242819kb
RABZ0(108873kb  CLOW22[184537kb  TMASF12[119982xb  ACRES|E518kb APG4B [242808Kkb
ING1 [109063kb INGZ [185084kb ING3 [120145kb ING4|6530kb INGS |242962kb
ADPRTP1 [106287kb IRF2[186005kb  PTPRZ1[121068kb  ZNF384|6646kD GRIST [243037kb
ARHGEF7 |109486kb CASPE[186245Kkh AASS|121271kb MLF2|6727kb NEU4 [243073kb
Distance to ~ 4000kb ~ BEIOKD ~ 38400Kb ~ BEI0KD ~ 440k

llﬂ-oi'mh‘e;

Sekil 2.10. insan ING genlerinin yerlestikleri kromozom bélgeleri. ING genlerinin yerlestikleri
kromozomlar, bulunduklar1 bolgelerde bulunan diger genler ve ING genlerinin telomer bdlgelerine
uzakliklar1 kilobaz olarak goriilmektedir (77).

2.3.2.1. ING proteinlerinin yapisi
Biitiin ING proteinlerinde ii¢ ortak bdlge bulunmaktadir; bu bolgeler PHD (Plant

Homeodomain), NLS (Nuclear Localization Sequence) ve heniiz islevi tam olarak
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kesinlesmemis olan NCR (Novel Conserved Region) bolgeleridir (11,78). ING1
disindaki diger dort ING proteininde LZL (Leucine Zipper-Like) bolgesi bulunmaktadir
(11,78). ING1 proteininde ayrica PBD (Partial Bromodomain) ve PIP (PCNA-
Interacting Protein Motif) bolgeleri bulunmaktadir (11,78). ING1 ve ING2’de
fosfoinositidin - baglandigi disiiniilen bir PBR (Poly Basic Region) bdlgesi
bulunmaktadir (Sekil 2.11) (11,78).

1 45 ? @204 257 279
p33ING1b @8 ~co NCR NLS PHD PBR
1 188 422
riG 1 CE—— T ER-
1 204 257 235
1 204 257 210
1 204 257 280

poamc2 D — S —

1 422
mrinGs D ' Fro
princo (G-

1 249

paoING4 IS

&

1 245
p2siNG4 SRS ———— IS
1 225
pasins - ———— -
1
paos CEEE-————an
1
promcs S S————
1

p&ING4 E
1

240

P28INGS | LZL g NCR __gNLS ey PHD g NLS g

Sekil 2.11. ING proteinlerinin bdlge yapilari. ING proteinlerinin bdlgeleri ve farkli kaynasim
yapilarindaki bolgesel durumlari sekilde goriilmektedir. ING1°de bilinen iki fosforilasyon bolgesi, 126 ve
129. kodonlar goriilmektedir. Protein 14-3-3 fosforile 199. serin amino asitine baglanir ve proteinin
¢ekirdekten sitoplazmaya gecigini saglar. Serin 126 stres kosullar1 olmamasi durumunda CDKI
tarafindan, DNA-hasar1 durumunda ise CHKI tarafindan fosforillenir. Serin 126 fosforilasyon bélgesi,
ING1 proteinin yar1 omriini belirledigi gibi silkin B1’in baskilanmasinda da rol alir. Biitin ING
proteinlerinde korunmus {i¢ bélge bulunmaktadir; PHD (Plant Homo Domain), NCR (Novel Conserved
Region) ve NLS (Nuclear Localization Sequence) bolgeleri. NLS bolgesinin p53 proteini igin baglanma
bolgesi oldugu rapor edilmistir. LZL (Leucine Zipper-Like) bolgesi ING2-5’de bulunmaktadir. LZL
bolgesi hakkinda bilgiler az olmakla birlikte ING2’nin DNA tamiri ve programli hiicre dlimiinde aldigi
rolleri etkiledigi rapor edilmistir. ING1 PBD (Partial Bromodomain) ve PIP (PCNA-Interacting Protein
Motif) bolgeleri de igermektedir. PBD bolgesinin mSin3-HDAC karmasiminin alt birimi olan SAP30’a
baglandig1 disiintilmektedir. ING1 ve ING2’nin ikisinde de PBR (Poly Basic Region) bolgeleri
bulunmaktadir, PBR bolgelerinin fosfoinositod ile bag yaptigi diistiniilmektedir (11).
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INGI1 i¢in bilinen iki fosforilasyon bdlgesinden biri 126. ve digeri 199. pozisyondaki
serin aminoasitleridir (11,578). Protein 14-3-3, fosforile durumdaki serin 199’a baglanir
ve INGI proteinin ¢ekirdek icerisinden sitoplazmaya ¢ikigini saglar (11,78). Serin 126
ise DNA hasarinin varligt durumunda Chkl tarafindan ve stres kosulu olmadigi
zamanda CDKI tarafindan fosforillenir ve bu bdlge hem ING1 proteinin yar1 dmriinii
belirler hem de Siklin B1 ifadesinin baskilanmasinda 6nemlidir (Sekil 2.12) (11,78).

PHD bdlgeleri kromozom yeniden diizenlenmesinde rol almaktayken, NLS bolgeleri
proteinin ¢ekirdek igerisine yOnlendirilmesinden sorumludur (11,78). Bir ING
proteininde birden fazla NLS bolgesi bulunabilmektedir ve ayrica NLS bolgesi ING
proteinin p53’e baglanmasinda da rol almaktadir (11,78). LZL bolgesiyle ilgili ¢ok fazla
bilgi olmamakla birlikte, ING2 ile gergeklestirilen ¢alismalarda LZL bdolgesindeki
mutasyonlarm, ING2’nin DNA tamiri ve programli hiicre 6liimii {izerine olan etkisini
degistirdigi belirlenmistir (11,78). PBD bolgesinin de mSin3-HDAC kompleksinin alt
tinitesi olan SAP10’a baglanmada rol aldig diisiiniilmektedir (Sekil 12) (11,78).

Sekil 2.12. ING1 protein bolgeleri ve etkilestikleri diger proteinler. (i) ING1’in “PCNA-interacting
protein motif” bolgesi, GADD45 ve UV ile islev kazanan diger proteinlerle yarigmali olarak PCNA’ya
baglanir ve ING1b-aracili programli hiicre 6liimiint yonlendirir. (ii) PBD bolgesi SAP 30 araciligiyla
HDAC’nin ve biiyilk olasilikla HAT bilesiminin de islevlerinde rol alir. (iii) Biyoenformatik
calismalariyla biitiin ING’lerde korunmus oldugu ortaya konulmus ancak heniiz islevi tam olarak
analisilamamistir, kromozom yeniden diizenlenmesinde HDAC ve HAT bilesikleriyle etkilestigi
digiiniilmektedir. (iv) NLS bélgesi , ING proteinlerinin  karyopherin-o ve karyopherin-p tasiyici
proteinlerine baglanarak niikleus igerisine tasmnmasinda rol almaktadirlar. NLS bolgelerinin p53 ile
baglanmada rol aldig1 da rapor edilmistir. NLS bolgeleri icinde, stres kosullarinda proteinin niikleolusa
yonlendirilmesini saglayan NTS bolgeleri de bulunmaktadir. (v) ING1 proteinleri 14-3-3 proteini
tarafindan taninan bir motife sahiptirler. ING1 proteini serin 199’dan fosforillenince 14-3-3 proteini bu
bolgeye baglanir ve proteinin niikleus i¢inden sitoplazmaya tagmmmasimi saglar. (vi) PHD bolgesi ING
proteinlerinin tamaminda en fazla korunmus olan bolgedir ve metilasyona duyarli olarak histon H3K4
cekirdegine baglanir. H3K4’e baglandiktan sonra yakindaki lizinlerin asetilasyonlarmi gergeklestirirek
HAT ve HDAC bilesiklerinin islevlerinin diizenlenmesini gerceklestirerek ilgili lokuslarin
transkripsiyonlarini degistirir. (vii) PBR bolgesi fosfoinositidin islev kazandirilmasinda rol alir (78).
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2.3.2.2. Bitki ilintili bolge, PHD (Plant Homeodomain) bolgesi

Plant homeodomain (PHD) yapisi, yaklasik olarak 60 amino asitten olusan ve ¢inko
iyonlarim1 baglayan Cys4-His-Cys3 yapisimi icermekte olup niikleer proteinlerde
bulunmakta olan bir yapidir (Sekil 2.13) (11,78,79). insanlarda yaklasik olarak 150
kadar PHD bolgesi iceren protein belirlenmistir (11). PHD bolgeleri, kromozom
yeniden diizenlenmesinde rol oynayan biiyiik bilesimlerdeki proteinlerin yapilarma
katilmaktadirlar (11). Bu islevlerini, dahil olduklar1 proteinin yada bu proteinin iliskili
oldugu baska protein/proteinlerin kromotine baglanmasina aracilik ederek gosterirler
(11). PHD bolgeleri, kromozomlarmn yeniden yapilanmasinda faaliyet gdsteren histon
asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin islevlerini
gerceklestirmelerinde bilesen olarak rol almaktadirlar (80,81). ING gen ailesi liyelerinin
tamamimda PHD bolgesi korunmustur ve gozlemler ING proteinlerinin DNA’daki
belirli bolgelere baglanarak HAT ve HDAC proteinlerinin kromatin yapiya
baglanmasinda koprii gorevi gordiiklerini 6nermektedir (76). ING proteinleri bdylece,
PHD bolgeleri araciligiyla, kromozomlarin yeniden diizenlenmesinde ve

transkripsiyonda diizenleyici olarak islev gérmektedirler (81).

ING1 Y C L CNQVSYGEMIG C DNDE C PIEWF HFS CVGLNHKPKGKWY CPK C
ING2 Y C L CNQVSYGEMIG C DNEQ C PIEWF HFS CVSLTYKPKGKWY CPK C
ING3 Y C 1 CNQVSYGEMIG C DNQD CPIEWF HYG CVGLTEAPKGKWY CPQ C
ING4 Y C L CHQVSYGEMIG C DNPD C SIEWF HFA CVGLTTKPKGKWY CPR C
INGS Y C L CHQVSYGEMIG C DNPD C PIEWF HFA CVDLTTKPKGKWY CPR C

Sekil 2.13. PHD (Plant Homo Domain) bélgesi amino asit dizisi. PHD yapisi Cys4-His-Cys3
korunmus amino asit dizilerine sahiptir. Bu yap1 ¢inko iyonlarimi baglamaktadir ve niikleer proteinlerde
bulunur. PHD bolgesi, histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin
kromozomlari yeniden yapilandirmalarinda islev gosterir (76).

Histonlarin kovalent igslenmeleri ve DNA’nin metillenmesi epigenetik kalitimin bir sekli
olup, genetik bilginin giivenli depolanmasi, diizenlenmesi ve doku gelisimi sirasindaki
uygulanabilirligi ile iligkilidir (79,80). Histonlarmn translasyon sonrasindaki islenmeleri
geri dondsiimli bir olay olup gerceklestirilecek degisimleri histonlara takan yada
uzaklastiran bir set enzim tarafindan gergeklestirilmektedir (79,80). Histon
asetiltransferaz (HAT) ve Histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin islevleriyle kromatin

yapmin “acilmas1” yada “kapatilmas1” gergeklesmekte ve bdylece niikleozom yapisinin
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kararlihig:1 ve gen isleyisi diizenlenmektedir (78). Ornegin histon H3’iin 4 ve 36’mc1
konumlardaki (H3K4 ve H3K36) lizinlerinin metillenmesi genellikle “agik” durumdaki
okromatin ve transkripsiyonel islevle iliskilidir, yine H3’deki lizin 9 ve 27 nin (H3K9
ve H3K27) metillenmesi “kapali” heterokromatin yap1 ve “gen susturma” ile iliskilidir
(79,80). ING protein ailesi tiyelerinin PHD bdlgeleri, histonlardaki lizinleri metilenmis
yada metillenmemis durumlarina bagl olarak tanimaktadir ve H3K4Me3’e baglanma
ozelligindedirler (78). ING proteinlerinin H3K4Me3 bolgelerini tanimalar1 ve HAT ve
HDAC enzimleriyle etkilesiyor olmalari, ING proteinlerinin asetilasyon ve
deasetilasyon enzimlerini, metillenerek isaretlenmis olan bu bolgelere, yonlendirdigine

isaret etmektedir (78).

2.3.2.3. NLS (Nuclear Localization Sequence) bolgesi

Biitiin ING proteinleri NLS bolgesi icermektedirler ve bazi ING’lerde birden fazla
sayida NLS olabilmektedir (11,76). NLS bolgesine yonelik ¢aligmalar ¢ogunlukla ING1
proteini ile yapilmistir ve INGI1 proteinindeki NLS mutasyonlarinin, proteinin
sitoplazmada birikmesine yol actigi belirlenmistir (11,76) Birgok kanser tipinde
cekirdekteki ING protein ifadesinin olmadigi belirlenmistir, bu bulgu ING
proteinlerinin islevlerinin kaybolmasmin kanser gelisiminde énemli oldugunu ve islev
kaybma NLS araciligiyla ¢ekirdek i¢ine gegememenin neden olduguna isaret etmektedir
(11,76,82). ING1’in NLS bolgesi igerisinde iki kopya “nucleolar translocation signal”
(NTS) bolgesi bulunmaktadir, bu bélgeler proteinin niikleolusa yonlendirilmesinde rol
almaktadir (Sekil 2.14) (11,76).

ING1 PNSKRS RRQR NNENRENASSNHDHDDGASGTR KEKK AK---TS KKKK RSKAKA
ING2 RSSKRR RRQR TSESRDLCHMANGIEDCDDQPR- KEKK SK---SA KKKK RSKAKQ
ING3 ADSRSG RKSK NNNKSSSQQSSSSS-SSSS--LSS CSSS T------VWQEISQQTTVVPE
ING4 KKSRTQ KEKK AARARSKGKNSDEEAPKT-AQ--—- KKLK LVRTSPEYGMPSVTFGS
ING5 LKKGRG QKEK RGSRGRGRRTSEED----—--TR---- KKKK HKGG-—--—- SEFTDTILS

Sekil 2.14. NLS (Nuclear Localization Sequence) bolgesi amino asit dizisi. ING proteinleri, niikkleus
icerisine girislerini yonlendiren NLS bolgeleri icermektedirler. NLS bélgeleri igerisinde, proteinin
niikleus igerisine gegisini ve niikleus i¢cinde konumunu belrileyen NTS (Nucleolar Translocation Signal)
dizileri de bulunmaktadir (78).
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Fibroblastlarda gerceklestirilen bir calismayla UV’ye bagli programli hiicre ¢limiiniin
gerceklesmesinde ING1’in niikleolusa yonlendirilmesinin gerekli oldugu gdsterilmistir
(11,76). Ayrica, ING1 geninin NLS yada NTS bolgelerindeki mutasyonlarin,
fibroblastlarm UV’ye baglh gelisen DNA hasarinda programli hiicre olimiini
gerceklestiremedikleri gdsterilmis ve bu durumun ING1’in ¢ekirdek igerisindeki
yerlesiminin de programli hiicre 6liimiinde 6nemli oldugunu isaret ettigi ifade edilmistir
(11,76). ING4 ile gergeklestirilmis bir ¢alismada, NLS bolgesinin yalnizca ING
proteinlerinin ¢ekirdek igerisine yonlendirilmesi ve hiicre ic¢indeki konumunun
belirlenmesinde degil ayrica ING4’iin p53 proteinine baglanmasinda da rol aldig1 rapor
edilmistir (83). ING4 proteininde NLS bdlgesinin tamamen silinmesi, bu proteinin

p53’e baglanma durumunu degistirmektedir (83).

2.3.2.4. NCR-LZL-PBD-PBR-PIP bolgeleri

Biitiin ING proteinlerinde PHD bélgesi gibi korunmus olan diger bolge de “novel
conserved region” (NCR) bolgesidir ve bu boélgenin ING proteinlerinin histon
islenmesinde rol alan enzimlerle etkilesmelerinde rol aldig: diistiniilmektedir (78). ING1
disindaki diger dort ING {iyesinde “leucine zipper-like” (LZL) bolgeleri bulunmaktadir
(11,78,84). LZL bolgeleri, 4 yada 5 16sin yada izolosinden olusan yapilar olup ING
proteinlerinde N-uca yakm hidrofobik bir bélge olustururlar (11). ING2 ile
gergeklestirilmis bir ¢alismada LZL bolgesinin DNA’da niikleotid kesip ¢ikarma

mekanizmasi ve programli hiicre 6liimiinde rol aldigi rapor edilmistir (85).

INGI proteininde “partial bromodomain” (PBD) bolgesi bulunmaktadir, bu bolge histon
islenmesinde rol alan HDAC kompleksinin alt {initesi ile etkilesen SAP30’a
baglanmakta ve kromozom yeniden diizenlenmesinde rol almaktadir (11,78). “PCNA-
interacting protein” (PIP) motifi, yalnizca ING1’de bulunmakta olup UV’ye cevap
olarak islev kazanan p21 gibi proteinlerle yarigsmali olarak PCNA’ya baglanmaktadir ve
ING1b’nin programli hiicre dliimii islevinde rol alir (78). “Poly basic region” (PBR)
bolgesi, ING1 ve ING2’nin yapisinda PHD bdlgesine bitisik olarak bulunmakta ve
fosfoinositid ile etkileserek bu proteinlerin hiicre icindeki yerlesimlerinde ve diger

proteinlerle etkilesimlerini yonlendirmede rol almaktadir (78).
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2.3.3. ING proteinlerinin hiicresel islevleri

ING proteinleri, hiicre biiyiimesi, programli hiicre 6liimii, DNA tamiri, yaslanma ve
anjiyogenez gibi bircok hiicresel olayda rol almaktadirlar (11). ING proteinlerinin hiicre
dongiisiiniin  ilerlemesinde ve hiicre dongilisiiniin  kontrol noktalarinda  etki
gosterdiklerine yonelik caligmalar bulunmaktadir (Sekil 2.15) (78,85). ING
proteinlerinin baskilanmasi hiicre yayilmasi ve hiicre gociinii arttirmakta, dokunma
engellenmesini de kolaylagtirmaktadir (9,11,13,14,86). Bulastrma (transfeksiyon)
calismalary, ING proteinlerinin p53’iin islevleri i¢in gerekli oldugunu gostermistir
(78,85). Ayrica p53°den bagimsiz olarak NF-kB ve “hypoxia inducible factor” (HIF)
yolaklarinin diizenlenmesinde rol aldiklarni gosteren g¢alismalar da bulunmaktadir
(87,88). ING proteinleri, kromozom yeniden diizenleme komplekslerinin alt boliimleri
olarak ¢ekirdek icerisinde transkripsiyonun diizenlenmesinde de rol almaktadirlar (89).
ING proteinlerinin islevlerini tanimlayan ¢alismalar agirlikli olarak ING1’de
gerceklestirilmistir ancak diger ING’lerle yapilan ¢aligmalar da ayni bulgular:
desteklemektedir (11).

@ Stress
Cytoplasm | /

Nucleus

y DNA replication and
Apoptosis . . Senescence
repair and/or apoptosis

TiBS

Sekil 2.15. Hiicre dongiisii sirasinda ING protein etkilesimi. ING proteinin fosfoinositid yada
fosfoinositol gibi bir uyaran tarafindan etkilenmesi sonrasinda ING proteinleri 3 farkl1 biyolojik yolakta
proteinin farkl bolgeleri aracihigiyla etki ederler. (i) PCNA, DNA replikasyonu, DNA tamiri ve programli
hiicre oliimiinde, (ii) p53, programli hiicre 6liimii ve yaslanma, (iii) histon h3’in lisin (K) 4 (H3K4)’de
metillenmesi ve buna bagli olarak gen ifadesinin etkilenerek yaslanma ve programli hiicre dliimiinde rol
alma. PCNA ve histon H3 fizerinden ING’lerin dogrudan etkili olduklar1 kristal yapilar1 ve nokta
mutasyonlartyla gosterilmistir. P53 yolagi ARF yada MDM2 gibi proteinler araciligryla
gerceklesmektedir (78).
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2.3.3.1. ING proteinleri ve hiicre cogalmasimin diizenlenmesi

ING1’in hiicre ¢ogalmasi iizerine olan etkileri proteinin fazla ifadesi yada genin ters-
duyarli diziler ile kapatilmasi c¢alismalarindan elde edilmistir (9). INGL1’in
fibroblastlarda fazla ifade edilmesi, hiicre dongiisiiniin Go/G; evresindeki hiicrelerin
sayisint %50 oraninda arttirmistir ve bu durum G;3-S gegisinde ING1’in rol aldigini
gostermektedir (9). ING1, siklin B1’i negatif olarak diizenlemekte oldugundan G,/M
kontrol noktasinda da etkili olmaktadir (90). ING1 gen ifadesi, Go’dan Gi’e dogru
giderken azalmakta, ge¢ Gi’de artmakta, S evresinde maksimuma ulasmakta ve G2
evresinde tekrar azalmaktadir (91). ING2’nin RKO hiicrelerindeki ektopik ifadesi
koloni olusumunu engelledigi gibi hiicre dongiisiinii G1 asamasmda durdurmaktadir
(92). ING3’iinde RKO hiicrelerindeki ektopik ifadesi koloni olusumunu azalttig1 gibi S
evresindeki hiicre sayisini da azaltmistir (93). ING4 ve ING5’de hiicre ¢ogalmasi
tizerine ING3 gibi etki gostermektedirler (11).

2.3.3.2. ING proteinleri ve programh hiicre 6liimii

ING1 geni susturulmus olan hiicreler programli hiicre 0liimiinden korunmaktadirlar
(94). Bu bulguyla uyumlu olarak, P19 hiicre hattinda ve fibroblastlarda ger¢eklestirilen
ektopik ING1 ifadesi programli hiicre 6liimiinii uyarmistir (94). INGI1’in hiicre 6liimii
iizerine etkisi UV radyasyonunu takiben PCNA ile etkilesimine baghdir (95). INGI1’in
es-yapilarindan yalnizca p33INGlb’nin ektopik ifadesi hiicreleri UV ve hidrojen
peroksit aracili programli hiicre 6liimiine duyarl hale getirmistir, p47INGla’nin bdyle
bir etkisi olmamustir (96). P33INGI1b’nin ektopik ifadesi hiicreleri, kemoterapotik
olarak kullanilan, etoposid, taxol ve doxorubicin aracili programli hiicre 6liimiine
duyarl hale getirmistir (90,96). UV ile muamele edilen hiicrelerde ING2’nin de ifadesi
artmaktadir (11). Melanom hiicre hatlarinda UVB muamelesini takiben ING2 ifadesi ve
Bcl-2 ifadesi artmistir, Bax proteininin mitokondri i¢ine girisi yonlendirilmis ve ek
olarak mitokondri membran potansiyelinde degisimler gergeklesmistir (97). ING2 Fas
ifadesini diizenleyerek programli hiicre dliimiinde rol almaktadir (97). LZL bdlgesinde
mutasyon olan ING2 proteinleri UV muamelesi sonrasinda programli hiicre 6limiine
gitmemislerdir, bu bulgu LZL bdlgesinin programli hiicre 6liimiinde dnemli oldugunu
gostermektedir (84). UV uygulanan hiicrelerde ING3 fazla ifade edilerek Fas ifadesini
de arttrmakta ve Bid, kaspaz-8, -9 ve -3’lin ayrilmalarini saglayarak programli hiicre

Oliimiinde rol almaktadir (98).
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2.3.3.3. ING proteinleri ve kromozom diizenlenmesi

ING1’in birgok es-yapisinin HAT ve HDAC ile iligkili oldugu bulunmustur (11).
P33INGI1’nin fazla ifade edilmesi, histon H3 ve H4’iin hiperasetilasyonuna neden
olmustur ve bu durum ING proteinlerinin, HAT islevlerini diizenledigini gostermektedir
(99). P47INGla’nin fazla ifadesi de histon deasetilasyonunu gerceklestirmekte olup,
HDAC islevinin de ING proteinleri araciligiyla diizenlendigini gostermektedir (99).
ING proteinlerinin bu etkileri histon-DNA etkilesimini degistirip genlerin 6zendirici
bolgelerinin DNA etkilesimini degistirebilecegi gibi transkripsiyon diizenleyici
proteinlerin baglanmalari1 da etiler (11). P33INGIb’nin “DNA metil transferaz
assosiated protein 1”7 (DMAPI) ile fiziksel olarak etkilestigi ve bu nedenle DNA

metilasyonunda da rol aliyor olabilecegi diisiiniilmektedir (11).

ING proteinlerinin tamaminda korunmus olan PHD bdlgeleri H3K4’lin 2 ve 3 metil
formuna baglanabilmekte ve bOylece transkripsiyonu baskilayabilmektedirler (11).
ING1’in PHD bdlgesinde gerceklesen mutasyonlar H3K4’e baglanmasini etkilemekte
ve UV’ye bagh gelisen programli hiicre 6liimiindeki etkisini engellemektedir, bu durum
ING proteinlerinin gen ifadesinin epigenetik diizenlenmesinde de rol aldiklar1 tezini

desteklemektedir (Sekil 2.16) (11).

2.3.3.4. ING proteinleri ve DNA tamiri

UV maruziyeti sonrasindaki niikleotid kesip ¢ikarma (Nucleotid Excision Repair; NER)
mekanizmasinin diizenlenmesinde ING1 proteini rol almaktadir (100). P33ING1b’nin
fazla ifadesi, konak¢1 hiicreye disaridan eklenen plazmitteki NER islemini
arttrmaktadir (100). “Growth Arrest after DNA Damage 45” (GADDA45) ile p33INGI1b
arasinda bir iligki oldugu belirlenmis olup bu da INGI’in NER mekanizmasinda rol
aldigin1 desteklemektedir (100). PHD bolgesinin SAP30 ile etkilesen kisminda
gerceklesen mutasyonlar, NER islemine engel olmaktadir (101). Bu bulgu INGI’in
NER bilesenlerini kromatin yapi ile iligkilendirdigini ve bu nedenle NER mekanizmasi
icin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (101). ING2 ile gerceklestirilen ¢aligmalarda,
ING2’ninde kromatin yapimnin gevsetilmesi isleviyle NER mekanizmasinda rol aldigini
gostermistir (84). ING2’nin NER mekanizmasi i¢in LZL bdlgesinin gerekli oldugu da
ayni ¢alismada ifade edilmistir ve LZL bolgesi ING1’de bulunmamaktadir (84).
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Sekil 2.16. ING proteinlerinin kromatin yapiya etki mekanizmalari; islev kazanmalari, faaliyet
gostermeleri ve dongiileri. (i) ING proteinlerinin islev kazanmalari; hiicrenin igsel yada digsal
etkenler tarafindan strese maruz kalmasiyla p38MAPK daha iistteki kinazlar tarafindan fosforillenir ve
buna bagli olarak niikleus icine gecer. Niikleus igine gegen p38MAPK, PIP4K B’y1 fosforilleyerek bu
molekiiliin kinaz islevini engeller ve niikleus i¢inde birikmesine neden olur. Niikleus iginde biriken PIP,
INGI ve ING2 ile baglanir ve ING proteinlerinin bagl bulundugu HAT ve HDAC bilesikleriyle birlikte
ING proteinlerini kromatin yapiya yonlendirir. ING3-5 molekiillerinin nasil islev kazandiklar1 heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. (ii) ING proteinlerinin faaliyet gostermeleri; ING proteinleri H3K4me2/3
bolgelerine 6zel olarak baglanarak, bagli bulunduklar: bilesiklerin (HAT ve HDAC) ilgili bolgelerde
asetilasyon ve deasteilasyon gibi faaliyetler gergeklestirmelerine imkan saglarlar ve boylece programli
hiicre 6limii, DNA tamiri ve hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi ile iligkili genlere etkili olurlar. (iii) ING
proteinlerinin dongiileri; ING-aracili kromozom yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyonel islevler
gerceklestirildikten sonra ING proteinlerinin ayrildiklart yada islevlerinin engellendigi diisiiniilmektedir.
ING proteinlerinin yonlendirilmesiyle iliskili bir mekanizma, 14-3-3 proteinin fosforilasyon bagiml
olarak ING proteinlerine baglanmasi ve ING proteinlerinin niikleus igerisinden sitoplazmaya ge¢isinin
saglanmasidir. Sitoplazmada ING proteinlerinin defosforile edilmesi 14-3-3 proteininin  ING
proteinlerinden ayrilmasina neden olmakta ve daha sonra ING proteinleri karyopherin o ve fB’ya
baglanarak niikleus igerisine taginmaktadirlar. ING proteinlerinin sitoplazmada islev gostermeleri de
ING4 proteinin sitoplazmik bir protein olan liprin ile etkilesimiyle de uyumludur (78).
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2.3.4. Biiyiimeyi baskilayici 4 proteini; ING4 (Inhibitor of growth 4)

ING4 geni, ING1 geninin bulunmasindan sonra gerceklestirilen homoloji ¢alismalar
sonucunda tespit edilmistir (77,102). ING4 geni 12. kromozomun kisa kolu iizerinde,
telomer bdlgesine 660 kb mesfade 12p13.32 bolgesinde yerlesmistir (77). 132 Mbp’den
olusan ING4 geni 8 e¢kzon ve 7 introndan olusmaktadir (77). Bu 8 ekzon farkli
kaynasim mekanizmasiyla ING4’iin es yapilarini olustururlar (Sekil 2.17) (16,77). 248
amino asitten olusan ING4 proteini normal insan dokularinda bir niikleer faktor olarak
ifade edilmektedir ve glioma, meme kanseri, akciger kanseri, melanoma ve squamos
hiicre karsinomlarnda normal olmayan yapilarda ifade edildigi belirlenmistir

(16,86,87,103,104,105).
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Sekil 2.17. ING4 geninin yapisi. ING4 geni 13 kb biiyiikliigiinde ve 8 ekzondan olugmaktadir (16).

ING4’iin tanimlanmig 5 farkli kaynasim yapisi bulunmaktadir ve diger ING
proteinlerinde korunmus oldugu gibi bu es yapilarda da PHD, NCR gibi korunmus
bolgeler bulunur (Sekil 2.18) (11). ING4 proteinlerinin hiicredeki konumlar1 ve hiicresel
islevleri igerdikleri protein “domain”leri tarafindan belirlenir (102). Ayrica bu “domain”
yapilar hiicrede bulunan p53, p300 gibi diger proteinler ve HAT, HDAC gibi
bilesiklerle etkilesimlerini de belirlerler (11,81). ING4 proteinleri diger ING proteinleri
gibi programli hiicre Olimii, hiicre dongisiiniin diizenlenmesi ve kromozom
yapilanmasinda rol aldiklar1 gibi diger ING proteinlerinden farkli olarak timor
gelisiminde 6zellikle 6nemli olan hiicre gogii, dokunma engellenmesi ve anjiyogenez
islemlerinde de rol almaktadirlar (11,86,106). ING4 proteinleri ayrica DNA’da hasar
olusturarak etkisini gosteren ve kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglara karsi

hiicrelerin duyarliliklarini da arttirmaktadirlar (107).

44



1 249

[ b2t [l NGR— [ ‘NES- ] —PHD— [ NS | I e )
1

245

[ Lz [ - NCGR- I NLS- [ p20ING4
[ LZL - [E] -NCR-— [ NLS - [, p19ING4

Sekil 2.18. ING4 proteininin boliimleri ve farkh kaynasim yapilari. ING4_v1, ilk olarak ING4 olarak
adlandirilmig daha sonra farkli kaynasim yapisi olarak degerlendirilmis olan en uzun kaynasim yapisidir
ING4 vl tam NLS yapisina sahiptir. ING4 v2, ING4 v3 ve ING4 v4’iin NLS bolgelerinde silinmeler
oldugundan bu kaynasim yapilarinin sitoplazmada birikimi gerceklesir. Kismi NLS bélgesine sahip olan
ING4_v2 ve ING4_v4’iin biiyliime baskilanmasinda zayif etkiye sahip olduklari degerlendirilmistir (41).

2.3.4.1. ING4’iin hiicresel islevleri

ING4’iin hiicre ¢ogalmasi iizerin etkisi RKO hiicre hatlarinda, hiicre kiiltiiriiniin
yapildig1 ortama disaridan ING4 proteini verilerek gergeklestirilen ¢alismalarla, ortaya
konulmaya ¢aligilmistir (81). Bu ¢alismalar sirasinda ING4 ve p53°iin hiicre ¢ogalmasi
iizerine birlikteki etkisini degerlendirmek amaciyla da ayrica, “insan papilloma virus
onkoproteini E6” ile p53 geni kapatilmis olan RKO-E6 hiicre hatlar1 kullanilmistir (81).
Bu ¢alismalarda, ING4’iin verildigi RKO hiicrelerinde koloni olusumunun belirgin
derecede azaldigi belirlenmistir (81). RKO-E6 hiicrelerinde ise ING4 asgari diizeyde
koloni olusumunu engellemistir (81). Bu ¢alisma, yabanil tip p53 iceren OsA-CL hiicre
hatlarinda ve mutant p53 iceren AsPC-1 hiicre hatlarinda da gergeklestirilmis ve OsA-
CL hiicre hattinda koloni olusumunun azaldigi ancak AsPC-1 hiicre hattinda koloni
olusumunun ING4 ile etkilenmedigi belirlenmistir (81). Mutant p53 geni igeren AsPC-1
hiicrelerine ING4 ve p53 genlerini iceren vektor bulastirilmis (transfeksiyon) ve bu
durumda ASPC-1 hiicrelerinde de koloni olusumunun belirgin olarak azaldig:
belirlenmistir (81). RKO hiicrelerinde ING4’iin fazla ifadesinin p53’iin transkripsiyonel
islevini etkileyerek p53°ti wafl genlerinin 6zendirici bolgelerine yonlendirdigini

gostermistir ve bu durum RKO-E6 hiicre hatlarinda gozlenmemistir (81).

ING4’lin hiicre dongiisii lizerine etkisi RKO hiicrelerinin ve RKO-EG6 hiicrelerinin ING4
ile bulastirilmasi calismalarinda degerlendirilmistir (81). Bu caligmalarda RKO-E6
hiicrelerinde bir degisiklik belirlenmemis ancak, RKO hiicrelerinde S evresine gegen

hiicrelerin sayisinda azalma oldugu ve Gi/S ve G,/M asamasindaki hiicrelerin
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sayilarinda da artis oldugu gozlenmistir (81). Bu ¢alismada ayrica ING4 bulastirilan
RKO hiicrelerinden programli hiicre dliimiine giden hiicre sayisinda belirgin artig

oldugu da belirlenmistir (81).

HepG2 hiicre hattinda gerceklestirilen bir ¢calismada ING4’{in hiicre ¢ogalmasi iizerine
etkisi arastirilmistir  (106). ING4 bulastirilan HepG2 hiicre kiiltiiriinde Go/M
asamasindaki hiicre sayisinda artis ve G; asamasindaki hiicre sayisinda ¢ok belirgin
azalma olmustur (106). Go/M asamasmdaki hiicre sayisi, disaridan bu hiicrelere
bulastirilan ING4 dozunun artisiyla birlikte artmistir (106). Hiicre dongiisiinde p53’iin
merkezi rol oynamasi nedeniyle ING4 ile p53’iin fiziksel olarak etkilestikleri de
immiin-¢oktiirme teknigi ile ortaya konulmustur (106). p53’iin transkripsiyonunda rol
aldig1 p21, GADD45 ve Bax proteinleri de ¢alismaya dahil edilmistir (106). Northern
Blot analizleri p21 ve Bax gen transkripsiyonlarinin belirgin derecede arttigimni ancak
G2/M kontrol noktasinda UV maruziyeti sonrasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda
onemli rol oynayan GADD45’in artmadigmi ortaya koymustur (106). Western Blot
analizleri ise, p21’in disaridan verilen ING4 ile arttig1 ancak yine disaridan verilen p53
ile artmadigini gostermistir (106). Aymi ¢alismada Cip/Kip aile iiyesi olan ve p53
tarafindan diizenlenmeyen siklin kinaz engelleyicisi p27’nin  seviyesi ING4
uygulamasiyla degismemistir (106). Bu bulgu, ING4’iin p21 ve Bax gibi p53 tarafindan
diizenlenen genleri p53-bagimli olarak etkiledigini ancak yine p53 tarafindan
diizenlenen GADDA45’i etkilemedigini isaret etmektedir (106). ING4’iin p21°i, p53’e
bagimli olarak diizenledigi hipotezini giiclendirmek amaciyla, p53 geninden yoksun
olan Saos-2 hiicrelerine ING4 bulastirilmistir ve bu hiicrelerde p21 seviyesinin
degismedigi gorilmiistiir (106). Bu bulgu, p21’in ING4 tarafindan p53 araciligiyla
diizenlendigini gostermistir (106). Bu calismada dikkat ¢ekilen bir diger konu da, p21°in
p53’°den bagimsiz baska yolaklar tarafindan da diizenlenebilecegi ve ING4’{lin hiicredeki
bir kisim diger proteinlerle de etkilestigidir (106).

ING4’tin G2/M kontrol noktasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi iizerine olan
etkisinin molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, G,/M kontrol
noktasmin diizenleyicilerinden olan siklin B1/CDC2’de calismaya dahil edilmis ve
siklin B1 ve CDC2’nin ING4’e bagl degisimleri de caligilmistir (106). ING4’iin,
HepG2 hiicre hattinda, siklin Bl ve CDC2’nin diizenlenmesinde etkili olmadigi
belirlenmistir (106). Bu bulgu G2/M kontrol noktasinda ING4’e baglh hiicre dongiisii
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durdurulmasinda siklin B1 ve CDC2’nin ING4’ten etkilenmedigini gostermektedir
(106). Ancak daha once gerceklestirilmis ¢alismalar p21°in siklinB1/CDC2 bilesenine
baglanarak CDC2 islevini engelledigini gosterdiginden bu ¢alismada da p21 ve siklin
B1 immiin-¢oktiirme yontemiyle ¢alisilmis ve bu iki proteinin fiziksel iliskisi ortaya
konulmustur (106). Bu bulgu, HepG2 hiicrelerinde ING4’e bagli olarak p21 seviyesinin
arttigin1 ve p2l’in de siklin Bl ile etkileserek G2/M kontrol noktasinda hiicre
dongiisiinii durdurduguna isaret etmektedir (106). Bu ¢alismada ayrica ING4’iin HepG2
hiicrelerindeki programli hiicre 6liimiine etkisi ve HepG2 hiicrelerinin DNA hasarina
neden olan Etoposid ve Doxorubicin’e karsi duyarliliklart da calisilmistir (106).
ING4’lin hiicre kiiltlirtiniin 4. giinlinde HepG2 hiicrelerinde, programli hiicre 6limiinii
%20 oraninda arttirdigi belirlenmistir (106). Etoposid ve Doxorubicin HepG2
hiicrelerinde p53’tin gen ifadesini arttirmakta ancak ING4’tin gen ifadesini
degistirmemektedir (106). ING4 bulastirilan HepG2 hiicrelerinin  Etopsid ve

Doxorubicin ile muamele sonrasinda 6liim oranlarinda artis oldugu belirlenmistir (106).

ING4’iin melonama dokularinda gen ifade seviyesinin azaldiginin belirlenmesi
sonrasinda, ING4’in melanoma gelisimi iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla
melanoma hiicre hattt olan MI14 hiicre hattinda ING4 bulastirma calismalari
gerceklestirilmistir (108). Bu amagla, hiicre ¢gogalmasi ve programli hiicre 6liimiinde rol
alan proteinler; p27, SKP2, siklin D1, Bcl-2, Bax, Cyt-c ve kaspaz-3 proteinlerinin
seviyleri ¢alisilmistir ve ING4’{in hiicre ¢ogalmasi ve programli hiicre 6liimii {izerine
etkileri degerlendirilmistir (108). p21 ve Bax seviyelerinin artmasi, p53 bagimli olarak
hiicre dongiistinii durdurmaktadir (106,108). Siklin D1, pRb’nin islev kaybetmesine
neden olarak hiicre dongiisiiniin Gi’den S fazina gegmesini saglamaktadir ve p27
proteini de siklin-CDK islevlerini engelleyerek hiicre dongiisiinii G; asamasinda
durdurmaktadir (108). SKP2 proteini, p27°nin ubigqiitinlenerek par¢alanmasma neden
olmakta ve hiicre dongiisiiniin devamliligimi saglamaktadir (108). ING4 bulastirilan
M14 hiicrelerinde Western Blot analizleri yapilmis ve p27 seviyesinin arttigi, siklin D1
ve SKP2 seviyelerinin de azaldigi belirlenmistir (108). Bu bulgular, ING4’{in, hiicre
dongiisii diizenleyicileri olan p27, siklin D1 ve SKP2’nin gen ifadelerini diizenleyerek

hiicre dongiisiinii engelledigine isaret etmektedir (108).

Bcl-2 protein ailesi, Bcl-2, Bcl-xL gibi ters-apoptotik proteinler ve oncii-apoptotik

proteinler olan Bax, Bak ve Bid gibi programli hiicre 6liimiiniin ana diizenleyicisi olan
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proteinleri icermektedir (108). Bu iki grup proteinin birbirlerine oranlar1 hiicrenin
yasaminin devamliligi yada programli hiicre Oliimiiniin gergeklesmesinde onemlidir
(108). Bcl-2’nin fazla ifadesi ve Bax’mn ifadesinin azalmasi programli hiicre 6limiinii
engellemekte ve timor gelisimine de neden olabilmektedir (108). Bcl-2’nin ifadesinin
azalmast ve Bax’in ifadesinin artmasi ise mitokondrilere bagli programli hiicre
Oliimiiniin gelismesini, Cyt-c’nin salimmasini, Caspas-3’iin ayrilmasini ve apoptozomun
olugsmasini saglamaktadir (108,44). M14 hiicrelerinde gergeklestirilen ¢alismada ING4
bulastirilmasi sonrasinda gergeklestirilen Western Blot incelemeleri, Bcl-2 ve kaspas-3
seviyelerinin azaldigini, Bax ve Cyt-C seviyelerinin arttigini gostermistir (108). Bu
bulgular ING4’tin, MI14 hiicrelerinde mitokondrilerden Cyt-c’nin salinmasimni
saglayarak kaspazlarm ayrilmasina neden olan Bcl-2’nin ifadesini azalttigini ve Bax’in
ifadesini arttirdigina isaret etmektedir (108). Bu ¢alismada ING4 bulastirilan hiicrelerin
cogalma hizlarinin azaldig1 ve programli hiicre 6liim oranmin arttigi belirlenmistir

(108).

ING4 proteininin akciger karsinomundaki gen ifade seviyesi ile normal akciger
dokusundaki gen ifade seviyeleri karsilastirilmis ve ING4’tin gen ifade seviyesinin
akciger adenokarsinomunda azaldigir gorilmistir (109). Bununla birlikte, koti
farklilasmig olan hiicrelerdeki ING4 gen ifade seviyesi iyi farklilasmamis olan
hiicrelerden daha diisiik bulunmustur (109). Bu bulgulara bagli olarak, ING4’iin akciger
adenokarsinomunun gelisiminde ve hiicre dongiisliniin diizenlenmesinde aldig1 rolleri
ortaya koyabilmek i¢in akciger adenokarsinom hiicre hatti olan A549 hiicrelerinde
ING4 bulastirma calismas1 yapilmistir (109). Oncelikle ING4’iin A549 hiicrelerinde
hiicre ¢ogalmas1 tlizerine etkisi degerlendirilmistir ve ING4 uygulanmasmin bu
hiicrelerde koloni olusumunu ve hiicre c¢ogalmasini olumsuz olarak etkiledigi
goriilmistir (109). Daha sonra ING4 uygulanmigs ve uygulanmamis olan hiicreler
farelere verilmis ve ING4 wuygulanmis olan hiicrelerden gelisen tiimorlerin,
uygulanmayan hiicrelerden gelisen tiimdrlere oranla cok daha kiiglik kaldiklar:
goriilmiistir (109). Bu bulgular, ING4’iin hem in vitro hem in vivo olarak hiicre
cogalmasimi baskiladigmmi gostermektedir (109). ING4’iin hiicre ¢ogalmasina olumsuz
etkisini ortaya koymak i¢in, hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol alan siklin D1,
p27, SKP2 ve Cox2 proteinlerinin seviyelerine bakilmistir (109). Bu ¢aligmada, daha
onceki ¢aligmalarla uyumlu olarak ING4’iin p27 seviyesini arttirdigi ve siklin D1 ve

SPK2 seviyelerini azaltarak hiicre dongilisiini Gl asamasinda, pRb heniiz
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fosforillenmeden, durdurdugunu ortaya koymustur (109). Bu c¢alismada ayrica,
karsinogenezin erken doneminde hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasinda, hiicrelerin
programli hiicre dliimiine kars1 direng gelistirmesinde, anjiyogenez, hiicre yayilmasi ve
metastazda merkezi rol oynayan Cox2 enziminin gen ifade seviyesine ING4 uygulamasi
sonrasinda bakilmistir (109). Sonuglar Cox2 proteinin seviyesinin belirgin sekilde
azaldigini gostermistir ve A549 hiicrelerinin hiicre ¢cogalma mekanizmalarinda ve timor

gelisimlerinde ING4’iin engelledigi bir yolak olasiligini diistindiirmiistiir (109).

Karsinogenezde 6nemli bir yolak olan Wnt sinyal ileti yolaginda siklin D1, Cox2 ve c-
Myc proteinleri rol almaktadirlar (109). Siklin D1 ve Cox2’nin ING4 bulastirilmasiyla
protein seviyelerinin degismesi, ING4’iin Wnt uyar1 ileti yolaginin bir parcast oldugunu
distindiirmiistir (109). Wnt uyar1 ileti yolaginda [-catenin/TCF (T-cell factor)
bilesiginin islev kazanmasi bir¢ok tiimoriin gelismesinde anahtar rol oynamaktadir
(109). Wnt-1’in uyarilmasi, sitozoldeki p-cateninin kararhigma yol ag¢makta ve
sitoplazmada biriken PB-catenin c¢ekirdege girerek TCF transkripsiyon faktorleriyle
etkilesip, transkripsiyonlarini uyarmaktadir (109). ING4’iin, Wnt-1/B-catenin uyari ileti
yolagima ve akciger kanseri gelisimine etkisini degerlendirmek amaciyla A549
hiicrelerinde ING4 bulastirma c¢alismasi gerceklestirilmis ve Wnt-1 ve B-catenin’in
protein seviyelerinin ING4 bulastirilmas: sonrasinda belirgin derecede azaldigi
belirlenmistir (109). Bu bulgu ING4’iin Wnt-1/B-catenin uyar1 ileti yolaginda Wnt-1’i
etkileyerek bu yolagin gelisimini engelledigini ve [-catenin’in sitoplazmadaki
birikimini bu sekilde diizenledigini distindiirmiistiir (109). Siklin D1, p27 ve Cox2
Wnt-1/B-catenin uyari ileti yolag: tarafindan diizenlenmektedirler ve birgok tiimorde
p27’nin gen ifade seviyesinin azalmasinim, siklin D1 ve Cox2’nin gen ifade seviyesinin
artmasmin Wnt-1/B-catenin yolagina cevap olarak gelistigi rapor edilmistir (109). Bu
caligma, ING4’tin Wnt-1/B-catenin yolag: araciligiyla p27°nin gen ifadesini arttirdigini
ve siklin D1, SKP2 ve Cox2 gen ifade seviyelerini azalttigini dnermektedir (109).

ING4’iin timor gelisimi ve anjiyogenez iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla,
patofizyolojisinde damar gelisiminin 6zellikle 6nem arz ettigi hepatocellular karsinoma
(HCC)’lh hastalarda bir g¢alisma tasarlanmistir ve HCC’li hastalardan elde edilen
bulgular paracarcinomatouslu (PCLT) hastalar ve kanserli olmayan hastalardan elde
edilen bulgularla karsilastrilmistir (110). Bu amagla, hepatocelliiler karsinomal,

paracarciomatous’lu (PCTL) ve kanserli olmayan hastalarin karacigerlerinden alinmis
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olan dokularda RT-PCR ile ING4’in mRNA seviyeleri, immiin-histomkimyasal
boyama ile de ING4’iin ifade edilen protein seviyelerine bakilmistir. Ayrica anti-CD34
antibodi ile de mikrodamar yogunlugu (Microvessel Density; MVD) arastirilmistir
(110). Bulgular, PCLT’li hastalarla karsilastirildiginda HCC’li hastalarda ING4 mRNA
seviyelerinin belirgin derecede azalmis oldugunu ortaya koymustur (110). PCLT’li
hastalardaki azalmis mRNA seviyeleriyle uyumlu olarak HCC’li hastalarda da ING4’iin
protein seviyeleri azalmigtir (110). Bu bulgular, glioma ve melanomalarda
gerceklestirilen tiimorli dokuda ING4’iin hem mRNA hem de protein seviyesinin
azaldigmni gosteren c¢alismalardaki bulgularla uyumludur (110). Bu ¢alismada ayrica,
ING4’lin yeni damar gelisimi lizerine etkisini degerlendirmek amacli damar endotel
hiicrelerinde fazlaca ifade edilen CD34 antibadilerine de bakilmistir ve HCC
dokularinda MVD ile ING4 seviyesi arasinda istatistiksel bir iligki oldugu belirlenmistir
(110). MVD ile azalmis ING4 seviyesi arasindaki iliski, HCC’li hastalarda ING4’iin
hem tiimor baskilama hem de anjiyogenez ile iliskili oldugunu 6nermektedir (110). Bu
calismada elde edilen diger bulgularla uyumlu olarak, ING4 seviyelerinin HCC’nin
ilerlemesi ve metastaz yapmasiyla da uyum gosterdigi belirlenmistir (110). Bu ¢alisma,
ING4’iin HCC’nin karsinogenezi ve gelisiminde 6nemli rol oynadigin1 dnermektedir

(110).

Diger bir ¢alismada ING1’in tiimor gelisimindeki roliiniin ortaya konulmasi sonrasinda
INGI’in NLS bolgesindeki uyarilar1 olusturan DNA dizileri GenBank’ta taranmis ve
ING4 tanimlanmistir (87). ING4’iin protein diizeyinde NLS bdlgesi ihtiva ettigi de
Immiinfloresan ydntemiyle teyit edilmis ve bir¢ok insan dokusunda ING4’iin gen
ifadesi arastirilarak, ING4’lin bu dokulardaki varlig1 belirlenmistir (87). ING1’in timor
dokularinda gen ifadesinin baskilandig1 bilgisinden yola ¢ikilarak, ING4’iin de tiimor
gelisiminde rol alabilecegi diistiniilmiis ve bir ¢alisma tasarlanmistir (87). Gliomalar,
grade II (diisiik derece), grade III (anaplastik) ve astrositik fenotipli ¢ok kotii huylu
Glioblastoma Multiforme’nin dahil oldugu grade IV olarak gruplandirilmistir (87).
ING4’iin beyin tiimorii gelisiminde rol alip almadigimi1 degerlendirmek amaciyla RT-
PCR ile ING4’iin mRNA diizeyleri arastirilmis ve normal beyin dokusundakine gore
grade II ve I1I'te 2-3 kat, grade IV’de ise 6 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir (87).
Bu bulgular, beyin tiimorlerinde ING4’ilin belirgin sekilde baskilandigina ve ING4’iin
gen ifadesinin azalmasinin tiimériin derecesiyle iligkili olduguna isaret etmektedir (87).

ING4 gen ifade seviyesinin beyin tiimdrlerinde azaldigmi teyit etmek amaciyla,
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ameliyat sirasinda ¢ikarilmis olan tiimor dokular1 ve bu dokulara bitisik olan normal
dokular immiinhistokimyasal olarak boyanmis ve ING4 protein diizeylerine bakilmistir
(87). Normal beyin dokularinda ING4’in NLS bdlgelerine yonelik gerceklestirilen
boyamada ING4’in c¢ekirdek icindeki yerlesimi gilicli uyar1 verecek sekilde
goriilmiistiir, bitisik timor dokularmda ise, RT-PCR sonuglariyla uyumlu olacak sekilde

cok zayif niikleer boyanma izlenmistir (87).

Glioblastoma Multiforme’de mikrovaskiiler gelisim belirgin bir ayra¢ oldugundan,
ING4 gen ifadesindeki degisimlerin damar olusumu iizerine etkisinin degerlendirildigi
bir ¢alisma tasarlanmustir (87). Bu amacgla ING4’iin fazla ifade edilmesini saglayacak
plazmidler ve normalde hiicrede halihazirda sentezlenen ING4’i de baskilayacak
plazmidler hazirlanmis ve bu plazmiler ayr1 ayr1 olarak glioblastoma hiicre hatt1 olan
US7MG hiicrelerine aktarilmiglardir (87). Bu hiicrelerdeki ING4 protein seviyeleri de
ayrica Western Blot ile teyit edilmistir (87). Hazirlanan bu hiicreler ve islem gérmemis
normal hiicreler, damar gelisimi ve tiimor biiyiimesinin takip edilmesi amaciyla “cranial
window”a yerlestirilereck cogaltilmis ve in vivo etikleri degerlendirilmistir (87).
ING4’iin baskilandig1 hiicreler normal hiicreler ve ING4 ifadesini arttiracak plazmid
tastyan hiicrelere gore cok daha hizli biiylimiislerdir (87). 12. giin sonunda islem
gormiis hiicreler ve normal hiicrelerin olusturdugu doku i¢indeki alanlar kiyaslanmis ve
ING4’iin fazla ifade edildigi hiicrelerin, ING4’iin baskilandig1 ve islem gormeyen
normal hiicrelere gore daha az bir alan kapladiklar1 belirlenmistir (87). Bu ii¢ grup
hiicreden gelisen dokudaki damarlanma diizeyleri de degerlendirilmis ve ING4’iin
baskilandig1 hiicre grubundan gelisen tiimor dokusundaki damarlanmanin kontrol
gruplarma gore ¢cok daha fazla oldugu belirlenmistir (87). Buna karsilik, ING4’iin fazla
ifade edildigi hiicrelerden gelisen tiimdr dokusunda gelismis olan damar ag1 ise kontrol
gruplarma gore daha disik belirlenmistir (87). Olusan damarlarin ¢aplar1 da
karsilastirilmis ve ING4’iin baskilandigi timér dokusundan gelisen damarlarin
caplarinin islem gormeyen ve ING4’lin fazla ifade edildigi hiicrelerden gelisen
dokulardakine gore istatistiksel olarak belirgin sekilde fazla oldugu goriilmistiir (87).
Damarlanma yogunlugu ve damar c¢aplarindan elde edilen sonuglar tiimor geligimi
sirasinda ING4’iin damar gelisimini olumsuz etkiledigini isaret etmektedir (87).
ING4’lin damar gelisimindeki etkisini ve molekiiler mekanizmalarini anlamak i¢in

aragtirma devam ettirilmistir (87).
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Daha onceki ¢aligmada ING4 ile islenmis olan U87MG hiicrelerinde anjiyogenez ile
iligkili olan 288 gen DNA mikroarray yOntemiyle calisgimistir (87). ING4’iin
baskilandigi hiicrelerde interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), prostaglandin-
endoperoksid sentaz 2 (Cox-2) ve koloni stimiile edici faktor 3’iin gen ifadelerinin
arttigr belirlenmistir (87). Bu genler bir transkripsiyon faktorii olan ve kanser
gelisiminde gen ifade seviyesi siklikla degisen NF-«xB tarafindan diizenlenmektedirler
(87). NF-kB ve ING4 arasindaki olas1 iliskiyi ortaya koymak i¢in NF-«B iligkili
genlerin ifade seviyeleri, ING4 gen ifadesi baskilanmis olan hiicrelerde Western Blot ile
tayin edilmis ve ING4’lin baskilanmasiyla NF-«kB ile diizenlenen genlerin ifadelerinde
artis oldugu belirlenmistir (87). IL-8 endotel hiicrelerinin kemotaksisi ve gogalmalarmni
uyarmakta ve tiimorlerdeki yeni damar olusumlarina aracilik etmektedir (87). Bu
nedenle ING4’iin baskilandigi ve ING4’iin baskilanmamis oldugu hiicrelerde ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemiyle IL-8 protein seviyesi belirlenmeye
calisilmis ve ING4 baskilanmis hiicrelerde 80 pg/m’den 780 pg/m degerine arttigi
belirlenmistir (87). ING4 ve VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) arasindaki
iligki de arastirllmis ve VEGF ve ING4 arasinda dogrudan bir iliski olmadigi
belirlenmistir (87).

NF-xB, immiin cevap olusturma, anjiyogenez, tiimor gelisimi ve metastaz gibi hiicresel
olaylarda rol almakta olan bir transkripsiyon faktoriidir (87). ING4 ve NF-xB
arasindaki fiziksel etkilesimi ortaya koymak i¢in “birlikte-¢oktiirme” yOntemi
kullanilmistir (87). Bu amagla ING4’e¢ “Flag” eklenmis ve hiicreler Flag-ING4 ve
sadece Flag ile muamele edilmislerdir (87). Daha sonrada Flag dizisine karsi olan
antibadiler ile Flag igeren protein ¢oktiiriilmiislerdir (87). Coktiiriilmiis proteinler NF-
kB’nin varligmi belirlemek icin NF-xB’nin alt birimi olan p65 proteinine ydnelik
antibadiler ile tekrar immiinblot yontemiyle ¢oktiiriilmiislerdir (87). Bu ¢alismada NF-
«kB’nin alt birimi olan p65 ile ING4 birlikte ¢okmiislerdir ve bu durum p65 ile ING4
arasidaki fiziksel iligkiyi ortaya koymaktadir (87). Bu ¢aligmayi teyit etmek amaciyla
GAL4-ING4 v VP16-p65 flizyon proteinlerinin kullanildigr diger bir ¢aligma
tasarlanmis ve bu calismada da ING4 ile p65 arasinda fiziksel bir iliski oldugu
bulunmustur (87).

ING4’iin hiicre yayilmas1 ve hiicre gogiindeki roliin ve metastaza katkisini belirlenmeye

belirlemek amaciyla sitoplazmada etkilestigi proteinler belirlenmeye ¢alisilmis ve
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ING4’tin Liprin-al ile fiziksel olarak etkilestigi gorilmiistir (14). Liprin-al, fokal
adezyonlarda LAR (Leukocyte Common Antigen-Related) ailesi ile baglanan bir
proteindir ve sinaptik vezikiillerin hareketlerinin gergeklestirilmesinde rol almaktadir
(14). Meme kanseri hiicrelerinde gergeklestirilen bu ¢aligmada ING4’lin hiicre gogiinde
rol aldig1 ve bu islevi gergeklestirebilmek icin Liprin-al’e gereksinim duydugu
belirlenmistir (14). Hiicreler birbirleri ile dokunma (contact) halindeyken ING4’iin
niikleusta yerlesik oldugu immiinofloresan yontemle belirlenmistir (14). Ilging olarak,
RKO hiicrelerinde, hiicrelerin birbirleri ile olan dokunmalarinin azalmalarma bagh
olarak ING4 sitoplazmada ve 6zelliklede hiicre zarinin ¢ikint1 yapmis olan bolgelerinde
yogunlagmalara neden olmustur (14). Ayni bolgelerde Liprin-al’de birikmistir ve bu
durum, ING4 ve Liprin-al’in fokal addezyonlarda birlikte rol aldiklarini gstermektedir
(14). Ayn1 ¢aligma, HEK-293 ve U-87 MG hiicre hatlarinda gerceklestirilmis ve fokal
adezyonlarda yer alan vinculin proteini ile ING4 ve Liprin-o1’in ayni1 bolgede yerlestigi
tespit edilmistir (14).

Liprin-al, néronlardaki dentrit uzamasinda rol almaktadir. ING4 ve Liprin-ol’in hiicre
zarmda birlikte bulunmasi, membran degisimlerine ve hiicre yayilmasi iizerine
etkilerinin olabilecegini diisiindiirmiis ve iki molekiilde incelenmistir (14). Membran
yiizeylerinin, ING4 verilen hiicrelerde verilemeyenlere gore belirgin derece daha kiigiik
kaldig1 goriilmiistiir (14). Filopod ve/veya lamellipod iceren hiicreler ve bunlarin hiicre
yayillmasina oranlar1 incelendiginde, ING4 verilen hiicrelerin 1 saat ig¢indeki hiicre
yayilmasini ING4 verilmeyen hiicrelere gore 4 kat azalttigi goriilmiistiir (14). RKO
hiicre hatlarinda ING4’iin hiicre yayilmasini baskilamasi, 24 saatlik bir ¢aligmayla, her
5 dakikada bir hiicre kiiltiiriiniin fotograflanin ¢ekilmesiyle de teyit edilmistir (14).
ING4’iin baskilanmasiyla hiicre goc¢iiniin nasil etkilendigi de belirlenmeye ¢aligilmis ve
ING4 mRNA’s1 siRNA’larla baskilanmistir (14). ING4 mRNA’s1 baskilanan hiicrelerde
filopod ve lamellipodlarin fazlaca gelistigi ve hiicre gociiniin uyarildigr goriilmiistiir
(14). Bu galisma, Liprin-al’in hiicre gé¢iinde 6nemli rol oynadigmi ve ING4’{in Liprin-

al ile baglanip islevini engelleyerek hiicre gociinii baskiladigint gostermektedir (14).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Gruplarinin Olusturulmasi ve Calismanin Yapisi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Tibbi Onkoloji Béliimlerine
basvurmus, pankreas kanseri tanist konulmus ve ameliyat ile tiimoriin ¢ikarilmasina
karar verilmis olan 11 erkek (ortalama yas 61,18 +14,3) ve 4 kadin (ortalama yas 62,75
+11.81) toplam 15 hastadan almman 6rnekler, hastalarin onaylar1 ve ¢alisma igin Etik
Kurul Onay1 (Etik Kurul No: 06-2009/221) alindiktan sonra ¢aligmaya dahil edilmistir.
Tiimoriin ¢ikarildig1r ameliyatlarda, timor dokusu cikarilirken c¢evredeki timorli
olmayan doku da ¢ikarilmaktadir. Pankreas kanseri ameliyatlarinda da tiimor ile birlikte
timorli olmayan doku c¢ikarilmaktadir. Bu ¢alismada, tiimorlii dokudan elde edilen
ING4 ve p53 verileri, timorli olmayan normal dokudan elde edilen ING4 ve p53
verileri ile karsilastirilarak, tiimor gelisimi swrasinda iki gendeki degisimler ve bu
degisimlerin tiimor gelisimi lizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla
her hastanin normal dokusu, ayni hastanin tiimorhi dokusu i¢in kontrol grubu olarak

degerlendirilmistir.

3.1.1 Dokularin temini

Pankreas kanseri ameliyati sirasinda ¢ikarilan ve patoloji laboratuarina gonderilecek
orneklerin bir kismu dikkatlice ayrilmis ve ivedilikle daha 6nceden hazir bekletilen azot
tankina konularak muhafaza edilmislerdir. Azot tankinda biriktirilen dokular daha sonra
laboratuara aktarilmis ve g¢alisma i¢in gerekli olan DNA ve RNA eldesi
gerceklestirilmistir.

3.2. Arastirma Yontemleri

3.2.1. DNA ve RNA’larn elde edilmesi

Stv1 azot igerisinden alman Ornekler 40 mg’lik ve 25 mg’lik pargalara ayrilarak
plireleyici (homojenizator) (Kinematica, Gmdh, Switzerland) ile parcalanmislardir.
Homojenizator her kullanimdan sonra, bulagmay1 6nlemek i¢in doku 6rnegi kalmayacak
sekilde; %50 seyreltilmis camasir suyu ile 3 defa, saf su ile 1 defa, %96’lik alkol ile 1

defa ve en son tekrar saf su ile yikanarak temizlenmistir. Par¢alanmis olan timdr
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dokular1 ve normal dokulardan High Pure Template Preparation Kit (Roche, Cat.No. 11
796 828 001, Mannheim, Germany) kullanilarak iiretici firmanin Onerdigi yontemle
DNA eldesi gerceklestirilmistir. Ayn1 6rneklerden High Pure RNA Tissue Kit (Roche,
Cat. No. 12 033 674 001, Mannheim, Germany) aracilifiyla iiretici firmanmn 6nerdigi
yontem ile RNA’lar da elde edilmistir.

3.2.1.1. Dokudan DNA elde edilmesi

1,5 ml’lik tiipe konulan 40 mg’lik doku piiresi (homojenizati) iizerine 200 ul Doku
Cozme Tamponu (Tissue Lysis Buffer) (4 M urea, 200 mM Tris, 20 mM NaCl, 200 mM
EDTA, pH 7,4) ve 40 pl Proteinaz K eklenerek karistirildi. 55 °C’de 1 saat bekletilen
¢ozelti lizerine 200 pl Baglama Tamponu (Binding Buffer) (6 M guanidine-HCI, 10
mM urea, 10 mM Tris-Hcl, 20% Triton X-100, pH 4,4) eklendi ve 70 °C’de 10 dakika
bekletildi. 10 dakika bekletilen ¢ozelti iizerine 100 pl izopropanol eklenip karistirildi.
Hazirlanan ¢6zelti filtre tiipii lizerine pipet aracilifiyla dikkatlice konuldu ve 8.000xg’de
1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiipii izerine 500 pl Inhibitor Removal
Buffer (5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6) ¢ozeltisi konuldu ve 1 dakika
8.000xg’de santrifiij edildi. Daha sonra filtre tiipii lizerine 500 pl Yikama Tamponu
(Wash Buffer) (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5) eklendi ve tekrar 800xg’de 1
dakika santrifiij edildi. Yikama tamponunun tamamen uzaklastirilmasi i¢in 8.000xg’de
tekrar santrifiij edildi. Daha sonra filtre tiipii temiz bir toplama tiipii ile birlestirildi ve
200 pl daha dnceden 70 °C’ye 1sitilmus olan Siizme Tamponu (Elution Buffer) (10 mM
Tris-HCI, pH 8,5) eklendi ve 8000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipiine

aktarilmis olan DNA’lar bu asamadan sonra — 20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.2. Dokudan RNA elde edilmesi

Dondurulmus dokudan elde edilen 25 mg’lik doku piiresi 1,5 ml’lik bir tiipe alind1 ve
iizerine 400 pl Cozme/Baglama Tamponu (Lysis/Binding Buffer) (4,5 M guanidine-
HCL, 100 mM sodium phosphate pH 6,6) eklendi ve 2 dakika 13.000xg’de santrifiij
edildi. Santriflij asamasindan sonra iistteki sivi alinarak tizerine 200 pl etanol eklendi ve
iyice karistirildi. Ornekler “filtre tiip” iizerine konuldu ve 30 saniye 13.000xg’de
santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda filtre tiip lizerine 90 pl DNase Incubation Buffer (1
M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCl,, pH 7.0) ve 10 ul DNase I ile hazirlanan
cozelti eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. 500 pl Yikama Tamponu I
(Wash Buffer 1) (5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6) filtre tiipii iizerine
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konuldu ve 15 saniye 8.000xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiipii lizerine
500 ul Yikama Tamponu Il (Wash Buffer Il) (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5)
eklenerek 15 saniye 8000xg’de santriflij edildi. Daha sonra 300 pl yikama Tamponu II
(20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5)’den eklendi ve 13.000xg’de 2 dakika santrifiij
edildi. Filtre tiipti 1,5 ml’lik steril bir tiiple birlestirildi ve filtre tiipii iizerine 100 pl
Stizme Tamponu (Nuclease-free, sterile, double distilled water) eklendi. 1 dakika
8.000xg’de santrifiijden sonra RNA’lar filtre tiipten alinmis oldu ve -85 C’de sakland:.

3.2.2. cDNA sentezi

Dokulardan elde edilen DNA’lar dogrudan calisilabilmektedirler. RNA’lar tek zincirli
olmalari, yar1 dmiirlerinin az olmas1 ve kararsiz yapilar1 nedeniyle ¢ift zincirli DNA’lara
doniistirildikten sonra calisilabilmektedirler (111). RNA’nin  kalip olarak
kullanilmasiyla sentezlenen DNA’ya tamamlayict DNA (complementer DNA; cDNA)
denilmektedir (111). cDNA sentezi, RNA’dan DNA sentezleyen Revers Transkriptaz

enzimi tarafindan gergeklestirilmekte ve yontem RT-PCR olarak adlandirilmaktadir
(111).

Tablo 3.1. cDNA eldesindeki PCR karigsim oranlar1 ve PCR kosullari.

Kullanilan Reaktifler Kullanilan Hacim
MgCl; (25 mM) 2 ul
10x RT Tamponu 1 ul
RNaz’dan ari dH,O 3.75ul
dNTP Karisum (10 mM) 1l
RNaz Engelleyicisi (40 U/ml) 0.25 ul
AMV Ters Transkriptaz (5 U/ml) 0.5 ul
Oligo dT-primer (20 mM) 0.5 ul
RNA o6rnegi 1wl
Toplam Hacim 10 pl

Gergeklestirilen calismada cDNA’lar TaKaRa One Step RNA PCR Kit (Cat No;
RR024B, Japonya) kullanilarak sentezlenmistir. Kullanilan Kit Avian myeloblastosis
Viriis’den elde edilmis olan AMV Revers Transkriptaz enzimi ve iki ¢esit primer ihtiva
etmektedir. “Random primer” olarak adlandirilan primerler, RNA’lara rastgele

baglanarak cDNA sentezini ger¢eklestirmekteyken, “oligo-dT” olarak adlandirilan
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primer mRNA’larin 3’-uglarindaki ¢oklu-Adeninlere baglanarak c¢cDNA sentezini
gerceklestirmektedirler (112). ING4 mRNA’smin  biitin - halde cDNA’smin
sentezlenebilmesi i¢in oligo-dT primerleri kullanilmigtir. PCR kosullar1 ve PCR
karigimi, kullanilan Kit’de belirtildigi sekilde yapilmistir. PCR karigimi Tablo 3.1°de
belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. cDNA sentezi, 30 °C’de 10 dakika, 42 °C’de 30
dakika, 99 °C’de 5 dakika ve 5 °C’de 5 dakika olacak sekilde PCR cihazi ayarlanarak
gerceklestirildi (112).

3.2.3. Primerlerin ve uygun ¢alisma sartlarimin belirlenmesi

3.2.3.1. p53 geni primeleri

p53 geni 13 ekzondan olusmakta olup 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. ekzonlar1 protein yapiya
katilmaktadir (55). Bu calismada protein yapiya katilan ekzonlarin tamami ¢aligilmastir.
Bu amagcla her bir ekzon icin bir primer c¢ifti kullanilmistir. Primerler, Gunduz ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismadan alinmistir (16). Primerlerin
calistiklar1 uygun sicakliklar, agsamali sicaklik degisimi (sicaklik gradiyenti) yapilarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan primerler ve asamali sicaklik degisiminden elde

edilen sicaklik sonuglar1 Tablo 3.2’de goriilmektedir.

Tablo 3.2. p53 geni ekzonlarini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer ciftleri ve asamali sicaklik degisimi
sonucunda belirlenen uygun ¢aligma sicakliklar1.

Ekzon Ad1 Duyarh ve Ters-duyarh Primerler Sicaklik °C

P53 geni i¢in primerler

Ekzon 4 S 5’-ATCTACAGTCCCCCTTGCCG 62
AS 5’-GCAACTGACCGTGCAAGTCA

o s S 5 GACTTTCAACTCTGTCTCCTTC e
zon AS  5-AACCAGCCCTGTCGTCTCTC

Ekzon 6 S 5’-ACCATGAGCGCTGCTCAGAT 58
AS 5’-AGTTGCAAACCAGACCTCAG

Ekzon 7 S 5’-CTTGGGCCTGTGTTATCTCCT 62
? AS 5’-AGGGTGGCAAGTGGCTCCTG

Ekzon 8 S 5’-CCTTACTGCCTCTTGCTTCTC 59
? AS 5’-TGAATCTGAGGCATAACTGCAC

S 5’-AGTTATGCCTCAGATTCACTTTT

Ekzon 9 53
AS 5-GATAAGAGGTCCCAAGACTTAG
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3.2.3.2. ING4 geni primerleri ve ¢alisma kosullari

ING4 geni 248 amino asitlik bir protein kodlamakta olup 8 ekzon ve 7 introndan
olusmaktadir (77). Bu ¢alismada ING4 mRNA’sindan sentezlenen cDNA kullanilmis
oldugundan, primer ¢iftleri de cDNA’da ¢alisacak sekilde hazirlanmistir. Gilindiiz ve
arkadaslar1 tarafindan ING4 ¢cDNA’sinda gergeklestirilmis bir ¢aligma i¢in tasarlanmig
olan primeler bu ¢aliymada da kullanilmiglardir (16). ING4 cDNA dizisi (113) ve
calismada kullanilan primer c¢iflerinin ING4 cDNA’sina baglanma yerleri ve
cogalttiklar1 bdlgeler Sekil 3.1°de goriilmektedir. ING4’iin 8 ekzonunun tamaminin
cogaltilabilmesi icin S;-AS; primer ¢ifti kullanilmistir. Gen ifade diizeyinin ortaya
konulabilmesi i¢in de 5, 6, 7 ve 8. ekzonlarin cogaltildigi S,-AS; primer c¢ifti

kullanilmastir.

ING4 cDNA primer c¢iftlerinin uygun calisma sicakliklari, asamali sicaklik degisimi
calismastyla belirlenmistir. Tepkimenin en iyi sekilde gergeklesmesi i¢in uygun cDNA
miktar1 ve MgCl, degerleri de asamali olarak degistirilerek belirlenmistir. ING4
cDNA’lar1 i¢in kullanilan primer ciftleri ve uygun c¢alisma sicakliklar1 Tablo 3.3’te

verilmistir.

Tablo 3.3. ING4 cDNA’smnin gogaltilmast i¢in kullanilan primer ¢iftleri ve uygun PCR sicakliklari

Ekzon Adi Duyarh ve Ters-duyarh Primerler Sicaklik °C

ING4 geni i¢in hazirlanan primerler

ING4 dizi SI  5-CTTTGTTTTGCTTCGAGATGG .
Analizi ASI  5-AGGGGATGTGGAAGAAACTGT
ING4 gen S2  5-CACAAGTCCTGAGTATGGGAT .

ifadesi AS1  5-AGGGGATGTGGAAGAAACTGT
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EKZON 1

1 hcttn:n:gggg cggatcggaa gttgoctttgt tttgocttocga gatggotgeg gggatgtatt
EKZ0N 2 =1 PRIMER.

81 tggaacatta tctgga attgaaaacc ttccctttga attacagaga aacttfcage
EKZON 3
121 I'I;catgaggga cotagaccaa agaacagaqg“;cctgaaggc tgaaattgac aagttggeca

TZI ]

131 ctgagtatat gagtagtgecec cgecagoctga gotccogagga aaaattggec cttotozaac

241 zgatccagga agectatgge aagtgoaagy aatttggtga cgacaaggtg cagettgeca

EKZ0N 4

301 tgecagaccta tgaga#qtg gacaaacaca ttoggegget ggacacagac ctggecogtt

HON [T

361 ttgaggctga tctcaaggag aaacagattg agtcasgtga ctatgacagc tottccagoca

[EKZONF |

421 aaggcaaada g*mggact caaaaggaga agaaagctgc togtgotogt tocaaaggga

SIN[ ]

431 aaaactcgga tgaagaagcc cccaagacty coccagaagaa gttaaagotc g'tgcgcaﬁ

EKZOM &
541 gtectgagta tgggatgece tcagtgacct ttggeoagtgt ccaccooctot gatgtgttog

52 PRIMER

601 atatgococtat ggatcoccaac gaacccacct attgectttg tcaccaggtc toctatggag

EKZOMN T
661 agatgattgg ctgtgacaac {:ctgatﬁtt ccattgagtg gttecatttt gectgtgtog

[EKZONE |

721 ggctgacaac caagcctcgg gggaaatl_:*rt tttgcccacy ctgctocccaa gazcggaadga

AS1 PRIMER

781 Bga2aTagat 2agQgccLTy gATLCCaaca CAQUTTCLTC CCcareCeel gacttggget

aHd [

Sekil 3.1. ING4 cDNA dizisi. ING4 mRNA’sindan elde edilen cDNA sekilde goriilmektedir (113).
cDNA iizerinde yer alan ekzonlar ¢izgiler ile ifade edilmislerdir. ING4 proteini igersindeki bolgeler farkl
renkler ile belirtilmis olup, renklerin hangi bdlgelere tekabiil ettigi sag taraftaki kutucuklarda
belirtilmigtir. Calismada kullanilan primer ciftleri ve bu primer ciftlerinin gogalttiklar1 bolgeler de
goriilmektedir.

3.2.4. PCR ile DNA ve cDNA’larin ¢ogaltilmasi
PCR (Polymerase Chain Reaction), molekiiler biyolojide kullanilmakta olan temel

tekniklerden biri olup, ¢ift zincirli DNA’nin sicaklik ile agilmasi, primer ¢iftlerinin
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cogaltilacak bolgelere baglanmasi ve primerlerin uglarina DNA polimeraz enzimi
tarafindan niikleotidlerin eklenmesinin ardisik sekilde gerceklestirildigi bir tepkimeler
zinciridir (114). Gergeklestirilen ¢alismada p53 geni ekzonlari, her bir ekzon i¢in
hazirlanan primer ¢iftleri kullanilarak cogaltilmiglardir. ING4 cDNA’s1 S1-AS; ve Sp-
AS; primer c¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilmislardir. p5S3 DNA’s1 ve ING4 cDNA’smin
cogaltilmas1 amaciyla hazirlanan PCR karisim oranlar1 Tablo 3.4’te goriilmektedir. PCR
icin hazirlanan PCR karigimlart ABI 9700 Thermalcycler cihazi ile ¢alisilmigtir. PCR
calismasma PCR karigimlar1 94 °C’de 5 dakika bekletilerek baslandi. Daha sonra 94
°C°de 45 saniye, her primer ¢ifti i¢in belirlenen sicaklikta 45 saniye ve 72 °Cde de 45
saniye bekletilen toplam 36 dongii ile ¢ogaltilmislardir. 36 dongii sonunda tekrar 72
9C’de 7 dakika bekletildikten sonra PCR iiriinleri +4 °C’de bekletilmislerdir.

3.2.5. PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

p53 geni ekzonlarindan ve ING4 ¢cDNA’sindan gergeklestirilen PCR’lar sonucunda elde
edilen PCR iirlinleri, PCR tepkimesinin ¢alismis oldugunun teyit edilmesi amaciyla
%?2’lik olarak hazirlanan agaroz jelde 80 Volt’ta 15 dakika yiiriitiildi. Jel goriintiileri
daha sonra degerlendirilmek tizere UVP goriintiileme sistemi ile fotograflandi ve

arsivlendi.

Tablo 3.4. p53 geni DNA’s1 ve ING4 ¢cDNA’s1 i¢in PCR karigim oranlari

Kullamlan Reaktifler Kullamlan Hacim
MgCl; (25 mM) 1l
10x Tampon 1 ul
Saf su 6.46 ul
dNTP Karisum (25 mM) 0.8 ul
Ileri primeri (20 mM) 0.08 pl
Geri primeri (20 mM) 0.08 ul
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.08 ul
DNA ve cDNA ornekleri 0.5 ul
Toplam Hacim 10 pl
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3.3. p53 Ekzonlarinin SSCP Yéntemiyle Incelenmesi

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), tek zincirli hale getirilen DNA
dizilerinin poliakrilamid jelde yiiriitiilerek, niikleotid dizilimine bagl olarak gergeklesen
farkli katlanmalarin tespit edildigi bir yontemdir (115). SSCP yontemi, tek niikleotid
degisimlerinin de belirlenebildigi bir yontem olmasindan dolayi, kanser molekiiler
biyolojisinde siklikla kullanilan bir yontemdir (116). SSCP’yi sinirlayan en 6nemli
kisitlama, yiiriitiilen DNA dizisinin biiytkligiidir (117). SSCP tekniginde 150-400
niikleotid biiyiikliigiindeki bantlar saghkli incelemeye imkan vermektedir (117). Bu
nedenle gergeklestirilen ¢aligmada yalnizca p53 geni ekzonlarmin SSCP incelemeleri
gerceklestirilmis ve bu incelemelerde farkli ¢ikan bantlarin dizi analizleri yapilmistir
(117). ING4 geninin bant biiyiliklikleri 400 niikleotidden biiyiik oldugu i¢cin SSCP

calismasi yapilmadan dogrudan DNA dizi analizi yapilmistir.

SSCP yonteminde, yiiriitiilecek olan DNA dizisinin biyiikligiine gore iki farkh
akrilamid/bisakrilamid oraninda jel kullanilmaktadir (117). 300 niikleotidden biiyiik
diziler i¢in 49:1 (49 gr akrilamid, 1 gr bisakrilamid, 50 ml saf su), 300 niikleotidden
kiigiik diziler i¢in 19:1 (47,5 gr akrilamid, 2,5 gr bisakrilamid, 50 ml saf su) orani tercih
edilmektedir (117). p53 ekzon biiyiikliikleri 155 ile 296 niikleotid arasinda oldugundan
bu c¢alismada 19:1 oraninda hazirlanan akrilamid/bisakrilamid jeli kullanildi. 19:1°lik
akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra bu karisimdan 14 ml alindi, 6 ml
10X TBE (108 gr Tris, 55 gr Borik asit, 8,3 gr EDTA) ve 80 ml saf su eklendi.
Manyetik karistirict ile karistirilan ¢ozeltiye %10°1uk 450 pul APS (Amonyum persiilfat)
ve 45 ul TEMED (N,N,N,N-Tetrametil etilen diamin) eklendi. Hazirlanan ¢6zelti zaman
kaybedilmeden hizlica daha 6nceden hazirlanmis olan camlarin arasina, hava kabarcig1

olusturmadan dokiildi (117).

PCR iiriinleri formamid i¢eren ¢ozelti (8 ml formamid, 2 ml saf su, 0.025 gr bromofenol
mavisi, 0.025 gr ksilen siyanol) ile denatiire edilerek tek zincirli hale getirildi ve jele her
bir 6rnekten 5 pl yiikleme yapilarak +4 °C’de 430 Volt’ta 16,5 saat yiiriitiildii. Yiiriitme
bittikten sonra bantlarm goriintiilenmesi i¢in glimiis boyama (2 gr giimiis nitrat, 2.5 ml
%37’1lik formaldehit, 2 litre saf su) yapildi. Jeller ilk olarak %10’luk asetik asitte 15
dakika bekletildi. Daha sonra 5 dakika saf su igerisinde bekletildi. Gilimiis nitrat
cozeltisi icinde de 45 dakika bekletilen jeller daha sonra soguk sodyum karbonat
cozeltisi (60 gr sodyum karbonat, 420 pl 10 mg/ml sodyum tiyosiilfat, 2 It saf su)
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icerisinde bantlar goriiniinceye kadar bekletildi. Sodyum karbonat asamasindan sonra,
%10’luk asetik asit ile 10 dakika tekrar muamele edilen jeller 5 dakika daha saf suda
bekletildi ve kurumaya birakildi (117).

3.4. p53 Ekzonlan ve ING4 cDNA Dizi Analizleri

DNA niikleotid dizileme islemi, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkezi Laboratuart Molekiiler Tan1 Birimi’nde ABI 3100 DNA Dizi Analiz Cihazi ile
gerceklestirildi. ABI 3100 DNA Dizi Analiz Sisteminde, “ABI Prism Big Dye” Kiti
kullanilmaktadwr. Kit igerisinde, AmpliTaq DNA polimeraz enzimi bulunmaktadir
(118). AmpliTaq DNA polimeraz enziminin 5°-3 niikleaz islevi ve fosfotaz islevi
engellenmistir (118). PCR tepkimesi i¢in gerekli olan kimyasallar kitin igerisinde hazir
olarak bulundugundan, kullanilacak primerlerden sadece birisi ve dizi incelemesi
gergeklestirilecek olan DNA eklenerek, kisisel hatalar en aza indirilmeye c¢alisilmigtir

(118).

Otomatik DNA dizilemesinde, PCR friinleri Sephadex’ten gegirilip temizlendikten
sonra cihaza yiiklenmektedir (119). Bu amagla 1 gr Sephadex 14 ml saf su igerisinde
¢oziiliir ve kolonlara 600 pl olacak sekilde dagitilir. 2000xg’de 2 dakika santrifiyj
edildikten sonra Sephadex’li kolonlar baska bir tiipe alinir ve 10 pl PCR iriini
Sephadex iizerine birakilir. Santrifiij islemi 2000xg’de 2 dakika olarak gerceklestirilir.

Santrifiij sonrasi alttaki tiipe gegen iirlinlerin DNA dizilemesi yapilabilir.

Otomatik DNA dizileme sistemi, Sanger’in DNA dizi sonlandirma ydntemine gore
calismaktadir (120). DNA dizi analizinde kullanilan ddNTP’lerin her biri farkli bir
floresan boya ile isaretlenmislerdir ve ¢ogaltilan DNA pargaciklari, kilcal borucuklara
yiikklenen “jel matriks” igerisinden yiiriitillerek floresan boyalar1 otomatik olarak
algilayan bir algilayiciya yonlendirilmekte ve burada tanimlanmaktadirlar (119). DNA
dizi analizi i¢in hazirlanan PCR karisimi Tablo 3.5°te verilmistir. Hazirlanan PCR
karisimi, 96 °C’de 1 dakika bekletildi. Daha sonra, 96 °C’de 10 saniye, 50 °C’de 5
saniye ve 60 °C’de 4 dakikadan olusan 25 dongii ile PCR islemi gerceklestirildi ve
ornekler cihaza yiiklenene kadar +4 °C’de bekletildi.
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Tablo 3.5. Otomatik DNA dizileme i¢in hazirlanan PCR karigimi oranlar

Kullanmilan Reaktifler Kullanilan Hacim
Big Dye Cyle Sequencing V3.1 Kit 2 ul
5x Dizileme Tamponu 2 ul
Ileri yada geri primer (20 mM) 2 ul
Ornek DNA 2 ul
Su 2 ul
Toplam Hacim 10 pl

3.5. ING4 Gen Ifade Diizeylerinin Incelenmesi

ING4 gen ifade diizeyi, hamarat gen olan B-aktin geninin gen ifade seviyesi ile
karsilastirilarak belirlenmeye ¢alisildi. B-aktin geninin gen ifade seviyesi, gen ifade
seviyesi belirleme c¢aligmalarinda “referans deger” olarak kullanilmaktadir (121). Bu
caligmada, p-aktin c¢cDNA’lar1 ve ING4 cDNA’larinn PCR’lar1 ayni sartlarda
gerceklestirildi. PCR asamasindan sonra, iki genin {riinleri %1,5’luk agaroz ile
hazirlanan ayni jelde 80 Volt’ta 15 dakika yiirtitiildii. Yiiriitme sonrasinda jelin fotografi
UVP goriintiileme sistemi ile ¢ekildi. Jeldeki ING4 ve B-aktin genlerinden elde edilen
bantlar “Image J” adli program vasitasiyla, bant biiyiikliigii ve parlaklifina bagl olarak

yari-nicel degerlendirildi (122).
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4. BULGULAR

Gergeklestirilen bu ¢aligma, tiimor baskilayict bir gen olan ING4 geninin gen ifade
seviyesi ve mutasyonlarinin  pankreas kanserinde tanimlanmasi amaciyla
diizenlenmistir. Tiimor baskilanmasinda p53 proteinin timdr gelisimi ile ilgili birgok
yolakta rol almas1 ve ING proteinlerinin p53 proteinin hem islevini hem de kararliligini
diizenlemeleri nedeniyle ayni dokularda p53 genindeki degisimler de birlikte
degerlendirilmeye calisilmistir. Calisma, pankreas kanseri ameliyat1 gegiren 4 kadin ve
11 erkek hastanin, pankreas tiimorii dokular1 ve normal dokularinda gerceklestirilmistir.
Bu amagla, dokulardan DNA ve RNA eldeleri yapilmistir. Elde edilen RNA’lardan
olusturulan cDNA’lar, ING4’lin gen ifade diizeyinin belirlenmesinde ve ING4’iin DNA
dizi analizi incelemelerinde kullanilmistir. DNA’lar ise p53 geni mutasyonlarinin

belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir.

ING4’iin gen ifade diizeyleri B-aktin genine gore cDNA PCR 1sik parlakligmin
mukayesesi ile yapilmistir. ING4’iin mutasyonlar1 ise dogrudan DNA dizi analizi
yapilarak mRNA diizeyinde ortaya konulmaya c¢alisilmistir. p53 genine yonelik
mutasyon taramalari, p53 geninin her bir ekzonunun PCR firiinlerinin SSCP
kosulundaki davraniglarini takiben belirlenen farkli hareketlilikteki bantlarm DNA dizi
analizleri yapilarak gergeklestirimistir. Calisamadan elde edilen p53 bulgular1 SSCP
bulgular1 ve DNA dizi analizi bulgular1 olarak iki baslik altinda verilmistir. ING4
bulgular1 da gen ifade diizeyi sonuglar1 ve ING4 DNA dizi analizi sonuglar1 olarak iki
baslik altinda sunulmustur. ING4 gen ifade seviyelerinin belirlenmeye ¢alisdig1 sirada,
ING4 ile karsilastirilan B-aktin geninde farkli bantlar oldugu gozlendi. -aktin geninden

elde edilen bulgular da ayrica sunulmustur.

4.1. pS3 Geni Bulgulan

4.1.1. p53 geni ekzonlarimin SSCP incelemeleri

p53 geni ekzonlarinin PCR’lar1 yapilip, PCR firiinleri formamid ile denatiire edildikten

sonra 19/1 akrilamid-bisakrilamid orani ile hazirlanan jelde 16,5 saat 430 Volt’ta

yiriitiilmiistiir ve daha sonra glimiis boyama ile boyanarak bantlar incelenmistir. Bu
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incelemeler sonucunda p53 geninin 4, 5 ve 6. ekzonlariyla gerceklestirilen SSCP
jellerindeki elektroforetik alanlarda farkli hareketlilikler gozlenmistir. p53 geni 4.
ekonun SSCP incelemesinde 63, 143, 275 ve 277 numarali Orneklerin normal
dokularinda goriilmeyen ancak tiimérlii dokularinda goriilen bantlar tespit edildi. p53
geninin 5. ekzonunun SSCP incelemelerinde, 63N, 67T, 77N, 141N, 141T ve 277T
orneklerinde farkli hareketlilikte bantlar oldugu goézlendi. Besinci ekzonun SSCP jel

goriintiisti Sekil 4.1°de sunulmustur.

63N 63T 67N 67T 7IN 77T 83N 88T 96N 96T 43N 134T 437N 37T 144N 144T 143N 143T 275N 275T 277N 2777 20N 29T

N AR

Sekil 4.1. p53 geni 5. ekzonu SSCP jel goriintiisii. 63N, 67T, 77N, 88N, 141N 141T VE 277T numarali
oreneklerde farkli bantlar tespit edildi.

p53 geni 6. ekzonunun SSCP incelemesi sonucunda 63N ve 141N kuyucuklarinda farkli
hareketlilikte bantlar oldugu gézlendi. p53 geni 6. ekzonunun SSCP jel goriintiisti Sekil

4.2’de sunulmustur.

(63N 63T (67N (67T 77N 77T 88N 88T |96N |96T [131N[131T [137N137T 141N/141T 143N 143T 275N 275T 277N 277T 29N 29T

Sekil 4.2. p53 geni 6. ekzonun SSCP jel goriintiisii. 63N ve 141N numarali kuyucuklarda farkli bantlar
tespit edildi.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, pS3 geninin proteine doniistiiriillmekte olan 4, 5, 6, 7, 8
ve 9. ekzonlarmin PCR’lar1 ger¢eklestirilmis ve PCR iirlinleri SSCP jel elektroforezinde
yiirlitiilmiistiir. SSCP incelmeri, 4. ekzonda 4 kuyucukta, 5. ekzonda 7 kuyucukta ve 6.
ekzonda 2 kuyucukta farkli hareketlilikte bantlar oldugunu gostermistir. p53 geni
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ekzonlarinin SSCP incelemelerinde belirlenen farkli bantlarin hastalara gére dagilimlari

Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1 p53 ekzonlarmin SSCP sonuglari.

NO LABNO EKZON4 EKZONS EKZONG6 EKZON7 EKZONS8 EKZON9

1 19 - - - - - -
2 20 - - - - - -
3 29 - - - - - -
4 30 - - - - - -
5 33 - - - - - -
6 34 - - - - - -
7 63 A A A - - -
8 64 - - - - - -
9 67 - - - - - -
10 68 - A - - - -
11 76 - A - - - -
12 77 - - - - - -
13 88 - A - - - -
14 89 - - - - - -
15 96 - - - - - -
16 97 - - - - - -
17 137 - - - - - -
18 138 - - - - - -
19 141 - A A - - -
20 142 - A - - - -
21 143 A - - - - -
22 144 - - - - - -
23 161 - - - - - -
24 162 - - - - - -
25 189 - - - - - -
26 190 - - - - - -
27 275 A - - - - -
28 276 - - - - - -
29 277 A - - - - -
30 278 - A - - - -

A FElektroforetik alanda tespit edilen farkli hareketlilige sahip bantlar1 isaret etmektedir.

SSCP incelemeleri ile belirlenen farkli hareketlilige sahip bantlarin mutasyon tasiyip
tasimadiklari, bantlarm belirlendigi kuyucuklarm DNA dizi analizi yapilarak

belirlenmeye calisildi.

4.1.2. p53 geni DNA dizi analizi sonuclar

SSCP incelemeleri ile belirlenen farkli hareketlilige sahip bantlarin DNA dizi analizleri
gerceklestirildi. Ekzon 4’te belirlenen bantlardan i¢in 63N-63T ve 143N-143T, ekzon
5’te belirlenen bantlar igin 63N-63T ve 88N-88T ve ekzon 6’da belirlenen bantlar i¢in
63N-63T ve 141N-141T kuyucuklarina yiiklenen PCR firiinlerinin DNA dizi analizleri
gerceklestirilerek, farkli hareketlilik gozlenen bantlarm hem tiimér ve hem de normal

dokular1 c¢alisilmis oldu. DNA dizi analizi sonuclari, normal ve tiimorli dokular
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arasinda niikleotid farki olmadigini ve belirlenen DNA dizilerinin NCBI (National
Center for Biotechnology Information)’da ifade edilen p53 geni DNA dizileriyle
uyumlu oldugunu gostermistir (NG_017013).

4.2. ING4 Geni Bulgulan

4.2.1. ING4 gen ifade diizeyi sonuclar

ING4 geninin gen ifade diizeyinin belirlenmesi amaciyla, ING4 geninin 5, 6, 7 ve 8.
ekzonlarint iceren cDNA bolgeleri ¢ogaltilmistir. Ayni kosullarda B-aktin geninin
PCR’lar1 da yapilmig ve ayni agaroz jelde yiiriitiilmistiir. ING4 geninin normal ve
tiimorli dokularindan elde edilen PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.3a’da
ve B-aktin geninin normal ve tiimorli dokulardaki agaroz jel goriintiileri Sekil 4.3b’de

gosterilmistir.

M 19 20 63 64 67 68 88 89 96 97 137 138 M 141 142 143 144 275 276 277 278 M

Sekil 4.3. ING4 ve p-aktin agaroz jel goriintiisii. ING4’tin (a) ve B-aktin (b) gen ifade diizeylerinin
degerlendirilmesi amaciyla hazirlanan agaroz jel yiiriitme goriintiisi. M; boyut belirtecini ifade
etmektedir.

ING4 ve B-aktin genlerinin agaroz jelde belirlenen bantlarinimn alanlar1 ve bu bantlarin
parlakliklar1 Image J adli program (122) vasitasiyla degerlendirilmis ve ING4’den elde
edilen veriler B-aktin’den elde edilen veriler ile karsilastirilmislardir. Buna gore,
pankreatik kanserlerde ING4 geninin gen ifade seviyesinin sonug degerlerine gore %57

oldugu belirlenmistir. Karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Caligilan hastalarda ING4 ve B-aktin gen ifade diizeyleri. N; normal, D: diistik, Y; yiiksek

No Ornek No mRNA gen ifade degeri Sonug
1 19 - -
2 29 - -
3 33 - -
4 63 0,87 N
5 67 0,72 D
6 89 1,4 Y
7 97 - -
8 137 0,47 D
9 141 0,47 D
10 143 1 N
11 161 - -
12 175 - -
13 189 - -
14 275 0,31 D
15 277 - -

4.2.2. ING4 geni cDNA dizi analizi

ING4 geni mRNA’sindan elde edilen cDNA’larin niikleotid dizileri ortaya konularak,
ING4 genindeki muhtemel mutasyonlarin varligi belirlenmeye calisildi. Bu amagla
ING4 geninin biitiin ekzonlarini igerecek sekilde (Sekil 3.1) S;-AS primer ¢ifti
kullanilarak, ING4 ¢cDNA’s1 PCR ile ¢ogaltild1 ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi.
Agaroz jel elektroforezinde, bazi1 6rneklerin birden fazla sayida bant verdigi gozlendi
(Sekil 4.4). DNA dizi analizi igin ilgili bantlar agaroz jel -elektroforezinden
saflastirilmaya ¢alisildi ancak basarili olunamadi. Iki bant iceren kuyucuklarm DNA

dizi analizleri hem ileri hem de geri primerler kullanilarak belirlenmeye ¢alisildi.

19 120 63 64 67 68 8 89 96 97 M 137 138 141 142 143 144 275 2716 2771 218 M

Sekil 4.4. Dizi analizi icin gerceklestirilen PCR’larin agaroz jel goriintiileri. Bu sekilde tek sayilar
normal dokuyu gosterirken, ¢ift sayilar timorlii dokuyu gostermektedir, M ise boyut belirtecini ifade
etmektedir.
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Ileri primerler ile DNA dizisinin 380. niikleotid hizasina kadar normal okunabildigi
ancak sonrasinda okunamadigi goriildii. Geri primer ile yapilan dizilemelerde de ayni
bolgede dizinin okunamadig1 gozlendi. Ileri ve geri primerler ile elde edilen diziler {ist
iste cakistirilarak ING4’lin tam DNA dizisi olusturulmaya calisildi. Elde edilen DNA
dizilerinde ekzon 4 ve ekzon 5 kaynasim noktasinda 9 ve 12 niikleotidlik eksilmeler

oldugu belirlendi.

DNA dizi analizinden elde ettigimiz sonuglar, degisik doku ve hiicre hatlarinda ING4
ile gergeklestirilen diger ¢alismalarla karsilastirildi. Hiicre hatlarinda gergeklestirilen iki
farkli ¢calisma ve gastrik adenokarsinom dokularinda gergeklestirilen bir ¢alismada,
bulgularimizla ortiisecek sekilde, ING4’iin ekzon 4-5 kaynasim noktasindaki niikleotid
degisimlerine bagl olarak farkli kaynasim yapilarmin olustugu tespit edilmistir (13).
Tespit edilmis olan en uzun dizi ING4 vl olarak kabul edilmis, diger farkli kaynasim
yapilarida uzunluklarma gére ING4 v2 (v1’den 3 niikleotidlik AAG dizisi eksilmistir),
ING4_v3 (v1’den 9 niikleotidlik GCAAAAAGA dizisi eksilmistir) ve ING4_v4 (v1l’den
12 niikleotidlik GCAAAAAGAAAG dizisi eksilmistir) olarak degerlendirilmislerdir.
Bu ¢alisamada, ING4 farkli kaynasim yapilarinin gen ifade seviyeleri de belirlenmistir
(13). Unoki ve arkadaslar1 tarafindan belirlenen ING4 farkli kaynasim yapilar1 ve bu

kaynasim yapilarinin hiicre hatlarindaki gen ifade diizeyleri Sekil 4.5’de goriilmektedir.

ING4
Genomic DNA TFCCAGCAAAGQ;&AAAGAQEQ?QQ ----7f---cttt ctccctcttccstgw_(iECCGGACT
Exon 4 T e Intron4 e Exon 5

ING4 cDNA

ING4_v1 (30 ESTs:34%): CTCWCCAGCAAAG?GCAAAAAGjAAGGCCGGACTCAAAAGGAG
ING4_vZ (43 ESTs:49%):CTCTTCCAGCAAAGGCAAAAAGA—GCCGGACTCAAAAGGAG
ING4_v3 ( 2 ESTs: 2%):CTCTTCCAGCAAAG AAGGCCGGACTCAAAAGGAG
ING4_v4 (13 ESTs:13%):CTCTTCCAGCAAA GCCGGACTCAAAAGGAG

Exon 4 Exon5 ——

Exon 4-5 boundary

Sekil 4.5. ING4 farkli kaynasim yapilar1 ve bulunma yiizdeleri. ING4’tin 4. ve 5. ekzonlarinin farkli
kaynasimlarma bagli olarak olusan dort farkli ING4 farkli kaynasim yapisi. Belirlenmis olan en uzun dizi
ING4_vl olarak kabul edilmistir. ING4 v2’de 3 niikleotidlik AAG dizisi eksilmektedir. ING4 v3’de
dokuz niikleotidlik GCAAAAAGA dizisi eksilmektedir. ING4 v4’te, ING4 v1’de bulunan toplam 12
niikleotid eksilmektedir. Bu farkli kaynasim yapilarindan ING4_v1’in toplam ING4’ler arasinda %34,
ING4_v2’nin %49, ING4 v3’iin %2 ve ING4 v4’iin %13 ifade edildigi belirlenmistir (13).
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Gergeklestirdigimiz ¢alismada, pankreatik kanserlerde ING4’tiin farkli kaynasim
yapilarindan ING4 v1 6 hastada, ING4_v2 4 hastada ve ING4 v4 2 hastada tespit
edilmistir. DNA dizi analizi sonuglarma goére ING4 v3 tespit edilememistir. Caligilan

dokularda belirlenen farkli kaynagim yapilarmin dagilim: Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Calisilan 6rneklerde DNA dizi analizi ile tespit edilen ING4 alternatif kaynasim yapular.

No Ornek No ING4 V1 ING4 V2 ING4 V4
1 19

2 29

3 33 - -

4 63 A A

5 67 -

6 89 A

7 97 - -

8 137 A A

9 141 A A A
10 143 A A

11 161

12 175

13 189 - - -
14 275 A - A
15 277 - -

A Farkli kaynasim yapisi varligini gostermektedir.

Tablo 4.3’e gore ING4’iin farkli kaynasim gesitlerinin dagilimi incelendiginde ING4 v1
¢esidinin daha siklikla goriildiigi (%40), bunu %26 ile ING4 v2 ve %13 ile ING4_v4

cesidi takip eder. Sekiller 4.7 ve 4.8 incelendiginde ¢akisan bant bolgeleri de
goriilmektedir. Bu cakisan bantlar da ¢oziildiiglinde ING4’iin diger bir c¢esidinin
varliginin da olabilirligi agikliga kavusacaktir. ING4 farkli kaynasim yapilar1 arasindaki
niikleotid sayis1 farki az olugundan, agaroz jelden bantlar saflastirilamamistir. DNA
dizi analizleri ileri ve geri primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. Ileri primer
kullanilarak, farkli kaynasimin gergeklestigi kesim noktasindan onceki DNA bdlgesi
dizilenirken, geri primer ile de kesim noktasindan sonraki DNA bolgesi dizilenmis ve
boylelikle ING4’iin DNA dizisi biitiin olarak ortaya konulmustur. Ileri primer ile
dizilenen 6rneklerden biri Sekil 4.6°da, geri primer ile dizilenmis olan 6rneklerden biri
de Sekil 4.7°de sunulmustur. Sekil 4.7°de sunulan Ornegin ileri primer ile ortaya
konulan DNA dizisi Sekil 4.8’de sunulmustur. Iki DNA dizisinde de kesim noktasma
kadar dizi okunabilirken, kesim noktasindan sonra, farkli kaynasim yapilarindan

kaynaklanan bantlarin g¢akismasi nedeniyle dizi okunamamaktadir. Bu ¢akisan
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bolgelerin agikliga kavusturulmasi ING4 ¢esitlerinin pankreatik kanserli hiicrelerinin

cogalmasi ve biiyiimesi hakkinda bilgi verecektir.

360 370 380 390
T ¢ T TC CAGCAAAG GCAAAAAGAERMEGSE G G ACTDMA

Sekil 4.6. 63 numarah ornekte belirlenen ING4 ¢cDNA dizisi. DNA dizisi dordiincii ekzonun son
niikleotidleri olan GGCAAAAAGA dizisinden sonra, diger kaynasim yapisinin bulunmasi nedeniyle
okunamamaktadir.

130 140 150 160
A AMAAGAAA G GC CGGACTCAA AAGG AG A AGA A AG

AA0T A A

Sekil 4.7. 137 numarah ornegin geri primer ile dizilenmesi. Ekzon 5. son niikleotidleri olan
CCGGACT goriilebilmektedir.

330 360 370 380 300
AGCTCTTCCAGCAAAGGCAAAAAGAAAGGSC RGAC TAARAAGG

Sekil 4.8. 137 numaral 6rnegin ileri primer ile dizilenmesi. Dordiincii ekzonun son niikleotidleri
GGCAAAAAGA ve besinci ekzonun AAG niikleotidleri goriilmektedir.
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4.3. p-aktin Geni Bulgular

ING4 gen ifadeleri, hamarat gen olan B-aktin geni ile karsilagtirilarak belirlenmeye
calisildi. ING4 ve [-aktin genlerinin PCR’lar1 aymi agaroz jelde yiiriitiildi. Jel
elektroforezinde f-aktin geninin beklenen banti disinda bantlar verdigi gézlendi. p-aktin

geni agaroz jel gorlintiisii Sekil 4.9°da sunulmustur.

ING | ACT | ING |ACT ING ACT| ING ACT ING ACT ING ACT|ING ACT ING ACT ING ACT | ING ACT ING

Sekil 4.9. pB-aktin geni agaroz jel elektroforez goriintiisii. INg4 ve p-aktin genlerinin elektroforezleri
biriklikte gerceklestirilmis ve f-aktin’in farklar bantlar verdigi gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri, ¢ok hizli sekilde metastaz yapmasi ve pankreasta gelisen tlimorlerin
cevre organlara siiratli bir sekilde yayilmasi 6zelligi ile diger timdrlerden ayrilmaktadir
(1). Pankreas kanserine yakalanan hastalarin %75’1 tedaviye yoOnlendirilemeden
yasamlarini kaybederken, pankreas kanseri kaynakli Sliimlerin %90°1 da pankreas
kanserine bagl olarak gelisen metastaz nedeniyledir (1). Pankreasin organ olarak zengin
lenf ve damar sistemine sahip olmasi, pankreatik tiimdrlerin gelisimine katki sagladigi
gibi metastaz gelisimini de etkileyebilmektedir (1,2). Bunun disinda pankreasin meme
gibi koruyucu bir kilif tarafindan g¢evrelenmemis olmasi da c¢evre dokulara gelisen

yayilmayi tetikliyor olabilir (1,2).

Pankreatik kanser gelisimine katki saglayan mutasyonlar belli bir sira ile ve dokudaki
histolojik bulgularla uyumlu olarak gelismektedirler (3). Pankreas kanseri olusumu ve
ilerlemesi ile ilgili onerilen modellerde, pankreastaki kanser gelisimine bagli olarak
pankreatik dokulardaki degisimlerin degerlendirildigi PanIN evrelendirmesi dikkate
almmaktadir (18). PanIN evrelendirmesine gore, pankreatik kanserlerde mutasyona
ugrayan ilk genin K-ras oldugu ve pankreas kanserinin en ileri evresi olan PanIN-3’e
dogru K-ras mutasyonlarmin arttig1 ve PanIN-3’te %100’e ulastig1 rapor edilmektedir
(18). pl6 geninde gerceklesen mutasyonlar, pankreas kanserinde K-ras’dan sonra
gergceklesen ikincil mutasyonlar olarak ifade edilmektedir ve PanIN evrelemesinde
kanserin ilerlemesine bagl olarak %100 gibi bir oranda goriilebilmektedir (4,18).
Pankreatik kanserlerde, p53 mutasyonlar1 PanIN-2 ve -3 gibi nispeten daha geg
evrelerde ortaya ¢ikmaktadir (18).

Pankreas kanserinde en sik mutasyona ugrayan gen olan K-ras, GTP-bagiml
sitoplazmik bir protein kodlamakta olup, hiicre ylizeyindeki biiytime faktorii uyarismin
hiicre igerisine iletilmesinde rol almaktadir (123). Ras uyari ileti yolag: araciligiyla islev
gosteren biiylime faktorleri, hiicre zarinda bulunan almaclara baglanip araci proteinler
vasttasiyla plazma zarina bagli olan Ras proteininin, Ras-GTP bileseni haline
doniismesine neden olurlar (123). Ras proteini, GTPaz islevine sahip bir protein olup,

kendisini katalizleyerek Ras-GDP yapisina doniisebilmektedir (123). Ras’ta gelisen
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mutasyonlar siklikla 12, 13 ve 61. kodonlarda goriilmekte olup, bu mutasyonlar Ras’in
GTPaz islevini gergeklestirememesine ve siirekli olarak biiyiime uyarisi olusturmasina
neden olurlar (123,124). Bunun sonucu olarak p53, p21 ve p16 gibi hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda rol alan proteinlerin gen ifade seviyelerinin de artmasina neden olur
(24). Bu proteinlerin islevlerini normal olarak gosterebilmelerine bagli olarak, hiicre
dongiisti baskilanarak kanser gelisimi onlenebilir (24). Fakat bu goriis hiicresel seviyede
molekiiller arasi iligkilere dayanilarak yapilan bir yorumdur. Biraz disiiniildiigiinde bu
yorumun hizli metastatik gelisimi izah etmekte zorlandigi anlasilmaktadir. Pankratik
kanser ¢cogaliminda ve yayiliminda ilave olarak hipoksiya, damarlasma ve ozellikle
kanserli hiicre etrafindaki hiicrelerin olustiurdugu mikro ¢evrede ¢ok onemlidir. Mikro
cevreyi olusturan hiicrelerdeki degisimler kanserli hiicrenin hizli yayilmasi ve tedaviye

cevap vermesinin digiikliigii ile dogrudan dogruya ilintilidir (125).

Hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda rol alan p53 ve p16 genlerinde olusan mutasyonlar,
K-ras mutasyonlarindan sonra olusmakta ve pankreas kanseri gelisimine katki
saglamaktadirlar (6,18). p53, p2l1 proteinini kodlamakta olan wafl geninin
transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol almaktadir (81). p53 proteini, bircok siklin
bagimli kinazi engelleyerek hiicre dongiisiinii etkileyen p21 proteininin sentezlenmesini
saglar ve p21 proteini de CDK’lar ile etkileserek hiicre dongiisiiniin G; evresinde
durdurulmasima neden olur (52,56). p53 ayrica, transkripsiyon faktorii olan ve mitozun
ilerlemesi i¢in gerekli olan c-myc ve c-fos gibi onkogenlerin transkripsiyonlarinin
gerceklesmesinde rol alan E2F ile baglanarak, hiicre dongiisiiniin G, asamasinda da
durdurulmasma neden olur (56). Pankreatik kanserlerde K-ras’tan sonra ikinci sirada
mutasyona ugrayan pl6 geni, INK4a (INhibitor of cyclin-dependent Kinase 4) ve ARF
(Alternative Reading Frame) proteinlerinin ikisinin de birlikte kodlandigi gendir (126).
INK4a, CDK4/6 ile baglanarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda rol alirken, ARF
proteini, p53’iin kararlihigini saglamaktadir (126).

Diger biitlin kanserlerde oldugu gibi pankreatik kanserlerde de hiicre dongiisiiniin
normal sekilde diizenlenememesi hiicre biiylime ve ¢ogalma diizeninin bozulmasma
neden olmaktadir. Pankreatik kanserlerde gergeklestirilmis olan calismalar, hiicre
dongiistiniin diizenlenmesinde rol alan p53, pl6 ve SMAD4 gibi tiimor baskilayici
genlerin yiiksek siklikta mutasyona ugramis olduklarini ortaya koymustur (3,7). p53

proteini, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve programli hiicre dliimiiniin gergeklestirilmesi

74



mekanizmalarinda Onemli roller oynamaktadir ve pankreatik kanserlerde p53
mutasyonlariin %50’den fazla oldugu (3,7) hususunda genel bir kan1 mevcuttur. p5S3
proteini, kromozomlarm dogru olarak ayrilmasmin gergeklestirilmesi, genomik
kararliligin saglanmasi, yaslanma ve programli hiicre Oliimiiniin gergeklestirilmesi,
DNA tamiri ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi gibi hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasiyla
iligkili bir¢ok hiicresel yolakta tetikleyici islevi vardir (52). p53, hiicredeki bu islevlerini
dogrudan DNA ile baglanarak veya hiicredeki diger proteinlerle -etkileserek
gerceklestirmektedir (81,83). ING4 proteini, p53’iin islevlerinin diizenlenmesinde rol
alan proteinlerden biridir (11). ING4 proteini, ING gen ailesinin diger liyeleri gibi hiicre
dongiisiiniin kontrol edilmesi, programli hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi ve DNA’da
gelisen hasarlarin tamir edilmesinde rol almaktadir (11). Diger ING proteinlerinden
farkli olarak ING4 proteini, timor gelisiminde o6zellikle 6nemli olan yeni damar
gelisimi ve dokunum engellemesi (contact inhibition) kayb1 mekanizmalarinda da rol

oynamaktadir (11).

Pankreas kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde, bir¢ok yolakta rol almas1 nedeniyle, p53
aracilt hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Normal
sartlarda MDM2 proteini p53 proteininin N-ucuna baglanarak, p53’iin bu bdlgeden
fosforillenmesine engel olur ve p53 proteini MDM2 proteininin etkisiyle “kapali”
konumda tutulur (54,127). Kapali konumdaki p53 daha sonra da ubiquitin yolagiyla
proteosomlara yonlendirilerek parcalanir (52,54). Hiicre stresi yada hiicre hasari
sonrasinda p53 proteini, ATM, Chk2 (Human homologue of Rad53) yada pl6 geninin
alternatif @irtinii olan p16”"" proteini tarafindan MDM2’nin proteolitik parcalanmasinin
saglanmasiyla acik konuma getirilir (54). Acik konuma gelen p53, p21 proteininin
transkripsiyonunu saglayarak hiicre dongiisiinii G, evresinde durdurabilmektedir (56).
Hiicre dongiisiiniin G, evresinde mitozun ilerlemesinde rol alan E2F transkripsiyon
faktorii de, hiicrede fazla ifade edildiginde MDM?2’ye baglanarak p53 proteininin agik
konuma getirilmesini saglamaktadir (56). ING gen ailesi tarafindan kodlanmakta olan
proteinler de p53 kararliliginin saglanmasinda rol almaktadirlar (11,76). ING proteinleri
dogrudan p53’e baglanarak MDM2’nin p53’e baglanmasina ve p53’iin proteosoma

yonlendirilmesine engel olurlar (83).

Gorildigi gibi, pS3’in islevselligi i¢in p53 proteininin N-ucunun fosforillenmesi ile

kararl hale gelmesi gereklidir. p53’iin N-ucunun fosforillenmemesi, MDM2’nin p53’e
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baglanarak proteosomlara yonlendirmesi ve burada p53 proteinin parcalanmasiyla
sonuglanir. p53 kararliligi, E2F ve ARF proteinlerinin MDM2’ye baglanarak MDM2’yi
p53’den uzaklagtirmasiyla saglanabilecegi gibi, p53 proteinin  N-ucunun vya
fosforilasyon yolu ile veya ING4’tin baglanmasi ile MDM2’nin p53’iin N-ucuna
baglanmasi engellenir. Kisaca, ING4 proteininin, p53 proteininin N-ucuna baglandigi
ve proteinin fosforilasyonuna zemin saglayarak MDM2’nin baglanmasina engel oldugu
diistiniilmektedir (83). Kararlilig1 saglanarak yarilanma omrii degisen p53 proteini de

timor gelisiminin baskilanmasi islevlerini gerceklestirebilmektedir.

Bir¢ok kanserde oldugu gibi, pankreatik kanserlerde de p53 mutasyonlarmin yiiksek
siklikta goriildiigiiniin rapor edilmesi, p53 yolaklarinda ING4 ve p53’iin birlikte islev
gostermeleri ve ING4’iin, pankreas kanseri gelisiminde 6zellikle 6nem arz eden hiicre
yayilmasi, hiicre go¢ii ve yeni damar olusumunda rol almasi nedeniyle, p53 ve ING4
genleri pankreas kanserinde birlikte ¢alisilmistir. Calisma sonucunda, p53 geninin 6
ekzonundan ¢ogaltilan toplam 180 DNA bolgesinin 13’tinde farkli bantlar tespit
edilmistir. Tespit edilen farkli bantlar; dordiincii ekzonda 4, besinci ekzonda 7 ve altinci
ekzonda 2 seklindedir. Bahsedilen ekzonlarin DNA dizi analizleri gergeklestirilmis ve
mutasyon tasimadiklar tespit edilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2°de goriilen farkli yiirtimelere
sahip bantlarin olusumu, p53 geninde tekrar eden niikleotid dizilerinin, SSCP
yuriitmelerinde p53 geni DNA’sinin, c¢esitli derecelerdeki ikincil yapi kazanmasina
bagl olarak farkli bantlar olusumuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. SSCP
analizlerinde akrilamid jelde goriilen farkli yiirtimeler ilk bakista PCR reaksiyonlarmin
kismen tamamlandigi ve gesitli asamalarda tamanmlanmadigi, bu ylizden fakli bantlarin
ortaya c¢iktigin1 akla getirebildigi gibi yaygin mutasyonlarin olabilecegini de
diisiindiiriir.  Yapilan p53 PCR reaksiyonu nukleotid dizin analizinin NCBI da
yayinlanan (NG_017013) dizinle tamamiyle uyusmasi ve mutasyon saptanamamasi bu
genin ifadesinde ikincil yapmnin sikga goriilebilecegini, bu ylizden gen firliniiniin de
eksik (kriptik) olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle p53 geninde ikincil yap1
yatkinligiin kanser gelisimi ile iliskisinin agikliga kavusturulmasi gerekliligi ve bu

yonde ¢alismalarm yiiriitiilmesinin yararlilig1 anlagilmaktadir.

Bu ¢alismada ayrica ING4 geninin gen ifade diizeyi ve cDNA’larinin DNA dizilemesi
yapilarak ING4’in mRNA diizeyinde mutasyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Calisma

sonuglarimiz, pankreatik kanserde ING4 gen ifade seviyesinin azaldigini gostermistir.
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ING4 gen ifade seviyesi, ING4 ile B-aktin cDNA’larindan elde edilen verilerin
karsilastirilmasiyla belirlenmistir. Bu karsilastirmalar sirasinda, 3 ornekte [B-aktin’in
normal bantlarindan farkli bantlar verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.9). p-aktin, hiicre
iskeleti, hiicre i¢i trafigi ve hiicrenin hiicre dis1 matrikse tutunmasinda rol alan bir
protein kodlamakta olan “hamarat” bir gendir (128). p-aktin geninde mutasyonlar sik
goriilmemektedir (129). B-aktin geninde tanimlanmis mutasyonlarin ifade edildigi iki
tane “vaka sunumu” bulunmaktadir (129,130). Bu vakalarin birinde 183. konumdaki
arjinin amino asitinin triptofana doniistimiine neden olan mutasyona bagl olarak isitme
bozuklugu ve ge¢ baslangich jeneralize distoni gelistigi rapor edilmektedir (129). Diger
sunumda da 364. konumdaki glutamik asitin lizin amino asitine doniisiimiine neden olan
mutasyona bagli olarak 151k hassasiyeti, tekrarlayan enfeksiyonlara yatkinlik ve zeka
geriligi gelismi rapor edilmistir (130). Taranan yayinlarda, dogrudan kanserli dokularda
taninlanmis  B-aktin - geni  mutasyonlarma  rastlanilmamistr  ancak  [B-aktin
mutasyonlarmin  etkilerinin degerlendirildigi, hiicre hatlarinda gerceklestirilen
caligmalar bulunmaktadir (131,132,133). HuT-14 hiicre hatlarinda gergeklestirilen bir
calismada 36, 83 ve 244. konumlarda amino asitlerin degisimine neden olan
mutasyonlar ve 5° bolgede 22 niikleotidlik bir eklenme (insertion) belirlenmistir (132).
Bahsedilen mutasyonlar1 tasiyan hiicre hatti HuT-14T olarak adlandirilmistir ve bu
hiicrelerin koken aldiklar1 HuT-14 hiicrelerinde gore ¢ok daha tiimorojenik olduklari
belirlenmistir (133). Sitozolik [B-aktin gen ifade seviyesi ve aktin polimerizasyonu ile
insan bagirsak (kolon) adenokarsinoma hiicrelerinin metastatik kapasitesi, kanserli
hiicrenin haraketliligi ve kanserli hiicrenin hiicre iskelet organizasyonu ile iliskili
oldugu iizerinde de c¢alismalar vardr (134). Bu calismalardan metastatik timor
gelisiminde PB-aktin proteininin arttigi anlagilmaktadir (135). Bahsedilen g¢alisamalar
hiicre hatlarinda gercekelestirilen ¢alismalar olup, sitozolik aktin geni mutasyonlarinin
dogrudan kanser dokularinda c¢aligildigi yaymlar bulunmamaktadir (133,134,135).
Pankreatik kanserlerde tanimladigimiz B-aktin geninin farkli bantlarmin DNA dizi
analizi ile ortaya konulmas: p-aktin geninin kanser gelisimindeki roliiniin

belirlenmesine katki saglayacaktir.

ING4 cDNA’larinda gerceklestirilen DNA dizi analizi ile ING4’in mRNA diizeyindeki
mutasyonlart belirlenmeye c¢aligilmistir.  DNA dizi analizi sonuglari, c¢aligilan
orneklerden 6’sinda ING4 v1, 5’inde ING4 v2 ve 1’inde ING4_v4 farkli kaynasim

yapist oldugunu gostermistir. Bu Ornekler arasinda 3’tinde ING4 vl ve ING4_v2
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birlikte, 1 hastada ING4 vl ve ING4 v4 ve 1 hastada da ING4 vl, ING4 v2 ve
ING4_v4 birlikte goriillmiistiir. Tek bir hastada sadece ING4 v1 bulunmustur. ING4’iin
farkli kaynasim yapilar1 4. ekzon ile 5. ekzonun birbirleri ile kaynastiklar1 noktaya
tekabiil etmektedir. ING4 v/’de 3 niikleotidlik AAG dizisi ekzon 4-5 kaynasim
bolgesine girerken, ING4 v4’te ise ayni bolgedeki 9 niikleotidlik GCAAAAAGA dizisi
silinmektedir. ING4 farkli kaynasim yapilari, farkli protein yapisinda olduklarindan,

hiicresel islevleri de farkli olmaktadir.

Timor baskilayict ING4, hiicre cogalmasmin baskilanmasinda, hiicre gogii ve
yayllmasmin engellenmesinde, dokunmaya bagli Onlem alma mekanizmasmin
tetiklenmesinde, anjiyogenezin engellenmesinde roller almaktadir (11). ING4, hiicresel
islevlerini, farkli kaynasim yapilar1 araciligiyla hiicrenin ilgili boliimlerinde bulunarak
ve biiylik protein bilesimlerinin yapilarina katilarak ya da p53 gibi proteinler ile
etkileserek gerceklestirmektedir (13). Sunulan bu calismada, pankreatik kanserlerde
ING4 proteinin farkl kaynasim yapilarinin varligi, yani, ING4_v1, ING4_v2, ING4_v4
cesitleri bulunmus olup ING4 v3 tesbit edilememistir. Bahsedilen farkli kaynasim
yapilart ING4 proteinin nukleus icerisine tasmmmasinda rol alan NLS bolgesindeki
amino asit dizisinin degisimine neden olmaktadir (13,136). ING4 proteini NLS bdlgesi
aracilifiyla nukleus igerisine tasindigir gibi, p53 proteini ile de yine NLS bdlgesi
araciligiyla iliski kurmaktadir (13,83,136). Bu nedenle NLS bolgesinde degisimlere
neden olan farkli kaynasim yapilar1 ING4 proteinin hem p53 proteini ile

baglanabilmesini etkilemekte hem de proteinin hiicresel islevlerini degistirmektedir

(13,136).

Tiimor hiicre hatlarinda gergeklestirilen baska bir calismada da bizim belirledigimiz
fakli kaynagim yapilarina benzer kaynasim yapilar1 tespit edilmis olup, bu farkl
kaynasim yapilarinin  hiicresel konumlar1 ve islevleri de c¢alisilmustir (13).
Gergeklestirdigimiz c¢alismadan elde ettigimiz p53 ve ING4 genlerine yonelik
bulgularin pankreatik kanserde hiicre dongiisli, programli hiicre 6liimii, yeni damar
olusumu, hiicre gocii, hiicre yayilmasi ve bunlara bagli olarak metastaz gelisimine olan
muhtemel katkilari, Unoki ve arakadaslar1 tarafindan (13) gergeklestirilen ¢alismada
elde edilen ING4 farkli kaynasim yapilarinin hiicresel konumlar1 ve iglevlerine yonelik
veriler esliginde tartigilmistir. Pankreatik kanserlerde p53 mutasyonlarinin %50’den

fazla goriildiigiiniin rapor edilmesi ve ger¢eklestirilen ¢aligmada ¢alisilan 180 ekzondan

78



yalnizca 13’tinde farkli hareketlilige sahip bantlar tespit edilmis olmasi ve bu bantlarin
DNA dizi analizlerinde mutasyon belirlenmemesi nedeniyle p53’iin pankreatik
kanserlerde ve diger kanserlerdeki mutasyonlari, bu mutasyonlarin p53 proteinine
etkileri ve ilgili mutasyonlarin tespitinde kullanilan yontemler ayrica tartigilacaktir. Bu
calismada kullanilan pankreatik doku Orneklerinde nukleotid mutasyonlar1 dizin
analizlerinde bulunamamigtir. Pankreatik kanser hastalarinin yasam siiresinin kisaligi
g0z Oniine alinirsa p53 gen mutasyonundan ¢ok, muhtemelen p53 gen transkripti yani
p53 mRNA’sinin olusturdugu sag¢ tokasi ikincil yap1 sebebiyle gen iiriinii kesik kesik
iretilmektedir. Sekiller 4.1, 4.2 ve 4.3 birlikte incelendiginde mutasyon gibi goriilen
bantlar aynm1 uzunluklarda olmasi ekzonlar 4, 5 ve 6’daki bantlar kendi ekzonlarina
Ozgiinliik gosterdigi, yani belli bolgelerdeki tekrar dizileriyle iligkili oldugu seklinde
yorumlanmistir. Bunun sonucunda tamamlanmamis, islevsiz p53 protein {riiniiniin
ortaya cikabilecegini hatirlatmaktadir. Bu belkide sadece mRNA’lardan elde edilen
cDNA'’larda goriilen yontemsel bir hata olarak da degerlendirilebilir. Gerek eksik p53
sentezi kurami olsun ve gerekse cDNA yolunun tekniksel hatasi olsun her iki halde ilk

defa bu ¢alismada sunulmaktadir.

ING4 gen ifade seviyesi;

ING4 gen ifade seviyelerinin tiimoér ve normal dokular arasindaki degisimleri gastrik
adenokarsinoma, glioma ve bas-boyun kanserlerinde c¢aligilmistir (16,106,136). Bu ii¢
calisma disinda, timor hiicre hatlarinda da ING4 gen ifade seviye degisimleri
arastirilmistir (86). Gliomalarda gergeklestirilen ¢alismada, normal beyin dokusuna gore
ING4 gen ifade seviyesinin gliomalarda alt1 kat daha diisiik oldugu ve ING4 gen
ifadesinin azlmasi ile tiimor derecesi arasinda bir iligski oldugu belirlenmistir (106). Bas-
boyun kanserlerinde gergeklestirilen calismada da ING4 gen ifade seviyesinin %76
oraninda oldugu belirlenmistir (16). Gastrik karsinomada ise normal dokulara kiyasla
ING4 gen ifadesinin %75 oraninda oldugu ve gen ifadesindeki azalma ile tiimor
derecesi arasinda iliski oldugu belirlenmistir (136). Meme kanseri hiicre hatlarinda
gerceklestirilen caligmada ING4 gen ifade seviyesinin azaldigi ve ING4’iin bulundugu

gen bolgesinde silinmeler oldugu rapor edilmistir (86).

Gergeklestirdigimiz caligmada, tiimorlii dokularda normal dokulara gore ING4 gen
ifade seviyesinin %60 oldugu belirlenmistir. Bu sonug, ING4’iin gen ifadesinin

pankreatik kanserlerde %40 kadar azaldigimni1 gostermektedir. ING4 gen bdlgesinin
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silinmesi yada tiimorlii dokularda normal dokulara gore gen ifade seviyesinin azalmasi,
ING4’iin tiimor baskilanmasinda rol aldigina isaret etmektedir. Tiimor baskilanmasinda
rol alan genler tiimor baskilayici genler olarak adlandirilmaktadirlar (3,23,24). Timor
baskilayici genlerin mutasyonlarina bagl olarak her iki kopyalarinda gelisen islev kaybi1
nedeniyle tiimor gelisimine katki sagladiklar1 Knudson tarafindan belirtilmistir (57,68).
Knudson’un bu hipotezi Rb geni gibi genler icin gosterilmistir (68). Timor
baskilanmasida rol alan TGF-B1 gibi bir kisim genler, bir kopyalarinda gerceklesen
mutasyon yada silinmelere bagl olarak tiimor baskilamasini gergeklestiremezler ve bu
tiimor baskilayici genler “Tip II Tiimor Baskilayict Gen”ler olarak adlandirilmaktadirlar

(137).

Gerek pankreatik kanserlerdeki ve gerekse calisilan diger kanserlerde ING4 gen
ifadesinin azalmasi ve bas-boyun tiimorlerinde gosterildigi sekilde heterozigosite kaybi
gostermesi, ING4’lin tiimor baskilanmasinda ikinci tip tiimor baskilayic1 gen olduguna
ve gen ifade seviyesinin azalmasinin tiimor gelisimine katki sagladigina isaret

etmektedir.

Hiicre dongiisiiniin baskilanmasi, .

Hiicre dongiisiinlin baskilanmasinda islev gosteren proteinlerden biri p53 proteinidir
(52). ING4, p53 proteininin N-ucu ile fiziksel olarak etkileserek p53’iin ubiquitin-
proteosom yolagiyla yikilmasina engel olmakta ve p53’tin N-ucundan fosforillenerek
kararliliginin saglanmasinda rol almaktadir (13,83). Kararlilig1 saglanan p53 proteini,
hiicre dongiisiiniin baskilanmasinda rol oynayan proteinlerin transkripsiyonlarinin
diizenlenmesinde rol alarak hiicre dongiisiinii  baskilamaktadwr (52). p53’lin
transkripsiyon faktorii olarak islev gosterebilmesi DNA’ya baglanabilmesi ile iliskilidir
(51,58). p53’tin DNA’ya baglanabilmesi C-ucunun asetilasyon ve fosforilasyonlariyla
diizenlenmektedir (51). ING4 proteini, p5S3 proteinin 382. konumundaki lizin amino
asitinden asetilasyonunda rol alarak p53’tin DNA’ya baglanabilme 06zelliginin
diizenlenmesinde rol alir (51). N-ucundan fosforillenen ve C-ucunun da islenmesiyle
islevsel hale gelen p53 proteini, hiicre dongiisiiniin G; evresinde durdurulmasinda rol
alan p21 proteininin kodlanmasmi saglamaktadir (55). p53, her ne kadar E2F
transkripsiyon faktorii G evresini tetiklerse de gereginden fazla sentezlenen E2F

MDM?2 proteinine baglanark p53’iin proteosoma yonlendirilmesine engel olup dolayli
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olarak E2F transkripsiyon faktorii araciligiyla G, evresinde de hiicre dongiisiiniin

baskilanmasinda rol almaktadir (Sekil 2.5) (56).

ING4™in hiicre dongiisii lizerine etkileri, hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla ortaya konulmaya
calisilmistir. Bu caligmalarda, hiicre dongiisliniin baskilanmasinda birlikte islev
gostermeleri nedeniyle p53 ve ING4 birlikte degerlendirilmistir (81). Bu amagla, p53
geni kapatilmis olan ve p53 geni iglevsel olan hiicrelere digaridan ING4 verilerek hiicre
cogalmasi degerlendirilmistir (81). Disaridan verilen ING4’lin p53 geni kapatilmig olan
hiicrelerde etkili olmadigi ancak, p53 geni agik olan hiicrelerde Gi/S ve Gu/M
asamasindaki hiicre sayilarinda artisa neden oldugu belirlenmistir (81). Bu durum, G1/S
ve G2/M kontrol noktalarinda ING4’iin p53 aracili olarak islev gosterdigini ve hiicre
dongiisiiniin baskilanmasinda rol aldigin1 dogrulamaktadir. p53’iin, hiicre dongiisiiniin
Gy evresinde dongiliyli p21 aracili olarak diizenleniyor olmasi nedeniyle, p53 geni
kapatilmis olan hiicrelerde ING4 ve p21 birlikte degerlendirilmis ve hiicrelere digaridan
verilen ING4’iin p21 gen ifadesini arttirdigir gosterilmistir (106). Bu durum, ING4’iin
p21°’1 p53°den bagimsiz olarak da diizenledigini gosterdigi gibi, hiicre ¢ogalmasini

baskiladigini desteklemektedir.

ING4’iin hiicre ¢cogalmasina etkileri genellikle ING4 vl ile gerceklestirilen caligmalarla
degerlendirilmistir. ING4’tin farkli kaynasim yapilarinin hiicre ¢ogalmasma
etkiledikleri, farkli kaynasim yapilarinin her birinin ayrica degerlendirildigi bir ¢alisma
ile ortaya konulmaya calisilmistir (13). Bu calismada, ING4 v1’in hiicre ¢ogalmasini
etkili olarak baskiladig1 ancak, NLS bdlgeleri degismis olan ING4 v2 ve ING4_v4’iin
hiicre baskilama etkinliginin daha az oldugu tespit edilmistir (13). ING4 V3,
mRNA’sinin az ve kararsizligi sebebiyle ¢ok diisiik olan yarillanma 6mrii nedeniyle
calisilamamustr (13). Farkli kaynasim yapilar: ile gergeklestirilen bu calismada, hiicre
cogalmasimin baskilanmasinda ING4’iin farkli kaynasim yapilar1 ile p53 etkilesimlert,
p53 geni kapatilmig ve p53 geni islevsel olan hiicrelerde degerlendirilmistir (13).
Sonuglar ING4’iin farkli kaynasim yapilarinin hiicre ¢ogalmasmin baskilanmasinda
p53’e belirgin bir bagimlilig1 olmadigmi gostermistir (13). Bu ¢alismada ING4 farkh
kaynasim yapilarmin  p21 geni Ozendirici bolgesini nasil etkiledikleri de
degerlendirilmis ve ING4 v1’in p21 geni 0zendirici bolgesini uyardigi belirlenmistir
(13). NLS bolgeleri 3 ve 12 niikleotid eksik olan ING_v2 ve ING4_v4’iin p21 6zendirici
bdlgesine olan etkileri ¢ok zayif kalmistir (13). ING4 v4’in, ING4 v1’in p21
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Ozendirici bolgesine olan etkisini engelledigi de bu ¢alismada goriilmiistiir (13). ING4
farkli kaynasim yapilarinin niikleus igerisindeki yerlesimlerinin belirlendigi baska bir
caligmada, ING4 v1’in niikleolusta biriktigi ancak ING4’tn diger farkli kaynagim
yapilarmin niikleusa girdikleri ama niikeolusta birikimlerinin ger¢eklesmedigini
gostermistir (13). Niikleolus, niikleus i¢erisindeki 6zel bir bolge olup, ING4 burada p53,
p21 gibi proteinler ile etkileserek bu proteinlerin islevlerinin diizenlenmesinde rol aliyor
olabilir. Pankreatik kanserlerde ING4 gen ifadesinin azalmig olmasi, bu genin
pankreatik kanserde Onemli olabilecegini Onermektedir. ING4’iin farkli kaynasim
yapilarmin her birinin gen ifade seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢aligma, ING4’iin
pankreatik kanserlerde aldig1 rolii ortaya koyabilir. Bu nedenle ING4’iin farkli
kaynasim yapilarinin gerek gen ifade seviyeleri ve gerekse hiicresel konumlarin ayrica

calisilmas1 gerekir.

Pankreatik kanserlerde K-ras’tan sonra en sik mutasyona ugrayan gen pl6 genidir ve bu
genden INK4a ve ARF proteinleri kodlanmaktadir (126,138). Bu iki protein, pl6
geninin iki farkli transkriptinden sentezlenmektedir (138). pl6 geni, iki farkli yol ile
hiicre ¢gogalmasini baskilamaktadir; p16 geni tiriinlerinden INK4a dogrudan siklin/CDK
bilesiklerine baglanarak islevlerini engellerken, ARF, p53 kararliliginin saglanmasiyla
islev gostermektedir (138). Bazi kanserlerde pl6 geninin Ozendirici bolgesinin
hipermetilasyona ugradigi da rapor edilmektedir (138). p16 geni 6zendirici bolgesinin
hipermetilasyonu, bu gen iriinlerinin sentezlenememeleri ve dolayisiyla p16 aracili
hiicre ¢ogalmasinin baskilanamamasi anlamina gelmektedir (138). pl6 O6zendirici
bolgesinin  deasteliasyonu, bir  histon deasetilaz  olan p300 tarafindan
gerceklestirilmektedir (139,140). ING4 proteinin p300 ile fiziksel olarak etkilestigi
rapor edilmistir (81). pl6 ve ING4’lin birlikte degerlendirildigi bir caligma olmadigi
gibi, hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasinda p53’iin aldig: roller nedeniyle, ING4 islevleri
genellikle p53 baglaminda tartisilmistir. ING4’iin p21°in 6zendirici bdlgesine dogrudan
etkili oldugu ve p53’e bagimli olmadig1 gosterilmistir. p16 geni, INK4a {iriinii aracilig
ile hiicre cogalmasmin baskilanmasinda 6nemli olan siklin/CDK bilesiklerini dogrudan
engellemekte, ARF lirlinii araciligiyla da p53 iizerinden p21 araciligiyla yine
siklin/CDK bilesiklerinin engellenmesini gergeklestirmektedir. ING4 proteini, hiicre
cogalmasmi baskilama islevini p53°den daha c¢ok pl6 iizerinden, pl6’nin
deasetilasyonunda islev gostererek gerceklestiriyor olabilir. ING4, pl6 geni tirlinleri

INK4a, ARF ve pl6 geni Ozendirici bdlgesinin deasetialasyonunu gercgeklestiren
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p300°in birlikte degerlendirildigi bir ¢aligma, ING ailesi ile p16 geni arasindaki iliskiyi
daha dogru sekilde ortaya koyacaktir.

Programli hiicre 6liimii;

Programli hiicre 6liim mekanizmasinda gergeklesen bozulmalar, tiimor hiicrelerinde
olusan hasarlarin birikimiyle sonuglanmakta ve hem tiimor hiicresi 6lmemekte hem de
daha kotii huylu bir 6zellik kazanmaktadir (48). Programli hiicre oliimii iki yolak
iizerinden ger¢eklesmektedir (50,141). Bu yolaklardan ilki, hiicrelere disaridan gelen
programli hiicre 6limii uyaris1 ile baslamakta ve ikinci yolakta oldugu gibi sonugta,
kaspaz -3, -6 ve -7’nin islev kazanmasiyla devam etmektedir (50,141). Programli hiicre
Olimii uyaris1 hiicreye, hiicre yiizeyinde yerlesik olan almaglar tarafindan iletilir (50).
Bu almaglar Tiimor-nekrozis faktor (TNF) ailesi iiyesi olan TNF-FAS ve TRAIL
(TNF-related apoptosis inducing ligand) almaglardir ve ortak olarak “death domain;
DD” denilen 6liim bdlgeleri icerirler (50). Bu almaglari uyarilmasi ile, sitoplazmada
pro-kaspaz-8 ve -10’un da birlesimiyle DISC (Death Including Signaling Complex)
olusur ve kaspaz-8 bu bilesim tarafindan islevsel hale getirilir (50). Birinci tip programli
hiicre 6liimiine duyarli olan hiicrelerde kaspaz-8’in islev kazanmasi ile apoptotik yol
gelisirken, ikinci tip hiicrelerde mitokondriden salinan uyaranlara da ihtiya¢ vardir (50).
Pankreatik kanser hiicrelerinde protein tirozin fosfotaz-1 (FAP-1; FAS-associated
phosphatase-1) fazlaca ifade edilmekte ve pankreatik kanser hiicreleri FAS aracili
programli hiicre 6liimiinden korunmaktadirlar, bu nedenle pankreatik kanser hiicreleri
ikinci tip programli hiicre 6liimiine duyarhdirlar (50). Ikinci tip programli hiicre &liim
yolagi “intrinsic yolak” olarak adlandirilmaktadir ve bu yolakta 6liim uyarisinin nasil
basladig1 heniiz tam olarak belirlenememis olmakla birlikte, p53°lin fazla ifadesi
gerceklesmektedir (49,50,141). Fazla ifade edilen p53, sitoplazmadaki Bax proteini
oranin arttirarak Bcel-2 ile Bax arasindaki dengenin bozulmasina neden olur (49,50).
Bax’in artmasi mitokondri zar gecirgenligini degistirerek sitokrom-c¢ salmimina ve
sitoplazmada apoptozom olusumuna neden olur (49,50). Apoptozom bilesigi, kaspaz

yolagini iglevsel hale getirir ve programli hiicre 6liimii baglar (49,50).

ING4 proteininin programli hiicre 6liimii iizerine etkisi akciger kanseri hiicre hatti olan
A549 hiicre hatlarinda degerlendirilmistir (142). ING4 ile birlestirilmis olan vektorler
A549 hiicrelerine verilmis ve kontrol grubunda %2 olarak gerceklesen programli hiicre

Oliimiiniin ING4 verilen hiicrelerde %39 oldugu belirlenerek, ING4’iin programli hiicre
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Olimiinde islev gosterdigi ortaya konulmustur (142). A549 hiicre hatlarinda
gerceklestirilen baska bir calismada da ING4’lin programli hiicre oliimiinde aldigi
molekiiler roller belirlenmeye calisilmistir (142). Hiicrelere digsaridan verilen ING4 ile
Bax, Bak ve sitokrom-c oranlarinin arttigi, Bcl-2, Bcl-XL, Bid ve Kaspaz-3 oranlarinin
azaldig1 gosterilmistir (142). Programli hiicre 6limiinde gen ifadesi artan Bax’in gen
ifadesi p53 proteini araciligi ile diizenlenmektedir (142). p53 proteininin karaliliginin
saglamasi ve transkripsiyon faktorii olarak islev gosterebilmesi igin gerekli olan
asetilasyon isleminde de ING4 proteini islev gostermektedir (142). ING4 proteininin,
p53 proteini iizerinden programli hiicre Oliimiiniin diizenlenmesinde rol aldig:
goriilmektedir. Programli hiicre 6liimiinde islev gosteren Bax ve Bak proteininin gen
ifadelerinin artmasi disinda bu proteinlerin mitokondri zarina yonlendirilmesi ve orada
oligomerize olmalar1 gereklidir (142). Oligomerizasyon islemi Bid proteininin varligina
baghdir (142). A549 hiicrelerinde gerceklestirilen ¢aligmada kiiltiir ortamina ilave
edilen ING4 proteini, programli hiicre oliimiinde rol alan ve mitokondriden AIF
(apoptosis inducing factor) salinimina neden olan PARP (Poly ADP Ribose
Polymerase)’in ING4 verilmesine bagl olarak kesilip PAR’a doniismesi (143), Bid’in
de ING4 tarafindan kesilerek islev kazaniyor olabilecegini diisiindlirmiistiir. Bid, anti-
apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-XL tarafindan protein etkilesimi ile engelleniyor
olabilir ve ING4, Bid’in kaspaz 8 tarafindan kesilmesini saglayarak programli hiicre
Olimiinde p53 disinda da rol aliyor olabilir (142). Sonug olarak, ING4 p53 {izerinden
Bax gen ifadesini arttirarak ve Bid’in kesilerek islev kazanmasini saglayarak programli

hiicre 6liimiinde rol aliyor olabilir.

Yeni damar olusumu (angiogenesis);

Damar olusumu, dokularin normal gelisimi i¢in gerekli olan fizyolojik bir olay olup
anjiyogenez olarak adlandirilmaktadir (144). Anjiyogenez, hem tiimor hiicrelerinin
beslenme ve oksijenlenmesi hem de viicudun baska bélgelerine tasmmasinda rol
almasindan dolay1 tiimor gelisiminde olduk¢a Onemli bir yere sahiptir (144). Yeni
damar olusumu, anjiyogenezi uyaran faktorler tarafindan diizenlenmektedir (144).
Bugiine kadar tanimlanmig birgok anjiyogenik faktor vardir; TGF-o (Transforming
Growth Factor-a), TGF-p (Transforming Growth Factor-f), aFGF (acidic Fibroblast
Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), Angiogenin, VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) ve PD-ECGF (Platelet-Derived Endothelial Cell Growth
Factor) bunlardan bazilaridir (144,145). Pankreatik kanserlerdeki yeni damar olusum
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mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte anjiyogenin, VEGF ve PD-
ECGF gibi biiyiime faktorlerinin ve interlokin-8’in pankreatik kanserlerde damar
gelisimini uyardig1 bazi ¢aligmalarla ortaya konulmustur (145,146). Gergeklestirilen
caligmalar hem IL-8’in hem de VEGF’nin bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB
araciligiyla diizenlendigini gostermistir (146). NF-kB’nin pankretik kanser hiicrelerinde
fazla ifade edildigi ve NF-xB’nin engellenmesinin VEGF ve IL-8’in gen ifadesini
azalttig1 ve buna bagl olarak da damar ve tiimor gelisiminin durdugu gosterilmistir

(146).

NF-xB, p65 (RelA) ve p50 (NF-kB1) proteinlerinin birlesimiyle (hetero-homodimer)
olusan ve bir¢ok genin transkripsiyonunda rol alan bir transkripsiyon faktorii ailesidir
(146). NF-«kB’nin islev gosterebilmesi iki alt biriminin bir arada tutulmasiyla
gerceklesmektedir (146). ING4 proteininin, NF-kB’nin alt birimleri olan p65 ve p50 ile
baglandiklar1 gosterilmistir (147). Glioma hiicre hatlarinda gergeklestirilen bir
calismada, ING4’iin gen ifadesinin normal hiicrelere gore alt1 kat azaldig1 ve disaridan
verilen ING4’e bagl olarak damar gelisiminin baskilandigi belirlenmistir (147). ING4
geni baskilanmig olan hiicrelerde, endotel hiicrelerinin kemotaksisi ve ¢ogalmalarini
uyaran IL-8’in gen ifade seviyesinin yaklasik 10 kat kadar arttigi goriilmiistiir (147).
Bagka bir ¢alismada ING4’iin, NF-kB tarafindan diizenlenen Cox-2 ve MMP-9 (Matrix
Metalloproteinase) genleri  Ozendirici  bolgelerine  baglanarak, bu genlerin
transkripsiyonlarmni diizenledigi ve ING4’in NF-xB’nin bu 06zendirici bdlgelere
baglanmasina engel oldugu gosterilmistir (147). Gliomalarda oldugu gibi pankreatik
kanserlerde de ING4 gen ifadesi azalmaktadir. ING4’iin NF-«xB tizerinden VEGF ve IL-
8’in transkripsiyonlarmi Onleyememesi, pankreatik kanserlerdeki yeni damar
gelisiminin nedenlerinden biri olabilir. ING4’iin hangi bdlgesi araciligi ile ve hangi
farkli kaynasim yapisiyla NF-kB’nin islevlerini engelledigi heniiz bilinmemektedir. NF-
kB’nin transkripsiyon faktorii olarak islev gostermesinde ING4 gibi islev gosteren ve
p300 proteini ile de bilesik olusturan Activating Transcription Factor-3 (ATF-3),
icerdigi LZL bdlgesi araciligr ile ve sadece bazi farkli kaynasim yapilariyla NF-xB
islevini diizenlemektedir (148). ING4’lin farkli kaynasim yapilari, proteinin NLS
bolgesindeki degisimlerle iliskili olup ve proteinin p53 proteini ve p21 geni 6zendirici
bolgelerine baglanip transkripsiyonu tetiklemede yetersiz kalmaktadirlar (13). ING4’iin
hangi farkli kaynasim yapisinin NF-kB islevinde rol aldigmin daha ayrmtili olarak

caligilmasi, ING4’iin yeni damar olusumu {izerindeki etkisini ortaya ¢ikaracaktir.
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Hiicre gogii,

Hiicre gocii, embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, enflemasyon ve timor gelisimi gibi
olaylarda rol almaktadir (141). Hiicre gog¢ii, timor hiicrelerinin hiicre gogiine bagl
olarak ¢evre organlara yada viicudun bagka bdlgelerindeki organlara tasinmasinda yani
metastazlarinda rol almasi nedeniyle 6zellikle onemlidir (141). Hiicre gogii karmasik bir
islem olup, hiicre i¢i ve disindan gelen uyarilar, hiicre iskeleti, hiicre yiizeyindeki
proteinler ve bu proteinlerin hiicrenin bulundugu dis ortam ile etkilesimleri sonucunda
gelismektedir (149). Bir hiicrenin go¢ edebilmesi Oncelikle ¢evresindeki hiicreler ve
icinde bulundugu hiicre dis1 alan (extracellular matrix) ile olan etkilesimini
diizenleyebilmesi ve hareket edebilmesine baghdir (149). ING4 proteini, hiicrelerin
dokunma engellemesini kaybetmelerinde, hiicre dis1 alanin pargalanmasinda rol alan
enzim sentezlerinin engellenmesinde ve hiicre yayilmasi i¢cin gerekli olan hiicre

iskeletinin diizenlenmesinde rol almaktadir (14,86,147).

Melanoma hiicre hatlarinda gerceklestirilen bir ¢alismada hiicrelere disaridan verilen
ING4’iin koloni olusumunu azalttig1 goriilmiistiir (105,108) Daha sonra da iki
melanoma hiicre hattinda ING4’{in hiicre yayilmasi iizerine etkileri degerlendirilmis ve
ING4’tin MMRU hiicre hatlarinda %63 ve SK-MEL-5 hiicre hattinda %66 oraninda
hiicre go¢iinii azalttig1 ortaya konulmustur (105). Bu durumun hiicre ¢ogalmasinin
baskilanmasi nedeniyle olmadig1 da ayrica gosterilmistir (105). ING4’{in hiicre gog¢iinii,
bir GTPaz olan Ras homology gene family member A (RhoA) ve Rho-assosiated kinase
(ROCK) aracili olarak “stress fiber” olusumunu Onleyerek engelledigi belirlenmistir
(105). ING4 farkli kaynasim yapilarinin hiicre gociine etkilerinin belirlendigi bir
caligmada da, ING4 v1’in aktin polimerizasyonunda rol aldigi ancak, ING4 v2 ve
ING4_v4’in aktin filamentlerinin polimerizasyonlarin1 gergeklestiremedigi rapor
edilmistir (13). Aym c¢alisma, hiicre gogiinde O6nemli olan katmanli ayak benzeri
membran ¢ikintilarinin (filopodia/lamellipodia) diizenlenmesinde ING4 v1’in rol aldig:
ve ING4_v4’iin ING4-v1’in bu etkisini azalttig1 gosterilmistir (13).

Meme kanseri hiicre hatlarinda gerceklestirilen bir calismada ING4’iin fazla ifade
edilmesine bagli olarak hiicrelerin agar besi ortaminda g¢ogalmalarinm zayifladig:
goriilmiistiir (86). RKO, HEK-293 ve U-87 MG hiicre hatlarinda gerceklestirilen
molekiiler incelemeler, ING4’lin Liprin-al ile fiziksel olarak etkilestigini gostermistir

(14). Liprin-al hiicre yayilmasinda da rol alan katmanli ayak benzeri yapilarin hiicre
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zarinda olusturulmasinda rol almaktadir (14). ING4 v1’in Liprin-al ile baglanarak,
Liprin-al’in bu islevini engelledigi ve hiicre gdciiniin baskilanmasinda rol aldigi,
ING4’iin diger farkli kaynasim yapilarinin Liprin-al ile giiglii sekilde baglanamadiklar1
ve dolayisiyla hiicre yayilmasi ve gogliniin baskilanmasinda etkili olmadiklar

gosterilmistir (14).

ING4’iin farkli kaynasim yapilarmin her birinin hiicre gocii iizerine etkinliginin farkl
oldugu goriilmektedir. Pankreatik kansererlerde gerceklestirdigimiz ¢aligmada, her bir
ING4 farkli kaynasim yapismnin gen ifadesinin belirlenmesi ve protein diizeyinde

incelenmesi, ING4’lin pankreatik kanserdeki hiicre gociine etkisini agiklayabilecektir.

ING4 ve metastaz;

Tiimor hiicrelerinin metastaz yapabilmeleri, hiicre iskeletindeki degisimlere bagli olarak
gerceklesen hiicre yayilmasi yaninda, hiicrenin i¢inde bulundugu ortamdan da
etkilenmektedir (141). Timor hiicrelerinin metastaz yapabilmeleri i¢in bazal laminay1
geemeleri gereklidir (141). Bazal lamina, tip IV kollajen, proteoglikan, laminin proteini
ve baska proteinler igermektedir (141). Tiimor hiicreleri, hiicre zarlarinda fazlaca
laminin baglaglar1 bulundururlar ve bu baglaglarin laminin ile baglanmasina bagh
olarak metastaz gelisimi baslar (141). Laminin baglacglar1 araciligi ile hiicre dis1
alandaki laminin ile iligki kuran tiimor hiicreleri, bazal laminay1 parcalayacak olan
proteazlar salmaya baslarlar (141). Timor hiicreleri ayrica, ¢evre hiicrelerden uPA
(urokinase plasminogen activator) ve onciil-kollajenaz IV salinimini da uyarirlar (141).
uPA, hiicre dis1 alandaki plazminojeni plazmin’e dOniistiiriir, plazmin hiicreler
arasindaki bag doku proteinlerini pargalayan “genel bir proteaz’dir ve ayni zamanda
onciil-kollajenaz 1V’in islev kazanmasinda da rol alir (141). Tip IV kollojenazlar
“matriks metalloproteinaz; MMP” olarak adlandirilmaktadirlar ve katalitik bolgelerinde
Zn atomu iceren, kollojenaz islevine sahip enzimlerdir (141). insanlarda ifade edilmekte
olan Tip IV kollojenaz islevine sahip iki protein, tiimor hiicrelerince fazla ifade
edilmektedir (141). MMP-2 ve MMP-9 olarak da adlandirilan bu proteinler NF-kB
transkripsiyon faktoriiniin islevi ile ifade edilmektedirler (141,146,147). MMP-9’un gen
ifadesi, 6zendirici bdlgesinin asetilasyon ve deasetilasyonu ile gerceklestirilmektedir
(146). ING4 proteininin, MMP-9 6zendirici bolgesine NF-kB ile birlikte baglandigi ve
burada p300 islevini engelleyerek HDACT islevine katki sagladigi gosterilmistir (146).
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Glioma hiicre hatlarinda gerceklestirilen ¢aligmalarda, ING4’iin H3K4me ile baglanip
NF-kB transkripsiyon faktoriiniin DNA ile baglanmasina engel olarak MMP-9’un gen
ifadesini engelledigi gosterilmistir (147). Ayni ¢alisma U118-MG hiicre hattinda
gerceklestirilmis ve ING4 geninin baskilanmasina bagli olarak MMP-9 gen ifade
seviyesinin arttig1 goriilmistiir (147). MMP-9’un gen ifadesinin diizenlenmesinde NF-
kB’nin iglevini baskilamakta olan ING4’iin gliomalarda gen ifade seviyesinin 6 kat
kadar azalmig oldugu gosterildigi gibi, hiicre hatlarinda gergeklestirilmis bir ¢calismada
da ING4’iin daha ¢ok sitoplazmada bulunan farkli kaynasim yapisi olan ING4 v2’nin
glioma hiicre hattinda ifade edildigi gosterilmistir (147).

Hiicre dis1 alandaki kollojenin parcalanmasinda ING4’iin NF-kB {izerinden islev
gosteriyor olabilecegi goriilmektedir. Gliomalarda ING4 gen ifadesinin azalmis olmas,
ING4’tin NF-xB’nin islevini engelleyemedigine ve bu nedenle MMP-9’un gen
ifadesinin gergeklestigine isaret etmektedir. Pankreatik kanserlerde de ING4 gen
ifadesinin azalmig olmasi, ING4’iin NF-kB iizerinden MMP-9 gen ifadesini
baskilayamadigini 6nermektedir. Ancak, bazi glioma hiicre hatlarinda sadece ING4’iin
daha ¢ok sitoplazmada bulunan ING4 v2 farkli kaynasim yapisinin ifade ediliyor
olmasi, ING4’iin farkli kaynasim yapilarinin NF-kB’ye etkinlik derecelerinin, p53
proteininde oldugu gibi, farkli olacagmi ve NF-«kB ve ING4 farkli kaynasim yapilari
arasindaki etkilesimin ortaya konulmasinin pankreatik kanserlerde oldugu gibi diger
kanserlerde de ING4’iin metastazda aldig1 rolii aydinlatmaya yardimci olacagi
goriilmektedir. Ciinkii farkli kaynasim mekanizmasi, karyotik canlilarda ¢ok farkli
mRNAlar ve bu mRNA’lara bagl olarak bir proteininin gerektiginde farkli dokularda
farkli isoformlarmin ve glikolizasyon ve fosforilasyon gibi tiirevlerinin etkinligiyle
hiicresel faaliyetlerin en ekonomik olarak yerine getirilebilmesi i¢in tercih edilen
fizyolojik bir islevdir. Bir genin 6zendirici bolgesinin yapisal 6zelligi ile sentezlenen
mRNA seviyesi arasinda sik1 bir ilski vardir (61,150). Farkli kaynasim mekanizmasi
transkriptin yani mRNA’nin ve kodladigi proteinin yapisin1 degistirir (61,150).
Kendiliginden pargalanma [nonsense-mediated decay (NMD)] ile birlikte farklh
kaynasan ekzonlarm yaklagik %25’i transkript edilen mRNA bollugunu diizenler (61).
Farkli kaynasim sentezlenen proteinin baglanma 6zelligini, hiicre i¢i yerlesim 6zelligini,
enzimatik islevini, protein yapisinin kararhiligmmi ve translasyon sonrasi islenme
ozelligini etkiler (61). Ayrica, proteinin islevini kaybedebilecegi gibi yeni islev
kazanmasina da sebep olur (61). Farkli kaynagim faktorleri onclil-mRNA’larin biyolojik
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islevi ile uyumlu mRNA’larin sentezini diizenler (61). Yapilan yaymlardan anlasildigi
gibi farkli kaynasim mekanizmasi hiicresel faaliyetlerde anlamli degisimleri protein
isoformlarin1 sentezleyerek ve organ ve doku hiicrelerindeki karmasik preotomik
yapilanmay1 da saglar (61). Ekzon kaynasim mekanizmasini etkileyebilecek
mutasyonlar, ekzon-intron kesisim yerleri veya dinukleotid tekrar dizilerinden herhangi
birisinde olabilecek mutasyonlar ile yeni kaynasim yerleri olusmasi veya siplizomlarin
olusumunda kaynasma faktorlerinin baglandigi nukleotid dizilerinde olabilecek
mutasyonlar, siplizomlarin olusumunu engelleyerek veya ekzon veya intron igindeki
nukleotid dizilerinde olabilecek mutasyonla yeni siplizom olusum bdlgelerinin ortaya
cikmast hiicre i¢in gerekli olan proteinin sentezinin hatali olarak ortaya ¢ikmasina
dolayisiyle fenotipik yansimasinin da genetik hastalik olarak ortaya ¢ikmasina neden
olur (32,61). Kanser gelisiminde cesitli karsi tutumlu (trans acting) faktorlerin
katkisiyla, ozellikle farkli kaynasim tiirevlerinin sentezi ile, apoptotik mekanizmanin
bozuldugu birgok ¢alismalarda vurgulanmaktadir (32). Bu ¢alismada ING proteinlerinde
farkli kaynasim sonucu ortaya ¢ikan ING tiirevlerinin normalden farkl olarak kaynasim
mekanizmasini etkileyebilecek farkli mutasyonlar1 gozlenmemistir. Normal dokularda
gozlendigi gibi ING4_v1 tiirevi bu ¢alismanin hasta grubunda da benzer cogullukta
gozlenmistir. ING4 bantlarin1 parlaklik yogunluguna gore gerek olgiilebilir ve gerekse
keyfi kiyaslama esasina gore degerlendirildiginde ING4 tiirevlerinin gen ifade
seviyelerinin normal dokuya gore nisbeten diisiik oldugu goriiliir (Tablo 4.2). Pankreas
kanserli dokularda % 43 ile %26 arasinda degisen azalmanin (Tablo 4.2) pankreas
kanserinin gelisiminde yetersiz ING4 vl tiirevi p53 proteininin pargalanmasini nisbi
olarak arttirabilecegi bu yiizden eklemeli bir etkisi olabilecegi diistiniiliirse de kesin bir
katkis1 olmadig1 bu calisma ile anlagilmaktadir. Belkide MDM2’nin farkli kaynagim

tiirevleri ile birlikte bu ¢alismanin devam ettirilmesi diisiiniilebilir.

Pankreatik kanser ve p53 mutasyonlari;

Pankreatik kanserlerde gerceklestirilen bu ¢alismada, p53 geninin proteine doniistiiriilen
ekzonlarinin PCR’lar1 gerceklestirilmis ve elde edilen toplam 180 DNA bdlgesinin
SSCP jelde yiiriitiilmesi sonrasinda elektroforetik alanda farkli hareketelilige sahip 13
bant tespit edilmistir. Bu farkli bantlarin DNA dizi analizleri, mutasyona tagimadiklarini
gostermistir (Tablo 4.1). Calisilan p53 geni ekzonlarinda sitozin niikleotid tekrarlari
fazla oldugu gibi tekrarlayan i¢lii niikkleotid dizileri de bulunmaktadir (NG_017013).

SSCP incelemelerinde farkli molekiiler agirlikli olarak gézlenmis olan bantlar, bu gibi

89



tekrar dizilerin olusturabilecegi ikincil yapilar sebebiyle jel ortaminda elektromanyetik
alanda farkli yiirime hizina sahip olmasindan kaynaklanabilir. Pankreatik kanserlerde
p53 geninin %50’den fazla mutasyona ugramis oldugunun rapor edilmis olmasi (6,7),
bu calismada daha fazla sayida muhtemel mutasyon iceren bant veya bantlar ve
mutasyonlarin olabilecegini diisiindiirmiistii. Fakat dizin analizleri GC’ce zengin olan
p53 genomik yapismin farkli degerlendirilmesi gerektigi bu ¢alismada bulunmustur. Bu
nedenle pankreatik kanserlerde gerceklestirilmis p53 mutasyon ¢alismalari, bu
caligmalarda tespit edilmis mutasyonlar (59,151,152,153), bu mutasyonlarin hangi
laboratuar yontemleri ile belirlenmis oldugu (55,151) ve diger kanserlerde p53
mutasyonlarmin durumlar1 arastirilmis ve p53 geni ile iliskili asagidaki tartisma bu

cercevede gergeklestirilmistir.

Dondurulmus pankreas kanserli dokularda immiinohistokimyasal (IHC) olarak p53
proteinin varligi arastirilmistir (151). Degerlendirilen 22 6rnegin 13’iinde (%60) p53
proteinin varligi gosterilmistir (151). Parafine gomiilii dokularda ise c¢alisilan 124
ornegin 28’inde, yani 6rneklerin %23’tinde p53 proteinin varhgi gosterilmistir (151).
Parafine gomiilii dokularda p53 proteininin daha az olarak belirlenmesinde, p53
proteinine kars1 kullanilan antikorlarin dondurulmus dokularda parafine gomiilii
dokulara gore daha iyi calismis olabilecegi seklinde yorumlanmistir (151). Ayni
calismada, parafine gomiilii dokulardan p53 varligi tespit edilen 8 doku 6rnegi ile p53
varlig1 tespit edilemeyen 4 doku Orneginde niikleotid diizeyindeki degisimleri ortaya
koymak i¢in dizi analizi yapilmistir (151). p53 varlig1 antikor ile tespit edilmis olan 8
ornegin 3’linde ve p53 varlig1 ayni antikor ile tespit edilemeyen 4 6rnegin 1’inde DNA
cogaltilmas1 gergeklestirilememistir (151). Cogaltilan DNA’larda dizi analizi
gerceklestirilmis ve kodon 246’da metiyonin amino asitinin izoldsin amino aitsine
doniisiimiine neden olan ATG>ATT mutasyonu, kodon 249°da arjinin amino asitinin
16zin amino asitine degisimine neden olan AGG>AAG mutasyonu ve 273. kodonda
arjinin amino asitinin histidin amino asitine doniisiimiine neden olan CGT>CAT

mutasyonu tanimlanmigtir (151).

Pankreas kanserinde p53 geninin mutasyonlarini ortaya koymaya yonelik yapilmis diger
bir ¢alismada, 26 bireyden olusan bir hasta grubu ile calisilmistir (59). Bu ¢alismada
pankreas kanserli 21 hastanin endoskopi ile alinmis pankreatik sivilarmdaki hiicrelerden

elde edilen DNA’lar kullanilirken, 5 hastanin ameliyat ile alman timorlii pankreas
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dokularindan elde edilen DNA’lar kullanilmistir (59). Elde edilen DNA’larda p53
geninin 5, 6, 7 ve 8. ekzonlarinin PCR iirlinleri SSCP ile incelenmistir (59). Bu
calismada, 26 hastanin 3’iinde 5. ekzonda, 2’sinde 6. ekzonda, 3’linde 7. ekzonda ve
3’linde de 8. ekzonda farkli bantlar oldugu tespit edilmistir (59). Yabanil tipe gore farkl
tespit edilen 11 banttan sadece 3’linde mutasyonlar tespit edilebilmistir (59). Ekzon 5’e
tekabiil eden 144. kodonda CAG (Glu)-TAG (stop), 156. kodonda CGC (Arg)-CAC
(His) ve ekzon 7’ye tekabiil eden 248. kodonda CGG (Arg)-CCG (Pro) mutasyonlari
oldugu belirlenmistir (59). Dogrudan pankreas kanserli dokulardan elde edilen 5

ornegin 3’linlin SSCP degerlendirilmesinde higbir farkli bant goriilmemistir (59).

Pankreas kanserinde ve kronik pankreatitisde pS53 geni degisimlerinin belirlenmeye
calisildig bir calismada IHC ile niikleus icerisinde p53 varligi belirlenmeye ¢alisilmigtir
(152). Bu amagla bakilan 34 kanser 6rnegininin 16’sinda (%47) niikleer p53 boyanmasi
gerceklesirken, kronik pankreatitisli 24 Ornegin hicbirinde niikleer p53 boyanmasi
gerceklesmemistir (152). Ayrica, 34 kanser Ornegi igerisinde nokta mutasyonu
calismalar1 gergeklestirilebilen 24 6rnekte 8 mutasyon (%33) tespit edilmistir (152).
Nokta mutasyonlarinin 35, 105, 133, 213, 213, 258, 259 ve 261. kodonlarda oldugu
belirlenmistir (152). Buna mukabil, pankreatitisli 24 6rnegin 8’inde nokta mutasyonu
taramalar1 yapilabilmis ve higbir 6rnekte mutasyon olmadigi rapor edilmistir (152). Bu
bulgular esliginde, kanser gelisiminde pS3 mutasyonlarinin pankreas kanseri gelisimine
katk1 sagladig1 ve pankreatitisle pankreas kanseri arasindaki genetik degisimlerden

birinin de p53 geni mutasyonlar1 oldugu ifade edilmistir (152).

p53 proteinin pankreas kanserindeki degisimlerini ortaya koymaya yOnelik
gerceklestirilmis olan baska bir calismada, her biri farkli hastalarda olmak tizere, kodon
144, kodon 156 ve kodon 248’de mutasyonlar oldugu belirlenmistir, 144 ve 156. kodon
5. ekzon tarafindan, 248. kodon ise 7. ekzon tarafindan kodlanmaktadir (59). Pankreas
kanserinde gergeklestirilmis diger bir ¢alismada da R175H mutasyonu belirlenmistir
(153). Bu mutasyon p53 kararligini etkilemekte ancak p53’tin p21 proteinini uyarmasini
etkilememekte oldugu da rapor edilmistir (153). Bu mutasyonun lenf nodlarina metastaz

gerceklesmesinde 6nemi olabilecegi vurgulanmustir (153).

Pankreatik kanserlerdeki p53 mutasyon incelemelerinde, p53 mutasyonlarinin %50

dolaylarinda oldugunu rapor eden c¢aligmalarin genellikle immiinohistokimyasal (IHC)
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caligmalar (151,152) oldugu goriilmektedir. DNA dizi analizi ile niikleotid diizeyinde
degisimlerin degerlendirildigi caliymalarda p53 mutasyon oranlar1 ¢ok daha az
bildirilmistir (59,153). p53 geni ile gergeklestirilmis olan diger c¢aligmalara da
bakildiginda 4.000°’den fazla mutasyon tanimlanmis oldugu goriilmektedir (55). 392
amino aistlik bir proteini kodlamakta olan p53 geni 20 kb’lik bir alana yayilmis olmakla
birlikte proteine doniistiiriilen ekzonlar1 intronik bolgeler ile birlikte yaklagik 2.800
niikleotidlik bir uzunluga tekabiil etmektedir (154). p53 geninde gergeklesen
mutasyonlar genellikle proteinin DNA ile baglandigi bolgelerde gerceklesmektedir
(57,58,127). istatistiksel olarak ifade edildiginde; insan kanserlerinin %50’sinde p53
mutasyonlart goriilmekte ve bu mutasyonlarin %95°1 p53 proteininin DNA’ya
baglandigi “DNA baglanma bolgesinde” gerceklesmektedir ve gergeklesen bu
mutasyonlarin %75’ de tek niikleotid degisimine neden olmaktadir (57,58,127). p53
genindeki mutasyonlarin yaklagik yarismin proteinin DNA ile baglandigi bolgede
oldugu ifade edilmekte ve bu da simdiye kadar tantmlanmig mutasyonlarin yarisina yani
2.000’¢ tekabiil etmektedir. Ancak, p53 geninin DNA baglanma bdlgesini kodlamakta
olan 4 ve 5. ekzonlar1 ve aralarinda bulunan intronun kapladigi alan yaklasik 1.300
niikleotiddir (NG_017013) (154).

Insan kanserlerinde p53 mutasyonlarmin yiiksek sikhikta goriiliiyor olmasi, bu genin
kanserlerde belirteg olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmiistiir (55). Bu amagla,
kolay ve ekonomik olan IHC ile p53 varligin1 belirlemek siklikla tercih edilmektedir
(55). IHC yontemi ile p53 varligvyoklugunu belirlemek disinda p53, DNA veya
RNA’nin PCR ile ¢ogaltilarak DNA niikleotid dizilemesi ile veya niikleotid degisimleri
SSCP yontemiyle de belirlenebilir (55). Timér dokularinda mutant p53 miktar:
artmaktadir ve mutant p53°iin IHC ile tespit edilmesi kolay oldugundan IHC tercih
edilmektedir (55). Ancak, yabanil tipteki p53’iin yarilanma Omrii birkag dakika ile
simirhdir ve THC ile belirlenmeleri ¢ok zordur (127). Mutant p53 proteinlerinin
yartlanma omriilerinin daha uzun olmasi nedeniyle IHC yontemi ile yabanil tipe gore
tespitleri daha koyladir (127). IHC ile ger¢eklestirilen ¢aligmalar meme, 6zafagus, brong
ve larinks displazilerinde de tanimlanmistir(55). IHC’nin p53 mutasyonlarini
belirleyebilmesi ile dizi analizi karsilastirildiginda IHC nin, dizi analizine gore mutant
yapilar1 belirlemede %75 oraninda etkin oldugu belirlenmistir (55). p53 proteninin

mutant yapilarmin yarilanma dmiirlerinin, yabanil tipe gore daha uzun oldugu dikkate
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alindiginda, IHC yonteminin yabanil pS3 proteinini tespit etme oranin ¢ok daha diisiik

oldugu anlagilir.

Pankreas kanserinde gergeklestirilen p53 c¢aligmalar1 dikkate alindiginda, genellikle
sitolojik  incelemeler  yapildigi  goriilmektedir. Bu  incelemeler  sirasinda
immiinohistokimyasal olarak p53 proteininin varlig1 ortaya konulmaya calisilmaktadir
(151,152). p53 proteininin yar1 dmriiniin dakikalarla siirlt olmasi (127), IHC ile p53
proteini varhigmi belirlemeyi sinirlandirmaktadir. Bunun diginda, p53 geninde
gerceklesen mutasyonlara bagli olarak farkli kaynasim yapilar1 olusabilmektedir (60).
Ornegin, 125. kodonda gergeklesen G>A mutasyonu (60), proteinin amino asit dizisini

degistirmemekte (60) ancak, yeni bir kaynasim bolgesi olusumuna neden olmaktadir.

Pankreatik  kanserlerde  gergeklestirdigimiz calisma ve  yukaridaki  bilgiler
dogrultusunda, p53 geni ile gergeklestirilecek olan ¢alisgamalarin dogrudan DNA dizi
analizi ile gergeklestirilmesi ve buradan elde edilecek bulgularin RNA diizeyinde de

teyit edilmesinin daha saglikli sonuglar ortaya koyacagi anlagilmaktadir.
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