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PTCH1 GENİNDE MEYDANA GELEN EPİGENETİK 

DEĞİŞİMLERİN MİDE KANSERLİ OLGULARDA 

İNCELENMESİ 

 

ÖZET 

 

 

Gastrik kanser (GC) dünyada teşhisi konulan dördüncü en sık kanser olmakla beraber, 

mortalitesi yüksek ve prognozu kötü bir malignitedir. Yapılan moleküler çalışmalarda, 

hedhehog sinyal yolağının bir proteini olan PTCH1 reseptör regülasyonunun 

bozulmasının mide kanserine sebep olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle, bu çalışmada 

cerrahi gastrektomi uygulanmış mide kanserli olgulardan rezekte edilen tümör 

dokularında, PTCH1 geninin epigenetik değişimi ve buna bağlı olarak ortaya çıkan 

ekspresyonel farklılıkların incelenmesi amaçlanmıştır.Çalışmaya, gastrik kanser tanılı, 

50-70 yaş aralığında, 13 erkek ve 9 kadın hastadan cerrahi gastrektomi ile rezekte 

edilmiş tümör dokusu ve tümörden uzak bir bölgeden alınmış kontrol dokusu dahil 

edildi. Elde edilen dokulardan ticari izolasyon kiti yardımıyla DNA izole edildi. İzole 

edilen DNA’ların konsantrasyonları belirlendikten sonra uygun koşullarda bisülfit 

dönüşümü yapıldı ve EpiTect Metil 2 PCR Sistemi yardımıyla metile ve metile 

olmayan primerler kullanılarak kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(RT-qPCR) ile PTCH1 genindeki metilasyon profilindeki değişimler belirlendi. 

Protein düzeyindeki değişimler için homojenize doku örneklerinden ELISA 

yardımıyla PTCH1 protein ekspresyonları ölçüldü. RT-PCR sonucunda metile 

primerlerin kullanıldığı düzenekte çoğunlukla tümör dokusundan elde edilen 

örneklerin erime sıcaklığı ile tümör uzak dokulardan elde edilen örneklerin erime 

sıcaklığı arasında yaklaşık 0.5 ± 0.25 derece değişimin olduğu ve bu nedenle tümörlü 

dokuların metilasyon profillerinin sağlıklı dokuya oranla değiştiği tespit edildi. Protein 

ekspresyonu sonuçları değerlendirildiğinde PTCH1 protein miktarının kanserli 

dokularda anlamlı derecede arttığı tespit edildi (p<0,05). Elde edilen sonuçlar gastrik 

kanser oluşumunda etkisinin olabileceği düşünülen ve PTCH1 genindeki metilasyon 

profilinde istatistiksel olarak anlamlı bir değişim görülmediğinden PTCH1 

proteinindeki değişimin direk epigenetik değişimler ile ilişkili olmadığını 
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düşündürmektedir. Bu nedenle, bu sonuçlar çevresel etkiler sonucu oluşan epigenetik 

değişimlerin gastrik kanser oluşumunda etkisinin sınırlı olduğuna işaret etmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Gastrik kanser, PTCH1 geni, epigenetik, RT-PCR. 
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EPIGENETIC ANALYSIS OF PTCH1 GENE IN THE PATIENTS WITH 

GASTRIC CANCER 

 

SUMMARY 

 

 

Gastric cancer is the fourth most common cancer diagnosed worlwide. It also has high 

mortality rates with poor prognosis for patients. In some molecular studies, it has been 

shown that the dysregulation of the PTCH1 receptor, a protein in hedgehog signaling 

pathway, leads to the gastric cancer. Thus, the aim of the present study was to observe 

the epigenetic changes of the PTCH1 gene and related expressional differences in the 

gastric tumoral tissues of the patients undergone surgical gastrectomy.Both tumoral 

tissues and tissues far from the tumor (control) that were collected from13 male and 9 

female patients (age range of 50-70 years) diagnosed with gastric cancer were included 

in the present study.DNA extraction procedures were performed on the included 

tissues with commercial extraction kit. After the determination of the concentrations 

of the isolated DNAs, bisulfite conversion was performed under appropriate 

conditions, and then quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-

qPCR),using methylated and non-methylated primers, was performed by EpiTect 

Methyl 2 PCR System in order to define the changes in the methylation profile of the 

PTCH1 gene. Moreover, the expressions of the PTCH1 protein were measured with 

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) method in homogenized tissue 

samples in order to observe the changes in the PTCH1 protein. According to the result 

of RT-PCR measurements, it was determined that 0.5 ± 0.25 degrees difference was 

observed in the melting temperature between tumor tissue and control tissue 

suggesting that methylation profiles of PTCH1 gene in tumor tissues changed 

compared to that of the healthy tissues. Based on the evaluation of the protein 

expressions, it was found that the amount of the PTCH1 protein was significantly 

increased in the tumoral tissues (p<0,05). Depending on the data obtained from the 

study, PTCH1 protein expression having an effect on gastric cancer progression while 

no statistically significant change was observed in the methylation profile of the 
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PTCH1 gene, it is thought that the increase in the PTCH1 protein is not directly 

associated with epigenetic changes. 

 

Keywords: Gastric cancer, PTCH1 gene, epigenetics, RT-PCR. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Mide kanseri (gastrik kanser (GC)) en sık teşhis edilen dördüncü malign kanserdir ve 

dünyadaki tüm kanser ölümlerinin yaklaşık %8,8’ini oluşturmaktadır [1]. Her ne kadar 

kanser tedavisi son yıllarda önemli ölçüde iyileşmiş olsa da GC dünya genelinde kötü 

bir prognoz ve düşük sağkalım oranı göstermeye devam etmekte ve yılda 720.000’den 

fazla ölüm GC’ye atfedilmektedir [1]. Yüksek mortalitenin temel nedeni, başlangıçta 

ileri düzey GC tanısı konan çok sayıda hastanın ve GC hastaları için mevcut tedavinin 

iyileştirici etkilerinin; yan etkiler ve ilaç direnci nedeniyle hala sınırlı olmasıdır [2]. 

Bu nedenle, GC için yeni terapötik stratejilere acilen ihtiyaç vardır. 

Hedgehog (HH) sinyal yolağı uzak metastaz, kötü prognoz ve GC’nin ilaç direncinde 

önemli bir rol oynamaktadır [3]. Bu yolak emgriyogenez, histolojik farklılaşma, 

kendini yenileme, homeostaz ve yetişkin kök hücre proliferasyonu sürecine, özellikle 

de sindirim sisteminde rol almaktadır. HH yolağının memelilerde üç ligandı vardır: 

Desert hedgehog (DHH), Sonic hedgehog (SHH), İndian hedgehog (IHH). HH sinyal 

yolunda 12-transmembran Patched reseptörünün (PTCH) inaktivasyonu, bir G-bağlı 

reseptör benzeri protein olan Smoothened (SMO)’un aktive olmasına yol açmaktadır. 

SMO, GLI transkripsiyonel aktivatörlerinin aktivasyonunu kolaylaştırmaktadır. Son 

olarak ise, GLI1, GLI2 ve GLI3 dahil olmak üzere GLI zinc-finger (çinko-parmak) 

transkripsiyon faktörleri çekirdeğe taşınmakta ve hücre büyümesini, hayatta kalmasını 

ve farklılaşmasını kontrol eden HH hedef genlerinin düzenleyici ekspresyonunu 

indüklemektedir. Ayrıca PTCH1 proteini işlevini mTOR, KRas, TGF-β ve wnt gibi 

diğer kanser yolaklarında da göstermektedir. Bu nedenle, PTCH1 proteini üzerinden 

hücrenin hedgehog yolağını kullanarak kanserleşmeye gitmesini önlemek açısından 

tedavi yöntemleri üzerinde çalışılmaktadır.  

Bu çalışmada, cerrahi gastrektomi uygulanmış mide kanserli olgulardan rezekte edilen 

tümör dokularında PTCH1 geninin epigenetik değişimi ve buna bağlı olarak ortaya 

çıkan ekspresyon farklılıkların incelenmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Epigenetik nedir? 

Vücut hücrelerinin genetik kimliğini DNA’lar oluşturmaktadır. Diğer bir deyişle, 

DNA materyali; genotip ve dolaylı bir yoldan ise fenotip oluşumunda etkili 

olmaktadır. Genotipi oluşturan genler yani DNA dizilimi hücrelerin, organizmaların 

çalışması için ihtiyaç duyduğu bir takım enzim ve proteinlerin sentezlenmesini 

yöneterek “fenotip” yani dış yapının ortaya çıkmasında belirleyici rol oynar. Gen 

ifadeleri kavramı aslında biyolojinin iki önemli sorununa değinmektedir; karmaşık çok 

hücreli bir organizma tek bir döllenmiş yumurtadan gelişirken nasıl farklılaşmakta ve 

hangi moleküler mekanizmalar fenotip kalıtımına katkıda bulunmaktadır [4] .  

Epigenetik, genetik yapımızdaki (genotip) değişikliklerden kaynaklanmayan ancak 

genlerin ifadelerindeki değişiklikleri yani genlerin fenotipi oluşturma farklılıklarını 

inceleyen bilim dalıdır. Epigenetik, gen dizilişleriyle değil, gen ifadesinin kalıtsal 

düzenlenmesi yoluyla fenotipi nasıl etkilediği ile ilgilenmektedir. Yunanca’da üstünde 

anlamına gelmekte olan “epi-” kısaca genetiğin üstünde yapılan değişimler manasına 

gelmektedir. Bu terim ilk olarak İngiliz embriyolog Waddington tarafından 1940 

tarihli “Organizers and Genes” adlı kitabında türetilmiş; çevresel koşulların gen 

ifadesini etkileyebileceği ve dolayısıyla gelişimi değiştirebileceğinden söz edilmiştir. 

Yirminci yüzyılın başlarında epigenetik teorisi organizmayı çevresel faktörler 

arasındaki reaksiyonun bir ürünü olarak tanımlarken, günümüzde “genlerin tek başına 

açıklayamadıkları ilgili kavramlar” olarak ifade edilmektedir [5]. 

Epigenetik modifikasyonlarla oluşan proteinler ve RNA’lar, DNA diziliminde 

değişime neden olmadan gen aktivitelerini düzenleyebilmektedir. Genlerin protein 

üretme kodlarını sağlaması gibi, epigenetik işaretler adı verilen çeşitli kimyasallar, 

komutlar vererek genlerin ne zaman ve nasıl çalışacağını belirlemekte, gen ifadelerini 

baskılamakta, susturmakta veya bazı genleri aktive edebilmektedir. Epigenetik 

mekanizmaların bir diğer özelliği; DNA dizisindeki mutasyonlara oranla daha düşük 

hata oranı ile baz çifti değişimleri görülmektedir. Bu da epigenetik bilginin hücresel 

farklılaşma sırasında dinamik olarak yeniden programlanabilir olduğunu 
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düşündürmektedir [4]. Çeşitli epigenetik mekanizmalar, DNA’nın paketlenmesini 

ortaklaşa kontrol etmekte, böylece hangi genlerin transkripsiyon için erişilebilir 

olduğunu belirlemektedir. 

Şekil 2.1’e baktığımızda; Çevresel faktörlerin epigenetik üzerine etkileri ve bu etkiler 

sonucunda art arda gelişen mekanizmalar gösterilmektedir. 

 
 

Şekil 2.1: Çevresel faktörler ve epigenetiğin sinerjistik olarak hastalık oluşumdaki 

mekanizması [6]. 

Epigenetik, genetiği kromozom, DNA, genler ile sınırlamaktan öte çevresel faktörlerin 

de genetiği etkileyebildiğini, hangi genlerin açık hangilerinin kapalı olduğunu 

açıklayan bir çalışma alanıdır. Bu nedenle çevresel etmenler olumsuz sayılabilecek; 

sigara, alkol, kötü beslenme alışkanlıkları ile sınırlı kalmamakta, besin maddelerine 

erişim, bolluk veya kıtlık dönemleri hatta ebeveyn davranışları gibi psikolojik öğeler 

de insanlarda epigenetik değişimlere neden olmaktadır. Epigenetik konusunda ilginç 

olan nokta epigenetiğe sebep olan etmenlerin sonuçlarının sadece bu etmenlere maruz 

kalan bireylerde değil, nesiller boyunca kalıtılabilmesidir [7,9]. Avrupa’da bazı 
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göçmen grupları üzerinde yapılan bir çalışmada savaş veya başka bir gerekçeyle 

güvenli yerlere yerleşenlerin çocuklarında yani “ikinci nesil” göçmenlerde şizofreni 

vakalarında artışlar olduğu tespit edilmiştir [10]. Ayrıca yavru bakımı, evlat edinme 

veya zenginleştirilmiş ortamların doğum öncesi dönemde yaşanan stres kaynaklı 

olumsuz koşulların etkisini azalttığını gösteren bulguların ortaya çıkması epigenetik 

etkilerin tersine çevrilebileceğini de göstermektedir [17]. Epigenetik mekanizmaların 

miras alınabildiği veya ebeveynlerden çocuklarına beslenme veya davranış kalıpları 

ile geçebildiğinin bilimsel ispatı bireylerin diyet alışkanlıklarının ve ebeveyn 

davranışlarının yeniden gözden geçirilmesi gerektiğini düşündürmektedir. Biyolojik 

kadercilik de denilen genetik determinizm yerine bedenin çevresel müdahaleye açık 

olduğunu ve bunların nesiller boyunca aktarılabildiği bilgisi toplumsal öğelerin nasıl 

şekillendirilmesi gerektiğini sorgulamaya neden olmaktadır. 

2.2. Epigenetiğin tarihçesi 

“Epigenetik” terimi ilk defa gelişimsel bir araştırmacı biyolog olan Conrad 

Waddington tarafından ortaya atılmıştır. Waddington’a göre epigenetik, gelişimsel 

olarak genotipin fenotipi oluşturan bir bilimdalı olduğunu söylemiştir [11,30]. 

1970’lerde, Conrad’ın hipotezini açıklamak adına bir mekanizma ortaya atılmıştır, ilk 

olarak Holliday ve Pugh, sitozin-guanin dinükleotitlerinin (CpG) metilasyonunu 

barındıran kovalent kimyasal DNA medifikasyonları bu bilim insanları tarafından 

ortaya atılmıştır [12,30] Bunun ardından, memelilerde X inaktivasyonu ve genomik 

damgalama keşfedilmiş, epigenetik gen regülasyonu mekanizmalarının kalıtsal 

doğasını vurgulayan epigenetik oluşumlarla düzenlenmiştir. Buna göre 1990’larda 

epigenetik, DNA metilasyon modifikasyonu ve kromatin yeniden düzenlenmesini 

içeren, DNA sekansında değişiklikler oluşturmayan; gen ekspresyonlarındaki kalıtsal 

değişiklikler çalışması olarak ortaya çıkmıştır [30]. 

Genom biliminin (genomik) ilerlemesi global bir araştırmanın artmasına neden 

olmuştur “daha yüksek düzeyde kromatin katlama düzeni ve çekirdeksel matrikse 

bağlama, nükleozomlar etrafındaki DNA paketlenmesi, histon kuyruklarının kovalent 

modifikasyonları (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, vb.) ve DNA 

metilasyonu içeren kromatin etkileri”nin çalışması olarak ‘epigenomik’ terimi 
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türetilmiştir [24,30]. Bunun dışında epigenetik gen regülasyonları sonucu oluşan 

etkilerin gelecek nesillerde de görülmesi de değişimlerin kalıtsal olabileceğini 

göstermiştir [13,30]. 

2.3. Epigenetik ve hastalık ilişkisi 

DNA metilasyonu ile kanserlerle ilgili genlerin ifadelerinde çeşitli değişiklikler 

meydana gelebilmektedir, kromozomların kararlılığını yitirmesiyle birlikte bu durum 

onkogenleri (kanser oluşturan genler) aktifleştirebilmektedir. Özellikle birçok 

kanserin epigenetik modifikasyonlardan kaynaklandığı belirlenmiştir [8], kanser 

genomiği, kanserin erken teşhisi, gelişim takibi ve epigenetik ilaçlar üzerine 

çalışmalara yer verilmiştir [5]. 

Epigenetik değişikler sadece kanser hastalığıyla da sınırlı değildir. Tip 2 diyabet, 

insülin direnci ve obezite gibi metabolik hastalıkların yanında psikoloji, depresyon, 

şizofreni ve otizm gibi yıkıcı nöropsikiyatrik bozukluklarla da yakından ilişkilidir 

[8,9,17]. Tüm bunlar beslenme alışkanlıkları ve çevresel etkenler ile hastalıklar 

arasındaki ilişkinin tahmin edilenden çok daha fazla olduğunu akla getirmektedir. Tek 

yumurta ikizi kardeşlerin birbirinden neden farklı olduğunu örneğin birinin kanser 

hastası iken diğerinin olmayışı, yaşlanmada etkili faktörler, zihinsel bozukluklar ve 

ayrıca otoimmün hastalıklarda da epigenetik mekanizmaların ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir [4,8]. Sigara içen bireylerin DNA metilasyonunda iz bıraktığına, 

akciğer ve kardiyovasküler hastalıklar, sağlıklı sperm üretimi ve normal embriyo 

gelişimi üzerindeki doğrudan etkisine dair bulgulara rastlanmaktadır [16,18]. Hatta 

sigarayı bıraktıktan beş yıl sonra, ancak bazılarında ise 30 yıl sonra gen ifadelerindeki 

değişikliklerin olduğu bölgelerin normale döndüğü belirlenmiştir [19]. 

Sağlık ve hastalıkla ilgili araştırmalar beslenmenin genom aktivitesini ve beden 

fizyolojisini şekillendirebilmektedir [20]. Örneğin; obezite hastalarının kilo 

vermesinin başarısızlıkla sonuçlanan çalışmaları durumun ardındaki nedenin 

epigenetik olduğunu ortaya koymaktadır. Genetik olarak özdeş farelerin ağırlığına 

bakıldığında iki farklı fenotip tespit edilmiş olup obez hayvanlardaki gen ifadesinin 

daha düşük seviyede olduğu gözlemlenmiştir [21]. 1944-45 yıllarında 2. Dünya 
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savaşının soğuk kışında, yoğun bir açlık döneminde Alman hamile kadınlarının 

yetersiz beslenmesinin, bu kadınların torunlarını etkileyerek kardiyovasküler riskleri 

arttırdığı hatta normal miktarda yiyeceğe ulaştıklarında sağlıklı görünseler de 

yetişkinlik döneminde obezite, diyabet ve kalp hastalıklarını yaşadıkları belirlenmiştir 

[19,24]. 

Epigenetik mekanizmalarla ilgili çalışmalar çevresel koşulların üzerimizdeki etkisinin 

çok daha fazla olduğunu ve çevresel etkileşimin sadece biyolojik alanlarla da sınırlı 

olmadığını göstermektedir. Belirli ebeveyn davranışlarının yavrulardaki gen 

metilasyonların da belirgin etkiler bıraktığını gösteren çalışmalar bu etkileşimin 

biyososyal, kültürel hatta toplumsal travmalarda bile etkili olduğunu ortaya 

koymaktadır. Fare yavruları üzerinde yapılan bir çalışma ebeveynlik davranışının 

(annenin yavrularını yalaması ve tımarlaması) glukokortikoid reseptör genindeki 

metilasyonu etkilemiş, böylece yüksek seviyede yalama ve tımar, yavrulardaki stres 

tepkileriyle baş etmelerini sağlamıştır veya belirli ebeveyn davranışlarının çocuklar 

üzerinde önemli etkileri olduğu, buna göre evde anne babası tarafından yetiştirilen 

çocukların yetimhane de büyüyen çocuklara göre daha geniş bir dizide metilasyon 

farklılaşmasının olduğu tespit edilmiştir [7]. Sosyo ekonomik koşulların embriyonik 

gelişim ve çocukluk dönemindeki etkilerinin yetişkinlik dönemi hastalıklarıyla 

yakından ilişkili olduğunu, bu nedenle hem biyolojik hemde sosyal süreçlerin gen 

ifadelerini etkilediğini anlatan çalışmalardan da söz edilmektedir. Çocuklukta 

dezavantajlı bir sosyo-ekonomik ortama maruz kalmanın, yetişkinlikte 

kardiyovasküler, solunum, psikiyatrik, bağışıklık mekanizması hastalıkları ve strese 

karşı gösterilen tepki gibi insan sağlığı ile ilgili konularla ilişkili olduğunu gösteren 

kanıtlar vardır [14,15,17]. 

2.4. Epigenetikte etkili olan önemli süreçler 

Epigenetik mekanizmalar üç başlık altında incelenmektedir. Bu mekanizmalar; DNA 

metilasyonları, histon modifikasyonları ve kodlamayan RNA regülasyonları olarak 

ayrılabilmektedir. DNA’yı direkt olarak etkileyen; metil gruplarının DNA hedef 

dizilerine bağlanması sonucu gerçekleşen DNA metilasyonu bu mekanizmalar 

arasında en yaygın olanıdır. Genellikle düşük metilasyon seviyelerinin potansiyel 
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aktivite, yüksek seviyelerin ise hareketsizlikle (protein sentezinin durması) ilişkili 

olduğu ve bazı metilasyonların rastlantısal, diğer bir kısmının da belirli çevresel veya 

gelişimsel uyaranlara yanıt olarak ortaya çıktığı belirtilmektedir [25]. Kısaca ifade 

edilmek istenirse, DNA’daki sitozin bazının bir hidrojen bir metil grubu (-CH3), ile 

değiştirilir. Metil gruplarının gen bölgelerine bağlanması genlerin kendini ifade 

etmesini engeller, genler kapatılır ya da susturulur, bunun sonucunda bu gen 

bölgesinden protein üretimi yapılamamaktadır.  

DNA ve nükleozomlarda bulunan histonlar kromatin yapısının temelini 

oluşturmaktadır. DNA’nın 147 baz çiftinden oluşan nükleozom yapısı, dört 

çekirdekten oluşan histon proteinli bir oktamer yapısı tarafından paketlenmiştir, 

bunlar; H2A, H2B, H3 ve H4. DNA’nın aksine, histon proteinleri metilasyon, 

asetilasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyonu içeren modifikasyonları 

geçirebilmektedir. Bu modifikasyonlar, modifikasyonun oluşumuna ve özel aminoasit 

modifikasyonlarına bağlı olarak hem gen susturulma hem de gen aktifleştirilmesiyle 

doğrudan ilişkilidir [23]. 

2.5 Epigenetik Mekanizmalara Genel Bakış 

DNA, histon proteinleri çevresine sarılmaktadırlar. Protein-DNA kompleks yapıları 

birleşerek kıvrım oluşturarak, daha büyük yapıda olan kromozomları oluştururlar [23]. 

Kromatinlerin temel birimi, 147 DNA baz çiftinden oluşan nükleozom yapılarıdır. 

Daha önce bahsedildiği gibi her oktamer yapısında, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarının 

her birinden iki kopya şeklinde bulunmaktadır [30,31]. 

Kromatinler, heterokromatin ve ökromatin olarak; transkripsiyon ve gen anlatımına 

izin veren ve vermeyen iki bölgeden oluşmaktadır. Özel genlerin etrafındaki kromatin 

bölgelerinin düzenlenmesi, “non-genic” bölgeler, histonların farklı post-translasyonel 

modifikasyon biçimleri, DNA’nın metilasyonu, kromatinin yeniden modellenmesini 

sağlayan geniş protein aileleri ve kodlama yapmayan RNA’ları da içeren kompleks 

biyokimyasal mekanizmalarla yönetilmektedir[31]. 

2.5.1 Histon Yapıları 
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Histonlar, DNA paketlenmesinden sorumlu protein yapılarıdır. Histon proteinleri, 

çoğunlukla pozitif yük içeren aminoasitleri (lizin ve arjinin) içerirler. Bu aminoasitler 

negatif yüklü DNA’ya sıkı bir şekilde bağlanmaktadır. Histonların beş tipi 

bulunmaktadır. Histon proteinleri ökaryotik canlılar arasında oldukça fazla benzerlik 

göstermektedir. Elektron mikroskobuyla çekilen fotoğraflarda, histon proteinleri ip 

üzerine dizilmiş ancak katlanmış yapı oluşturmayan boncuklar şeklinde görülmüştür 

[30]. 

Şekil 2.2’ye bakıldığında, ikişer kopyadan oluşan ve ip üzerine dizili boncuklar gibi 

görünüm alan histon yapıları gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.2: İkişer kopyadan oluşan ve ip üzerine dizili boncuklar gibi görünüm alan 

histon yapıları [31]. 

Bu yapı, hücre döngüsünce bozulmadan kalmaktadır. Histonlar, DNA’dan; DNA 

replikasyonu süresince geçici olarak ayrılırken transkripsiyon aşamasında tekrardan 

DNA ile birlikte kalmaktadırlar [31] 

2.5.2 Histon Modifikasyonları 

Evrimsel süreçte geçmişten günümüze korunmuş birçok histon modifikasyonu 

bulunmaktadır. Lizin ve arjinin yapılarının metilasyonu, lizin asetilasyonu, serin ve 



9 

 

treonin yapılarının fosforilasyonu, prolin izomerizasyonu bunlardan birkaçına örnek 

olarak verilebilmektedir [23]. 

Bu modifikasyonlar, kodlama yapmayan genomik dizilerinin yanında kodlama yapan 

dizileri de oluşturabilir. Bazı modifikasyonlar spesifik olurken, bazıları ise 

transkripsiyon bölgelerinde hem aktif hem de inaktif olarak bulunabilirler. Bu 

modifikasyonlar, hücre döngüsünün gelişimsel evresinde stres ve diğer çevresel 

faktörler tarafından etkilenmektedir [30]. 

2.5.2.1 Histon Asetilasyon Mekanizması 

Histon asetilasyonu, gen transkripsiyonunun düzenlenmesinde doğrudan rol 

oynamaktadır. Histon asetilasyonu, histon proteinlerinin belirli bazı amino asitlerine 

asetil gruplarının (-COCH3) bağlanması olayıdır. Deasetilasyonda ise, asetil grupları 

yapıdan uzaklaştırılır. Nükleozomların, histon yapılarının asetillenmesi durumda, 

histonların DNA’ya olan bağlarının gevşemesi ve bağı kaybetmemek için farklı 

modifikasyonlar yaptıkları görülmüştür. Sonuç olarak, transkripsiyon proteinleri, 

histonların; asetillenmiş bölgelerine daha kolay bir şekilde girebilmektedirler [23,31]. 

 

Şekil 2.3: Histonların asetilasyoın ve deasetilasyon mekanizması  

Şekil 2.3’te asetilasyon ve deasetilayon mekanizmalarından bahsedilmekte ve Şekil 

2.4’te ise moleküler simgeler ile bu gösterilmektedir. 
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Şekil 2.4: Histon asetilasyonu, HAT: Histon proteinlerinin N terminal ucundaki lizin 

rezidülerine asetil gurubu eklemesi 

2.5.2.2 Histon metilasyon mekanizması 

Histon metiltransferaz enzimleri tarafından, histon proteinlerinin aminoasitlere belirli 

sayıda metil grubunun eklenmesi olayıdır (1, 2 veya 3 metil). Bir genin ifade oluşturup; 

oluşturamayacağı o gende meydana gelen modifikasyonlardır. (Açık / Kapalı) Gen 

setleri bulundukları hücre çeşitlerine göre farklılık göstermektedirler. Histonun 3 

numaralı kuyruk bölgesinde meydana gelen metilasyon; epigenetik düzenleme 

açısından önemli bir role sahip olmaktadır. Histon 3 lizin 4 (H3K4) tri-metilasyonu 

ökaryotlarda promotor bölgelerini belirlemektedir [32]. Şekil 2.5’te DNA metilasyon 

ve histon metilasyon mekanizmaları açıklanmıştır. 
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Şekil 2.5: Histon metilasyon mekanizması [32] 

2.5.2.3 Histon fosforilasyon mekanizması 

Histonların fosforilasyonları mitoz sinyali, ERK yolunda oluşan sinyal ağı gibi çeşitli 

transdüksiyon yolaklarında oluşmaktadır. Histon deasetilazlara geri dönüşümlü olacak 

şekilde fosfat gruplarının bağlanması olayıdır. Fosfatlar, histon deasetilazlara serin, 

treonin ve tirozin temel yapılarından bağlanmaktadırlar.  

Fosforilasyon, proteinaz kinazlar (PK) ve protein fosforazlar (PP) tarafından 

gerçekleştirilmekte olan bir reaksiyondur [33]. Şekil 2.6’da histon fosforilasyonu ile 

kromatinde gerçekleşen yapısal değişiklik gösterilmektedir. 
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Şekil 2.6: Histonların fosforilasyon ile ökromatin yapılarının heterokromatin yapıya 

dönüşümü [33] 

2.5.2.4 Histon Übikitinasyon Mekanizması 

 

Histon ubikitinasyonunun, kalıtsal genlerin susturulmasında ve X kromozom 

inaktivasyonunda yer aldığı belirlenmiştir [23]. Ubikitin (Ub) lizin temel yapılarına 

bağlanabilen küçük protein yapılarıdır.  

Üç aşamalı; enzimatik bir reaksiyon oluşmasına yol açmaktadırlar; bu reaksiyonlar; 

E1, E2, E3 adı verilen enzimler aracılığıyla gerçekleştirilir ve sonucunda, proteinler 

proteozom reaksiyonuna girerek degrede olmaktadırlar [34]. Şekil 2.7’ye baktığımızda 

ise ubikitinasyon basamaklarını gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.7: Histon proteinlerinin ubikitinasyon aşamaları [34] 

2.5.2.5. S-Nitrasilasyon Mekanizması  
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Histon deasetilazlara, sistein temel yapılarından, nitrosil (NO) grubunun eklenmesi 

olayıdır ve bu olay katalitik aktiviteyi etkilemekte, buna bağlı olarak da kromatinde 

yer alan ko-repressörlerin kopmasına neden olmaktadır [26]. 

2.5.2.6. Sumolasyon Mekanizması  

 

SUMO (small ubuquitin-like modifier) protein yapılarının (1,2 ve 3) ubikitinler ile 

birleşmesi mekanizmasıdır. Ubikitine benzer yapıda olan, SUMO proteinleri lizin 

temel yapılarından proteinlere bağlanmakta ve bu olayla birlikte protein 

degredasyonunu engellemektedir [27]. 

2.5.3 DNA metilasyonu  

DNA metilasyonu, DNA sentez aşamasının ardından DNA’da bulunan bazlara metil 

gruplarının (-CH3) bağlanması olayıdır. Birçok hayvan ve bitkinin DNA’sı, 

çoğunlukla sitozin bazı olmak üzere, metillenmiş bazları içermektedir. Metillenmiş, 

ökaryot DNA’sında yer alan sitozin bazlarının yaklaşık olarak % 5’i metil gruplarına 

sahip olmaktadır [31]. İnaktif formda olan, memeli X kromozomlarındakine benzer 

şekilde, inaktif DNA, aktif formda transkirpsiyon geçiren DNA ile kıyaslandığı zaman 

çeşitli istisnalar görülmesine rağmen genel anlamda, fazla miktar da metillenmiştir. 

Farklı dokularda yer alan aynı yapıdaki genlerin kıyaslanması, bu genlerin ifade 

edilmedikleri hücrelerde, genel anlamda daha yoğun bir metillenme gösterdikleri 

gözlenmiştir. İnaktif durumdaki bazı genlerin demetilasyonu (fazla olan metil 

gruplarının kesilip/koparılarak uzaklaştırılması), inaktif olan genlerin aktivasyonunu 

sağlayabilmektedir [35]. 

Bir metil grubunun, DNA’nın bazlarından birine bağlanması şeklinde tanımlanan; 

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz enzimleri tarafından katalizlenmekte ve metil 

vericisi olarak S-Adenozil metiyonin (SAM) enzimleri kullanılmaktadır. 

Ökaryotlarda, SAM kaynaklı bir metil grubunun, enzimatik bir reaksiyonla ve DNA 

metil transferaz enzimleri ile metiyonin genom üzerindeki CpG adacıklarında bulunan 

sitozinin primidin halkasının 5. karbonuna bağlanır ve böylece 5' metil-sitozin 

meydana gelir [36]. Şekil 2.8’e bakıldığında, metillenmiş sitozin ve DNA metilasyonu 

gösterilmektedir. Bunun yanında DNA metilasyonu DMA metil transferazlar 
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tarafından katalizlenmekte ve replikasyon sonrası işlemleri gerçekleştirmede 

görevlidirler [28]. 

 

Şekil 2.8: Metillenmiş sitozin ve DNA metilasyonu [36]. 

DNA metilasyonu, genomda yer alan sitozin ve guanin çiftlerinin birbiri ardı 

sıralanarak oluşturdukları CpG dizilerinin yoğun olarak bulunduğu bölgelerde 

görülmektedir. CpG adacıkları, 500 baz çiftinden büyük ve GC içeriğinin %55’den 

fazla olduğu bölgelerdir. Evrimsel süreçte korunmuş olan CpG adacıkları, çoğunlukla 

genlerin promotor bölgelerinde yer almaktadır ve organizmada sürekli olarak ifade 

edilmesi gereken housekeeping ve düzenleyici genlerdeki CpG adacıkları, DNA 

metilasyonuna karşı dirençli olan bölgelerde yer almaktadırlar. Tekrar dizileri ve 

transpozonlar gibi heterokromatin bölgelerindeki CpG dizilerinde, DNA metilasyonu 

yüksektir. Bu bölgelerin metillenmesi durumunda transkripsiyon baskılanmakta ve 

genom içi hareket engellenerek kromozomun kararlı yapısı korunmaktadır [26,30]. 

Metillenmiş olan DNA’ya bağlanan repressörler, histon deasetilazlar ile bir kompleks 

yapı oluşturarak çalışır ve DNA’nın metillenmesi, nükleozom yapısındaki değişimler 

ve histon asetilasyonu ile bağlantılıdır [36]. DNA metillenmesi hücre farklılaşması, 

impirinting ve X kromozomu aktivasyonunda rol almaktadır [23,31,35]. 

Metilasyon ile genler susturulabilmekte ve bu şekilde kromatin yapıları 

değişebilmektedir. DNA metillenmesi, omurgalılarda transkripsiyonun 

mekanizmasına bağlı olan kromatin yapısıyla bağlantılı bir mekanizmadır. DNA 
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metilasyonunun, gen ifadesi üzerindeki etkileri; gen ifadesini baskılama veya gen 

ifadesini arttırmaya yönelik çift yönlü çalışabilmektedir. DNA metilasyon analiz 

yöntemleri, DNA dizisindeki sitozinler ve 5-metil sitozinlerin ayırt edilmesine 

dayandırılmaktadır [29]. Metilasyon haritalama yöntemi ile; transkripsiyon başlangıç 

bölgelerinde, ekzon ve intronlarda, düzenleyici bölgelerde veya tekrar dizilerinde; 

DNA metilasyonunun hangi yönde olduğu tespit edilebilmektedir [48]. 

Çeşitli türlerde embriyonik gelişim aşamasında çeşitli genlerin uzun süreli 

inaktivasyonunun, DNA metilasyonu ile gerçekleştiği tespit edilmiştir. Fare ve 

Arabidopsis bitkisi gibi farklı iki organizmada, metilasyonu sağlayan enzimlerin 

bulunmaması ile DNA metilasyonunda yetersizliğin oluşması ve embriyonik 

gelişimde anormalliklere neden olabileceği tespit edilmiştir. Genlerde meydana gelen 

bir metilasyon genler bölünmeye devam ettikçe oluşan diğer genlerde de izlerini 

göstermektedir [31,35]. Metilasyon enzimleri, DNA zincirinin, metillenmiş olan DNA 

bölgeleri üzerinde çalışmakta, böylece DNA replikasyonunun her aşamasının 

ardından, kardeş zincir doğru bir şekilde metillenmektedir. Bu mekanizma ile, 

metilasyon kalıpları aktarılır ve özelleşmiş dokuları meydana getiren hücreler, 

embriyonik gelişim aşamasında oluşan yapıların kimyasal kimliklerini korur. Bu 

mekanizma ile korunan metilasyon kalıbı, memelilerdeki genomik damgalama 

mekanizması ile bağlantılı olduğu görülmüştür [23,30]. 

2.5.4 Kodlamayan RNA’lar  

Epigenetik düzenlemeler, aynı zamanda protein kodlamayan RNA’lar yardımıyla da 

gerçekleşmektedir. Kodlamayan RNA’lar işlevsel bir proteine dönüşmez ancak çeşitli 

mekanizmalar açısından işlevsel moleküllerdir. Memeli genom dizilimi ve 

transkripsiyonel ürünlerde, proteinlere çevrilemeyen, ifade edilemeyen RNA’lar 

görülmüştür. Bu çeşit kodlama yapmayan RNA’ların, hücre de fonksiyonel olarak 

önemli düzenleyici rolleri olduğu gösterilmiştir [31,37]. Kodlama yapmayan 

RNA’lardan biri olan, uzun zincir yapılarından oluşan Xist ve HOTAIR örnek 

verilebilmektedir.  
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Kodlamayan RNA’lardan olan mikroRNAlar, yaklaşık 21-23 nükleotit uzunluğunda 

olan tek iplikli bir RNA molekül çeşididir ve gen ekspresyonunun düzenlenmesinde 

rolü bulunmaktadır[23,31]. 

Şekil 2.9’da kodlamayan RNA’nın genel mekanizması görsel olarak açıklanmaktadır. 

 

Şekil 2.9: Kodlamayan RNA’ların (miRNA) işleyiş mekanizmaları (Yang ve Lai ’den 

düzenlenmiştir, 38). 

Kısa kodlamayan RNA’lar (sRNAs), çift iplikli yapıdan oluşan 19-28 nükleotid 

boyutunda olup, işlevleri tam olarak bilinmemektedir. Genomda genler arasındaki 

kısımlardan sentezlendiği düşünülen bu RNA’ların en bilinen işlevi, gen 

susturulmasında görevli olmalarıdır, örnek vermek gerekirse; mikroRNA (miRNA), 

küçük müdahaleci RNA (siRNA) ve piwi etkileşimli RNA (piRNA) örnek olarak 

gösterilebilmektedirler, miRNA’lar, 19-25 nükleotit uzunluğunda, gen ifadesinin 

translasyon sonrası düzenlenmesinde görevlidirler, bu görevlerini; hedef mRNA’ya 

bağlanarak veya mRNA’yı keserek protein üretimini engelleyerek gerçekleştirirler. 

miRNA’lar, sap-ilmik (firkete) yapıda bulunurlar ve translasyonel baskılama 

mekanizmalarını kullanarak hücrenin farklılaşmasında ve hücrenin  gelişiminde 

görevlidirler. 
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2.6 Memelilerde epigenetik mekanizmalara genel bakış 

Memeli organizmalardaki epigenetik sistemler; totipotensi ile meydana gelebilmekte 

ve tüm hücreler aynı genetik yapılara sahip olmasına rağmen, belirli cinste 

hücrelerdeki genlerin aktif forma geçmesi gerekmektedir [30]. 

Memelilerde yaygın olarak çalışılmış iki çeşit epigenetik olgu belirlenmiştir, bunlar; 

X kromozomu inaktivasyonu ve belirli bir geni taşıyan kromozomun kökeninin anaya 

veya babaya ait olmasına bağlı olarak fenotipik ifadenin değişmesi olarak açıklanan 

Genomik damgalama şeklinde ifade edilmektedir [31]. 

2.6.1 X Kromozomu inaktivasyon mekanizması 

Genel anlamda ifade edilecek olursa X kromozomu inaktivasyonu embriyogenezin 

erken evresinde seçilen bir X kromozomunun seçilerek inaktive olması ve kalan diğer 

X kromozomunun aktivitesinin dozajının artması olarak tanımlanabilmekte ve bu olay 

dişilerde görülmektedir. X inaktivasyonu, özel transkript gen olan, Xist ve antisens 

geni Tsix (x-inaktif spesifik transkript) inaktivasyonunun kontrolüne yardımcı 

olmaktadır [30]. Xi’de Xist (X-inaktif spesifik transkript) RNA’sı Tsix 

ekspresyonunun baskılanması, aktif X üzerindeki Tsix RNA’sı, Xist RNA’sını 

durdurmaktadır. X kromozomu inaktivasyonu; DNA metilasyonu ve histon 

asetilasyonu mekanizmaları aracılığıyla sürdürülmektedir.  

Xist, aktif X üzerinde hipermetillenirken, Xi (inaktif X kromozomu) üzerinde 

metillenmez, bununla birlikte, Xi, CpG (sitozin-guanin dizileri) adacıklarında ve gen 

promotör bölgelerinde hipermetillenmektedir. Bu inaktivasyon mekanizması; H4 

histonunun hipometilasyonunda açığa çıkabilmektedir. DNA metilasyonu, histon 

asetilasyonu ve histon metilasyon reaksiyonları bağlantılıdır ve Xist RNA’sı 

belirginleşmiş bir yapı olarak bu mekanizmalarda görülmektedir [40,41]. 

2.5.2 Genomik damgalama mekanizması 

Genomik damgalama, soy kökenli, kademeli gen ekspresyonu ile gerçekleşen, 

epigenetik kromozom modifikasyonlarda yer alan bir gen düzenleme mekanizmasıdır. 

Damgalanmış genler, ilk olarak 1980’lerde Surani ve arkadaşları tarafından iki erkek 



18 

 

pronükleusundan diploit androjenlerin elde edilmesi ve uygunsuz bir biçimde gelişmiş 

iki dişi pronükleusundan diploit ovumlar elde edilmesiyle nükleer transplantasyon 

çalışmalarının ardından hipotez haline getirilmiştir. İnsülin benzeri büyüme faktörü 2 

(Igf2) ve insülin benzeri büyüme faktörü 2 reseptörü (Igf2r) tespit edilmesinin 

ardından, fare ve insanda 83 damgalanmış gen tespit edilmiştir ve bunların 29’u ise 

her iki türde ortak olduğu saptanmıştır [30,42,43]. 

Genomik damgalanmanın ilk keşfinden itibaren, fare ve insanda toplamda, 83 

damgalanmış gen tespit edilmiş ve bunların 29’unun fare ve insanda ortak olduğu 

görülmüştür [31,42]. Damgalanmış gen mutasyonu; kanser duyarlılığını arttırmasının 

yanında, çocuklar da görülen ve genetik bir hastalık olan Prader-Willi sendromu, 

nörogenetik bir rahatsızlık olan Angelman sendromu ve aşırı büyüme sendromu olarak 

isimlendirilen Beckwith Wiedemann sendromu da dahil olmak üzere çeşitli 

bozukluklarla ilişkilendirilmiştir. Ayrıca damgalı Igf2 kaybının, barsak tümörlerinin 

gelişimine pozitif etki gösterdiği ve kolorektal kanserli hastaların normal mukozasında 

da bulunabileceği anlaşılmıştır [41,43]. 

2.7 Epigenetik modifikasyonlar ve kanser ilişkisi 

DNA’nın yapısının anlaşılması ve fonksiyonlarının tespit edilmesi yeni bir çağın 

başlangıcı olmuştur. Genetik bilimi sayesinde hastalıklarda nedensel etkileri olan 

genlerin genom üzerindeki yerleri tespit edilebilmekte böylece potansiyel tedavi 

yöntemlerinin gelişmesinin önü açılmaktadır. Ancak DNA ile ilgili bu bilgiler, gen 

düzenlenmesinin altında yatan mekanizmaları ve buna bağlı hastalık gelişim 

süreçlerini tamamen açıklamaya yetmemektedir. Bu bağlamda epigenetik olgu ortaya 

çıkmaktadır [44].  

Gen düzenlenmesinin anlaşılması, hücrelerin farklılaşma ya da kanserojen hale gelme 

mekanizmalarının anlaşılmasında önemlidirler. Hücre farklılaşması ve farklı gen 

ifadesi oluşmasında epigenetik mekanizmaların büyük ölçüde önemi bulunmaktadır 

[46]. Hücrelerde gen aktivasyonunu etkileyen, çeşitli genetik ve epigenetik 

değişikliklerin sonucunda farklı seleksiyonel fenotipler ortaya çıkabilmektedir. Bu 

sebeple, oluşan farklı fenotipler kanser oluşumunu tetikleyebilmektedir [47]. Hanahan 
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ve Weinberg (2000) yaptıkları bir çalışmada, kanser fenotipinin temel özelliklerini şu 

şekilde sıralamışlardır; çoğalmaya ve farklılaşmaya neden olan sinyallere duyarsızlık 

(hücre savunma mekanizmasında bulunan sinyaller), sürekli çoğalabilme, apoptozdan 

kaçabilme, doku invazyonu(yayılma) ve metastaz olarak belirlemişlerdir. Epigenetik 

mekanizmalar geri dönüşümlü, geçici veya dönüşümsüz olabilmektedir [44].  

Epigenetik mekanizmalardaki bozulmalar gen ifadesinde aşırı artmaya veya aşırı 

baskılanmaya bağlı olarak başta kanser olmak üzere, birçok hastalıkla bağlantılı 

olabilmektedir [48,49].  

Son yıllarda insan kanser türlerinde yapılan ekzom dizinleme çalışmalarında, dizilerde 

epigenomu kontrol eden genlerde çok sayıda mutasyon olduğu gözlenmiş, 

epigenomun gen kontrol mekanizmaları arasında en etkili olduğu düşünülürse, 

mutasyonların kanser fenotipini ortaya çıkaracak çok sayıda yolak üzerinde etkili 

olduğu ve oluşabilecek en küçük mutasyonun bile geniş çaplı, geri 

dönüştürülemeyecek bir düzenlenmeye neden olabileceği düşünülebilmektedir [45]. 

Bu nedenle kanser hem genetik hem de epigenetik süreçlerdeki değişimlerden oluşan 

komplike bir hastalıktır. Onkogenlerin aktivasyonu veya tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonu gibi durumlar, kontrolsüz hücre büyümesi ve hücresel metastaz 

yapabilme yeteneğine sahip olan kanser hücrelerinin oluşmasına yol açabilmektedir 

[50]. Bu durmların DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ve nükleozomların 

yeniden modellenmesini içeren kromatin yapıları ile kodlamayan RNA’lar tarafından 

düzenlenen bir epigenetik süreçten oluştuğu belirlenmiştir [50].  

Kanser de dahil olmak üzere birçok hastalıkta, epigenetik bir etiyoloji görülmesi, 

“epigenetik tedavi olarak” adlandırılabilecek yeni terapötik kavramının gelişmesini 

teşvik etmiştir. Bundan yola çıkarak örnek verecek olursak; DNA üzerindeki 

metilasyon modellerini veya histonların modifikasyonunu değiştiren çeşitli terapötik 

ajanlar belirlenmiştir. Bu terapötiklerin çoğu klinikte test edilmektedir [48]. 

2.8. Kanserdeki epigenetik düzenlemelere bakış 

2.8.1. DNA Metilasyonu ve Epigenetik Modifikasyonlar 
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Metilasyon, genomun düzenlenmesinde ve genomun gelişmesinde görevli, epigenetik 

mekanizmalar açısından iyi tanınmaktadır [52]. DNA metilasyonunun spesifik olarak 

iki görevi bulunmaktadır; gen ifadesinin baskılanması ve bununla birlikte genomun 

yapısal bütünlüğünün korunmasıdır. Son yıllarda kanserin erken teşhisi ve tedavisinde 

metilasyon mekanizmasından yararlanılmaktadır. Ayrıca kanser araştırmalarında 

DNA metilasyonunun önemi büyüktür [53]. DNA metilasyonu ve kanser arasındaki 

ilişkiye, ilk kez 1983 yılında değinilmiştir. Kanserli hücre genomlarının normal hücre 

genomlarına göre hipometile bir yapı olduğu gösterilmiştir. DNA’nın 

hipometilasyonunun ise onkogenleri aktive etme ve transpozon hareketliliğini arttırma 

gibi görevleri bulunmaktadır. Bu süreçlerin genomik kararsızlığa neden olması kanser 

oluşumu ile sonuçlanmaktadır [54]. 

DNA’da bulunan CpG adacıklarının metilasyon düzeyindeki değişikliklerin kanser ile 

ilişkili olabileceği belirlenmiştir. Örnek verilecek olursa; Costello ve arkadaşlarının 

(2000) yaptığı bir çalışmada; çalışılan hücrenin DNA’sında bulunan CpG 

adacıklarının kanser hücrelerinde ileri derece de novo metilasyon veya anormal 

hipermetilasyona uğradığı gösterilmiştir. Ayrıca metilasyon durumunun ve 

gerçekleşme miktarının, tümör türlerine göre de farklılaştığı belirlenmiştir. Yaptıkları 

bu çalışmada, göğüs, kolon, baş, boyun, testis gibi primitif nöroektodermal tümör 

(PNET) tiplerini incelemişlerdir. Tümör tiplerindeki metilasyon seviyelerinde 

farklılıklar görülmüş ve farklı tümör tiplerinde CpG adacıklarında ileri derece görülen 

metilasyonun rastgele gerçekleşmediği düşünülmüştür. Çalışma sonuçları 

değerlendirildiğinde ise; meme, baş, boyun ve testis tümörlerinde metilasyon düzeyi 

düşük bulunmuştur, fakat yapılan istatistiksel analizlerde testiste bulunan metilasyon 

seviyesinin istatistiksel olarak önemsenmeyecek derecede olduğu belirlenmiştir. 

Kolon, glioma, akut miyeloid lösemi ve PNET’te ise metilasyon düzeyi istatistiksel 

olarak yüksek bulunmuştur. DNMT1’in insanda karakterize edilen ilk metiltransferaz 

enzimi olduğu bilinmektedir [55] ve kanser çalışmalarında, özellikle kolon kanserinde 

DNMT1’in ifadesinin arttığı buna bağlı olarak DNA metilasyon seviyesini değiştirdiği 

görülmüştür [59]. Sonuç olarak görülmüştür ki, DNA metilasyonu ile ilişkili bu enzim 

ve proteinlerin ekspresyonundaki değişimler kanser oluşumunu ve kanser gelişimini 

tetikleyebilmektedir. 
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2.8.2. Histon modifikasyonları 

DNA molekülü, histon ve histon olmayan proteinlerle sarılı kromatin olarak 

adlandırılan bir nükloprotein yapıdadır [56]. Histon modifikasyonları, genlerin 

translasyon sonrasında düzenlenmelerinde önemli rolleri bulunmaktadır, bu 

translasyon sonrası modifikasyonlar arasında asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, 

ubikitinasyon, glikolizasyon, sumalasyon vb. sayılabilmektedir. Histon 

modifikasyonlarına bakıldığında; hücre bölünmesinde DNA onarımı ve replikasyonu, 

gen transkripsiyonu, heterokromatin oluşumu ve X kromozomu inaktivasyonu gibi 

epigenetik mekanizmalarda rolleri bulunmaktadır [57]. Bu modifikasyon 

değişimlerinin kanserle bağlantısı, kromatin immünopresipitasyon teknolojisi ile 

saptanmıştır [58]. Bunun yanında, modifikasyonlarda “yerine koyma” ve 

“uzaklaştırma” –dan sorumlu olan aynı zamanda epigenetik belirteç görevi olan birçok 

enzim tanımlanmıştır; bu enzimler arasında histon asetiltransferaz (HATs) ve 

deasetiltransferaz (DHACs) enzimleri görülmektedir. Histonların uç kısımlarına asetil 

grupları ve metil gruplarının eklenmesi ayrıca bu grupların uçlarından bu grupların 

uzaklaştırılmalarında görev almaktadırlar [60]. 

Kanser hücrelerindeki, histon modifikasyonlarını düzenleyen mekanizmalardaki 

hatalar sonucu, onkogenlerin istenmeyen aktivasyonu ve tümör baskılayıcı genlerin 

inaktive olmasına neden olmaktadırlar. Histon temel yapılarında meydana gelen 

modifikasyonlara baktığımız zaman, metilasyonlar genellikle histonların lizin ve 

arjinin temel yapılarında olduğu görülmüştür, ayrıca bu modifikasyonların kromatin 

düzeyini ve gen transkripsiyonunu etkilediği görülmüştür. Yapılan çalışmalarla, histon 

H4 proteininin 20. lizin temel yapısında meydana gelen asetilasyon ve 16. lizin temel 

yapısındaki asetilasyon kaybının kanser hücrelerinde gözlenen karakteristik bir durum 

olduğu saptanmıştır [58]. Bir diğer modifikasyon örneği verecek olursak, H4K20 

(histon H4’ün 20. Lizin temel yapısındaki)’deki metilasyon; kromatin yapısının 

baskılanmasına neden olmaktadır.Tekrarlanan DNA dizinlerinde meydana gelen 

azalmaların, DNA metilasyonuna bağlı olduğu [62] ve histon asetilasyonunun; histon 

asetiltransferaz (HATs) ve histon deasetiltransferaz enzimleri tarafından kontrol edilen 

bir mekanizma olduğu belirlenmiştir. Yapılan birçok çalışmada, HATs proteininin 
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meme kanserinde ileri derece fonksiyonu bulunduğu gösterilmiştir. Bu proteinlere 

örnek olarak: p300/CBP ve NCOAs proteinleri, örnek verilebilir ve bu proteinler, 

H3K56 (H3 56. Lizin temel yapısı) proteinlerini asetile edebilmektedirler ve H3K56, 

kromatin toplanması ve DNA onarım mekanizmalarında yer alabilmektedir [63]. 

2.8.3 Kodlamayan RNA’lar  

Hücre içinde sentezlenen RNA’lardan % 98’i proteine çevrilemez ve bu RNA 

moleküllerinin % 70‘i intronlardan oluşmaktadır. miRNA’lar, onkogen ve tümör 

süpressör genlerin ekspresyonunda işlev görürler [64], miRNA’lara örnek vermek 

gerekirse; “miR-21”,  kötü huylu kanser tiplerinde (glioblastoma, meme kanseri, 

kolorektal kanser, akciğer kanseri) fazla miktarda sentezleri tespit edilmiştir, başka bir 

örnek ise “miR-34a”, delesyonunun, prostat kanserinin metastazının ilerlemesinde 

etkili olduğu görülmüştür [65]. Ayrıca miRNA dışında uzun kodlamayan RNA dizileri 

de (lncRNAs) bulunmakta, onkogenik ve tümör baskılayıcı genlerin sinyal 

yolaklarında rol alabilmektedirler. Bu RNA’lara örnek vermek gerekirse; onkogenik 

lncRNA; lincR-NA-HOTAIR’dır ve memeli homebox C (HOXC) geninin lokusunda 

yer almaktadırlar, bu lncRNA’lardan olan, HOTAIR birincil metastatik meme 

kanserinde ileri seviyede ifadeleri görülmüştür. Bu nedenle, HOTAIR’ın ekspresyon 

miktarı birincil meme kanseri tanısında önemli bir belirteç olarak düşünülmektedir 

[66]. 

2.9 Kanser ve Kanser Biyolojisine Genel Bakış 

Kontrolsüz büyüme gösteren hücrelerin sınırsız bir şekilde çoğalmasına kanserleşme, 

oluşan hücreye kanser hücresi denmektedir. Kanser hücreleri somatik veya genetik 

olabilmektedir [66]. Kanserler, DNA dizilerindeki birtakım anormallikler 

görülmesiyle oluşmaktadırlar. Kanserlerin % 10-15’inin, kalıtımsal olduğu, kalan % 

85-90’lık kısmının ise DNA’nın, mutajenlere maruz kalması, DNA’daki progressif 

değişiklikler ve replikasyonlarla meydana gelen hatalar sonucu şekillendiği 

düşünülmektedir. Bu göstermektedir ki bu hücrelerinin sınırsız büyümesini ve 

kendisiyle aynı yapıda kanser klonlarının oluşmasını sağlamaktadır. Şekil 2.10”a 

bakıldığında kanser oluşumunun etkili olduğu faktörler gösterilmektedir. 
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Şekil 2.10: Kanserleşme ve kanserin meydana getirdiği durumlar [83] 

Kanser; multifaktöriyel bir karaktere sahiptir ve birçok etken kanser oluşumunda 

görev almaktadır, bunlara örnek olarak; bakteriler, virüsler, radyasyon, kalıtım, 

çevresel faktörler, beslenme alışkanlığı ve kimyasallar örnek olarak verilebilmektedir 

[69-74]. Şekil 2.11’e bakıldığında kanserleşmenin basamakları ve hangi 

mutasyonların gerçekleştiği gösterilmektedir. 
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Şekil 2.11: Genel olarak kanser oluşumundaki gerçekleşen mutasyon evreleri ve 

mekanizmalar gösterilmektedir [83]. 

Kalıtım aracılığıyla kanser oluşma olasılığı çevresel faktörler ile kıyaslandığında çok 

daha az olmaktadır, bunun dışında; genlerin, çeşitli hastalıklara karşı yatkınlığa 

sebepleri hala araştırma konusudur. Tümör baskılayıcı genlerde oluşan bir mutasyon 

veya bozulma, kalıtsal bir şekilde aktarılabilme aynı zamanda sigara gibi çevresel bir 

karsinojen, kanser oluşumuna neden olabilmektedir. Aynı zamanda çevresel etkenler 

kansere yatkınlığı da arttırabilmektedir. Çeşitli kanser türlerinde o kansere neden 

olabilecek genlerin kalıtsal olarak geçtiği tespit edilmiştir (meme kanseri ve 

yumurtalık kanseri). Lösemiler gibi ve çocuklukta ortaya çıkabilecek bazı tümörlerin 

(Wilms tümörü, retinablastoma) kalıtsal özellikte olabileceği görülmüştür.  

Önceden de değindiğimiz gibi, çevresel olarak birçok kimyasal, kansere sebebiyet 

vermesinin yanında kanserli bir hücrenin derecesini ileriye çekebilmektedir. Bu 

faktörlere örnek vermek gerekirse; ilaçlar, yağlı yiyecekler, çeşitli küfler 

(alfatoksinler), iyottan fakir diyetler, kırmızı et açısından zengin diyetler, yanmış 

yağları içeren besinler, kansere sebebiyet veren ve onu ileri taşıyabilen önemli çevresel 

faktör örnekleri arasında yer almaktadırlar, Kimyasal faktörlere örnek verecek olursak; 

sigara, alkol, hardal gazı, benzen, kömür tozu ve zifti, madeni yağlar, naftalin ve 

asbest, sayılabilmektedir. 
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Kanser oluşumunu tetikleyen fiziksel etkenler arasında; radyasyon (iyonize 

radyasyon), ısı, güneş ışığı, mekanik darbeler, yer almaktadır. Örneğin, iyonize 

radyasyon direkt olarak canlıya temas ettiğinde, biyolojik makromoleküllerden 

elektron kopartabilir veya pozitif yükleyebilir [74-76]. Bu yüklenmeler DNA’da tek 

ve çift zincir kırıkları oluşumuna veya organik bazlarda ya da şekerde 

modifikasyonlara neden olmakta ve böylece hücrelerin kanserleşmeye gitmesiyle 

sonuçlanmaktadır. 

Kansere sebep olan faktör arasında serbest radikaller de yer almaktadır. Serbest 

radikaller bir veya daha fazla eşleştirilmemiş elektron içeriği bulundurduklarından 

yüksek reaktiviteye sahiptirler. Biyolojik sistemlerde en önemli serbest radikal/reaktif 

olarak, reaktif oksijenler türleri (ROS) görülmektedir. ROS’un kanser oluşumunun 

farklı evrelerinde etkinliği yapılan çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir [73,77]. ROS 

sisteminin aşırı derecede yüklenmesi ve kritik seviyeye gelmesi sonucu hücre hasarı 

oluşturarak kanserleşmeye neden olabilmektedir [74]. 

Halliwell’e göre ROS’un temel iki mekanizması bulunmaktadır, bunlardan birincisi; 

hidroksil reaktifleri ile yapı oluşturup DNA’larda zincir kırıkları oluşturma, çeşitli baz 

modifikasyonlarına ve deoksiriboz şekerde fragmentasyonlara neden olabilme olarak 

açıklamıştır; ikincisi ise, oksidatif stres sonucu oluşan endonükleazların inaktive 

edilmesi ve böylece DNA fragmentasyonları oluşumuna neden olmasıdır [78]. Bunun 

dışında ROS çeşitli yolaklarda birçok genin inhibisyon ve aktivasyonunda etkili 

olması (inhibisyon, apoptoz) nedeniyle karsinomayı destekleyebilmektedir [78,79]. 

Sonuç olarak, kanser, hücrenin genetik yapısında çeşitli etmenlerle değişimin veya 

mutasyonun olmasıdır. Ayrıca kanserin çoklu, yani kompleks bir mekanizma 

olduğunu düşünürsek, sadece bir gen mutasyonu ile değil de birden fazla gen 

mutasyonunun birlikte görülmesi durumunda oluştuğunu söyleyebiliriz. 

2.10 Kanser Genetiği 

Kanser, genel anlamda hücrelerin kontrol mekanizmalarında ve çeşitli yolaklarında 

meydana gelen mutasyonlar veya modifikasyonlar sonucu sınırsız çoğalabilme 

yeteneği kazanma olayına denmektedir [80].  



26 

 

2.10.1. Kanser Genetiğinde Bilinmesi Gereken Temel Kavramlar 

1. “Germline” Mutasyonlar: Ovaryum veya testislerde (Gonadlar) bulunan germ 

hücrelerinde meydana gelen mutasyonlardır, bu mutasyonu taşıyan bireyler, bu 

mutasyonları bir sonraki nesil olan çocuklarına geçirebilmektedirler. Fakat geçen bu 

mutasyonlar çocukların yalnızca germ hücrelerinde değil aynı zamanda somatik (vücut 

hücreleri) hücrelerinde de görüleceğinden kalıtsal olarak oluşan kanserlerin temelinde 

germline mutasyonlar bulunabilmektedir. 

2. Somatik Mutasyonlar: Germ hücreleri dışında kalan ve vücutta bulunan diğer 

bütün hücrelerin tamamına somatik hücre denmektedir ve bu hücrelerde meydana 

gelen mutasyonlara somatik mutasyonlar denmektedir. Bu mutasyonlar sadece 

görüldükleri bireylerde etki göstermektedirler yani diğer nesile aktarılamamaktadırlar. 

Kısacası kalıtsal olmayan, sporadik gelişen kanserlerin temelinde somatik mutasyonlar 

bulunabilmektedir. 

3.Proto-onkogenler: Onkogenik kapasitedeki genlerin çeşitli tetikleyici mutasyonlar 

ile onkogene dönüşmesi ve kanser hücrelerinin oluşumunda rol alması kanser 

oluşumunda bu genlerin yer aldığı çeşitli sinyal yolaklarında bozulmalarla ilişkilidir. 

Proto-onkogenlerin hücre içerisinde çeşitli işlevleri bulunmaktadır [81]. Bunlar: 

-Transkripsiyon faktörlerini düzenleme,  

-Büyüme faktörü ve büyüme faktör reseptörlerinin kontrolünde işlev sahibi olma,  

-Apoptozun baskılanmasını yönetme,  

-Kromatinin modifiye edilmesinde görevli olma,  

-Hücre içi sinyal iletimini denetleme,  

-Membranla ilişkili G proteinlerinin düzeni, olarak özetlenebilir.  

Bu işlevleri sırasında bir proto-onkogen tetikleyici bir mutasyona uğraması sonucunda 

onkogen formuna geçebilmektir. 

4. Tümör Süpressör Genler: Hücre çoğalmasını baskılayıcı yönde rol oynayan genler 

olarak bahsedilebilirler, hücre proliferasyonunun doğrudan baskılanmasında rolü olan 

genlere gatekeeper (bekçi) genler denmektedir ve bekçi hücreler hücre döngüsünü 

denetleyerek sorun olması durumunda hücreyi apoptoza yönlendirmekle 
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yükümlüdürler, örnek olarak TP53 geni örnek verilebilmektedir [82]. Bu genler 

dışında dolaylı etki gösteren caretaker (bakıcı) hücrelerde bulunmaktadır ve bu genler 

genom bütünlüğünün korunmasında ve DNA tamir mekanizmalarında mutasyon 

engellemekle yükümlü genlerdir yani bu genler bir mutasyon olması sonucu DNA 

dizilerinde; onarımda aksamalar ve genom kırıkları ve baz kayıpları oluşabilmektedir. 

Tablo 2.1’e baktığımızda; Çeşitli tümör süpressör gen tipleri ve hangi kanserlerde 

görüldükleri ile ilgili bilgiler yer almaktadır. 

Tablo 2.1: Çeşitli tümör süpressör genler ve hangi tip kanserlerde bulundukları 

(kalıtsal-sporadik) gösterilmektedir. TSG: Tümör Süpressör Gen. 

 

5. Onkogenez Mekanizmaları: Hücre kanserleşme aşamasına geçerken hücre içi 

çeşitli yolaklarda çeşitli mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu süreçteki 

mekanizmalarda görevli olan genler proto-onkogenik veya tümör süpressör rollerde 

olmaktadırlar. Ayrıca kanser olgusunu değerlendirecek olursak; kanser genellikle tek 

bir gen mutasyonuna bağlı değil, birçok gen mutasyonu sonucu oluşan multiple 

(kompleks) bir mekanizmadır [83]. Şekil 2.12’ye baktığımızda; Kolon kanserinin tek 

bir mutasyonla değil de birçok gen mutasyonunu birlikte olması nedeniyle ortaya 

çıktığı gösterilmiştir. 
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Şekil 2.12: Kolon kanserinde evreler arasındaki geçişte hangi genlerde hangi 

mutasyonların olduğu ve metastaz aşamasına varıncaya kadar hangi aşamalar geçirdiği 

gösterilmektedir [değştirilerek alınmıştır, 83]. 

Bu süreçlerde oluşan mutasyonlar kendiliğinden veya diğer gen mutasyonlarına bağlı 

olarak da oluşabilmektedirler. 

2.10.2 Kanserde Onkogenik Aktivasyon 

Onkogenik aktivasyon mekanizmaları nokta mutasyonları, kromozomal yeniden 

düzenlenmeleri ve gen amplifikasyon/fazla gen ekspresyonları şeklinde 

açıklanabilmektedir. 

Örnek verecek olursak; RAS proto-onkogenleri hücre proliferasyonunda rol alan 

genlerdir ve p21 adlı proteinin kodlanmasında sorumludurlar, bu genlerde meydana 

gelen bir nokta mutasyon ile p21 olarak isimlendirdiğimiz proteinler sürekli aktif halde 
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kalırlar ve bu mutasyon sonucunda hücre kanserleşmeye gidebilmektedir (kolon, 

akciğer, pankreas kanseri gibi) [84]. 

Çeşitli translokasyonlar, bazı durumlarda proto-onkogenin, farklı kromozomlara 

taşınması ve ekspresyon düzeyinin değişmesine yol açabilmektedir ve bazı durumlarda 

bu gerçekleşen olayda çeşitli sendromlar ve hücrelerde kanserleşme 

görülebilmektedir. Örnek verecek olursak; kronik myelösitler lösemide (KML) 

kromozom 9 ve 22 arasında gelişen ve Philadelphia kromozomu (Ph1) oluşumu ile 

sonuçlanan t(9;22) translokasyonda, tirozin kinaz aktivitesi olan ABL geni, kromozom 

22q’da bulunan ve görevi tam olarak bilinmeyen “breakpoint cluster region“ (BCR) 

genleriyle birleşmektedirler [85]. Oluşan kimerik gen yapısında, tirozin kinaz 

aktivitesi ile güçlü bir füzyon proteini sentezlenmektedir. Ancak KML gelişiminde asıl 

rolü, artan protein kinaz aktivitesi göstermektedir. Şekil 2.13’e bakıldığında; 

Bahsedilen Philadelphia kromozomu oluşum mekanizmasıyla 22. ve 9. 

kromozomlardaki değişimler gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.13: 9. ve 22. kromozomların birbirleri arasındaki translokalizasyon ile 

Philadelphia kromozomunun oluşumu [85] 

Onkogenez sürecinde bazı durumlarda çeşitli DNA segmentleri çoğalım 

gösterebilmektedir ve o segmentler de yar alan proto-onkogenlerin yüzlerce kopyası 

oluşmaktadır. Bu oluşan kopya genlerde genoma eklenerek hücrenin kanserleşmesine 
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neden olabilmektedir. Örneğin; MYC, CCND1, EGFR ve RAS gibi proto-onkogenler 

küçük hücreli karsinom, meme kanseri, özefagus kanseri, serviks kanseri ve over 

kanserleri gibi çeşitli kanserlerde amplifiye olmaktadır [81].  

Ayrıca bu amplifiye olan segmentleri FISH (floresan in-situ hibridizasyon) tekniği ve 

çeşitli immünohistokimyasal teknikler ile boyayarak göstermek mümkündür. Tablo 

2.2’ye baktığımızda; Çeşitli onkogenler, bu onkogenlerin hangi kanser tiplerinde ve 

hangi rolde işlev yaptıklarını anlatılmaktadır. 

Tablo 2.2: Kanser oluşum ve gelişiminde rolü olan çeşitli onkogenler, aktivasyon 

mekanizmaları, hangi kanser tipinde nasıl işlev gördükleri gösterilmek istenmiştir. 

 

ALL: Akut Lenfoblastik Lösemi; AML: Akut Miyeloblastik Lösemi; KML: Kronik 

Miyeloblastik Lösemi; PDGF: Plateled-Derived Growth Factor (trombosit kökenli büyüme 

faktörü). 

2.11 Kanserde Sinyal Yolakları 

Hücre içinde sinyal iletiminden, hücre bölünmesinden vb. işlemlerden sorumlu olan 

çeşitli yolaklarda mutasyonlar ve modifikasyonlar olması durumunda kanserleşme 

olabilmektedirler ve bunun sonucunda çeşitli yapılar ortaya çıkabilmekte ve sinyal 

yolunda yer alan genlerde işlev değişikliği görülebilmektedir [86]. 
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Kanserde görevli çeşitli sinyal yolakları bulunmaktadır. MAPK sinyal yolağı, PI3k 

yolağı, NFKB sinyal yolağı, JAK/STAT yolağı ve Hedgehog yolakları bunlara örnek 

verilebilmektedir. Tablo 2.3’e baktığımızda; kanserdeki çeşitli yolaklar, bu yolakların 

hangi kanserlerde görevli olduğu, yolaklardaki onkogen, proto-onkogenler ve etkileri 

açıklanmaktadır. 

Tablo 2.3: Kanserde etkili olan çeşitli sinyal yolakları, bu sinyal yolaklarındaki 

görevli olan çeşitli genler, bu genlerin görevleri ve hangi kanserlerde etkili oldukları 

gösterilmektedir. 

 

2.11.1. MAPK Sinyal Yolağı ve Kanser 

MAPK sinyal yolağı hücre proliferasyonu için gerekli olan RAF, MEK ve ERK 

proteinlerinden oluşan bir yolaktır. Genel olarak bu yolak hücre büyümesi, hücre 

sinyal iletimi ve gen ekspresyonunda görevli bir sistemdir. Bu yolak çeşitli 

ekstrasellüler ve intrasellüler uyaranlar tarafından da aktive edilebilmesinin yanında 

genel olarak reseptör tirozin kinazlarca (RTK) aktive edilmektedir. Tümör 
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hücrelerinde, RTK’lar veya RAS’ın onkogenik aktivasyonu ile MAPK yolağında 

sinyalleşme artmaktadır. Aynı zamanda bu yolak altı benzer modülden oluşmaktadır 

ve bu modüllerin görevlerini birbirine benzemekle birlikte; hücre proliferasyonu, 

apoptoz, hücre farklılaşması, spesifik hücre fonksiyonlarının uyarılması gibi görevleri 

bulunmaktadır. Ancak bu yolaklarda bulunan bu modüller tek başlarına işlev 

gösterememektedirler, yani modüller yolak üzerinde birbirlerini ve başka 

segmentlerinde aracılığıyla işlevlerini gösterebilmektedirler. Şekil 2.14’e 

baktığımızda; MAPK sinyal yolağında yer alan modüllerin birlikte ve sinerjistik 

çalışmaları gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 2.14: MAPK sinyal yolağında yer alan modülleri ve bu modüllerin birbirlerine 

etkileri ve bağlantıları [86]. 

Yolağın aktivasyon mekanizması genel olarak; UV ışınları ile ışıma, strese bağlı ısı 

değişimi ve RAS proteinleri aracılığıyla aktive edilmektedir. Bunun yanında RAC 
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veya CDC42 gibi hücre adezyon molekülleri, çeşitli GTP-bağlayıcı proteinler ve 

MEKK 1,2 veya 3 gibi proteinler aracılığıyla da aktive edilebilmektedir. Bu yolak 

aktivasyonu ile genellikle oluşan durum hücre proliferasyonunun durdurulması 

yönünde gerçekleşmektedir. Bunun yanında apoptozun uyarılması ve tüm sistemin 

içinde örnek olarak; JNK yolağının azalan aktivasyonunun çeşitli kanser 

gelişimlerinde etkili olduğu düşünülmektedir. Bu bilgilere ek olarak, ERK-MAPK 

yolağı tarafından JUN proteinleri transkripsiyonel olarak uyarılırken; JNK-MAPK 

yolağının aktivasyonu ile fosforile olurlar. 

Şekil 2.15’e bakıldığında; RAS aktivasyonu için gerekli olan, ERK, MAPK, JNK 

yolaklarının hangi sinyaller ile uyarıldığı ve yolakların basamakları gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.15: RAS aktivasyonu için gerekli olan; ERK, MAPK, JNK yolaklarının hangi 

sinyaller ile uyarıldığı ve bu yolaklardaki basamaklar [86]. 

RAS proteinleri, reseptör tirozin kinazlara sinyal iletiminde aracılık etmenin yanında, 

serpentin reseptörü aracılı G-proteinleri aracılığıyla sitokinlere ve hormonal sinyallere 

cevap vermede de görev almaktadırlar. Bu bilgilere de bakarak MAPK sinyal yolağı; 

PI3K sinyal yolağı ve daha birçok kanser yolağının da aktivitesini, RAS’ta dahil olmak 

üzere farklı mekanizmalarla da düzenleyebilmektedir. 

2.11.2. PI3K Sinyal Yolağı ve Kanser 
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PI3K yolağının genel manada, hücresel metabolizmanın kontrolünde; glukoz 

transportasyonu ve kullanım aşamalarında, hücre büyümesinde, protein biyosentezi ve 

apoptoz mekanizmasını önlemede fonksiyon göstermektedir. Bu yolak, RAS 

proteinleri ve aktif olan reseptör tirozin kinazlar tarafından uyarılmaktadır. Şekil 

2.16’ya bakıldığında; PI3K yolağının etki ettiği mekanizmaları ve bu yolak üzerinde 

yer alan ve görevli olan ara yapılar gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.16: PI3K yolağının genel hatları ve PI3K yolağının etki ettiği mekanizmalar 

(Hücre proliferasyonu, hücre büyümesi ve apoptoz), bu yolak üzerinde yer alan ve 

görevli olan ara yapılar [86]. 

Bu yolakta görevli olan PTEN tümör süpressör yapıdaki temel bir inhibitör bileşeni 

olarak görev almaktadır. Bunun haricinde TSC1 ve TSC2 olarak adlandırılan sendrom 

etkili iki protein yapısı yolağın ara basamaklarında işlev görmektedirler. Bu yolağın 

ana molekülü olan PI3K, çeşitli kanserlerde amplifiye olduğu için onkogenik bir 



35 

 

protein olarak belirlenmiştir. Şekil 2.17’ye baktığımızda; PI3K yolağı ve PTEN 

yolaklarının katalizledikleri reaksiyonlar gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.17: PI3K yolağı ve PTEN yolaklarının katalizledikleri reaksiyonlar ve 

sinyalleşen moleküllerde meydana gelen değişimler [86]. 

Bu mekanizmalara ek olarak, Cyclin D1 ve MYC yapılarını fosforile ederek 

inhibisyonuna neden olur ve böylece hücre proliferasyonunun düzenlenmesinde rol 

oynamaktadır. Şekil 2.18’e baktığımızda; MAPK sinyal yolağı ve PI3K sinyal 

yolağının MYC ‘in etki ettiği; hücre proliferasyonu, hücre büyümesi ve apoptoz 

mekanizmalarına etkileri gösterilmektedir. 
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Şekil 2.18: MAPK sinyal yolağı ve PI3K sinyal yolağının MYC ‘in etki ettiği; hücre 

proliferasyonu, hücre büyümesi ve apoptoz mekanizmaları üzerine etkileri [86]. 

MAPK sinyal yolağı hücre proliferasyonunu uyarabilmektedir ancak bu işlemi 

yapmak için PI3K yolağında olduğu gibi çeşitli yardımcı sinyallere ihtiyaç 

duymaktadır. Bu proliferasyonun uyarılmasında MAPK ve PI3K yolağının birbirleri 

ile koordineli ve sinerjistik olarak çalışmaları gerekmektedir. Örneğin, PI3K yolağında 

görevli olan insülin benzeri büyüme faktörleri (IGF1 ve IGF2 gibi) bu yolağı 

uyarmakta ve aktifleşen bu yolak MAPK yolağında yer alan gerekli predominant 

büyüme faktörlerinin aktifleşmesini sağlamakta ve birlikte çalışarak hücresel 

proliferasyonda yer almaktadırlar. Bu iki yolağın birlikte çalışması sonucu temel 

inhibitör bileşeni olan PTEN’in fonksiyonel yapısı bozulabilmektedir. 

2.11.3. JAK/STAT Sinyal Yolağı ve Kanser 

JAK/STAT yolağı çeşitli insan kanserinde istemeyen sonuçların çıkmasına neden 

olmaktadır. Bu yolağın işlevlerinden bazıları hematopoetik hücre sistemlerinde STAT 

sinyal yolunu uyarma, interlökinler ve çeşitli hücre tiplerine spesifik olan büyüme 

faktörleri ve çeşitli sitokinleri uyarmaktır (Örn; GM-CSF ve ertiropoietine cevap 

olarak hücre proliferasyonunun uyarılması verilebilir). JAK/STAT yolağı; epitelyal 

hücrelerden salınan SRC, ABL kinazlar tarafından salınan sinyaller ve EGF, sitokin 

IL-6 gibi faktörlerin aktiviteleri ile aktive olmaktadır. Aynı zamanda hematolojik 
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kanserlerde JAK/STAT yolağının yapısal aktivasyonu bulunmaktadır. Örneğin; baş ve 

boyun kanserinde, EGFR’nin aşırı ekspresyonu neticesinde JAK/STAT yolağının 

aktive olduğu belirlenmiştir, ayrıca bu yolak içindeki en aktif molekül olarak STAT3 

belirlenmiştir. Çeşitli kanserlerde, JAK/STAT yolağının interferonların inhibisyonu 

ile baskılandığı görülmüş ve bu baskılamada yolakta bulunan STAT1’in bağlantısı 

tespit edilmiştir. Şekil 2.19’a baktığımızda; JAK/STAT yolağının, bu yolak için 

aktivatör özellikte olan IL-6 molekülleri (büyüme faktörleri) aracılığıyla aktivasyonu 

gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 2.19: JAK/STAT yolağının, bu yolak için aktivatör özellikte olan IL-6 büyüme 

faktörleri aracılığıyla aktivasyonu [86]. 

JAK/STAT yolağında bulunan STAT sinyalleri, hücre membranında fosforile 

edilmekte ve transkripsiyon faktörleri olarak görev alabilmektedirler, ayrıca bu 

STAT’lar çeşitli fosfotirozinler (JAK1 ve JAK2) tarafından SH2 domainleri için 

bağlanma bölgesi olarak görev alabilmektedirler. Fakat bu yolağın asıl aktifleşme 

mekanizması adının da olduğu gibi STAT sinyal mekanizmalarının JAK reseptörüne 

bağlanması ile aktifleşen bir sistemden oluşmaktadır. Aktifleşen STAT’lar hücre 

çekirdeğine homodimer veya heterodimer formda geçerek, hedef gen promotör 

bölgesindeki spesifik olan tanıma bölgelerine bağlanarak işlev göstermektedirler. 
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Bunların yanında STAT aktivitesi; MAPK ve PI3K yolaklarında bulunan kinazlarca 

çapraz regülasyona maruz bırakılabilmektedirler [86,87]. 

Farklı hematolojik karsinomlarda, JAK/STAT yolağının aktifleşmesi farklı yollarla 

olabilmektedir. Örn: bazı kanserlerde (lösemi veya kemik iliği kanseri), STAT 

faktörleri, BCR-ABL gibi füzyon proteinleri tarafından direk olarak uyarılması ile, 

JAK/STAT sinyal yolu aktifleşmiş olmaktadır. 

2.11.4. NF-κB Sinyal Yolağı ve Kanser 

NF-κB yolağının aktifleşmesi tek başına kanser oluşumunu ve gelişimini 

uyaramamaktadır, bu yolağın öncelikli fonksiyonu lenfoid hücrelerin; 

inflamasyonunun aktivasyonu ve apoptozlarının aktivasyonu olarak saptanmıştır, 

fakat bazı hücre çeşitlerinde; sitokinlere özel yanıtta proliferasyonun düzenlenmesinde 

etkili olabilmektedirler. 

NF-κB biri büyük (REL) diğerleri ise daha küçük olacak şekilde (p50, p52) alt 

ünitelerden oluşan heterodimerik bir transkripsiyon faktörüdür. Alt ünitelerinden 

büyük olanının üç çeşidi bulunmaktadır; RELA, RELB ve C-REL. Bunlar arasında en 

yaygın olarak görüleni RELA, diğer bir adıyla p65 olarak belirlenmiştir. Bunların 

yanında bu transkripsiyon faktörleri en etkili faktörler olarak belirlenmişlerdir. Ayrıca, 

RELA ve C-REL birleşerek oluşturduğu heterodimer yapılar; bir inhibitör protein olan 

IKB’ler tarafından sitoplazma da tutulmaktadırlar. Şekil 2.20’ye baktığımızda; NFKB 

yolaklarının iletişim mekanizmaları, bu yolakta görev alan ana yapılar (yolakta görevli 

reseptörler) ve bu yolağın işleyiş mekanizması gösterilmektedir. 
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Şekil 2.20: NFKB yolaklarının iletişim mekanizmaları, bu yolakta görev alan ana 

yapılar ve ara moleküller, bu yolağa bağlı olan reseptör molekülleri ile birlikte; bu 

yolağın işleyiş mekanizması [86]. 

Birçok hücre tipinde NF-κB yolağının aktivasyonu; apoptozu düzenleyen, TNFRSF 

reseptörleri tarafından sağlanmakta ve bu aktivasyon STAT faktörlerine ilave olarak 

NF-κB faktörlerinin ve MAPK yolağının birlikte çalışması ile gerçekleşmektedir. NF-

κB faktörlerinin hedef genleri dört grupta incelenebilmektedir: MYC, CCND1, BCL-

XL ve FLIP. 

Bu yolağın aktivasyonu, inflamasyon ve kronik inflamasyon için gerekmektedir. 

Bununla birlikte NFKB, kanser metastazında proliferasyonu etkileyebilmektedir. 

NFKB yolağının aktivasyonunu, TNFa gibi sitokinler aracılığıyla, TNF alt ünitesini 

de-ubikitine ederek düzenlemektedir. 

2.11.5 Hedgehog (Hh) Sinyal Yolağı 
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Hh sinyal yolağı, Hh ligandının hedef hücre üzerinde bulunan Patched’e 

bağlanmasıyla aktifleşen bir mekanizmadır, PTCH yokluğunda ise hücre membran 

çıkıntılarında bulunan silyum adı verilen yapılar tarafından fiziksel ve kimyasal olarak 

bu aktifleşme işlemi sağlanmaktadır [88-90]. Bu mekanizmada, PTCH reseptör 

molekülleri, onkogenik bir protein olan, Smoothened (Smo) tarafından 

baskılanmaktadır, ancak PTCH reseptörü, mekanizmanın kanserleşmeye gitmemesi 

için Smo’yu baskılamaktadır, eğer PTCH reseptör proteinleri Smo onkogenik 

proteinlerini baskılayamaması durumunda hücrenin kanserleşme mekanizması 

devreye girmektedir. Smo’nun üç alt birimi bulunmaktadır; inaktif SmoA, inaktif 

SmoB ve silyum bağlı SmoB olmak üzere adlandırılmaktadırlar [91-93]. Hh sinyali 

GLI (çinko parmak proteinleri) transkripsiyon faktörlerinin aktivatör ve inhibitör 

fromları arasındaki iletişimle sisteme iletilmektedir ve bu sinyal iletiminde SuFu 

(Supressor of fused) adı verilen bir protein kompleksinin önemli bir görevi 

bulunmaktadır, bu görev onkogenik olan GLI ile bağlanarak sistemin kanserleşmeye 

gitmesini engellemek olarak tanımlanabilmektedir. Bunun dışında bahsettiğimiz GLI 

proteinlerinin 3 alt ünitesi bulunmaktadır; GLI 1, GLI2 ve GLI 3 olarak 

adlandırılmaktadırlar, GLI1 ekspresyonu ile hedgehog sinyali arasında kuvvetli bir 

bağ bulunduğundan bu yolaktaki en etkili faktör olarak GLI1 gösterilebilmektedir 

[67,94]. 

Paralog hedgehog ligandı yokluğunda PTCH yapıları Smo aktivitesini bloke ederek, 

GLI protein komplekslerinin parçalanmasına neden olur ve böylece reseptör GLI 

yapılarının oluşmasını sağlamaktadır. Bu mekanizma ile hedgehog hedef genleri 

baskılanmaktadır. Bunun yanında hedgehog sinyalinin PTCH’e bağlanması 

durumunda PTCH inhibisyonuna ve böylece PTCH’nin Smo’yu baskılama 

mekanizması ortadan kalkmaktadır. Bunun ardından kanserleşme sistemini 

baskılamakla görevli SuFu ve GLI kompleksi birbirinden ayrılır ve GLI’lar aktifleşir. 

GLI aktivasyonunda düzenlenmesinde çeşitli yapılar görevlidir; Dyrk1, RAS ve AKT 

gibi aktive edici yapıların oluşturduğu kompleks tarafından düzenlenmektedir [69,97]. 

Aktif forma geçen GLI’lar hücre çekirdeğine bağlanarak hedgehog’a cevap vermesi 

gereken hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadırlar [95,99-104]. Şekil 2.21’e 
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baktığımızda; Hedgehog ligandının olması durumunda, Hedgehog yolağında 

gerçekleşen mekanizmaların basamakları ve görevli olan ara moleküller arasındaki 

mekanizma ve iletişimi, Hedgehog ligandının olmaması durumda da aynı şekilde 

yolak içindeki mekanizmalar ve görevli olan yapıların mekanizma üzerindeki 

iletişimleri gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.21: Hedgehog ligandının olması durumunda, Hedgehog yolağında gerçekleşen 

mekanizmaların basamakları ve görevli olan ara moleküller arasındaki mekanizma ve 

iletişimi, Hedgehog ligandının olmaması durumda da aynı şekilde yolak içindeki 

mekanizmalar ve görevli olan yapıların mekanizma üzerindeki iletişimleri 

gösterilmektedir [91]. 

Hedgehog yolağı çeşitli hücresel mekanizmalarda görev alabilmektedir, bunlara örnek 

vermek gerekirse; doku oluşumu, doku gelişimi, hücre içi homeostaz, organogenez ve 

kök hücre yenilenmesinde görev alan; Wnt/B-Catenin, TGFB/BMP, NOTCH ve FGF 

yolaklarıyla güçlü bir iletişim göstermektedir. 

2.12. Hedgehog Sinyal Yolağı Modifikasyonları ve Kanser 



42 

 

Hedgehog sinyal yolağının anormal bir şekilde aktivasyonunun kanser oluşumu 

üzerinde etkili olduğu son yıllarda yapılan klinik çalışmalar ile tespit edilmiştir, bunun 

yanında kanser oluşum ve gelişimi açısından hedgehog sinyal yolağı ile ilgili üç model 

öne çıkmaktadır: 

1.Tip 1 Hedgehog Sinyali: Ligandla İlişkisiz, Mutasyona Bağlı Gerçekleşme 

Gorlin sendromunda, PTCH1 geninde meydana gelen mutasyonlar gözlenmiştir, 

incelenen olgularda hayatları boyunca çok sayıda bazal hücreli karsinoma geliştiği 

görülmüştür, buna bağlı olarak medullablastoma ve rabdomiyosarkoma gibi çeşitli 

kanserlerin gelişim riskinin arttığı gözlenmiştir. Ayrıca sporadik bazal hücreli 

karsinomların %85’inde PTCH’yi inaktive edici mutasyonlar olduğu, %10’da ise 

onkogenik Smo’yu aktifleştirmeye yönelik olduğu saptanmıştır [105-107]. 

Sporadik medullablatomaların %33’ünde, rabdomiyosarkomlarda genellikle PTCH 

mutasyonları görülürken, bunun yanında SuFu mutasyonları ve artmış hedgehog 

sinyali de belirlenmiştir [108,109]. 

Hedgehog sinyalinin bozulması, artmış hücre proliferasyonu ve tümör gelişimini 

desteklemektedir, ancak hedgehog inhibitörleri bu kanserleşme ve proliferasyon 

mekanizmalarında; Smo ve diğer onkogenik yapıları baskılamada büyük rol 

oynamaktadırlar. 

2.Tip 2 Hedgehog Sinyali: Otokrin, Liganda Bağımlı Gerçekleşme 

Paralog hedgehog yolağının sınırsız aktivitesi çeşitli kanserlerde belirlenmiştir, 

bunlara örnek verilecek olursa; akciğer kanseri, mide kanseri, özafagus kanseri, 

pankreas kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, karaciğer ve beyin kanserleri bunlar 

arasında gösterilmektedir [110-115]. 

Bu şekilde oluşan tümörlerde bazal hücreli kanserlerden ve medullablastomlardan 

farklı olarak hedgehog sinyal yolağında herhangi bir somatik mutasyon 

bulunmamaktadır. bu tümörlerdeki genel mekanizmada hedgehog sinyal yolağında 

anormal aktivasyon görülmekte, artmış hedgehog ligand seviyeleri; PTCH1 ve GLI 

genlerindeki seviyeleri belirlemektedir. Bu tümörlerin gelişiminin engellenmesinde; 
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hedgehog antikorları veya Smo antogonistleri tarafından gerçekleştirilebilmektedir 

[92]. 

3.Tip 3 Hedgehog Sinyali: Parakrin, Liganda Bağımlı Gerçekleşme 

Parakrin mekanizmalarla da kanserleşmeye neden olan hedgehog sinyali oluştuğu 

belirlenmiş, hedgehog sinyalinin tümör mikroçevresini etkileyerek onu uyarabileceği 

görülmüştür.  

Parakrin mekanizmalarla oluşan hedgehog sinyali çeşitli hücresel mekanizmalarda klit 

rol oynamaktadırlar. Buna enbriyogenez aşamasında barsak benzeri epitel yapıların 

gelişim ve korunması örnek verilebilmektedir. Bu mekanizmayı inceleyecek olursak; 

epitelyumdan salınan hedgehog ligandı mezenkimal stroma aracılığıyla alınmakta ve 

bu şekilde mezenkimal epitele bildirim sağlayacak yapıları oluşturmaktadır. Bunun 

yanında ters parakrin sinyalleri; stromal hücrelerin, kanser oluşumu ve kanser gelişimi 

için gerekli olan sinyallerin gönderildiği tümörler olarak ifade edilmektedirler [116-

121]. 

2.13. Kanser Kök Hücreleri ve Hedgehog Sinyali Arasındaki Bağlantı 

Kanser kök hücreleri sınırsız sayıda kopya hücre üretme özelliğine sahip olan ve 

ölümsüz olarak tabir edilen hücrelerdir. Ayrıca kanser kök hücreleri etkilerini belirli 

sinyal yolakları üzerinde de gösterebilmektedirler. Örneğin; hedgehog sinyal yolağı, 

Wnt sinyal yolağı, Notch sinyal yolağı ve BMP yolakları gibi yolakların düzenlenme 

mekanizmasında mutasyonlar oluşturduğuna ve mekanizmalarda bozulmalar meydana 

getirdiklerine dair çalışmalar bilinmektedir [121,122]. 

Çeşitli kanser türlerinde, örnek vermek gerekirse; meme kanseri, glioma ve multiple 

miyeloma gibi kanserlerde kanser kök hücrelerinin kendilerini yenilemelerini 

hedgehog sinyalini düzenleyerek sağladıkları, başka bir örnekte ise; kronik miyeloid 

kanserde ise, kanser kök hücrelerinin yaşam sürmek için hedgehog sinyalini 

kullandıkları belirlenmiştir. Kanser kök hücrelerinin, kemoterapi ve radyoterapiye 

dirençli olması ve tümör dokularının bu tedavilerle yıkılsa bile kanserin tekrar nüks 

edebilme durumunu bu bahsettiğimiz kanser kök hücrelerinin neden olduğu 
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düşünülmektedir. Kanser kök hücrelerinde hedgehog sinyali aktif formda 

bulunmaktadır ve klinik tedavilerde kanser kök hücreleri için bu bulunan aktif formun 

inhibisyon mekanizmaları önemli hedefler olarak görülmektedirler [103,123,124]; bu 

inhibisyon mekanizmalarına örnek verecek olursak; onkogenik Smo geninin 

susturulması, tümör süpresör olan PTCH1 genin aktifleştirilmesi ve hedgehog 

sinyalinin iletiminin kökten engellenmesi (yolak aktifleşmesinin engellenmesi) örnek 

verilebilmektedir. 

2.14 Kanser Çeşitleri 

Meme kanseri, rahim ağzı kanseri, testis kanseri, rahim iç zar kanseri, kalın barsak ve 

rektum kanseri, idrar yolu kanseri, akciğer kanseri, mesane kanseri, ağız kanseri, 

prostat kanseri, gırtlak kanseri, cilt kanseri, mide kanseri örnek olarak 

verilebilmektedir. Kanser çeşitleri davranışlarına göre ikiye ayrılmaktadır; malign 

(kötü huylu) kanser olarak adlandırılır ve bu kanser türlerinde kanser bulunduğu 

bölgeden metastaz ile farklı dokulara göç ederek farklı dokularda kanserleşmeye neden 

olmaktadır. Diğeri ise benign (iyi huylu) dediğimiz kanser çeşididir ve bu kanser 

türleri bulundukları bölgede kanserleşmeye neden olurlar ancak hiçbir zaman 

bulundukları bölge dışında kanserleşmeye neden olmaz. 

En Sık Görülen Kanser Çeşitlerine Bakış: 

Meme kanseri, mide kanseri, akciğer kanseri, kalın barsak kanseri, prostat kanseri, 

rahim ağzı kanserleri birçok araştırmaya göre günümüzde en sık görülen kanser 

çeşitleri olarak saptanmışlardır[154,155,156,157]. 

2.14.1. Mide Kanseri 

Mide kanseri, Amerika Birleşik Devletlerinde (A.B.D) kanserlerde görülme sıklığı 

sıralamasında, 14. sırada yer alır, A.B.D’de 1999 yılında 22600 mide kanseri olgusu 

bildirilmiş ve hastaların 13700’ü mide kanseri nedeni dolayısıyla kaybedilmiştir. 

1900’lü yıllarda mide kanseri A.B.D’de  kanser ölümlerinin başında yer almıştır [125]. 

Ancak epidemiyolojik verilere bakıldığında; 1930-1970 yılları arasında mide kanseri 

insidansının azaldığı tespit edilmiştir. Bu bilgiler ışığında; 1930’lu yıllara gelindiğinde 
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mide kanser insidansının 100.000’ de 35 ten, 1970’li yıllara gelindiğinde ise 100.000’ 

de 3’e gerilediği görülmüştür [126]. 1930-1970 yılları arasındaki bu insidans 

azalmasına bakıldığında daha çok mide kanserinin intestinal cinsinde olduğu 

görülmüştür, sebebi tam olarak bilinemese de intestinal cinsin; intestinal metaplazi ve 

Helikobakter pilori (HP) ile ilişkili olması nedeniyle ve tedavilerinin başarılı olması 

nedeniyle bu yıllar arasındaki insidans azalması açıklanabilmektedir [127,128],  fakat 

diğer tipi olan gastro-özafageal mide kanserinin insidansının ise arttığı tespit edilmiş 

ve bu insidans artışına neden olarak distal özafageal, mide kanseri ayrımının 

yapılamamış olması gösterilmiştir, tedavilere değinecek olursak bu iki tip mide 

kanserinin de tedavileri günümüzde birbirine benzemektedirler. 

Mide kanseri erkeklerde daha sık görülmekle birlikte (E/K: 1.7/1.0), insidansı fazla 

olarak, 6. ve 7. dekatta (60-70’li yaşlar) pik yaptığı görülmüştür ancak mide 

kanserlerinin iki cinsiyette ve her yaşta olabileceği de göz ardı edilmemelidir. Yapılan 

son çalışmalar incelendiğinde erkeklerde mide kanseri görülme dekatlarının yaklaşık 

olarak 1,5 kat gerilediği görülmüştür. 

Mide kanserinin etiyolojisi tam olarak aydınlatılamamış, ancak mide kanseri 

gelişiminde etkili olan çeşitli risk faktörleri Tablo 2.4’te tanımlanmıştır [129-131].  

Tablo 2.4: Mide kanser oluşumunda ve gelişiminde etkili olan risk faktörleri tabloda 

örneklenmiştir. 

 

2.14.1.1. Lokalizayon 

Mide kanseri incelendiğinde, sıklıkla midenin; antrum ve distal 1/3 bölgesinde olmak 

üzere proksimal mide kanseri insidansı da dahil lokalizasyonun görüldüğü 

saptanmıştır. Son 10 yıla bakıldığında, mide kanseri lokalizasyonlarının sıklığında 
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değişiklikler tespit edilmiştir [132]. Ayrıca, distal mide kanseri insidansı azalırken 

gastro-özofageal kanser insidansında artış olması verilebilmektedir. 

2.14.1.2 Prognoz  

Mide kanserinde önemli olan prognostik veriler arasında tümörün mide duvarındaki 

invazyon seviyeleri, bölgesel lenf nod tutulma oranları/seviyeleri ve uzak metastaz 

varlığı gösterilebilmektedir [133,134], tabi ki bunların yanında tümörün 

derecesinin/seviyesinin prognozda önemini unutmamak gerekmektedir [135]. 

Genel olarak mide kanseri cerrahisinden bahsedecek olursak kanser tedavi kürleri %50 

olmakla birlikte hastalığın derecesi % 20’nin üstündeki ve buna yakın olan hastalardan 

bu kür cerrahiden sonra uygulanabilirken, kanseri %80 ve üstü olan hastalarda ise 

palyatif bakıma başvurulmaktadır. Ayrıca değinmek gerekirse bölgesel mide 

kanserlerinde uygulanan kemoterapi ile sağkalım oranı doğru orantı gösterirken, 

metastaz yapan mide kanserlerinde ise bu tedaviler etki göstermemektedirler. Bu 

nedenle mide kanserleri kötü prognoz grubu arasında belirtilmiştir ve sağkalım 

oranları metastatik ve bölgesel olanda kıyaslandığında, metastatik olanda sağkalım % 

10-15’iken bölgeselde % 50 olarak belirlenmiştir. 

2.14.1.3 Patolojisi ve Çeşitleri 

Mide kanserlerinin %90-95’inin adeno karsinomdan oluştuğu gözlenmiştir [136,137]. 

Tablo 2.5’e baktığımızda; Mide kanserlerinin patolojik olarak sınıflandırılması 

gösterilmektedir. 
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Tablo 2.5: Mide kanserinin histolojik olarak alt tiplerinin bir kısmı gösterilmektedir. 

 

Gen ekspresyon çalışmaları incelendiğinde, iki farklı moleküler tipte mide kanseri söz 

konusu olmaktadır [138]. Bunlar incelendiğinde birincisi: Diffüz tip (differansiye 

olmayan) mide kanseri diğeri ise İntestinal tip (iyi differansiye) mide kanseri olarak 

incelenmiştir. Diffüz karsinomada asıl neden genetik olaylardan kaynaklanmakta olup, 

bunlar arasında en önemlisi E-cadherin, intersellüler bağlantılarr sağlamada ve 

epitelyal dokuların organizasyonunda, anahtar protein rolünü oynamaktadır. İntestinal 

tip mide kanseri, genellikle H.pilori ile ilişkilidir ve prognoza bakıldığında diffüz tip 

mide kanserine göre daha olumludur. 

1. Diffüze Mide Kanseri: Metastatik açıdan kuvvetli özelliğe sahip kanser olmakla 

birlikte, hızlı progresyon gösteren ayrıca kötü prognoza sahip kanser türlerindendir. 

Mide duvarında, distal özafagus ve duodenuma, invaze olmaktadırlar. 

Bunun yanında intestinal tip mide kanserlerindeki malign tümör riski diffüz tip mide 

kanserlerinde gözlenmemektedir. Şekil 2.22’ye baktığımızda; İntestinal tip mide 

kanseri ve diffüz tip mide kanser mekanizmalarında gerçekleşmekte olan olaylar ve 

mekanizmalarda gerçekleşen olgular gösterilmektedir. 
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Şekil 2.22 : İntestinal tip mide kanseri ve diffüz tip mide kanser mekanizmaları [138] 

2.İntestinal Tip Mide Kanseri: Mide kanser riskini fazla taşıyan toplumlarda daha 

sık görülürken bu riskin az olduğu toplumlarda görülme oranı daha azdır, bu kanserin 

biyolojik yapısı genel olarak sporadiktir; heredite, diyetlerin içeriği, sigara 

alışkanlıkları ve alkol kullanımı gibi çeşitli çevresel faktörler ile etkilenmektedir ve 

belirlenen dekadlarda görülme sıklığının azaldığı tespit edilmiştir, invazivleşme 

basamakları komplikedir. Şekil 2.23’e baktığımızda; intestinal tip mide kanserinin 

ilerleme basamakları ve patogenezi şemtatize edilmiştir. 
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Şekil 2.23: İntestinal tip mide kanserinde kanserin gelişme aşamaları ve kanserin çok 

basamaklı patogenezi [değiştirilerek alınmıştır, 138] 

2.14.1.4 Evreleme Sistemi 

Mide kanserlerinin evreleme basamaklarında; Amerika Birleşik Kanser Komitesi’ne 

(AJCC) bağlı TNM sistemi (Tümörde Lenf Nodu Metastaz, değerlendirme sistemi)  

kullanılmaktadır (Stomach İn: American Joint Committee on Cancer 2002), [139,140]. 

AJCC’ in de yer alan TNM sisteminin mide kanseri üzerindeki evreleme sisteminin 

genel ve sınıflandırılmış olarak Tablo 2.6’da gösterilmektedir. 

Tablo 2.6: Mide kanseri üzerinde AJCC’ye göre olan TNM evreleme sistemi genel ve 

alt birimleri sınıflara ayrılarak gösterilmektedir  
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Primer Tümör (T) Verileri:TX: Primer tümör değerlendirmesi yapılmamış grup, T0: 

Primer tümör bulunmayan grup,  Tis: İn situ karsinoma: intraepiteliyal tümör, T1: 

Tümör lamina propria veya submukoza’ ya invaze etme evresi,  T2: Tümör muskülaris 

propria veya subserosa’ya invaze etme evresi,  T2a: Tümör muskülaris propria’ya 

invaze etme evresi, T2b: Tümör subseroza’ya invaze etme evresi, T3: Tümör serozal 

(viseral periton) aşım bulunması durumu  (komşu organ invazyonu yok) oluşan evre, 

T4: Tümörün komşu organlara invaze ettiği ileri seviye evre, olarak 

belirtilmektedirler. 

Bölgesel Lenf Nod (N) Verileri: 

Bölgesel lenf nodları genel anlamda; büyük kurvatur ve küçük kurvatur çevresi, sol 

gastrik, ana hepatik, splenik ve çölyak arter çevrelerinde kodlanmaktadırlar / 

bulunmaktadırlar, ancak bu bölgeler dışında bulunan lenf nodları metastatik olarak 

belirlenmektedir. Bir operasyonun verimli olabilmesi için en az 15 lenf nodu 

çıkarılması hedeflenmektedir. 

NX: Bölgesel lenf nodu değerlendirmesi yapılmayan hasta grubu, N0: Bölgesel lenf 

nodu metastazı bulunmayan grup, N1: 1-6 bölgesel lenf nodu metastazı görülen grup, 

N2: 7-15 bölgesel lenf nodu metastazı görülen grup, N3: 15’ten fazla bölgesel lenf 

nodu metastazı görülen grup. 

İleri Metastaz (M) Verileri: 

MX: İleri metastaz değerlendirmesi yapılmayan hasta grubu, M0: İleri metastaz 

bulunmayan hasta grubu, M1: İleri metastaz bulunan hasta grubu. 

2.15 Tedavi Yöntemlerine Genel Bakış 

Mide kanserinin primer küratif tedavisi cerrahidir [141-143]. Cerrahi işlem, lenf nod 

diseksiyonuyla birlikte parsiyel gastrektomi şeklinde uygulanmaktadır. Bu kür amaçlı 

cerrahi sonrası, lokal ve risk yükü fazla olan yüksek riskli hastalarda adjuvant 

kemoterapi uygulanırken; metastatik olan hasta gruplarında ise palyatif tedavi 

uygulanmaktadır ve bu aşamada önerilen tedavi yöntemi olarak kemoterapi 
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düşünülmektedir. Bunların yanında ise daha nadir olarak uygulanan yöntemler ise 

radyoterapi ve çeşitli farklı cerrahiler olarak belirtilmektedir. Genel anlamda tedaviler: 

+Cerrahi Tedavi,  

+Neo-Adjuvant Tedavi,  

+Adjuvant Tedavi,  

+Metastatik Hastalık Tedavileri,    

olarak ayrılabilmektedirler. 
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3.MATERYAL ve METOD 

 

3.1 Kullanılacak Kitler 

 DNA izolasyonu için: Thermo Scientific DNA izolasyon Kiti 

 Bisülfit Dönüşümleri için: Thermo Scientific EpiJET Bisulfite Conversion 

Kiti 

 RT-qPCR için/ Real Time PCR: Thermo Scientific Syber Green PCR Kiti 

 ELİSA için: Human Protein Patched Homolog 1, PTCH1 ELISA Kit 

kullandık. 

 

3.2 Cihazlar 

 Buz Makinesi (Scotsman): -80 °C’ den çıkardığımız örneklerden parça 

alımında örneklerin bozulmaması için buz kullanmasında 

 

 

Şekil 3.1: Buz Makinesi 
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 İnkübatör (Etüv): Çalışmamızdaki kullandığımız örneklerin inkübasyon 

işlemlerini gerçekleştirmek için. 

 

 

Şekil 3.2: Örneklerin stabilitesini sağlamak için Etüv (inkübatör) 

 Vorteks: Hazırladığımız çözeltilerin daha iyi karışmasını sağlamak için. 

 

 

Şekil 3.3: Örneklerin daha iyi karışma ve çözünebilmesi için Vorteks. 
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 ELISA  Okuyucu: DNA izolasyonu sonucu elde edilen dokularda 260/280 

dalga boylarını incelemek için. 

 

Şekil 3.4: ELISA Okuyucu 

 Shaker: Kullandığımız örnekleri karıştırdığımız solüsyonlar ile daha iyi 

çözünebilmesini ve karışmasını sağlamak için. 

 

Şekil 3.5: Örneklerin daha iyi karışabilme ve çözünebilmesi için, karıştırıcı. 
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 Santrifüj: DNA izolasyon aşamasındaki çöktürme ve çözelti içindeki 

ayrımları sağlamak için. 

 

Şekil 3.6: Çeşitli döndürme hızlarıyla ve belirlenen sürelerde örneklerin fazlarının 

ayrışmasının sağlanması için santrifüj 

 

 Real Time PCR: Amplifikasyona bağlı DNA artışlarını ölçmek için. 

 
 

Şekil 3.7: Real Time PCR cihazı 
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 Konvansiyonel PCR: Hedef genlerin çoğaltılması için.

 
Şekil 3.8: Konvansiyonel PCR cihazo 

 

3.3. Çalışma materyali 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Klinik Araştırmalar Kurulu’ndan onay alınarak 

(28.07.2021- E 24891) tez çalışması kapsamında kullanılacak mide kanseri dokuları 

temin edilmiştir. 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Genel Cerrahi Anabilim Dalı ve Patoloji 

Anabilim Dalı tarafından patolojik değerlendirme ve teşhis konulmuş, mide kanseri 

bulunan ve gerekli taramalar yapılarak çalışma grubumuza uygun 22 mide kanserli 

hastadan -80°C dondurulmuş; tümör ve tümör uzak dokuları kullanılmıştır. Çalışmada, 

20 mg’dan küçük olacak şekilde ve 1 cm³ hacimde, hastaların tümör ve tümör uzak 

bölgelerinden alınan doku örnekleri kullanılmıştır. 

3.4. Dondurulmuş Dokudan DNA İzolasyonu 

 İlk aşama olarak hastalardan elde edilen 20 mg dokulardan olacak 1cm³şekilde 

neşter yardımıyla doku örnekleri parçalara ayrılmıştır. 

 Alınan doku parçaları 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine alınmıştır. 

 Üzerlerine 180 µl digestion solüsyonu eklenmiştir. 
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 Bu karışım üzerine 20 µl Proteinase K solüsyonu eklenmiştir. 

 Vortex yardımıyla bu sölüsyon ile örneklerin karışması sağlanmıştır. 

 Ardından etüv de 56 °C’ de dokular tamamen parçalanarak kalıntı kalmayacak 

şekilde 90 dk olacak şekilde inkübasyona tabi tuttulmuştur. 

 İnkübasyon aşamasının ardından karışım üzerine 20 µl olacak şekilde RNAaz 

A solüsyonu eklenmiştir. 

 Vorteks yardımıyla solüsyon ile örneklerin karışımı sağlanmıştır. 

 10 dk olacak şekilde oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 

 10 dk’lık inkübasyonun ardından karışım üzerine 200 µl olacak şekilde lizis 

solüsyonu eklenmiştir. 

 Vorteks yardımıyla 15’er sn olacak şekilde örnekler karıştırılmıştır. 

 Bu aşamanın ardından üzerine 400 µl olacak şekilde %50 ethanol eklenmiştir. 

 Pipetaj ve vorteks yardımıyla karışması sağlanmıştır. 

 Bu işlemin ardından hazırlanan lizat genomik DNA saflaştırma kolonlarına 

aktarılmıştır. 

 1 dk 6000 g olacak şekilde santrifüje tabi tuttulmuştur. 

 Ardından saflaştırma kolonlarının altında yer alan koleksiyon tüplerinde 

oluşan sıvı-kalıntı uzaklaştırılmıştır. 

 Saflaştırma kolonu yeni bir koleksiyon tüpüne yerleştirilmiştir. 

 Ardından kolon üzerine 500 µl olacak şekilde etanol eklenmiş Wash Buffer I 

(yıkama tamponu) eklenmiştir. 

 1 dk 8000 g olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Koleksiyon tüpünde oluşan sıvı-kalıntıyı uzaklaştırılmıştır. 

 Saflaştırma kolonu yeni bir koleksiyon tüpüne aktarılmıştır. 

 Bu işlemin ardından lizat üzerine etanol eklenmiş Wash Buffer II (yıkama 

tamponu) eklenmiştir. 

 3 dk 12000 g olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Ardından koleksiyon tüpünde oluşan sıvı-atık uzaklaştırılmıştır. 

 Saflaştırma kolonunu yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilmiştir. 

 Bu işlemin ardından üzerine 50-100 µl olacak şekilde Elution Buffer (elüsyon 

tamponu) eklenmiştir. 
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 Oda sıcaklığında 2 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

 Bu işlemin ardından 1 dk 8000 g olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Ardından oluşan DNA örnekleri 4 °C’ye kaldırılmıştır. 

3.4.1 İzole Edilen DNA’ların Kontrolü 

İzolasyonu gerçekleştirilen DNA’ların kalitesi ve miktarları spektrofotometre ile 

ölçümler yapılarak belirlenmiştir. Ölçümleri gerçekleştirilen DNA’larla ilgili 

hesaplamalar yapılmıştır. 

3.5 Bisülfit Dönüşümü 

 İlk aşama olarak önceden elde edilen 200-500 ng saflaştırılmış DNA örneği 

içeren 20 µl DNA örneklerini PCR tüplerine aktarılmıştır. 

 Hazırlanan 20 µl’lik DNA örneklerine 120 µl olacak şekilde Modification 

Reagent Solution (modifikasyon reaktif solüsyonu) eklenmiştir. 

 Pipetaj ile tüpün dibine doğru yerleştirilmiştir.  

 Hazırlanan PCR tüplerini thermal cycler (termal döngüleyici) yerleştirilmiştir. 

 Fazla verim alabilmek için (% 99-98) DNA denatürasyon ve bisülfit dönüşümü 

için Protokol A kullanılmıştır. 

 98 °C / 10 dk, 60 °C / 150 dk olacak şekilde ardından cihazdan alınan örnekler 

DNA saflaştırma mikro tüplerine alınmıştır. 

 400 µl olacak şekilde Binding Buffer (bağlama tamponu) eklenmiştir.  

 İlk iki aşama sonucu dönüştürülen DNA, bağlama tamponu ile pipet yardımıyla 

tamamen karıştırılmıştır. 

 Toplama tüpüne yerleştirilen mikro kolonu 12000 rpm’de 30 sn olacak şekilde 

santrifüj edilmiştir. 

 Toplama tüpünde oluşan sıvı-atık uzaklaştırılmıştır. 

 Mikro santrifüj kolonuna etonal ilave edilmiş Wash Buffer (yıkama tamponu) 

eklenmiştir. 

 12000 rpm’de 30 sn olacak şekilde santrifüj dilmiştir. 

 Ardından toplama tüpünde oluşan sıvı-atığı uzaklaştırılmıştır. 
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 Mikro kolona etanol ilave edilmiş Desulfonation Buffer (desulfonat tamponu) 

eklenmiştir. 

 20 dk boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 

 Bu işlemin ardından 12000 rpm’ de 30 sn olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Toplama tüpünde oluşan sıvı-atık uzaklaştırılmıştır.  

 Ardından etanol ilave edilmiş Wash Buffer (yıkama tamponu) 200 µl olacak 

şekilde mikro kolona ilave dilmiştir. 

 12000 rpm’de 30 sn olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Toplama tüpünde oluşan sıvı-atığı uzaklaştırılmıştır. 

 Sonrasında etonal ilaveli yıkıma tamponundan 200 µl olacak şekilde tekrardan 

mikro tüpe ilave edilmiştir. 

 12000 rpm’de 60 sn olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Bu işlemin ardından mikro santrifüj kolonunu 1,5 ml’lik temiz bir 

mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilmiştir. 

 Mikro santrifüj kolonuna 10 µl Elution Buffer (elüsyon tamponu) eklenmiştir. 

 12000 rpm’de 60 sn olacak şekilde santrifüj edilmiştir. 

 Bu işlemden sonra elüte edilerek dönüştürülen DNA downstream analizi için 

hazır hale getirilmiş forma gelmiştir. 

 Bu işlemlerden sonra DNA -20 °C de saklamaya kaldırılmıştır. 

3.6 Primer Tasarımı 

 PTCH1 geninde ait promotör bölgelerine özgü primerler tasarlanmıştır. 

 Methprimer dizayn programı adlı programdan reverse ve forward primerler 

tasarlanmıştır. 

 Her bir primer çifti için metile ve anmetile primerler tasarlanmıştır (Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1:  PTCH1 Metile (M) ve anmetile (U), Forward (F), Reverse (R) primer 

bilgileri gösterilmektedir. 

Primer Dizi Bilgisi Sıcaklık %GC 

 

 

PTCH1 MF 

 

AGGTCGTTTGGTATAGGACG 

 

56.7 

 

50.0 

PTCH1 MR GAATTCGTATCGATCCCTCG 59.5 50.0 

PTCH1 UF GGTTGTTTGGTATAGGATGG 54.4 45.0 

PTCH1 UR CAAATTCATATCAATCCCTCAA 57.33 33 

    

 Primerler metile ve unmetile olarak methprimer ile tasarlanmasının ardından 

Medsantek firmasından alınmıştır. 

 Gelen primerlerlerin ana stoğu 100 ul olmakla birlikte 10 um olacak şekilde 

ara stoklar hazırlanarak çalışma boyunca kullanılmıştır. 

 

3.7. Real Time PCR (RT-qPCR) 

Bisülfit dönüşümü gerçekleştirilen örneklerde; mRNA ekspresyon seviyelerini 

belirlemek amacıyla yapılan hassas bir metottur. İki basamaktan oluşmaktadır bu 

basamaklar RT reaksiyonu ve PCR amplifikasyonu olarak belirlenmiştir. Bu 

çalışmada elimizdeki örneklere PCR işlemini gerçekleştirirken Thermo Syber Green 

kullanılmıştır, bu şekilde amplifikasyona bağlı DNA artışı belirledik. 

Real Time PCR işlemi için gerekli olan bileşenler Tablo 3.2’de gösterilmektedir. 
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Tablo 3.2: Revers Transkriptaz PCR bileşenleri  

 

Real Time PCR aşamasında gerçekleştirdiğimiz döngüler Tablo 3.3’de gösterilmiştir. 

PCR reaksiyon döngüleri Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.3: Revers Transkriptaz PCR reaksiyon döngüsü 

 

 

3.8 ELİSA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

 

 Test için elde bulunan örnekler oda sıcaklığına getirilmiştir. 

 Elde bulunan örnekler kitte yazan talimatları gerçekleştirerek sağlanmıştır.  

 Test için gerekli olan stripler ayarlanmıştır. 

 Standart olan kuyucuklara 50 ul standart çözeltisi eklenmiştir. 

 Örnek kuyucuklarına 40 ul örnek eklenmiştir. 

 Üzerlerine 10 ul olacak şekilde PTCH1 insan antikoru eklenmiştir. 

 Ardından örnek kuyuları ve standart kuyusuna 50 ul olacak şekilde 

Streptavidin-HRP eklenmiş ve karıştırılmıştır. 

 

Bileşenler    Miktarlar 
 

Maxima 2X qPCR Master 

Mix 

10 ul 
 

F Primer 1 ul 
 

R Primer 1 ul 
 

DNA  1 ul 
 

 dH20 7 ul          

 

Reaksiyon Aşamaları Sıcaklık Süre 

Ön Denatürasyon 950C 10 dk 

Denatürasyon 950C 15 sn 

Bağlanma 550C 30 sn 

Uzama  720C 30 sn 

Döngü Sayısı            40 Döngü 
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 İşlemin ardından 37 °C de 60 dk inkübasyona maruz bırakılmıştır. 

 Bu işlemin ardından kuyuları 5 kez yıkama aşamasından geçirilmiştir. 

 Her kuyucuk 300 ul yıkama tamponu ile 30-60 sn arasında maruz bırakılmıştır. 

 Bu işlemin ardından her kuyucuğa 50 ul olacak şekilde solüsyon A eklenmiştir. 

 Her kuyucuğa 50 ul olacak şekilde solüsyon B eklenmiştir. 

 Ardından Karanlık ortamda 37 °C olacak şekilde 10 dk inkübasyona maruz 

bırakılmıştır. 

 Sonrasında her kuyucuğa 50 ul olacak şekilde durdurma solüsyonu eklenmiştir. 

 Mavi olan renklerin sarıya dönüp dönmediğini gözlemlenmiştir.  

 Son olarak durdurma solüsyonu eklenmiştir. 

 Sonrasında 10 dk içerisinde 450 nm’ye ayarlanmış bir mikroplaka okuyucu ile 

her kuyucuğun optik yoğunluğu belirlenmiştir. 

 

3.9 İstatistiksel Analiz 

 

Bu çalışmada Real Time PCR işleminin ardından gerçekleştirilen ELISA metodunda 

ortaya çıkan tümörlü ve tümör uzak dokulardaki protein seviyeleri incelenmiştir. 

İstatistiksel verileri analiz etmek için Medcalc version 18.2.1 istatistiksel programı 

kullanıldı ve İstatistiksel analiz yöntemi olarak; Shapiro Wilk ve Mann Whitney U  

testi kullanıldı; p<0,05 istatisitksel olarak anlamlı kabul edildi 
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4.BULGULAR  

 

4.1 Hastalara Ait Bulgular 

Bu çalışmada; Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Genel Cerrahi Anabilim 

Dalı ve Patoloji Anabilim Dalı tarafından patolojik değerlendirme ve teşhis konulmuş, 

mide kanseri bulunan ve gerekli taramalar yapılarak çalışma grubumuza uygun 22 

mide kanserli hastadan alınan; sağlıklı ve tümörlü dokuları ile çalışma 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmaya dahil ettiğimiz hasta grupları 13 erkek (% 59,09), 9 

kadın (% 40,91) hastadan oluşmaktadır. 

4.2 DNA Kantitasyon Sonuçları 

Mide kanserli hastaların buza saklanmış tümörlü ve tümör uzak doku örneklerinden 

toplam 22 genomik DNA izolasyonu başarıyla gerçekleştirilmiştir. DNA örneklerinin 

konsantrasyonları ölçüldüğünde 158,13 ng/ul ve tümörlü DNA konsantrasyon 

ortalaması 124,23 ng/ul olarak tespit edilmiştir. 260/280 deki dalga boyları 

incelendiğinde ise tümör uzak dokuların ortalaması 1,76 ve tümör dokularına 

bakıldığında ise 1,75 olarak bulunmuştur. Tablo 4.1’ine baktığımız zaman DNA 

metilasyon işlemi, A 260/280’deki dalga boyları. 

Tablo 4.1:  Çalışmada yer alan hastalara ait olan ve bu hastaların DNA 

konsantrasyonları ve A 260/280 nm’deki dalga boyları gösterilmektedir. 

 

Hasta 

Grubu 

Cinsiyet Tanı Dokula

rın 

Alındığ

ı 

Bölgele

r 

DNA 

konsantrasyonl

arı 

(ng/ul) 

A 260/280 

(nm) 

Hasta 1 Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör= 100  

Tümör Uzak= 

139  

Tümör=1,73 

Tümör Uzak= 

1,79 

Hasta 2 Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=131  

Tümör Uzak= 

48,8 

Tümör=1,74 

Tümör 

Uzak=1,85 
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Hasta 3 Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=70,6 

Tümör 

Uzak=227 

Tümör=1,75 

Tümör 

Uzak=1,79 

Hasta 4 Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=114 

Tümör 

Uzak=75,6 

Tümör=1,78 

Tümör 

Uzak=1,69 

Hasta 5 Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=188 

Tümör 

Uzak=193 

Tümör=1,81 

Tümör 

Uzak=1,76 

Hasta 6 Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=134 

Tümör 

Uzak=86,2 

Tümör=1,76 

Tümör 

Uzak=1,73 

Hasta 7 Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

/Büyük 

kurvaturda 

tümör 

Total 3 

Bölge 

 

 

 

Tümör=58,1 

Tümör 

Uzak=156 

Tümör=1,75 

Tümör 

Uzak=1,73 

Hasta 8 Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=84,7 

Tümör 

Uzak=80,5 

Tümör=1,81 

Tümör 

Uzak=1,73 

Hasta 9 Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=52,6 

Tümör 

Uzak=59,9 

Tümör=1,73 

Tümör 

Uzak=2,06 

Hasta 

10 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu/Kardi

a Antrumda 

Tümör 

Total 3 

Bölge 

Tümör=64 

Tümör 

Uzak=176 

Tümör=1,63 

Tümör 

Uzak=1,78 

Hasta 

11 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=141 

Tümör 

Uzak=143 

Tümör=1,74 

Tümör 

Uzak=1,66 

Hasta 

12 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=177 

Tümör 

Uzak=176 

Tümör=1,75 

Tümör 

Uzak=1,75 

Hasta 

13 

Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

- Tümör=116 

Tümör 

Uzak=83,8 

Tümör=1,70 

Tümör 

Uzak=1,70 

Hasta 

14 

Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

Subtota

l 3 

Bölge 

Tümör=322 

Tümör 

Uzak=539 

Tümör=1,8 

Tümör 

Uzak=1,7 

Hasta 

15 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=54,3 

Tümör 

Uzak=180 

Tümör=1,84 

Tümör 

Uzak=1,79 
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Hasta 

16 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Subtota

l 3 

Bölge 

Tümör=109 

Tümör 

Uzak=216 

Tümör=1,7 

Tümör 

Uzak=1,8 

Hasta 

17 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=266 

Tümör 

Uzak=230 

Tümör=1,75 

Tümör 

Uzak=1,79 

Hasta 

18 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=290 

Tümör 

Uzak=228 

Tümör=1,79 

Tümör 

Uzak=1,78 

Hasta 

19 

Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

Subtota

l 3 

Bölge 

Tümör=242 

Tümör 

Uzak=124 

Tümör=1,76 

Tümör 

Uzak=1,70 

Hasta 

20 

Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=105 

Tümör 

Uzak=178 

Tümör=1,77 

Tümör 

Uzak=1,8 

Hasta 

21 

Erkek Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=233 

Tümör Uzak=60 

Tümör=1,76 

Tümör 

Uzak=1,7 

Hasta 

22 

Kadın Mide 

Adenokarsi

nomu 

Total 3 

Bölge 

Tümör=61 

Tümör 

Uzak=79,1 

Tümör=1,72 

Tümör 

Uzak=1,74 

 

4.3. PTCH1 Genindeki Metilasyon Durumu 

Çalışmada kullandığımız PTCH1 genini içeren; metile primerler ve anmetile 

primerlerine baktığımız zaman; metile primerler de tümör dokusuna ait olanlarda 

erime sıcaklığı ortalaması (73,52) iken tümör uzak dokularda bu değer (74) olarak 

görülmektedir aynı zamanda anmetile primerlerde ise tümör dokuları ve tümör uzak 

dokularda ortalama (72) ancak metile olan primerlerde tümör dokuları ile tümör 

olmayan dokular arasında yaklaşık olarak 0,5 ± 0,25 derece olacak şekilde erime 

sıcaklılığında farklılık görülmektedir. 
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Şekil 4.1: Hastalardaki PTCH1 genine ait metile ve anmetile olan; tümör ve tümör 

uzak dokuların Tm (erime sıcaklığı) ortalamaları. 

Tablo 4.2: Hastalardaki PTCH1 genine ait metile olan; tümör ve tümör uzak dokuların 

Tm (erime sıcaklığı) değerleri 

Tümör Metile Tümör Uzak Metile Tümör Unmetile
Tümör Uzak

Unmetile

Ort. 73,52 74 72,02 71,97

73,52

74

72,02 71,97

70,5

71

71,5

72

72,5

73

73,5

74

74,5

E
R

İM
E

 S
IC

A
K

L
IK

L
A

R
I 

(T
M

) 
°C

ÖRNEKLERİN ORTALAMA TM DEĞERLERİ

Hastaların PTCH1 genine ait (Tm) değerlerinin Real 

Time PCR ortalamaları

Ort.



67 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.3: Hastalardaki PTCH1 genine ait unmetile olan; tümör ve tümör uzak 

dokuların Tm (erime sıcaklığı) değerleri. 

Tm1 Tm2 Ort. Tm1 Tm2 Ort.

61 73,00 73,50 73,25 74,00 74,00 74,00

B1 73,50 73,50 73,50 74,00 74,00 74,00

52 73,50 73,50 73,50 74,00 73,50 73,75

B5 73,50 74,00 73,75 74,00 74,00 74,00

46 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50

51 73,50 73,50 73,50 74,00 None 74,00

67 74,00 74,00 74,00 72,50 72,50 72,50

X 72,50 72,50 72,50 73,50 73,50 73,50

62 73,50 73,50 73,50 None None None

63 73,50 74,00 73,75 73,50 73,50 73,50

68 73,50 74,00 73,75 74,00 74,00 74,00

44 73,50 73,50 73,50 73,50 None 73,50

71 74,00 73,50 73,75 73,50 74,00 73,75

56 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50

47 73,50 73,50 73,50 73,50 None 73,50

B7 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50

57 74,00 73,50 73,75 73,50 None 73,50

39 74,00 74,00 74,00 74,00 74,00 74,00

59 73,50 73,50 73,50 74,00 74,00 74,00

31 73,50 72,00 72,75 72,50 73,00 72,75

40 74,00 73,50 73,75 73,50 73,50 73,50

66 73,50 73,50 73,50 74,00 None 74,00

Metile Primer

Tumor Tumor Uzak
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PTCH1 genine ait metile ve an metile primer ile tüm erime sıcaklığı eğrileri ve 

sırasıyla bazı örneklerdeki örnek erime eğrileri sırasıyla Şekil 4.2’de ve Şekil 4.3’te 

gösterilmektedir.  

 

Örnek No

Tm1 Tm2 Ort. Tm1 Tm2 Ort.

61 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

B1 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

52 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

B5 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

46 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

51 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

67 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

X 72,00 72,00 72,00 72,00 71,50 71,75

62 72,00 72,00 72,00 71,50 72,00 71,75

63 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

68 72,50 72,50 72,50 72,00 72,00 72,00

44 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

71 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

56 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

47 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

B7 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

57 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

39 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

59 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

31 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

40 72,00 72,00 72,00 72,00 71,50 71,75

66 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

Unmetile Primer

Tumor Tumor Uzak
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Şekil 4.2:PTCH1 genine ait metile primer ile A) tüm erime sıcaklığı eğrileri, B) 74°C 

erime sıcaklığı eğrisi, C) 73,5°C erime sıcaklığı eğrisi, D) 73°C erime sıcaklığı eğrisi 

 

 

Şekil 4.3: PTCH1 Genine Ait Unmetile Primer ile A) Tüm Erime Sıcaklığı Eğrileri, 

B) 72°CErime Sıcaklığı Eğrisi, C) 71,5°C Erime Sıcaklığı Eğrisi 
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4.4 ELİSA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) 

ELİSA verilerimize baktığımız zaman tümörlü dokularda, tümör olmayan dokulara 

göre PTCH1 protein ifadesi ve protein miktarında anlamlı derecede (p<0,05) artma 

olduğu görülmüştür.  

 

 

 

Şekil 4.4: Çalışılan hasta grubu için PTCH1 proteinine ait ELİSA testi sonucu, 

ortalama konsantrasyon değerleri (Ort: Ortalama ) 

 

ELISA metodunun ardından tümörlü metile ve unmetile olan; tümör uzak metile ve 

unmetile olan dokularda bulunan PTCH1 protein miktarlarının arasındaki farkın 

anlamlı mı yoksa anlamsız mı olduğuna Medcalc Version 18.2.1 İstatistik Programı 

ile bakılmıştır. Bu programda ilk önce bu grupların normal dağılım yapıp yapmadığına 

bakılmıştır. Sonuç olarak normal dağılım yapmadığı görülmüştür. Bu örnek grupları 

için Man Whitney U testi kullanılmıştır. p=0,0389 olarak bulunmuş ve tümörlü 

dokulardaki PTCH1 protein seviyesinin sağlıklı dokulara göre anlamlı derecede arttığı 

görülmüştür.  

 

Tümör Tümör Uzak

Ort. 441 308,02
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Tablo 4.2’ye bakıldığı non-parametrik dağılım gösteren örneklerin Man Whitney U 

test verileri görülmektedir. 

Tablo 4.4: Non-parametrik dağılım göstermiş tümör ve tümör uzak dokulara ait Man 

Whitney U test sonuçları. 

 

 

Ayrıca bu verilerin dağılımları da Şekil 4.5’ e bakıldığında grafikte gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.5: Parametrik olmayan dağılım göstermiş tümör ve tümör uzak dokulara ait 

Man Whitney U test sonuçlarının dağılımının grafiksel gösterimi 
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5.TARTIŞMA 

Kanser yolakları kanser gelişiminde genetik veya epigenetik mutasyonla aktive ya da 

inaktive olan hücresel kontrol sistemlerinden oluşmaktadır. Hedgehog sinyal yolağı 

gelişimsel kontrol sistemlerinden biri olarak özellikle akciğer ve bazal hücre 

karsinomu gibi bir çok kanserin odağında yer almaktadır. Bu yolakta hedgehog 

faktörleri, SMO gibi smoothened reseptörlere bağlanırlar ve son olarak GLI 

transkripsiyonel aktivatörlerin aktivasyonuna yol açarak kendi intraselüler sinyalleşme 

yolaklarını başlatıp hücre proliferasyonunda artışlara sebep olmaktadırlar. Bu yolakta 

SMO’nun aktivasyonu PTCH1 tarafından engellenmektedir [149]. Bu yolakta yer alan 

bir tümör baskılayıcı gen olan PTCH1 mutasyonlarının ve ekspresyonundaki 

değişimlerin mide kanserinin moleküler patolojisinde yer aldığına dair çalışmalar da 

bulunmaktadır [150,151]. Bu nedenle biz de bu çalışmada çevresel etkenlerin PTCH1 

geninde epigenetik bir değişim oluşturup oluşturmadığı ve bu değişimle gastrik kanser 

arasında bir bağlantının olup olmadığını araştırmayı amaçladık.  

İlk olarak tümörlü dokularla aynı kişiye ait sağlıklı dokuların PTCH1 genindeki 

metillenmenin değişimi analiz edildiğinde, erime sıcaklığı değerlendirilen örneklerde 

sadece 0,5 derecelik bir değişimin olduğu tespit edildi. 1 derecenin altındaki 

farklılıkların epigenetik değişimlerden kaynaklanmadığı düşünüldüğünden kanser 

örneklerimizde PTCH1 genindeki epigenetik bir değişimin olmadığı metillenme 

profiliin değişmediği ve bu nedenle PTCH1 roteinin de herhangi bir azalmanın 

beklenmediği görülmektedir. Diğer taraftan Ma X, Sheng T (2006) ve arkadaşları 

ayrıca Taniguchi H, Yamamoto H, Akutsu N ve arkadaşları (2007) tarafından yapılan 

çalışmalarda insanda mide kanseri hücre hattında yapılan DNA metilasyon 

analizlerinde PTCH1 geninin metilasyon seviyelerinin tümörlü dokuda daha yüksek 

olduğu gösterilmiştir [144,145]. Peng Du, Hai-Rong Ye ve arkadaşları (2009) 

tarafından yapılan ve 170 hasta örneği kullanılan bir diğer çalışmada ise, metil-spesifik 

PCR ile gerçekleştirdikleri analizde mide kanserinde PTCH1 geninin transkripsiyonel 

regülasyon bölgelerinde PTCH1 gen metilasyonunu hastaların %32’sinde görüldüğü 

ama diğer kısımda metilasyonun değişmediği tespit edilmiştir [146]. Yapılan bu 

çalışmada hastalara ait olan dokular ve klinik bulgular değerlendirilmiş ve  

transkripsiyonel regülasyon bölgesileri ile PTCH1 geni arasında mide kanserinin erken 
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oluşum evrelerinde korelasyon olduğu tespit edilmiştir [146]. Yun Zuo, Yu Song, Mın 

Zhang, Zhen Xuve Xıaolan Qıan(2013), tarafından 20 mide kanserli hasta dokusu 

üzerinde metile ve anmetile primerlerle yapılan başka bir çalışmada kanserli 

dokulardaki qPCR verilerine bakıldığında metile PTCH1’lerde 0,93 ± 0,71 ve anmetile 

PTCH1’lerde 2,58 ± 1,52 derece artış tespit edilmiştir. Aynı çalışmada PTCH1 

ekspresyon seviyesi ile metillenme arasında negatif korelasyon görmüşlerdir. Mide 

kanserinde PTCH1 geninin hipermetilasyon gösterdiği sonucuna varmışlardır [147]. 

Yun Zuove Yu Song (2013) tarafından yapılan başka bir çalışmada PTCH1 gen 

ekspresyonunun ileri mide kanserli dokularda azaldığı ancak 5-Aza-dc adı verilen bir 

tedavi ardından PTCH1 ekspresyon seviyesinin arttığını kaydetmişlerdir [147]. Ayrıca 

CpG adacıklarında PTCH1 gen metilasyonunun yüksek düzeyde olması durumunun 

mide kanseriyle ilişkili olabileceğini görmüşlerdir [148]. Bu bilgilere bakarak mide 

kanseri tedavisinde PTCH1 geninden yararlanılabileceği sonucuna varmışlardır. 

Çalışmamızda ise metillenme profilinde değişim görülmezken ve buna paralel olarak 

kanserli dokuların PTCH1 protein ekspresyonunda anlamlı bir artış tespit edildi. 

Literatürün aksine tespit edilen bu artış kanserden korunma mekanizması veya telafi 

edilme mekanizması olarak tümör baskılayıcı genin artışı şeklinde 

değerlendirilebilmektedir [152]. Daha önce de bahsedildiği gibi SHh sinyal yolağında 

Hh sinyalinin etkilerine GLI gen ailesi SMO transmembran proteini üzerinden etki 

etmektedir. SMO proteini PTCH proteini ile inhibe edilerek büyüme kontrolü 

sağlanmaktadır. PTCH proteini, Hh üzerine negatif düzenleyici etkidedir ve dinlenme 

halinde PTCH1, SMO’yu baskılayarak aşırı proliferasyonu düzenlemektedir. Ancak 

sistem aktifleştiği zaman hücre sistemin kanserleşmeye gitmesini engellemek 

amacıyla tümör süpressör olan PTCH1 gen ekspresyonunu arttıracağı için PTCH1 gen 

konstrasyonun tümörlü dokuda artması ile tümörlü doku oluşumu arasında anlamlı 

bağlantı görülmektedir bunun nedeninin ise sistem tümörleşmeye giderken yolağın 

bunu engellemek amacıyla PTCH1 protein miktarını arttırması ile bağlantılı olduğu 

görülmektedir [153].  

Literatürde yapılan çalışmalarda hedgehog sinyal yolağının mide kanserinin teşvik 

edilmesinde, başlamasında ve ilerlemesinde hayati bir rol oynadığı ve hedgehog sinyal 

yolağının mide kanseri tedavileri bulunması açısından önemli bir kaynak olabileceğini 
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gösterilmiştir [1]. Bu çalışmalara bakıldığında Hedgehog yolağında yer alan ve bir 

tümör süpressör olan PTCH1 geninin mide kanserinin tanı, teşhis ve tedavisinde 

kullanılabileceği sonucuna varılabilmektedir. 
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Sonuç olarak bakıldığında PTCH1 genindeki metillenme profili açısından yapılan 

incelemelerde epigenetik açıdan PTCH1 geninde kanser ile ilişkili herhangi bir 

epigenetik etki gözlenmemiştir. Diğer taraftan ise kanserli dokularda PTCH1 protein 

miktarının anlamlı bir şekilde artmasının nedeninin ise hedgehog yolağının tümörü 

engellemek amacıyla bir telafi mekanizması olarak tümör baskılayıcı protein miktarını 

arttırma eğilimi gösterdiğini düşündürmektedir. Elde edilen bu sonuçlara göre PTCH1 

protein miktarının DNA hipermetillenmesi ile ilişkili olmadığı sonucuna varılmıştır. 

Literatürdeki hipermetillenmenin tersi bir sonuç bulunmasının nedeni örnek sayısının 

azlığı olabilir bu nedenle bu çalışmanın ilerleyen aşamalarında daha çok örnek ile 

metillenme profilindeki değişimlerin incelenmesi gerekmektedir.  

Bu bağlamda elde edilen sonuçlar gastrik kanser oluşumunda etkisinin olabileceği 

düşünülen ve bir tümör baskılayıcı olan PTCH1 protein ekspresyonunun artmasının; 

PTCH1 genindeki metilasyon profilindeki değişim açısından epigenetik etkilerle 

ilişkili olmadığını düşündürmektedir. Çalışmaya ait bu sonuçlar çevresel etkiler 

sonucu oluşan epigenetik değişimlerin ve uygulanan epigenetik tedavilerin gastrik 

kanser prognozundaki etkisinin sınırlı olduğuna işaret etmektedir [71]. Taze alınmış 

dokular ve daha çok hasta örneği ile çalışmak çalışma açısından daha kesin ve etkili 

sonuçlar alınmasını mümkün kılacaktır. Ayrıca mide karsinomunda etkili olan 

yolaklardan spesifik olarak birinin ve bu yolaktaki spesifik bir gen üzerine çalışmalar 

yapılması da homojen bir dağılım sağlayacağı için daha doğru sonuçlar elde 

edilmesine imkan tanıyacaktır. 
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