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OZET

RADYOAKTIF IYOT 131UYGULAMA SONRASI RADYASYONLA
INDUKLENMIS MIDE DOKU HASARINDA p53 TUMOR SUPRESOR GENI
ROLUNUN REAL TIME PCR VE HISTOPATOLOJiK ANALIZLERLE ORTAYA
KONULMASI

UGURELLI Emrah
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi F. Azize BUDAK YILDIRAN
Haziran 2018, 51 sayfa

Amac: Bu ¢alismada radyoaktif iyot (I **!) uygulanan ratlarda, | **! “in etkilerinin ve
p53 geninin ifadesinin belli zaman siirecleri (4. saat, 24. Saat, 48. Saat, 7. giin ve 30.

giin) i¢in degerlendirilmesi amaglandi.

Metod: Bu arastirmada 24 Wistar rat kullanildi. Kontrol ve herbir zaman dilimi i¢in
4’er &rneklik gruplar olusturuldu. Orneklerin histopatolojik incelemesi yapildi.
Ayrica Real-time PCR’da genin ifadesi gruplar ac¢isindan analiz edildi ve istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Bulgular: Histopatolojik analizde semikantitatif skorlama veri analizine gére en
fazla dejenerasyon 4. saatte gozlenirken en az dejenerasyon 24. saatte gozlendi. Real-
time PCR sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde, gen ifadesinin en az olan
grubun 4. Saat oldugu belirlendi. P53’{in ifadesinin en fazla oldugu grup ise 24. Saat

oldugu gozlendi.

Sonug¢: Calismada histopatolojik degerlendirme ve Real-time PCR analizi sonuglari
genel olarak uyumlu bulundu. P53 geninin ifadesinin en fazla oldugu siirecte,

histolojik olarak dejenerasyonun en az oldugu belirlendi. Bilindigi gibi p53 geni



DNA hasarlarinda onciil yanit mekanizmasi olarak devreye girer. Bu genin cevabi ya
hiicrede tamir mekanizmasi devreye girer ya da hiicre apoptozise yonlendirilir. Elde

edilen veriler degerlendirildiginde; | 3! ¢

in yarilanma siiresi dikkate alindigindal6
saat i¢inde en fazla dejenerasyona neden oldugu, daha sonra p53 geninin aktiflesmesi
ile tamir mekanizmasinin devreye girdigi sdylenebilir. P53 gen ifadesi radyasyonik

ajanlarin dejeneratif etkisini en aza indirgedigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 1-131, p53, tiroit, mide, radyoaktif iyot tedavi, real time PCR



ABSTRACT

RADYOAKTIF IYOT 131 UYGULAMA SONRASIRADYASYONLA
INDUKLENMIS MIDE DOKU HASARINDA p53 TUMOR SUPRESOR GENI
ROLUNUN REAL TiME PCR VE HISTOPATOLOJIK ANALIZLERLE ORTAYA
KONULMASI

UGURELLI Emrah
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Dr.Ogr. Uyesi Fatma Azize BUDAK YILDIRAN
June 2018, 51 pages

Objectives:  This study aims to the effects of |1 131 and the expression of the p53
gene are determined for certain time periods (4 h, 24 h, 48 h, 7 day and 30 day) in the

radioactive iodine (I 131) applied rats.

Metod: In this research were used twentyfour Wistar rats. Groups of 4 samples were
created for control and each time. Histopathological examination of the samples was
performed. It was also analyzed the gene expression by Real-time PCR for the

groups and statistically assessed.

Findings: According to semiquantitative scoring data in histopathological analysis
was observed, the most degeneration at the 4th hour and the least degeneration was
observed at the 24th hour. The data obtained from Real-time PCR were evaluated, it
was determined that the minimum group of gene expression was 4th hour. The group

that the highest expression of P53 was observed at 24 hours.

Results: In the study were found as histopathological evaluation and Real-time PCR
analysis are generally compatible. It was determined that the histologically

degeneration was the least in the process in which the expression of the P53 gene



was the highest. As is known, p53 gene acts as a premise response mechanism in
DNA damages. This genetic response is either driven by the repair mechanism in the
cell, or the cell is directed to apoptosis. When the obtained data are evaluated;
Considering the half-life of 1 131, it can be said that the most degeneration occurred
within 16 hours, and then the activation mechanism of the p53 gene and the repair
mechanisms was acted in the cell. It is thought that P53 genes reduce degenerative

effects of radiation agents at the least.

Keywords: 1-131, p53, thyroid, stomach, radioactive iodine treatment real time PCR
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1. GIRIS

Radyoaktif iyot (I-131), besinlerle alinan iyodun radyoaktif seklidir. Sodyum iyodiir
(I-131) oral ¢ozelti teshis ve tedavi amaciyla kullanilan radyofarmasotik bir ilagtir.
Sodyum Iyodiir viicutta tiroit tarafindan tutulur, beta ve gama 1sinlar1 yayar. Bu
ozelliklerinden dolayr niikleer tipta tiroid bezinin ¢esitli hastaliklarinin tanisinda
kullanilirken, tiroid kanseri, toksik nodiiler guatr ve toksik diffiiz guatr i¢in de tedavi

amaci ile kullanilmaktadir. (1,2)

Iyot-131 molekiiliiniin fiziksel yarilanma émrii 8,04 giindiir. Beta partikiilleri ve
gama radyasyonu olarak pargalanir ve parcalanma sirasinda ortaya 971 keV enerji
aciga cikar. Bu enerjinin 607 keV’u beta 1s1masi yapar, geriye kalan enerji (364 keV)
ise uyarilmis X-131 ¢ekirdeginin bazal enerji seviyesine yonelirken gama 1simasi

olarak salinim gosterir. (3)

Tedavide agiz yolundan kapsiil ya da sivi olarak verilen radyoaktif iyot, sindirim
sisteminden emilerek tiroid bezi (guatr) hiicrelerinde toplanir ve beta partikiilleri
araciligi ile folikiil hiicrelerini tahrip ederek yaydigi radyasyon ile tiroid hiicrelerinin
biiylimesini ve faaliyetini durdurur. Bu tedavi de amag, hedef hiicrelerde radyasyon
etkisine bagli sitotoksik etki (hiicre Oliimii) olusturulurken, hedef hiicreleri
cevreleyen dokularda hiicre hasarini miimkiin olan en az seviyede tutmak ve viicudun
geri kalan kisimlarini radyasyonun zararli etkilerinden korumaktir. Fakat, normal
biyodagilimi tiikriik bezlerine, mideye ve {iriner sisteminde etkili oldugundan dolay:

tedavi sirasinda bu organlar da radyasyon almaktadirlar. (4, 5)

Radyasyonun normal dokuyla etkilesme siiresine ve maruz kalinan doza bagl olarak
erken ve ge¢c donem yan etkiler olugsmaktadir. Bu yan etkilerden en sik gozlenen etki
mide doku hasarina bagl gelisen yanetkilerdir. Nadalud ve ark. yaptig1 bir calismada
0.5 Gy’lik X-1s1n1na maruz birakilan siganlara ait mide dokular1 incelendiginde; mide
epitel hiicrelerinin dejenere oldugu, epitel biitiinliiglinde bozulmalarin meydana
geldigi, ylizey oOrtii epitel hiicrelerinde kayiplar olustugu, mukozanin altinda yerlesim

gosteren mide bezlerinin dilatasyona ugradigi, bez hiicrelerinin diizensiz yerlesim



gosterdikleri, aralarinda hemorajik odaklarin bulundugu, submokozada yer yer
hemorajik alanlar, lamina propriada ise hiicre infiltrasyon alanlar1 gozlendigi

bildirilmistir. (6)

Midede akut donemde meydana gelen radyasyonik hasarin; ilserasyon, atrofik
gastritis, mide asit sekresyonunda azalma ile karakterize oldugunu ifade
edilmektedir. Kronik donemde olusan radyasyon hasar1 ise dispepsi, gastrit ve
ilserasyon ile karakterize edildigi, yliksek dozda X 1s1n1 verildiginde, sicanlarin mide
yiizeyinin timiinin fibrin tabaka ile kaplandigi bildirilmektedir. Ayrica
submukozada 6dem, lamina propriyada inflamasyon, keratinlesmede artis, epitelde
erozyon, ylizey ve boyun mukus hiicrelerinde bozulmalar, pariyetal ve esas

hiicrelerde dejenerasyon belirlenmistir. (7, 8, 9, 10)

Yiksek doza maruz kalindiginda, DNA zinciri iizerinde onarilmasi miimkiin
olmayan kiriklar olusturarak hiicre oliimiine yol acarken diisilk dozajda hiicre
boliinmesini duraklatir. Doz arttik¢a bdliinmenin baglama zamani uzar, mitoz sayisi
azalir, anormal mitoz sekilleri ve dejenere hiicreler ortaya ¢iktigi belirtilmektedir.
Gama radyasyonu gibi iyonize radyasyon formlarmin DNA’ da g¢esitli hasarlar
meydana getirdigi bilinmektedir ve bu hasarlara karst Onciil yanitin p53 aracili

yolaklarla verildigi bilinmektedir. (11, 12)

Gama radyasyonunun dozuna bagli olarak p53 aktivitelerindeki degisikliklerin
yaninda hiicre dongiisii kontrol noktalarinda da farkli dozlarda farkli yanitlar
olusmaktadir. Hiicreler radyasyona maruz kaldiklarinda oncelikle G1/S sathasinda
engellenirler ve radyasyon dozuna ve hasar miktarina gore bu safhadan sonra
hiicrenin ne yapacagina karar verilir. Eger radyasyon dozu diisiik ve hasar tamir
edilebilecek diizeydeyse hasarin tipine gore ilgili tamir mekanizmalar1 devreye girer
ve DNA’ daki hasar tamir edildikten sonra hiicrenin tekrar dongiiye girmesi saglanir.
Bunun tersine hiicre yiiksek doz bir radyasyon dozuna maruz kaldiysa, G1 engelinde
bekledikten sonra genellikle bu sathada kalic1 bir hiicre siklus engeline girer ve
senesensi takiben apoptozis gergeklestirilir ya da hasarli hiicrenin direk eliminasyonu
icin programli hiicre 6liimii ile ilgili yolaklar uyarilarak hiicrenin 6limi hizli bir

sekilde gergeklestirilir. Hiicrelerde ve o6zellikle DNA’ daki hasarlar karsisinda



hiicrede, yanittan sorumlu olan baslica molekiiliin p53 oldugu bilinmektedir ancak
yeni ¢alismalarla birlikte yukarda bahsedilen yolaklarin p53° den bagimsiz olarak da
uyarildigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir. (13, 14, 15, 16, 17)

Tedavide kullanilan iyot-131 maddesi viicuda alinirken belirli yollardan gegerek
alinir. Oral yolla viicuda giren madde ilk olarak midede toplanir. Bu ¢alismada iyot-
131 maddesinin midede DNA hasart olusturup olusturmadigini timor siipresor
protein olan p53 ‘iin aktivitesinin artarak, hiicreyi apoptoza gotiiriip gotiirmedigi

molekiiler ve histokimyasal olarak incelemeler ile belirlenmesi amaglanmuistir.



2. KAVRAMLAR

2.1. Radyoaktif iyot

Radyoaktif iyot, saglikta baslica hipertiroidizimin ve tiroid kanserlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Iyot 131, bilim adamlar1 Glenn T. Seaborg ve John Livingood
tarafindan 1938 de Kaliforniya Universitesinde kesfedildi. 1946 da ilk kez tiroid
kanseri tedavisinde kullanildi. 1-131, iyotun bilinen 37 izotopu bulunmaktadir. Bu
izotoplarin kiitle numaralar1 108 - 144 arasinda degismekte olup yalnizca 1-127
izotopu radyoaktif degildir. Yarilanma stiresi 8,040 giindiir. I-131 beta partikiilleri ve

gama radyasyonu olarak bozunuma ugrar [18].

60T keW

131 — —
531 - 54XE‘131
364 ke
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2.1: Radyoaktif iyot (I-131) molekiiliiniin bozunumu

2.1.1. Beta Partikiilleri

I-131 ve izotoplar1 pozitif ya da negatif beta bozunumuna ugrarlar.

> Negatif beta bozunum (B ):n—>p+e

> Pozitif beta bozunum (B*):p—>n+e

Bozunum sonrasi aciga ¢ikan elektron B parcacigi olarak bilinir. I-131 B~ bozunumu

yapar. Bozunumundan agiga ¢ikan enerji 610 keVdir. B partikiiliiniin ortalama
enerjisi yaklasik 192 keV dir. Dokuda aldig1 yol 0,8 mm dir. I-131 in bozunumu ile

meydana gelen beta partikiilleri tedavi amagli kullanilmaktadir [19].



2.1.2. Gama Isim

Gama 1sinlar1 yiiksek enerji ve kisa dalga boylarma sahiptir. X-1smlaria ¢ok
benzerdirler. 1-131 izotopunun viicutta metabolize olmasi sonucu 364 keV enerjili

gama 151mast meydana gelir. Bu enerji goriintiileme amagli kullanilmaktadir [19].

2.2. Radyoaktif Tyot Tedavisi (RIT)

Radyoaktif iyot kapsiil veya sivi formunda oral olarak uygulanir. Gastrointestinal
sistemde tamamen emilir. Plazmadaki iyotun g¢ogu tiroid bezi tarafindan hizla
yakalanir ve bobrekler yolu ile atilir. Bir kismi ise tiikriik bezleri ve bagirsakta

tutulur. Tiroid dokusunda radyoiyot tiroglobulin i¢inde depolanir [20, 21].

Radyoaktif iyot tedavisinin esasi, I-131’in fonksiyone tiroit dokusuna yerleserek
beta partikiilleri aracilig ile folikil hiicrelerini tahrip etmesine dayanir. Tedavinin
amac1 yeterli oranda tiroid dokusunu tahrip ederek hastay:r hormonal a¢idan normal
duruma getirmektir. Tek doz radyoiyot uygulamasindan sonra hastalar hormonal
acidan normal hale gelebilecegi gibi hipotiroidik veya hipertiroidik olarak da
kalabilir. Radyoaktif iyot tedavi endikasyonlar1 diferansiye tiroit kanserleri, Graves
ve Plummers hastalifi nedeniyle hipertiroidi gelisen vakalar, tiroiditler, ameliyat
(tiroidektomi) sonrasi geride kalan bakiye tiroit dokusununun ortadan kaldirilmasi
(ablasyon) ve iyota a¢ metastazlarin tedavisi olarak siralanabilir. Distan
radyoterapiye gore avantaji, radyasyonun, timor spesifik radyofarmasoétikler aracilig
ile selektif olarak tiimoér dokusuna verilmesi ve diger normal organlarin

radyasyondan korunmasidir. [21].

2.2.1. iyot 131 Dozunun Hesaplanmasi

Tedavide hastalara uygulanacak olan radyoaktif iyot dozunu belirlemek icin

uygulanan pek ¢cok yontem vardir. Genellikle kullanilan metodlar:



Diisiik doz kullanip gerektiginde dozu tekrar uygulama yontemi:
Hastalarda diisiik doz olarak 2 mCi iyot-131 kullanilmaktadir. Bu yontemde
higbir kritere bakilmazsizin tiim hastalara ayn1 dozda radyoaktif iyot
verilmektedir. Bu yontemle hastalara verilen diisilk radyasyon dozu ile
hipotiroidizm insidans1 azaltilmaktadir. Ancak hastalarda tedavinin basarili
olabilmesi, hastalarin genelde birden fazla doz almalar1 gerekebilmektedir ve

hipertiroidinin kontrolii de uzun siire alabilir [22].

Tiroid biiyiikliigiine gore saptanan "degisken skala metodu' uygulamasi:
Bu yontem de tiroid gland biiyiilliigii ve hastanin semptomlar1 dikkate alinarak
radyoaktif iyot-131 verilmektedir. Tiroid bezi (gland) kii¢iikk ve tirotoksikozu
hafif olan hastalar da 3-5 mCi, bez tirotoksikozu ve biiyiikliigii orta derece olan
hastalar i¢in 7-12mCi., bezi biiyiik ve tehlikeli tirotoksikoz bulgulari olan
hastalara ise 20-30 mCi verilir. Bu yontemle, verilebilecek en uygun doz
verilerek hipertiroidiyi tedavi etmek ve yan etkilerini en aza indirmeyi

amaclanmaktadir [23].

Yiiksek doz verilerek ablasyon saglanmas1 metodu: Uygulanan yiiksek dozu
icin 29-30 mCi iyot-131 verilmektedir. Bu metod ile bezin biiytikligii, uptake
ve hastaligin siddeti dikkate alinmadan biitiin hastalara ayni miktarda doz
uygulanmaktadir. Radyoiyot tedavisi sonucu hipertiroidizm hizli bir sekilde

kontrol altina alinabilir, fakat hipotiroidi insidansinda artig goriilebilir [23].

Tiroid bezinin biiyiikligiine gore dozun ayarlanmasi icin doz hesabr:
Tiroid bez hacmi; palpasyon, ultrasonografi veya sintigrafi ile saptanmaktadir.
Belirlenen tiroid bez agirligina gore gram basina sabit bir aktivite yogunlugu
verilmektedir. Bezin I-131 uptake'i ve agirligina gore verilecek doz asagida
belirtilen formiille hesaplanmaktadir:

Doz (uCi) - Istenen pCi/gr x bezin agirhig x100

24 saatlik uptake

Tiroid bezinin grami basma verilecek olan dozaj 40-200 mCi arasinda

belirlenmistir. Miimkiin olan tek dozla hasta bireyler de normale ve saglikli



duruma donmesini saglayip hipotiroidi  olugsma hizim1  azaltmak
amagclanmaktadir. Bu yontemde dikkate alinmasi gereken hususlar; hastanin
yasi, sistemik hastaliklarinin olup olmamasi, antitiroid ilag kullanip
kullanmadig1 gibi faktorlerdir. Bunlarin disinda tiroid patolojisi (toksik
adenom veya toksik multinodiiler guatr) gibi etmenler de goz ardi

edilmemelidir [23].

€. Uygulanan uygun dozun dozimetri araciligiyla saptanmasi uygulanmasi:

I-131 dozu asagida belirtilen formiile gore hesaplanmaktadir.

Doz (uCl) - Istenen rad miktari x bezin agirhig
24 saatlik uptake x 90

Belirtmis oldugumuz yontemlerin her birinin kendilerine gore avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Farkli merkezlerde farkli yontemler kullanilmaktadir.
Hastalara radyoaktif iyot verildikten sonraki 8 giinii takiben ¢ocuklar ve hamile
bayanlardan uzak tutulmasi, toplu tasima araglar1 ile seyahat etmemesi, evdeki
bireylerden farkli bir odada yatirilmasi ve ayr1 bir tuvaletin bol su ile temizlenerek

kullanilmast saglanmalidir [23].

2.3. Radyoaktif Iyot Tedavi Sonrasi Olusan Komplikasyonlar

Radyoaktif iyot tedavi genellikle giivenli olmasina ragmen bazi siniflandirilmis erken
ve ge¢c komplikasyonlara sahiptir. Erken komplikasyonlar, mide-bagirsak
semptomlari, radyasyon tiroidit, tikiiriikk bezi iltihabi, agiz ve goz kurulugu, kemik
iligi baskilanmasi, nazolakrimal kanal tikanikliklarimi igerir. Ge¢ komplikasyonlar,
ikincil kanserleri, radyasyon akciger fibrozisi, kalici kemik iligi baskilanmasini,
kronik g6z kurulugu ve genetik etkileri igerir. Bu komplikasyonlardan literatiirde

bildirilenlerden bazilar1 sunlardir:

Tedaviden 4 -12 saat sonra yaygin olarak gastrit, mide bulantis1 ve kusma

goriilebilir ve genellikle 32 saat i¢inde giderilir [24].



Mide-bagirsak yan etkileri c¢ogunlukla metastatik hastaliklar icin
belirlenen > 150 mCi dozlarda goriilmektedir [25-27].

Radyasyon tiroiditinde gecici boyun agrilar1 ve 6dem sik sik meydana
gelmektedir. Bu semptomlar ablasyon tedavisi sonrasi ilk 10 giin iginde
goriilmektedir. Radyasyon tiroiditi, gecici olarak tiroid hormonu

seviyesinin artmasi ile atlatilmaktadir [28, 29].

Tiikriik bezi iltihab1 yaygin komplikasyonlardan biridir ve sonrasinda agiz

kurulugu ile sonuglanabilmektedir [29].

Kemik iligi baskilanmast c¢ogunlukla gecicidir. Lokositlerin  ve
trombositin azalmasi ile sonuglanir. Bazen de kemik iligi dozu 2 Sv’yi
asmigsa, kanmaya ve enfeksiyona yatkinlik artist ile sonuglanabilir.

Genellikle bir terapi olmadan ¢6ziimlenir [30].

Bir diger komplikasyon olan g6z kurulugu da genellikle gecicidir [31,
32].

Nazolakrimal tikaniklik, 1-131in bdlgesel toksisitesinden kaynaklanarak

olusan gecici bir inflamasyondur [33, 34].

Akciger metastazi olan tiroid kanserli hastalarda, kisa zaman araliklari ile
I-131 tedavisinin tekrarlanmasi sonucu akciger fibrozisi olusabilmektedir.
Fakat yapilan c¢aligmalarda, akciger fibrozisinin radyoaktif iyot
tedavisinden kaynaklanip kaynaklanmadigi kesin olarak belirlenememistir
[35-37].

Kalic1 kemik iligi baskilanmas1 nadir goriilen ge¢ komplikasyonlardandir.
Ancak radyoaktif iyot tedavisini alan hastalarda 10kositlerin ve

trombositlerin azalmas1 yaygin olarak goriilmektedir [30].



Kronik veya tekrarlayan konjonktivit ve kuru géz sendromu, radyoaktif
iyot tedavisi sonrast gOzyast bezlerinin fonksiyonlarinin tamir
edilmemesiyle ve nazolakrimal ¢ikis darligina bagli meydana gelebilir

[38].

| -131’in nadir goriilen komplikasyonlarindan biri 16semi bir digeri de
ikincil kanserlerdir. Loseminin meydana gelme riskini ¢ok az bir oranda
artirabilir. Genellikle bu durum yiiksek birikmis doz (>500-600mCi)
alimindan sonra gelismektedir [25, 39, 40].

2.4. Onkogenler ve Epigenetik Degisiklikler

Kanser patogenezinde olusan genetik degisikler; onkogenlerde, tiimdr supresor
genlerinde, hiicre siklus regiilatorlerinde, DNA tamir genlerinde ve sinyal

molekiillerde ¢oklu genetik ve epigenetik degisiklikler seklinde olmaktadir [41,42].

2.4.1. Epigenetik Mekanizmalar

DNA ve histon metilasyonu ve histon asetilasyonu ile olusturulmaktadir.
Onkogenlerin aktivasyonu ve genomik instabiliteye hipometilasyon neden olurken,
tiimor siipresor genlerin ve transkripsiyonel DNA yanlis eslesme tamir genlerin

bastirilmasina promotor hipometilasyonu sebep olmaktadir.

Intestinal tip kanserde, Hp ile iliskili kanserde, gen promotorlarmin DNA
metilasyonu gibi epigenetik degisiklikler sik goriilmektedir. Erken mide kanserinde
ise reprimo genin metilasyonu goriilmektedir. Invaziv mide kanserinde iirokinaz
plazminojen aktivatorii (uPAR) bir biomarkerdir. Mide kanserine neden olan ve en

sik rastlanan beta catenin mutasyonu Wnt yolu aktivasyonunu aktive eder [43,45].



2.4.1.1. Erken K-ras mutasyonlari

RAS proteini, normal dokuda proliferasyon, diferensiyasyon sinyallerinde énemli bir
role sahiptir. Mutant genin olusturdugu RAS proteini ise bir¢ok kanser tipinde etkili
onkojenik bir proteindir. RAS onkogeni tek aminoasit degisimi ile olusan nokta
mutasyonlar sonucu protoonkogenden olusur. Bu onkogende 12. 13. ve 61.

kodonlarda gelisen aminoasit degisiklikleri sik goriiliir (46,58, 59).

Displazi ve invaziv mide kanserlerinde goriliir. CagA, c-met reseptdr signal
transdiiksiyonunu aktive ederek mide kanserinin baslamasina ve tiimoriin
gelismesine neden olur. K-ras onkogen, intestinal mide kanserlerinde, intestinal

mtetaplazi de ve adenoma da goriilmektedir. Diffliiz mide kanserinde rastlanmamustir.

2.4.1.2. LOH (Heterozigotluk Kaybi)

Transkripsiyon faktoriidiir ve tiimor siipresor geni gibi islev gormektedir, gastrik
karsinomalarda rastlanmaktadir. EBV-iligkili gastrik karsinomalarda promotor
metilasyon kayb1 gosterilmistir. Gastroepitelyal kanserlerde p73 iin asir1 ekspresyonu
ile apoptotik aktivite baskilanir ve bdylece, intraselliiler beta-catenin seviyesi
yiikselir.[47]

2.4.1.3. APC (Adenomatoz polipozis koli) Mutasyonlari

Genellikle p53 gen bolgesinde heterozigotluk kaybina sahiptir bu nedenle p53 gen

aktivasyonu yoktur. Bir diger mutasyon olusumu da Wnt/catenin sinyal yolunun

modiile edilmesi sonucu olusur. Bu farklilagmalar intestinal tip mide kanserlerinde

daha yiiksek oranlarda goriilmektedir [48]
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2.4.1.4. Hiicre Siklus Diizenleyici Molekiiller

Hiicre dongiisii regiilatorleri olan Siklin E ve siklin bagimli kinaz inhibatér 1B
(CDKN1B, p27), displazinin, maligniteye doniisiimiinde ve invaziv kanserde timor
agresifliginde bir indikatdr olarak gorev yapmaktadir. CDKNIB ifadesinin artan
kayb1, Hp ile enfekte olmus farelerde gastrik kanserin olusmasinda da artis oldugunu
belirlenmistir. Siklin E ve CDK asir1 ekspresyonu, p53 iin hatali ifadesi ve p27
downregulasyonu (asagi dogru diizenleme), mide kanserinde sik¢a goriilmektedir.
[48]

2.4.1.5. miRNA (micro RNA)

Bir¢cok kanserin gelisiminde rol oynadigi, son zamanlarda ki yapilan ¢aligmalarda
gosterilmigtir.
miRNAlarin; - poliferasyon

- apoptozis

- differansiasyon

- anjiogenezis

- metastaz ve

- immiin cevapta rol oynadig1 bilinmektedir [49].

2.4.2.Tiimor Siipresor Genler

Intestinal tip mide kanserlerin yarisinda, TP53, TP73, adenomatdz polipozis koli
(APC), trefoil faktor ailesi (TFF), kolorektal kanserde silinen bolge geni (Deleted in
Colorectal Cancer = DCC), kirillgan histidin triadi (FHIT) gibi timor siipresor
genlerin de farklilagsma saptanmigstir. TP53, hiicre siklusunda onemli bir regulator
faktordiir. TPS53 ifadesinin kayb1 veya mutasyonel inaktivasyonu, mide kanserinde
goriilen en sik genetik farklilasmalardandir. Invaziv tiimorlerin yaklasik yiizde
atmisin da goriilmektedir. Benzer sekilde, Hp ile iliskili kronik gastrit ve displazide

de anormallikler bulunur. p53’un, Hp ile ne gibi bir etkilesime girdikleri
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bilinmemektedir.  Bazi arastirmalar sonucu gostermistir Ki; gastrik epitelyal
hiicrelerde p53 geninin inaktive olmasi, Hp kaynakli hasara cevapta apoptozise gidisi
azaltmaktadir. Ozellikle intestinal tip mide kanserinde, vakalarm % 50’sin de,
TSG’de degisiklikler saptanmistir [44,50]. Mide kanserinde p53 geni inaktiftir. p53
gendeki GC-AT transizyonu, heterozigotluk kaybi (LOH), yanlis anlamli
mutasyonlar, frameshift delesyonlar, diffuz kanser tipinde sik goriilmekte ve

karsinojenik N-nitrozaminler (diyetteki nitrit ve aminler) ile indiiklenmektedir.

2.4.2.1. TP53 Geni

Tiimor baskilayict genler, dolayli olarak ya da dogrudan hiicre boliinmesini
denetlerler; mutasyonlar neticesinde bu etkilerini kaybettikleri takdirde asir1 hiicre
proliferasyonu ortaya ¢ikabilir. Ancak bu durumun ortaya ¢ikabilmesi i¢in bir timor
baskilayict genin her iki allelinin de etkilenmesi gerekir. Bu durum Knudson'm 1971
yilinda herediter retinoblastoma'ya iligkin ortaya attigi "iki vurus hipotezi" ile
aciklanir. Sonraki yillarda yapilan molekiiler caligmalarda gosterildigi tizere
onkogenez sirasinda bir tiimor baskilayici genin 6nce bir, daha sonra da ikinci alleli
nokta mutasyonu, gen delesyonu ya da genomik baskilama gibi mekanizmalarla
inaktive olmaktadir. Tiimor baskilayict genleri arasinda en ¢ok incelenmis gen, p53

timor baskilayici genidir [51].

1979 yilinda yapilan bir ¢alismada, simian viriis (SV40) ile transforme edilmis
hiicrelerde viral bir antijenle birlikte ¢okelen bir protein kesfedilmistir [52]. Daha
sonra p53 olarak adlandirilan bu proteinin, ilk ¢alismalarda hiicre kiiltiirlerinde
hiicreleri  transforme edebilmesi onun da bir onkogen iiriinii oldugunu
diistindiirmiistiir. Ancak sonraki yillarda, proteinin yalnizca mutant seklinin bu
ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Kanser dokusunda p53 mutasyonlart ilk kez
kolon tiimoérlerinde saptanmistir [53]. Kolon tiimoérlerinde, hem p53 geninin
bulundugu kromozom 17pl3'deki allelik delesyon ve nokta mutasyonlarinin
Knudson’in iki vurus modeli ile uyumlu olmasi, hem de proteinin normal seklinin
hiicre kiiltlirlerinde transformasyonu baskilamas1 p53'iin baslangigta sanildiginin

aksine tiimor baskilayici aktiviteye sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Ilerleyen
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yillarda yapilan pek ¢ok calismada p53 geninin insan tiimorlerinin yarisindan
fazlasinda (kolon, karaciger, kemik, beyin, 6zefagus kanserleri) mutasyona ugradigi
anlasilmistir. Dahas1 p53 geninin insan tiimorlerinde en sik mutasyona ugrayan gen
oldugu saptanmistir [54-56]. Mamafih baz1 tiimoérlerde p53 mutasyonu
saptanamamaktadir. Ornegin malign melanomda p53 mutasyonu ya yoktur ya da
oldukca nadirdir. Yakin zamanda, malign melanomada p53 ile ayni apoptotik
mekanizmada rol alan Apaf-1 geninin mutasyona ugradigi anlasilmistir [57]. Benzer
sekilde, p53 geninin "intakt" goriildiigii kimi tiimorlerde, ayn1 sinyal iletim yolunda
yer alan bagka molekiillerdeki defektlerin p53 islevini ortadan kaldirmasi s6z konusu
olabilir. p53 geninin etkilenme mekanizmasinin her zaman Knudson'm "iki vurus
hipotezi” ile agiklanamayacagi, genin yanlizca tek bir kopyasinin delesyona
ugramasinin da timor gelisiminde rol oynayabilecegi bildirilmistir. Bu durum, gen
yikiindeki azalmanin da timo6r gelisimini kolaylastirabilecegi  seklinde
yorumlanmaktadir (haplo-insufficiency; haplo-yetersizlik kavrami)[58, 59]. Diger
yandan, mutant p53 allelinin, etkilenmemis diger allel tarafindan kodlanan saglam
p53 proteininin de islevini engelleyebilecegi bildirilmektedir (dominant-negatif etki)
[60].

Kolon tiimoérlerinde yapilan ¢aligmalarda p5S3 mutasyonlarinin biiyiik ¢ogunlugunun
yanlig anlamli mutasyon oldugun ve proteinin DNA'ya baglanma bolgesini etkiledigi
gosterilmistir. Bu durum, daha ¢ok erken stop kodon olugsmasina yol agan gerceve
kaymasi tipinde mutasyonlarin goriildiigii retinoblastoma, APC (Adenomatous
Polyposis Coli) geni gibi diger tiimor baskilayici genlerden farklilik gdstermektedir
[61]. Baz1 mutajenlerin p53 geninde kendilerine 6zgli mutasyonlar olusturduklari
gozlenmistir, drnek olarak aflatoksinin karaciger tiimdrlerinde saptanan kodon 249

mutasyonunu olusturmasi verilebilir [62].

pS3 genindeki germline (hiicre hatt1) mutasyonlar1 sonucunda; meme ve yumusak
doku sarkomlari, 16semi, osteosarkom, beyin kanseri gibi pek ¢ok kanser tiirliniin
birlikteligi ile karakterize ailevi kanser sendromu olan Li-Fraumeni sendromu
meydana gelir. Sendromdaki p53 mutasyonu biiyiik 6l¢iide sporadik kanserdekilere
benzer bicimde gelismektedir. DNA baglanma bolgelerinde nokta mutasyonlar

olugsmakta olup oOzellikle 175., 245., 248., ve 282. kodonlar etkilenmektedir. Li-
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Fraumeni sendromlu baz ailelerde ise p53 geninde mutasyon saptanmamis ve Chk2

geninde mutasyon bulunmustur [63-66].

2.4.2.1.1. TP53 Geninin Yap1 ve Fonksiyonu

p53 geninin kromozomu 17p13 bolgesinde lokalize olup 11 ekson igermekte, 53 kDa
agirligindaki 393 aminoasitlik niikleer fosfoproteini kodlamaktadir. Hiicre iginde
tetramer formunda bulunmaktadir. 91. Ile 301. aminoasitler arasindaki kismi prolince
zengindir ve p53 iin DNA’ ya baglanma bdlgesidir. p5S3 molekiilii normal sartlarda

inaktif, diisiik yogunlukta ve kisa yar1 omiirlii olarak bulunur [67].

Stabilizasyonunun diizenlenmesinde MDM2 proteini rol almaktadir. MDM2, p53°iin
amino ucuna baglanarak hem onun transkripsiyonel etkinligini baskilamakta hem de
proteazom adli komplekslere yonlendirerek burada degredasyonu (proteoliz)
saglamaktadir. Ilging olarak p53, MDM?2 geninin de trasnkripsiyonunu aktive
etmektedir [68].

DNA transkripsiyonu iizerinde etkileri bulunan birgok genin ekspresyonu, p53
tarafindan diizenlenir. Yani p53 proteini bir transkripsiyon faktoriidiir. p21, MDM2,
GADDA45, siklin G, Bax gibi bir¢ok genin transkripsiyonunda ya da baskilanmasinda
rol oynamaktadir. Transkripsiyon faktorii olarak etkinlik gosterebilmesi i¢in spesifik
DNA dizilerine baglanir. Proteinin DNA ya baglanan bu bolgeleri 4-8. eksonlari
tarafindan kodlanmaktadir. Bununla birlikte tiimorlerde goriilen mutasyonlar da

ozellikle bu bolgelerde yogunlasmaktadir [69].

Birgok "stres" faktorleri p53'lin hiicre i¢i yogunlugunu arttirarak ve ili¢ boyutlu
yapisini degistirerek onu aktive etmektedir. Bu stres faktorleri baglica iki grupta

toplanmaktadir:
DNA hasar: Iyonizan radyasyonun ve ultraviyolenin yol agtigt DNA hasar1 bazi

kinazlar1 (Chkl ve Chk2) uyarmakta ve bunlar da p53'iin amino ucunu fosforilleyerek

onun MDM?2 ile etkilesimini engellemektedir. DNA hasarinin taninmasinda ataksi-
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telenjiektazi hastaliindan sorumlu genin kodladigZt ATM proteini de rol
oynamaktadir. ATM'nin de p53'ii fosforilleyebilme 6zelligi vardir. Bu gdzlemler,
fosforilasyonun p53 aktivasyonunda 6nemli bir mekanizma oldugunu gdstermektedir

[68,70].

Genotoksisite gostermeyen etkiler: Hipoksi: Bir tiimoriin biiyiimesi ile
damarlanmasi (anjiogenez) aymi hizda olmadigindan, c¢ogu kez tiimoriin orta
bolgesinde iyi kanlanamayan hipoksik bir bolge ortaya ¢ikmaktadir. Hipoksinin
uyardigit p53 aktivitesinin ise tiimdr hiicrelerini apoptozise ydnlendirdigi
gosterilmistir [69]. Riboniikleotid deplesyonu: DNA sentezi ig¢in riboniikleosit
trifosfatlar gerekli oldugundan bunlarin azalmasi halinde, p53 aktive olmakta ve

hiicre siklusu durdurulmaktadir [71].

Viral proteinler: Adenovirus E1A ve papillomavirus E7 proteinlerinin p53 iizerinden
apoptosisi baglattig1 gosterilmistir. Ebstein-Barr virusu genomu tarafindan kodlanan
"ZEBRA" proteini de p53'ii aktive edebilmektedir. Bu etkinin onkojenik viruslarin
replikasyonunu kontrol altmda tuttugu iddia edilmistir [72].

Onkogen aktivitede artis: Artmis onkogenik aktivitenin uyardigi pl4ARF adli bir
baska tiimor baskilayici, MDM2'ye baglanarak onu etkisizlestirmekte ve dolayisi ile
p53'i aktive etmektedir [73].

2.4.2.1.2. TP53 ve Hiicre Siklusu

DNA iizerinde meydana gelebilecek hasara karsi P53 proteinini iki yoldan
fonksiyonunu gerceklestirir. DNA hasarinin uyardigi p53, p21 (diger adlan: Wafl,
Cip-1) adli bir proteini aktive etmekte, bu da siklin-siklin bagimli kinaz
komplekslerine baglanarak siklusu G1 evresinde durdurmaktadir [74]. p53, DNA
tamirini baglatan bir protein olan GADDA45'in de transkripsiyonunu uyarmaktadir

[75].

15



Sonug olarak p53 bir yandan p21 vasitastyla hiicre siklusunu duraklatirken, diger
yandan da GADDA45 araciligiyla DNA tamirini saglamaktadir. P14ARF geninin
inaktivasyona ugramasi, P14ARF'nin MDM?2 {izerindeki baskilayici etkisinin ortadan
kalkmas1 ve p53 yikiminin artmasi ile sonuglanabilir. Bu da hiicre siklusu tizerindeki

kontroliin kaybolmasi anlamina gelmektedir [76].

DNA
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2.2: Olugsan DNA hasar1 sonucu p53°in aktive edilmesi ile meydana gelen durumlar

belirtilmektedir. [76-78]
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2.4.2.1.3. TP53 ve Apoptosis

Apoptosis kelimesi Yunan dilindeki apo(ayr1), ptozis (diisen) kelimelerinin
birlestirilmesiyle olugsmakta ve sonbahardaki yaprak dokiimiinii tanimlamaktadir
[79]. Apoptozis terimi ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda
kullanilmistir. Kerr ve arkadaslari, kromatin parcalarinin yogunlasmasini fizyolojik
olarak Olen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde gozlemlemis ve organellerin iyi bir sekilde
korundugunu fark ederek bu mekanimay1 biiziisme nekrozu olarak tanimlamiglardir
[80]. Organizmalarda gelisim, doku homeostazisi ve onkogenetik siirecin

engellenmesi agisindan apoptosis biiyiikk 6nem tasir [81,82].

APOPTOTIK SURE(;
| e I s |

Indiikleyici Modiilator Efektor Substrat Olitm
ajan
s i : Q:
@ k
. Biiyiime faktérii . FADD . Kaspazlar . Birg¢ok hiicre proteini
eksikligi . TRADD . DNA

.Adezyonun kayb1 . FLIP
. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimcikler

2.3: Hiicre igerisinde apoptozis diireci (Ulikaya., 2003)

Organizmalarin baz1 dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak apoptotik hiicreler
olusmaktadirlar ve bu olusum hayat boyu devam etmektedir. Bdylece O6lim
(apoptozis) ve yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini

olusturmak iizere dinamik bir denge halinde devam eder [83].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Orneklerin Elde Edilmesi

Calismada, 24 adet erkek wistar tlirii ratlardan (ortalama agirhg 285+55 gr, 6-8
aylik) kontrol grubu dahil olmak {izere dort birey igeren gruplar olusturuldu. 4. saat,
24. saat ve 48. saatlerde ratlara 3 mci iyot-131 maddesi uygulandi. Daha sonra mide
dokular1 ¢ikarilip, histopatolojik inceleme ve Real-Time PCR i¢in uygun kosullarda

saklandi.

3.2. Orneklerin Histopatolojik Analizi

3.2.1. Orneklerin Histopatolojik incelemeler icin Hazirlanmas:

Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen 2015/111 no’lu “Radyoaktif 1-131 Uygulama sonrasi
radyasyonla indiiklenmis mide doku hasarinda p53 tiimor supressor geni roliiniin
Real-Time PCR ve histopatolojik analizi” adli proje kapsaminda elde edilen 24 adet
mide dokusu histopatolojik hazirlandi. Her bir olguya ait mide 6rnekleri %10 luk
tamponlu formalinde 48-72 saat boyunca tespit edildikten sonra ornekler 1 gece
boyunca akan ¢esme suyu altinda yikamaya alindi. Sonrasinda, rutin doku takibi
amactyla sirastyla 700, 800, 900, 960 ve mutlak alkol serilerinde 2 ser saat siireyle
dehidrasyon gerceklestirildi. Sonrasinda {i¢ seri ksilol serilerinden gecirilerek
seffaflastirild1 ve sirasiyla %50 ksilen %50 parafin, iki seri 56-58 oC’de eritilmis

parafinde bekletildikten sonra yine parafin igerisinde bloklandi.

3.2.2. Orneklerin Histopatolojik Incelenmesi

Mide kurvatura major boyunca longitudinal olarak trimlenen ve parafine gomiilen

mide dokularindan 4-5 pm kalinliginda kesitler 3-aminopropyl triethoxysilane kapl
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lamlara alindi, hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler asagida Cizelge 1°de
aciklanan kriterler goéz Oniine alinarak trinokiiler 151tk mikroskobunda (Olympus
BX51) degerlendirildi ve fotomikrograflar1 c¢ekildi. Cizelge 1°de verilen
histopatolojik kriterlerin siddeti ve yayginligina gore 0 ile 3 puan arasinda
semikantitatif olarak skorlandi. Buna gore; her bir olgu aldig1 toplam puan iizerinden
mide dokusunda sekillenen patolojik degisiklikler yoniinden asagidaki sekilde
skorlandi; 0 puan: lezyon yok, 1-5 puan: hafif, 6-10 puan: orta ve 11-15 puan:
siddetli.

Cizelge 1: Mide bulgularinin histopatolojik skorlama kriterleri

Dikkate alinan kriter

+1

Yiizey Epitel Nekrozu Yayginhgina gore +2

+3

+1
Propriya/Submukoza

Siddetine gore +2
Enflamasyon

+3

+1
Mide mukozasinda

Hiperemi Yayginhgina gore +2
Degerlendirilen Histopatolojik

+3
Kriterler

+1

Odem Yayginhgina gore +2

+3

+1

Propriyal Bez
] Yayginhigna gore +2
Dejenerasyonu

+3

+1

Nekroz Siddetine gore +2

+3

+1

Epitelyal Hiperplazi Siddetine gore +2

+3
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3.3. Orneklerin Real Time PCR ile Analizi

3.3.1. Orneklerden mRNA Izolasyonu:

20° C’de muhafaza edilen doku oOrnekleriden mRNA izolasyonu su

asamalarda gercgeklestirildi:

1.

2.

Ormnekler sivi azot ile pargalandi ve homojenizatdrde homojen hale
getirildi.
400 pl lysis/binding buffer eklendi.

15 saniye vortexlenir,

3.

Karigim filtre-koleksiyon tiipiiniin {ist kismina konuldu. Maximum 700

ul olacak sekilde konuldu. 15 saniye 8.000 xg de santrifiij yapildu.

. Alt rezervuara ¢oken s1vi dokiiliir. Filtre tekrar tiipe konuldu.

. Her bir 6rnek i¢in; 90ul DNAse incubation buffer , 10ul Dnase I

karistirildi. Rezarvuarin ist kismina her bir 6rnege 100ul konuldu.

. 15 dakika inkiibasyona birakildi. (+15°-+25°)

. 500 pl yikama soliisyonu I iist rezervuara eklendi. 8000 xg de 15 saniye

santrifiij yapildi.

. Alt rezervuara ¢oken s1vi dokiiliir. Koleksiyon tiipii tekrar filtre tlipliniin

altina konuldu.500 pl yikama soliisyonu II iist rezervuara eklendi. 8000
xg de 15saniye santrifiij yapildi. Alt rezevuara c¢oken sivi dokiiliir.

Koleksiyon tiipii tekrar filtre tlipliniin altina konuldu.

. 200 pl yikama soliisyonu II {ist rezervuara eklendi. 2 dakika maksimum

hizda santrifiij yapildi. Alt rezervuara ¢dken sivi dokiiliir. Koleksiyon
tipii tekrar filtre tlipliniin altina konuldu ve.max hizda (13000 xg) 2
dakika bos santrifiij yapildi.

10. Yikama soliisyonunun tamamen uzaklastirilmasi saglanir. Filtre tiipii 1.5

ml’lik ependorflara konuldu.50-100 pl elution soliisyonu (0rnege gore
kitin i¢inde degisir.) list rezervuara eklendi. 8000 xg de 1 dak. santrifiij
yapildi.

11. Filtre tiipii atilr. Coken kissm RNAnm oldugu kisimdir. Ornekler

cDNA'’ya cevirme islemine kadar -20 °C’de saklandi.
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3.3.2. RNA orneklerinden cDNA sentezi:

DNA ornekleri izolasyondan sonra ger¢ek zamanli pzra konulurken RNA c¢cDNA
gevrilir. Cevrilme islemi, Qubit cihazinda RNA miktarina bakildiktan sonra, kit
protokoliine uygun olarak yapildi. Primerler 1 pl olarak konuldu.

Total RNA miktar1 gergek zamanli pzra konulurken her bir 6rnek i¢in 50-100 ng
mRNA diisecek sekilde hesaplandi ve cDNAya cevrilirken degisken olarak RNA
maksimum 11pl olacak sekilde konuldu. Daha diisiik miktarlar kitin i¢inden ¢ikan su
ile toplam1 13pl olacak sekilde tamamlandi. Olusan 13 pl’lik karisim opsiyonel
olarak; 65 °C 10 dakika PCR’a konuldu.

3.2: Oreklerden cDNA sentezi icin kullanilan bilesenlerin miktarlari

. Son

Kimyasallar Vol.
konsantrasyon

Transcriptor Reverse Transcriptase 4ul 1x (8 mM
Reaction buffer MgCly)
Deoksiniikleotit mix 2ul 1 mM (her biri)
RNAse Inhibitor 0.5ul 20U
Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5ul 10U

Toplamda her bir 6rnek i¢in 7 pl olacak sekilde karisim hazirlanir, vorteks
yapilmadan iyice pipetaj yapildi. PCR’dan ¢ikan orneklerin tizerine 7 pl konuldu.
Ornek toplamda 20 ul’lik bir karisim halinde PCR cihazina tekrar konuldu;
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Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer i¢in hedef mRNA uzunluguna gore;

4 kb 30 dakika 55°C
>4 kb 60 dakika 50°C

Random primer i¢in,

4 kb 10 dakika 25°C
30 dakika 55°C
>4 kb 10 dakika 25° C
60 dakika 50°C

Daha sonra drnekler 5 dakika 85° bekletidi. Cikan cDNA’lar buz iistiine alind1 veya -
20 °C’de sakland.

3.3.4. Real Time PCR

Calismada Hidroliz prob kullanilarak olusturulan 6 grupta p53 geninin ifadesi

incelendi. Hidroliz prob master PCR’ mix’in hazirlanmasi:

PCR mix hazirlanirken her bir 6rnek i¢in su (4ul), LightCycler 480 Probes Master
(10ul), Real Time Ready Assay (1ul) toplam hacim 15 pl olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan mix vortex kullanilmadan pipetle yukari asagi yapilarak karigtirildi.
LightCycler 480 multiwell plate in her kuyucuguna pzr miksten 15 pl, tizerine Sul
cDNA eklendi. Kuyucuklardaki hacim 20 ul olur. Multiwell Plate 2 dk 1500 x g
santrifiij edilir. Santrifiij isleminden sonra plate cihaza yerlestirilip kullanilacak olan
MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programi sec¢ildi. UPL Probe igin gerekli
protokoller cihazda secildikten sonra LightCycler 480 PCR baslatildi.
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Cizelge 3: Real Time PCR cihazinda uygulanan program kosullari

Set up
Detection format BlockType Reaction Volume
MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe 96 20ul

Filtercombination:
dynamicMode
FAMA483-5330r465-510respectively,forLightCycler®480InstrumentVersionlorl|

Programs

ProgramName Cycles Analysis Mode
Pre-Incubation 1 None
Amplification 45 Quantification
Cooling 1 None
TemperatureTargets

Target (°C) AcquisitionMode Hold( hh:mm:ss) RampRate(°C/s)
Pre-Incubation

95 | None | 00:10:00 | 44
Amplification

95 None 00:00:10 4.4

60 None 00:00:30 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Cooling

40 None 00:00:30 2.2

3.3.5. Real Time PCR verilerinin istatistiksel Analizi:

Cihazdan alinan verilerin kantifikasyon analizi i¢in; kontrolden olusturulan standart
egri referans ve hedef genlerin analizinde kullanilarak, cihazdan otomatik olarak

¢ikan miktarlar g6z oniine alinarak kontrol degerleri ile karsilastirildi.

Her dongii, gercek zamanli PCR analizi LightCycler Yazilimi kullanilarak analiz
edildi. Bagil transkript seviyeleri housekeeping gene dayali olarak hesaplandi.
Istatistiksel analizler "Statistical Package for Social Sciences" (SPSS / PC 23. 0)
paket programi ile yapildi. p53 geni i¢in; Kruskal Wallis Testi (p = 0.034 <p = 0.05),
daha sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi yapildi. 0.05'den daha disiik bir

P seviyesinin Mann-Whitney U testi i¢in 6nemli oldugu kabul edilir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Calismada histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan
orneklerin trinokiiler 151k mikroskobunda (Olympus BX51) degerlendirildi ve
fotomikrograflar: cekildi (Sekil 1-8). Orneklerin Cizelge 1°de verilen kriterlere gore
histopatolojik degerlendirme ve semikantitatif skorlama sonuglar1 Cizelge 4’de

verildi.

4.4: Mide dokusu, Kontrol Grubu (Grupl), Hematoksilen eozin boyama,

24



4.5: Mide submukozasinda yaygin ddem ve yangisal hiicre infiltrasyonu, Grup 2,

Hematoksilen eozin boyama, x120.

4.6: Mide propriya mukoza katinda yangisal hiicre infiltrasyonu ve submukozal

6dem, Grup 2, Hematoksilen eozin boyama, x80
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4.7: Lamina epitelyaliste dejenerasyon ve nekrotik degisiklikler, propriyal bezlerde
hiperplazi ve rejeneratif faaliyet. Grup 4 Hematoksilen eozin boyama, x80

4.8: Mide mukozas1 propriyal bezlerde dejenerasyon ve bez epitellerinde yer yer

nekrotik degisiklikler gozlenmekte. GrupS, Hematoksilen eozin boyama,x240
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4.9: Mukoza yiizey epiteli ve propriyal bezlere kadar uzanan epitel hiicrelerinde

nekroz. Grup4, Hematoksilen eozin boyama, x240

4.10: Propriyal bezler arasina yayilim gosteren ¢ogunlukla mononiikleer inflamatuar

hiicre infiltrasyonu ile 6dem. Grup 6, Hematoksilen eozin boyama, x240
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Cizelge 4: Histopatolojik Degerlendirme ve Semikantitatif Skorlama Sonuglari

Yiizey Propriya/ Propriyal
No epiteli | submukozal | Hiperemi | Odem bez Nekroz E.pitelyal.
nekrozu yang durumu hiperplazi
G1R3 - 2 1 _ 1 B -
G1R9 1 2 1 1 1 B -
G1R10 - 2 ’ L . B -
G1R12 - 3 5 3 ) B -
G2R1 1 4 3 3 , 5 .
G2R2 - 3 2 5 1 B }
G2R4 1 1 2 1 ) - }
G2R6 2 3 2 2 5 ) L
G3R2 2 2 2 1 1 B }
G3R3 - 1 3 L . B -
G3R5 1 1 2 1 1 B -
G3R6 1 3 1 L ) h -
G4R3 - 1 2 5 5 7 -
G4R4 - 1 1 2 3 B B
G4R5 3 4 2 3 4 ) L
G4R6 2 1 3 1 1 7 -
G5R2 - 1 L ~ , B -
G5R3 2 1 2 3 3 1 -
G5R4 1 2 2 5 3 7 -
G5R6 2 2 ’ L ) B B
G6R1 - 2 3 1 ) B -
G6R2 - 1 1 ) 5 - -
G6R4 - 4 2 ) 5 - -
G6R6 - 4 5 3 5 B -
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Akut (4.- 48. Saatler arasi) donemde;
» Yiizey epitel yangisi,
> Hiperemi ve
» Odem olusumunun yapilan Mann Whitney u testi sonuglarina gore;

e 4., 24, ve 48.saatlerde anlamli diizeyde artis oldugu ve akut donem
diye tanimlanan bu siirecte yukarda belirtilen yangilarin siddetli
oldugu gozlemlendi. Epitelyal hasarin 48. saatte maksimum diizeye
ulastig1 gdsterilmistir.

» Mide mukoza dokusu trinokiiler 1s1k mikroskobu ile incelendiginde 4. ile
48. saatleri arasinda yangi olusumu belirlendi.
» Periferal bezlerde minimal diizeyde dejenaratif degisiklikler tespit edildi.

Bu donemde olusan inflamasyonlarla baglantili olarak;

12,50 l

10,00

5,00 1 é

2,509

Semikantitatifskorlama

T T T T T
Kontrol 4. saat 24, saat 48. saat 1. Hafta 1.ay

Grup

4.11: Histopatoloji analiz grafigi

Subakut (1. Hafta) ve Kronik donemlerde;
» Yiizey epitel yangisi,

» Hiperemi ve
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» Odem akut donem siddetli yangilarmin 1. haftanin (subakut ddnem)
bitiminde azaldig1 gosterilmektedir. Bir aylik (kronik donem) siire¢
sonucunda ise kontrole yakin diizeye ulagsmaktadir.

» Mide mukoza dokusunda olusan akut donem yangi olusumunun uzun
donemde tolere edildigi gdzlemlendi.

» Periferal bezlerdeki dejeneratif degisikliklerin akut dénemde minimum
diizeyde seyir etmesine ragmen zaman igerisinde artis gosterdigi tespit

edilmistir.

Cizelge 5: p53 geni i¢cin Mann Whitney U test ile gruplarin karsilagtirmali matriks

degerleri

Grup Mann whitney u P degeri
1-2 4.000 0.248
1-3 8.000 0.000
1-4 4.000 0.248
1-5 4.000 0.248
1-6 5.000 0.386
2-3 6.500 0.663
2-4 6.500 0.663
2-5 4.000 0.248
2-6 7.000 0.773
3-4 6.500 0.663
3-5 8.000 1.000
3-6 8.000 1.000
4-5 7.000 0.773
4-6 3.000 0.149
5-6 2.000 0.083

Calismada Real-Time PCR analizinde her dongii, LightCycler Yazilimi kullanilarak
analiz edildi. Bagil transkript seviyeleri housekeeping gene dayali olarak hesaplandi.
Calismada p53 geni i¢in SPSS/PC 23.0 ile istatistiksel analizi yapildi. Kruskal Wallis
Testi (p = 0.034 <p = 0.05), ve sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi
gergeklestirildi. (0.05'den daha diislik bir P seviyesinin Mann-Whitney U testi i¢in
onemli oldugu kabul edildi). Gruplarin Mann Whitney U test ile gruplarin
karsilagtirmali matriks degerleri (* p < 0.05) Cizelge 5’te verildi. p53 geni igin
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relative value degerleri bakimindan gruplarin karsilagtirmali grafigi Sekil 7°de

verildi.

1,00

.80

6077

Relativevalue

40

wgéiééé

,001

T T T T T T
Kontrol 4. saat 24 saat 48. saat 1. Hafta 1.ay

Group

4.12: p53 geni i¢in relative value degerleri bakimindan gruplarin karsilagtirmali

grafigi

Gilinltimiizde yapilan kanser ile ilgili arastirmalarda epigenetic mekanizmalarin etkili
ve onemli oldugu anlagilmistir. Mekanizmalarin anlasilmasi ile bu hastaligin teshis
ve tedavisinde etkili sonu¢ alinmasi miimkiin olacaktir. Calismada niikleer tipta
uygulanan radyafarmosotik ajanlardan I ¥V’in Wistar ratlarda 4. saat, 24. Saat, 48.
Saat, 7. giin ve 30. giin i¢in p53 gen ifadesini nasil etkiledigi ve bu siireglerde
meydana getirdigi histopatolojik dejenerasyonlar incelendi. histopatolojik
degerlendirme ve Real-time PCR analizi sonuglar1 genel olarak uyumlu bulundu.
DNA hasarlarinda 06nciil yanit mekanizmasit olarak islev géren p53 geninin
mekanizmasinin kanser tiirlerinde tam olarak belirlenebilmesi ile bu hastalikta etkin
tedavi yontemlerinin olustrulmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir. 1 3% in mide
dokusunda p53 geninin aktivitesine etkisi bakimindan arastirilmasina dair bilinen bir

calisma yoktur. Bu ve benzeri ¢aligmalar radyafarmosotik ajanlara karst p53 gen
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ifadesinin  anlasilmas1  agisindan  bilgi  birikimine  katkida  bulunacag:

distiniilmektedir.

Son on yilda yapilan c¢alismalarda, hiicre dongiisiinii ve apoptozisi kontrol eden
onkogenlerde, timor supresor genlerde ve tamir genlerinde meydana gelen
epigenetik ve cok faktorlii genetik degisikliklerin gastrik kanser olusumunun
mekanizmalarindaki etkileri gosterildi [84]. Sozii edilen gruplardaki degisikliklerin
timor hiicrelerinin apoptozise uyarilmasina karsi hassasiyetinde farklilasmaya neden
oldugu bildirildi [85]. Bunlara ek olarak; tiroid hastalarinda yaygin olarak kullanilan
RAI tedavisi, oral yolla alindiginda ilk olarak mideye ve daha sonra hedef bolge olan
tiroid bezine etki etmekte, bunun sonucunda da midede tahribata neden olmaktadir.
Olusan tahribat mide mukoza hiicrelerinde apoptozise gidisi artirmaktadir. Gastrik
hiicrelerde; DNA hasar1, apoptozis ve hiicre dongiisii proteinlerinin ekspresyonu gibi
cesitli varyasyonlara bagh olarak apoptozis meydana gelmektedir [86]. Daha 6nce
bahsettigimiz gibi gastrik hasar olusumu ¢oklu genetik fatorlere baghidir ki p53
geninin ifadesi de bu siiregteki en 6nemli faktorlerden biridir. p53; hiicre dongiisiinii
kontrol eder, DNA tamir mekanizmasi ile olusan hasari telafi etmeye caligir ancak
hasarli hiicre kurtarilamazsa hiicreyi apoptozise yonlendirerek aktivasyon
gostermektedir. p53 antibadileri, saglikli birey serumunda c¢ok nadir olarak
goriilmektedir. Bir gende olusan mutasyon sonucu, fonksiyonel olmayan proteinlerin
uyarilmasi, anti-p53 antibadilerinin olusmasina dnderlik edebilmektedir [87].

Yaptigimiz ¢alisma ile bu siire¢ten mide dokusunun nasil etkilendigini ve p53
aktivasyonu ile mide mukoza hasar1 arasinda nasil bir baglanti oldugunu incelemek
tizere ratlara farkli dozlarda RAI tedavisi uygulamasi ile farkli saatlerde alinan

kesitler lizerinden karsilagtirmali olarak histopatolojik ve fotomikrografik sonuglar
elde edildi.
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