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ÖZET 

 

RADYOAKTİF İYOT 131UYGULAMA SONRASI RADYASYONLA 

İNDÜKLENMİŞ MİDE DOKU HASARINDA p53 TÜMÖR SUPRESÖR GENİ 

ROLÜNÜN REAL TIME PCR VE HİSTOPATOLOJİK ANALİZLERLE ORTAYA 

KONULMASI 

 

UĞURELLİ Emrah 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi F. Azize BUDAK YILDIRAN 

Haziran 2018, 51 sayfa 

 

 

Amaç: Bu çalışmada radyoaktif iyot (I 131) uygulanan ratlarda, I 131 ‘in etkilerinin ve 

p53 geninin ifadesinin belli zaman süreçleri (4. saat, 24. Saat, 48. Saat, 7. gün ve 30. 

gün) için değerlendirilmesi amaçlandı. 

 

Metod: Bu araştırmada 24 Wistar rat kullanıldı. Kontrol ve herbir zaman dilimi için 

4’er örneklik gruplar oluşturuldu. Örneklerin histopatolojik incelemesi yapıldı. 

Ayrıca Real-time PCR’da genin ifadesi gruplar açısından analiz edildi ve istatistiksel 

olarak değerlendirildi.  

 

Bulgular: Histopatolojik analizde semikantitatif skorlama veri analizine göre en 

fazla dejenerasyon 4. saatte gözlenirken en az dejenerasyon 24. saatte gözlendi. Real-

time PCR sonucu elde edilen veriler değerlendirildiğinde, gen ifadesinin en az olan 

grubun 4. Saat olduğu belirlendi. P53’ün ifadesinin en fazla olduğu grup ise 24. Saat 

olduğu gözlendi. 

 

Sonuç: Çalışmada histopatolojik değerlendirme ve Real-time PCR analizi sonuçları 

genel olarak uyumlu bulundu. P53 geninin ifadesinin en fazla olduğu süreçte, 

histolojik olarak dejenerasyonun en az olduğu belirlendi. Bilindiği gibi p53 geni 
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DNA hasarlarında öncül yanıt mekanizması olarak devreye girer. Bu genin cevabı ya 

hücrede tamir mekanizması devreye girer ya da hücre apoptozise yönlendirilir. Elde 

edilen veriler değerlendirildiğinde; I 131 ‘in yarılanma süresi dikkate alındığında16 

saat içinde en fazla dejenerasyona neden olduğu, daha sonra p53 geninin aktifleşmesi 

ile tamir mekanizmasının devreye girdiği söylenebilir. P53 gen ifadesi radyasyonik 

ajanların dejeneratif etkisini en aza indirgediği düşünülmektedir.   

 

 

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

 

RADYOAKTİF İYOT 131 UYGULAMA SONRASI RADYASYONLA 

İNDÜKLENMİŞ MİDE DOKU HASARINDA p53 TÜMÖR SUPRESÖR GENİ 

ROLÜNÜN REAL TİME PCR VE HİSTOPATOLOJİK ANALİZLERLE ORTAYA 

KONULMASI 

 

UĞURELLİ Emrah 

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology, M.Sc. Thesis 

Supervisor: Dr.Öğr. Üyesi Fatma Azize BUDAK YILDIRAN 

June 2018, 51 pages 

 

 

Objectives: This study aims to the effects of I 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 
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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 I 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: I-131, p53, thyroid, stomach, radioactive iodine treatment real time PCR 
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1. GİRİŞ 

 

 

Radyoaktif iyot (I-131), besinlerle alınan iyodun radyoaktif şeklidir. Sodyum iyodür 

(I-131) oral çözelti teşhis ve tedavi amacıyla kullanılan radyofarmasötik bir ilaçtır. 

Sodyum İyodür vücutta tiroit tarafından tutulur, beta ve gama ışınları yayar. Bu 

özelliklerinden dolayı nükleer tıpta tiroid bezinin çeşitli hastalıklarının tanısında 

kullanılırken, tiroid kanseri, toksik nodüler guatr ve toksik diffüz guatr için de tedavi 

amacı ile kullanılmaktadır. (1,2) 

 

İyot-131 molekülünün fiziksel yarılanma ömrü 8,04 gündür. Beta partikülleri ve 

gama radyasyonu olarak parçalanır ve parçalanma sırasında ortaya 971 keV enerji 

açığa çıkar. Bu enerjinin 607 keV’u beta ışıması yapar, geriye kalan enerji (364 keV) 

ise uyarılmış X-131 çekirdeğinin bazal enerji seviyesine yönelirken gama ışıması 

olarak salınım gösterir. (3) 

 

Tedavide ağız yolundan kapsül ya da sıvı olarak verilen radyoaktif iyot, sindirim 

sisteminden emilerek tiroid bezi (guatr) hücrelerinde toplanır ve beta partikülleri 

aracılığı ile folikül hücrelerini tahrip ederek yaydığı radyasyon ile tiroid hücrelerinin 

büyümesini ve faaliyetini durdurur. Bu tedavi de amaç, hedef hücrelerde radyasyon 

etkisine bağlı sitotoksik etki (hücre ölümü) oluşturulurken, hedef hücreleri 

çevreleyen dokularda hücre hasarını mümkün olan en az seviyede tutmak ve vücudun 

geri kalan kısımlarını radyasyonun zararlı etkilerinden korumaktır. Fakat, normal 

biyodağılımı tükrük bezlerine, mideye ve üriner sisteminde etkili olduğundan dolayı 

tedavi sırasında bu organlar da radyasyon almaktadırlar. (4, 5)   

 

Radyasyonun normal dokuyla etkileşme süresine ve maruz kalınan doza bağlı olarak 

erken ve geç dönem yan etkiler oluşmaktadır. Bu yan etkilerden en sık gözlenen etki 

mide doku hasarına bağlı gelişen yanetkilerdir. Nadalud ve ark. yaptığı bir çalışmada 

0.5 Gy’lik X-ışınına maruz bırakılan sıçanlara ait mide dokuları incelendiğinde; mide 

epitel hücrelerinin dejenere olduğu, epitel bütünlüğünde bozulmaların meydana 

geldiği, yüzey örtü epitel hücrelerinde kayıplar oluştuğu, mukozanın altında yerleşim 

gösteren mide bezlerinin dilatasyona uğradığı, bez hücrelerinin düzensiz yerleşim 
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gösterdikleri, aralarında hemorajik odakların bulunduğu, submokozada yer yer 

hemorajik alanlar, lamina propriada ise hücre infiltrasyon alanları gözlendiği 

bildirilmiştir. (6) 

 

Midede akut dönemde meydana gelen radyasyonik hasarın; ülserasyon, atrofik 

gastritis, mide asit sekresyonunda azalma ile karakterize olduğunu ifade 

edilmektedir. Kronik dönemde oluşan radyasyon hasarı ise dispepsi, gastrit ve 

ülserasyon ile karakterize edildiği, yüksek dozda X ışını verildiğinde, sıçanların mide 

yüzeyinin tümünün fibrin tabaka ile kaplandığı bildirilmektedir. Ayrıca 

submukozada ödem, lamina propriyada inflamasyon, keratinleşmede artış, epitelde 

erozyon, yüzey ve boyun mukus hücrelerinde bozulmalar, pariyetal ve esas 

hücrelerde dejenerasyon belirlenmiştir. (7, 8, 9, 10) 

 

Yüksek doza maruz kalındığında, DNA zinciri üzerinde onarılması mümkün 

olmayan kırıklar oluşturarak hücre ölümüne yol açarken düşük dozajda hücre 

bölünmesini duraklatır. Doz arttıkça bölünmenin başlama zamanı uzar, mitoz sayısı 

azalır, anormal mitoz şekilleri ve dejenere hücreler ortaya çıktığı belirtilmektedir. 

Gama radyasyonu gibi iyonize radyasyon formlarının DNA’ da çeşitli hasarlar 

meydana getirdiği bilinmektedir ve bu hasarlara karşı öncül yanıtın p53 aracılı 

yolaklarla verildiği bilinmektedir. (11, 12) 

 

Gama radyasyonunun dozuna bağlı olarak p53 aktivitelerindeki değişikliklerin 

yanında hücre döngüsü kontrol noktalarında da farklı dozlarda farklı yanıtlar 

oluşmaktadır. Hücreler radyasyona maruz kaldıklarında öncelikle G1/S safhasında 

engellenirler ve radyasyon dozuna ve hasar miktarına göre bu safhadan sonra 

hücrenin ne yapacağına karar verilir. Eğer radyasyon dozu düşük ve hasar tamir 

edilebilecek düzeydeyse hasarın tipine göre ilgili tamir mekanizmaları devreye girer 

ve DNA’ daki hasar tamir edildikten sonra hücrenin tekrar döngüye girmesi sağlanır. 

Bunun tersine hücre yüksek doz bir radyasyon dozuna maruz kaldıysa, G1 engelinde 

bekledikten sonra genellikle bu safhada kalıcı bir hücre siklus engeline girer ve 

senesensi takiben apoptozis gerçekleştirilir ya da hasarlı hücrenin direk eliminasyonu 

için programlı hücre ölümü ile ilgili yolaklar uyarılarak hücrenin ölümü hızlı bir 

şekilde gerçekleştirilir. Hücrelerde ve özellikle DNA’ daki hasarlar karşısında 



3 
 

hücrede, yanıttan sorumlu olan başlıca molekülün p53 olduğu bilinmektedir ancak 

yeni çalışmalarla birlikte yukarda bahsedilen yolakların p53’ den bağımsız olarak da 

uyarıldığını belirten çalışmalar bulunmaktadır. (13, 14, 15, 16, 17) 

 

Tedavide kullanılan iyot-131 maddesi vücuda alınırken belirli yollardan geçerek 

alınır. Oral yolla vücuda giren madde ilk olarak midede toplanır. Bu çalışmada iyot-

131 maddesinin midede DNA hasarı oluşturup oluşturmadığını tümör süpresör 

protein olan p53 ‘ün aktivitesinin artarak, hücreyi apoptoza götürüp götürmediği 

moleküler ve histokimyasal olarak incelemeler ile belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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2. KAVRAMLAR 

 

 

2.1. Radyoaktif iyot  

 

Radyoaktif iyot, sağlıkta başlıca hipertiroidizimin ve tiroid kanserlerinin tedavisinde 

kullanılmaktadır. İyot 131, bilim adamları Glenn T. Seaborg ve John Livingood 

tarafından 1938 ҆ de Kaliforniya Üniversitesinde keşfedildi. 1946 ҆ da ilk kez tiroid 

kanseri tedavisinde kullanıldı.  I-131, iyotun bilinen 37 izotopu bulunmaktadır. Bu 

izotopların kütle numaraları 108 - 144 arasında değişmekte olup yalnızca I-127 

izotopu radyoaktif değildir. Yarılanma süresi 8,040 gündür. I-131 beta partikülleri ve 

gama radyasyonu olarak bozunuma uğrar [18].      

         

 

2.1: Radyoaktif iyot (I-131) molekülünün bozunumu 

 

 

2.1.1. Beta Partikülleri 

 

I-131 ve izotopları pozitif ya da negatif beta bozunumuna uğrarlar. 

 Negatif beta bozunum (β⁻): n  p + e 

 Pozitif beta bozunum (β⁺): p  n + e 

Bozunum sonrası açığa çıkan elektron β parçacığı olarak bilinir. I-131 β⁻ bozunumu 

yapar. Bozunumundan açığa çıkan enerji 610 keV ҆dir. β partikülünün ortalama 

enerjisi yaklaşık 192 keV  ҆dir. Dokuda aldığı yol 0,8 mm ҆dir. I-131 in bozunumu ile 

meydana gelen beta partikülleri tedavi amaçlı kullanılmaktadır [19].  
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2.1.2. Gama Işını 

 

Gama ışınları yüksek enerji ve kısa dalga boylarına sahiptir. X-ışınlarına çok 

benzerdirler. I-131 izotopunun vücutta metabolize olması sonucu 364 keV enerjili 

gama ışıması meydana gelir. Bu enerji görüntüleme amaçlı kullanılmaktadır [19].  

 

 

2.2. Radyoaktif İyot Tedavisi (RIT) 

 

Radyoaktif iyot kapsül veya sıvı formunda oral olarak uygulanır. Gastrointestinal 

sistemde tamamen emilir. Plazmadaki iyotun çoğu tiroid bezi tarafından hızla 

yakalanır ve böbrekler yolu ile atılır. Bir kısmı ise tükrük bezleri ve bağırsakta 

tutulur. Tiroid dokusunda radyoiyot tiroglobulin içinde depolanır [20, 21]. 

 

  Radyoaktif iyot tedavisinin esası, I-131’in fonksiyone tiroit dokusuna yerleşerek 

beta partikülleri aracılığı ile folikül hücrelerini tahrip etmesine dayanır. Tedavinin 

amacı yeterli oranda tiroid dokusunu tahrip ederek hastayı hormonal açıdan normal 

duruma getirmektir. Tek doz radyoiyot uygulamasından sonra hastalar hormonal 

açıdan normal hale gelebileceği gibi hipotiroidik veya hipertiroidik olarak da 

kalabilir. Radyoaktif iyot tedavi endikasyonları diferansiye tiroit kanserleri, Graves 

ve Plummers hastalığı nedeniyle hipertiroidi gelişen vakalar, tiroiditler, ameliyat 

(tiroidektomi) sonrası geride kalan bakiye tiroit dokusununun ortadan kaldırılması 

(ablasyon) ve iyota aç metastazların tedavisi olarak sıralanabilir. Dıştan 

radyoterapiye göre avantajı, radyasyonun, tümör spesifik radyofarmasötikler aracılığı 

ile selektif olarak tümör dokusuna verilmesi ve diğer normal organların 

radyasyondan korunmasıdır. [21].  

 

 

2.2.1. İyot 131 Dozunun Hesaplanması 

 

Tedavide hastalara uygulanacak olan radyoaktif iyot dozunu belirlemek için 

uygulanan pek çok yöntem vardır. Genellikle kullanılan metodlar: 
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a. Düşük doz kullanıp gerektiğinde dozu tekrar uygulama yöntemi: 

Hastalarda düşük doz olarak 2 mCi iyot-131 kullanılmaktadır. Bu yöntemde 

hiçbir kritere bakılmazsızın tüm hastalara aynı dozda radyoaktif iyot 

verilmektedir. Bu yöntemle hastalara verilen düşük radyasyon dozu ile 

hipotiroidizm insidansı azaltılmaktadır. Ancak hastalarda tedavinin başarılı 

olabilmesi, hastaların genelde birden fazla doz almaları gerekebilmektedir ve 

hipertiroidinin kontrolü de uzun süre alabilir [22].  

 

b. Tiroid büyüklüğüne göre saptanan "değişken skala metodu" uygulaması: 

Bu yöntem de tiroid gland büyüllüğü ve hastanın semptomları dikkate alınarak 

radyoaktif iyot-131 verilmektedir. Tiroid bezi (gland) küçük ve tirotoksikozu 

hafif olan hastalar da 3-5 mCi, bez tirotoksikozu ve büyüklüğü orta derece olan 

hastalar için 7-12mCi., bezi büyük ve tehlikeli tirotoksikoz bulguları olan 

hastalara ise 20-30 mCi verilir. Bu yöntemle, verilebilecek en uygun doz 

verilerek hipertiroidiyi tedavi etmek ve yan etkilerini en aza indirmeyi 

amaçlanmaktadır [23].  

 

c. Yüksek doz verilerek ablasyon sağlanması metodu: Uygulanan yüksek dozu 

için 29-30 mCi iyot-131 verilmektedir. Bu metod ile bezin büyüklüğü, uptake 

ve hastalığın şiddeti dikkate alınmadan bütün hastalara aynı miktarda doz 

uygulanmaktadır. Radyoiyot tedavisi sonucu hipertiroidizm hızlı bir şekilde 

kontrol altına alınabilir, fakat hipotiroidi insidansında artış görülebilir [23].  

 

d. Tiroid bezinin büyüklüğüne göre dozun ayarlanması için doz hesabı: 

Tiroid bez hacmi; palpasyon, ultrasonografi veya sintigrafi ile saptanmaktadır. 

Belirlenen tiroid bez ağırlığına göre gram başına sabit bir aktivite yoğunluğu 

verilmektedir. Bezin I-131 uptake'i ve ağırlığına göre verilecek doz aşağıda 

belirtilen formülle hesaplanmaktadır: 

  Doz (µCi) ₌  İstenen µCi ∕ gr x bezin ağırlığı xl00 

24 saatlik uptake 

 

Tiroid bezinin gramı başına verilecek olan dozaj 40-200 mCi arasında 

belirlenmiştir. Mümkün olan tek dozla hasta bireyler de normale ve sağlıklı 
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duruma dönmesini sağlayıp hipotiroidi oluşma hızını azaltmak 

amaçlanmaktadır. Bu yöntemde dikkate alınması gereken hususlar; hastanın 

yaşı, sistemik hastalıklarının olup olmaması, antitiroid ilaç kullanıp 

kullanmadığı gibi faktörlerdir. Bunların dışında tiroid patolojisi (toksik 

adenom veya toksik multinodüler guatr) gibi etmenler de göz ardı 

edilmemelidir [23].  

 

e. Uygulanan uygun dozun dozimetri aracılığıyla saptanması uygulanması: 

I-131 dozu aşağıda belirtilen formüle göre hesaplanmaktadır. 

   Doz (µCİ) ₌  İstenen rad miktarı x bezin ağırlığı 

                                24 saatlik uptake x 90 

 

Belirtmiş olduğumuz yöntemlerin her birinin kendilerine göre avantaj ve 

dezavantajları bulunmaktadır. Farklı merkezlerde farklı yöntemler kullanılmaktadır. 

Hastalara radyoaktif iyot verildikten sonraki 8 günü takiben çocuklar ve hamile 

bayanlardan uzak tutulması, toplu taşıma araçları ile seyahat etmemesi, evdeki 

bireylerden farklı bir odada yatırılması ve ayrı bir tuvaletin bol su ile temizlenerek 

kullanılması sağlanmalıdır [23].  

 

 

2.3. Radyoaktif İyot Tedavi Sonrası Oluşan Komplikasyonlar  

 

Radyoaktif iyot tedavi genellikle güvenli olmasına rağmen bazı sınıflandırılmış erken 

ve geç komplikasyonlara sahiptir. Erken komplikasyonlar, mide-bağırsak 

semptomları, radyasyon tiroidit, tükürük bezi iltihabı, ağız ve göz kuruluğu, kemik 

iliği baskılanması, nazolakrimal kanal tıkanıklıklarını içerir. Geç komplikasyonlar, 

ikincil kanserleri, radyasyon akciğer fibrozisi, kalıcı kemik iliği baskılanmasını, 

kronik göz kuruluğu ve genetik etkileri içerir. Bu komplikasyonlardan literatürde 

bildirilenlerden bazıları şunlardır:  

 

Tedaviden 4 -12 saat sonra yaygın olarak gastrit, mide bulantısı ve kusma 

görülebilir ve genellikle 32 saat içinde giderilir [24].  
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Mide-bağırsak yan etkileri çoğunlukla metastatik hastalıklar için 

belirlenen ≥ 150 mCi dozlarda görülmektedir [25-27].  

 

Radyasyon tiroiditinde geçici boyun ağrıları ve ödem sık sık meydana 

gelmektedir. Bu semptomlar ablasyon tedavisi sonrası ilk 10 gün içinde 

görülmektedir. Radyasyon tiroiditi, geçici olarak tiroid hormonu 

seviyesinin artması ile atlatılmaktadır [28, 29].  

 

Tükrük bezi iltihabı yaygın komplikasyonlardan biridir ve sonrasında ağız 

kuruluğu ile sonuçlanabilmektedir [29].  

 

Kemik iliği baskılanması çoğunlukla geçicidir. Lökositlerin ve 

trombositin azalması ile sonuçlanır. Bazen de kemik iliği dozu 2 Sv ҆ yi 

aşmışsa, kanmaya ve enfeksiyona yatkınlık artışı ile sonuçlanabilir. 

Genellikle bir terapi olmadan çözümlenir [30].  

 

Bir diğer komplikasyon olan göz kuruluğu da genellikle geçicidir [31, 

32]. 

 

Nazolakrimal tıkanıklık, I-131’in bölgesel toksisitesinden kaynaklanarak 

oluşan geçici bir inflamasyondur [33, 34].  

 

Akciğer metastazı olan tiroid kanserli hastalarda, kısa zaman aralıkları ile 

I-131 tedavisinin tekrarlanması sonucu akciğer fibrozisi oluşabilmektedir. 

Fakat yapılan çalışmalarda, akciğer fibrozisinin radyoaktif iyot 

tedavisinden kaynaklanıp kaynaklanmadığı kesin olarak belirlenememiştir 

[35-37].  

 

Kalıcı kemik iliği baskılanması nadir görülen geç komplikasyonlardandır. 

Ancak radyoaktif iyot tedavisini alan hastalarda lökositlerin ve 

trombositlerin azalması yaygın olarak görülmektedir [30].  
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Kronik veya tekrarlayan konjonktivit ve kuru göz sendromu, radyoaktif 

iyot tedavisi sonrası gözyaşı bezlerinin fonksiyonlarının tamir 

edilmemesiyle ve nazolakrimal çıkış darlığına bağlı meydana gelebilir 

[38].  

 

I -131’in nadir görülen komplikasyonlarından biri lösemi bir diğeri de 

ikincil kanserlerdir. Löseminin meydana gelme riskini çok az bir oranda 

artırabilir. Genellikle bu durum yüksek birikmiş doz (>500-600mCi) 

alımından sonra gelişmektedir [25, 39, 40].  

 

 

2.4. Onkogenler ve Epigenetik Değişiklikler 

 

 Kanser patogenezinde oluşan genetik değişikler; onkogenlerde, tümör supresör 

genlerinde, hücre siklus regülatörlerinde, DNA tamir genlerinde ve sinyal 

moleküllerde çoklu genetik ve epigenetik değişiklikler şeklinde olmaktadır [41,42]. 

 

 

2.4.1. Epigenetik Mekanizmalar 

 

DNA ve histon metilasyonu ve histon asetilasyonu ile oluşturulmaktadır. 

Onkogenlerin aktivasyonu ve genomik instabiliteye hipometilasyon neden olurken, 

tümör süpresör genlerin ve transkripsiyonel DNA yanlış eşleşme tamir genlerin 

bastırılmasına promotor hipometilasyonu sebep olmaktadır. 

 

 İntestinal tip kanserde, Hp ile ilişkili kanserde, gen promotorlarının DNA 

metilasyonu gibi epigenetik değişiklikler sık görülmektedir. Erken mide kanserinde 

ise reprimo genin metilasyonu görülmektedir. İnvaziv mide kanserinde ürokinaz 

plazminojen aktivatörü (uPAR) bir biomarkerdır. Mide kanserine neden olan ve en 

sık rastlanan beta catenin mutasyonu Wnt yolu aktivasyonunu aktive eder [43,45]. 
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2.4.1.1. Erken K-ras mutasyonları 

 

RAS proteini, normal dokuda proliferasyon, diferensiyasyon sinyallerinde önemli bir 

role sahiptir. Mutant genin oluşturduğu RAS proteini ise birçok kanser tipinde etkili 

onkojenik bir proteindir. RAS onkogeni tek aminoasit değişimi ile oluşan nokta 

mutasyonlar sonucu protoonkogenden oluşur. Bu onkogende 12. 13. ve 61. 

kodonlarda gelişen aminoasit değişiklikleri sık görülür (46,58, 59). 

 

Displazi ve invaziv mide kanserlerinde görülür. CagA, c-met reseptör signal 

transdüksiyonunu aktive ederek mide kanserinin başlamasına ve tümörün 

gelişmesine neden olur. K-ras onkogen, intestinal mide kanserlerinde, intestinal 

mtetaplazi de ve adenoma da görülmektedir. Diffüz mide kanserinde rastlanmamıştır.  

 

 

2.4.1.2. LOH (Heterozigotluk Kaybı) 

 

Transkripsiyon faktörüdür ve tümör süpresör geni gibi işlev görmektedir, gastrik 

karsinomalarda rastlanmaktadır. EBV-ilişkili gastrik karsinomalarda promotor 

metilasyon kaybı gösterilmiştir. Gastroepitelyal kanserlerde p73 ün aşırı ekspresyonu 

ile apoptotik aktivite baskılanır ve böylece, intrasellüler beta-catenin seviyesi 

yükselir.[47] 

 

 

2.4.1.3. APC (Adenomatöz polipozis koli) Mutasyonları 

 

Genellikle p53 gen bölgesinde heterozigotluk kaybına sahiptir bu nedenle p53 gen 

aktivasyonu yoktur. Bir diğer mutasyon oluşumu da Wnt/catenin sinyal yolunun 

modüle edilmesi sonucu oluşur. Bu farklılaşmalar intestinal tip mide kanserlerinde 

daha yüksek oranlarda görülmektedir [48] 
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2.4.1.4. Hücre Siklus Düzenleyici Moleküller 

 

Hücre döngüsü regülatörleri olan Siklin E ve siklin bağımlı kinaz inhibatör 1B 

(CDKN1B, p27), displazinin, maligniteye dönüşümünde ve invaziv kanserde tümör 

agresifliğinde bir indikatör olarak görev yapmaktadır. CDKN1B ifadesinin artan 

kaybı, Hp ile enfekte olmuş farelerde gastrik kanserin oluşmasında da artış olduğunu 

belirlenmiştir. Siklin E ve CDK aşırı ekspresyonu, p53 ün hatalı ifadesi ve p27 

downregulasyonu (aşağı doğru düzenleme), mide kanserinde sıkça görülmektedir. 

[48] 

 

 

2.4.1.5. miRNA (micro RNA) 

 

Birçok kanserin gelişiminde rol oynadığı, son zamanlarda ki yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir.           

miRNAların;  - poliferasyon 

                        - apoptozis 

                        - differansiasyon 

                        - anjiogenezis 

                        - metastaz ve 

                        - immün cevapta rol oynadığı bilinmektedir [49]. 

 

 

2.4.2.Tümör Süpresör Genler 

 

İntestinal tip mide kanserlerin yarısında, TP53, TP73, adenomatöz polipozis koli 

(APC), trefoil faktör ailesi (TFF), kolorektal kanserde silinen bölge geni (Deleted in 

Colorectal Cancer = DCC), kırılgan histidin triadı (FHIT) gibi tümör süpresör 

genlerin de farklılaşma saptanmıştır. TP53, hücre siklusunda onemli bir regulator 

faktördür. TP53 ifadesinin kaybı veya mutasyonel inaktivasyonu, mide kanserinde 

görülen en sık genetik farklılaşmalardandır. İnvaziv tümörlerin yaklaşık yüzde 

atmışın da görülmektedir. Benzer şekilde, Hp ile ilişkili kronik gastrit ve displazide 

de anormallikler bulunur. p53’un, Hp ile ne gibi bir etkileşime girdikleri 
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bilinmemektedir.  Bazı araştırmalar sonucu göstermiştir ki; gastrik epitelyal 

hücrelerde p53 geninin inaktive olması, Hp kaynaklı hasara cevapta apoptozise gidişi 

azaltmaktadır. Özellikle intestinal tip mide kanserinde, vakaların % 50’sin de, 

TSG’de değişiklikler saptanmıştır [44,50]. Mide kanserinde p53 geni inaktiftir. p53 

gendeki GC-AT transizyonu, heterozigotluk kaybı (LOH), yanlış anlamlı 

mutasyonlar, frameshift delesyonlar,  diffuz kanser tipinde sık görülmekte ve 

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

 

 

2.4.2.1. TP53 Geni 

 

Tümör baskılayıcı genler, dolaylı olarak ya da doğrudan hücre bölünmesini 

denetlerler; mutasyonlar neticesinde bu etkilerini kaybettikleri takdirde aşırı hücre 

proliferasyonu ortaya çıkabilir. Ancak bu durumun ortaya çıkabilmesi için bir tümör 

baskılayıcı genin her iki allelinin de etkilenmesi gerekir. Bu durum Knudson'm 1971 

yılında herediter retinoblastoma'ya ilişkin ortaya attığı "iki vuruş hipotezi" ile 

açıklanır. Sonraki yıllarda yapılan moleküler çalışmalarda gösterildiği üzere 

onkogenez sırasında bir tümör baskılayıcı genin önce bir, daha sonra da ikinci alleli 

nokta mutasyonu, gen delesyonu ya da genomik baskılama gibi mekanizmalarla 

inaktive olmaktadır. Tümör baskılayıcı genleri arasında en çok incelenmiş gen, p53 

tümör baskılayıcı genidir [51]. 

 

1979 yılında yapılan bir çalışmada, simian virüs (SV40) ile transforme edilmiş 

hücrelerde viral bir antijenle birlikte çökelen bir protein keşfedilmiştir [52]. Daha 

sonra p53 olarak adlandırılan bu proteinin, ilk çalışmalarda hücre kültürlerinde 

hücreleri transforme edebilmesi onun da bir onkogen ürünü olduğunu 

düşündürmüştür. Ancak sonraki yıllarda, proteinin yalnızca mutant şeklinin bu 

özelliklere sahip olduğu anlaşılmıştır. Kanser dokusunda p53 mutasyonları ilk kez 

kolon tümörlerinde saptanmıştır [53]. Kolon tümörlerinde, hem p53 geninin 

bulunduğu kromozom 17p13'deki allelik delesyon ve nokta mutasyonlarının 

Knudson’ın iki vuruş modeli ile uyumlu olması, hem de proteinin normal şeklinin 

hücre kültürlerinde transformasyonu baskılaması p53'ün başlangıçta sanıldığının 

aksine tümör baskılayıcı aktiviteye sahip olduğunu düşündürmüştür. İlerleyen 
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yıllarda yapılan pek çok çalışmada p53 geninin insan tümörlerinin yarısından 

fazlasında (kolon, karaciğer, kemik, beyin, özefagus kanserleri) mutasyona uğradığı 

anlaşılmıştır. Dahası p53 geninin insan tümörlerinde en sık mutasyona uğrayan gen 

olduğu saptanmıştır [54-56]. Mamafih bazı tümörlerde p53 mutasyonu 

saptanamamaktadır. Örneğin malign melanomda p53 mutasyonu ya yoktur ya da 

oldukça nadirdir. Yakın zamanda, malign melanomada p53 ile aynı apoptotik 

mekanizmada rol alan Apaf-1 geninin mutasyona uğradığı anlaşılmıştır [57]. Benzer 

şekilde, p53 geninin "intakt" görüldüğü kimi tümörlerde, aynı sinyal iletim yolunda 

yer alan başka moleküllerdeki defektlerin p53 işlevini ortadan kaldırması söz konusu 

olabilir. p53 geninin etkilenme mekanizmasının her zaman Knudson'm "iki vuruş 

hipotezi” ile açıklanamayacağı, genin yanlızca tek bir kopyasının delesyona 

uğramasının da tümör gelişiminde rol oynayabileceği bildirilmiştir. Bu durum, gen 

yükündeki azalmanın da tümör gelişimini kolaylaştırabileceği şeklinde 

yorumlanmaktadır (haplo-insufficiency; haplo-yetersizlik kavramı)[58, 59]. Diğer 

yandan, mutant p53 allelinin, etkilenmemiş diğer allel tarafından kodlanan sağlam 

p53 proteininin de işlevini engelleyebileceği bildirilmektedir (dominant-negatif etki) 

[60]. 

 

Kolon tümörlerinde yapılan çalışmalarda p53 mutasyonlarının büyük çoğunluğunun 

yanlış anlamlı mutasyon olduğun ve proteinin DNA'ya bağlanma bölgesini etkilediği 

gösterilmiştir. Bu durum, daha çok erken stop kodon oluşmasına yol açan çerçeve 

kayması tipinde mutasyonların görüldüğü retinoblastoma, APC (Adenomatous 

Polyposis Coli) geni gibi diğer tümör baskılayıcı genlerden farklılık göstermektedir 

[61]. Bazı mutajenlerin p53 geninde kendilerine özgü mutasyonlar oluşturdukları 

gözlenmiştir, örnek olarak aflatoksinin karaciğer tümörlerinde saptanan kodon 249 

mutasyonunu oluşturması verilebilir [62]. 

 

p53 genindeki germline (hücre hattı) mutasyonları sonucunda; meme ve yumuşak 

doku sarkomları, lösemi, osteosarkom, beyin kanseri gibi pek çok kanser türünün 

birlikteliği ile karakterize ailevi kanser sendromu olan Li-Fraumeni sendromu 

meydana gelir. Sendromdaki p53 mutasyonu büyük ölçüde sporadik kanserdekilere 

benzer biçimde gelişmektedir. DNA bağlanma bölgelerinde nokta mutasyonlar 

oluşmakta olup özellikle 175., 245., 248., ve 282. kodonlar etkilenmektedir. Li-
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Fraumeni sendromlu bazı ailelerde ise p53 geninde mutasyon saptanmamış ve Chk2 

geninde mutasyon bulunmuştur [63-66]. 

 

 

2.4.2.1.1. TP53 Geninin Yapı ve Fonksiyonu 

 

p53 geninin kromozomu 17p13 bölgesinde lokalize olup 11 ekson içermekte, 53 kDa 

ağırlığındaki 393 aminoasitlik nükleer fosfoproteini kodlamaktadır. Hücre içinde 

tetramer formunda bulunmaktadır. 91. İle 301. aminoasitler arasındaki kısmı prolince 

zengindir ve p53 ün DNA’ ya bağlanma bölgesidir. p53 molekülü normal şartlarda 

inaktif, düşük yoğunlukta ve kısa yarı ömürlü olarak bulunur [67]. 

 

Stabilizasyonunun düzenlenmesinde MDM2 proteini rol almaktadır. MDM2, p53’ün 

amino ucuna bağlanarak hem onun transkripsiyonel etkinliğini baskılamakta hem de 

proteazom adlı komplekslere yönlendirerek burada degredasyonu (proteoliz) 

sağlamaktadır. İlginç olarak p53, MDM2 geninin de trasnkripsiyonunu aktive 

etmektedir  [68]. 

 

DNA transkripsiyonu üzerinde etkileri bulunan birçok genin ekspresyonu, p53 

tarafından düzenlenir. Yani p53 proteini bir transkripsiyon faktörüdür. p21, MDM2, 

GADD45, siklin G, Bax gibi birçok genin transkripsiyonunda ya da baskılanmasında 

rol oynamaktadır. Transkripsiyon faktörü olarak etkinlik gösterebilmesi için spesifik 

DNA dizilerine bağlanır. Proteinin DNA ya bağlanan bu bölgeleri 4-8. eksonları 

tarafından kodlanmaktadır. Bununla birlikte tümörlerde görülen mutasyonlar da 

özellikle bu bölgelerde yoğunlaşmaktadır [69]. 

 

Birçok "stres" faktörleri p53'ün hücre içi yoğunluğunu arttırarak ve üç boyutlu 

yapısını değiştirerek onu aktive etmektedir. Bu stres faktörleri başlıca iki grupta 

toplanmaktadır:  

 

DNA hasarı: İyonizan radyasyonun ve ultraviyolenin yol açtığı DNA hasarı bazı 

kinazları (Chkl ve Chk2) uyarmakta ve bunlar da p53'ün amino ucunu fosforilleyerek 

onun MDM2 ile etkileşimini engellemektedir. DNA hasarının tanınmasında ataksi- 



15 
 

telenjiektazi hastalığından sorumlu genin kodladığı ATM proteini de rol 

oynamaktadır. ATM'nin de p53'ü fosforilleyebilme özelliği vardır. Bu gözlemler, 

fosforilasyonun p53 aktivasyonunda önemli bir mekanizma olduğunu göstermektedir 

[68,70]. 

 

Genotoksisite göstermeyen etkiler: Hipoksi: Bir tümörün büyümesi ile 

damarlanması (anjiogenez) aynı hızda olmadığından, çoğu kez tümörün orta 

bölgesinde iyi kanlanamayan hipoksik bir bölge ortaya çıkmaktadır. Hipoksinin 

uyardığı p53 aktivitesinin ise tümör hücrelerini apoptozise yönlendirdiği 

gösterilmiştir [69]. Ribonükleotid deplesyonu: DNA sentezi için ribonükleosit 

trifosfatlar gerekli olduğundan bunların azalması halinde, p53 aktive olmakta ve 

hücre siklusu durdurulmaktadır [71].  

 

Viral proteinler: Adenovirus E1A ve papillomavirus E7 proteinlerinin p53 üzerinden 

apoptosisi başlattığı gösterilmiştir. Ebstein-Barr virusu genomu tarafından kodlanan 

"ZEBRA" proteini de p53'ü aktive edebilmektedir. Bu etkinin onkojenik virusların 

replikasyonunu kontrol altmda tuttuğu iddia edilmiştir [72].  

 

Onkogen aktivitede artış: Artmış onkogenik aktivitenin uyardığı pl4ARF adlı bir 

başka tümör baskılayıcı, MDM2'ye bağlanarak onu etkisizleştirmekte ve dolayısı ile 

p53'ü aktive etmektedir [73].  

 

 

2.4.2.1.2. TP53 ve Hücre Siklusu  

 

DNA üzerinde meydana gelebilecek hasara karşı P53 proteinini iki yoldan 

fonksiyonunu gerçekleştirir. DNA hasarının uyardığı p53, p21 (diğer adlan: Waf1, 

Cip-1) adlı bir proteini aktive etmekte, bu da siklin-siklin bağımlı kinaz 

komplekslerine bağlanarak siklusu G1 evresinde durdurmaktadır [74]. p53, DNA 

tamirini başlatan bir protein olan GADD45'in de transkripsiyonunu uyarmaktadır 

[75].   
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Sonuç olarak p53 bir yandan p21 vasıtasıyla hücre siklusunu duraklatırken, diğer 

yandan da GADD45 aracılığıyla DNA tamirini sağlamaktadır. P14ARF geninin 

inaktivasyona uğraması, P14ARF'nin MDM2 üzerindeki baskılayıcı etkisinin ortadan 

kalkması ve p53 yıkımının artması ile sonuçlanabilir. Bu da hücre siklusu üzerindeki 

kontrolün kaybolması anlamına gelmektedir [76]. 

 

 

 

2.2: Oluşan DNA hasarı sonucu p53’ün 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(ayrı), ptozis (düşen) kelimelerinin 

birleştirilmesiyle oluşmakta ve sonbahardaki yaprak dökümünü tanımlamaktadır 

[79]. Apoptozis terimi ilk kez Kerr ve arkadaşları tarafından 1972 yılında 

kullanılmıştır. Kerr ve arkadaşları, kromatin parçalarının yoğunlaşmasını fizyolojik 

olarak ölen hücrelerin çekirdeklerinde gözlemlemiş ve organellerin iyi bir şekilde 

korunduğunu fark ederek bu mekanimayı büzüşme nekrozu olarak tanımlamışlardır 

[80]. Organizmalarda gelişim, doku homeostazisi ve onkogenetik sürecin 

engellenmesi açısından apoptosis büyük önem taşır [81,82]. 

 

 

 

 

2.3: Hücre içerisinde apoptozis düreci (Ulıkaya., 2003) 

 

Organizmaların bazı dokularında ve hücrelerinde sürekli olarak apoptotik hücreler 

oluşmaktadırlar ve bu oluşum hayat boyu devam etmektedir. Böylece ölüm 

(apoptozis) ve yeniden yapım (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini 

oluşturmak üzere dinamik bir denge halinde devam eder [83]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Örneklerin Elde Edilmesi 

 

Çalışmada, 24 adet erkek wistar türü ratlardan (ortalama ağırlığı 285±55 gr, 6-8 

aylık) kontrol grubu dahil olmak üzere dört birey içeren gruplar oluşturuldu. 4. saat, 

24. saat ve 48. saatlerde ratlara 3 mci iyot-131 maddesi uygulandı. Daha sonra mide 

dokuları çıkarılıp, histopatolojik inceleme ve Real-Time PCR için uygun koşullarda 

saklandı.  

 

 

3.2. Örneklerin Histopatolojik Analizi 

 

3.2.1. Örneklerin Histopatolojik İncelemeler İçin Hazırlanması 

 

Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından desteklenen 2015/111 no’lu “Radyoaktif I-131 Uygulama sonrası 

radyasyonla indüklenmiş mide doku hasarında p53 tümör supressör geni rolünün 

Real-Time PCR ve histopatolojik analizi” adlı proje kapsamında elde edilen 24 adet 

mide dokusu histopatolojik hazırlandı. Her bir olguya ait mide örnekleri %10 luk 

tamponlu formalinde 48-72 saat boyunca tespit edildikten sonra örnekler 1 gece 

boyunca akan çeşme suyu altında yıkamaya alındı. Sonrasında, rutin doku takibi 

amacıyla sırasıyla 70o, 80o, 90o, 96o ve mutlak alkol serilerinde 2 şer saat süreyle 

dehidrasyon gerçekleştirildi. Sonrasında üç seri ksilol serilerinden geçirilerek 

şeffaflaştırıldı ve sırasıyla %50 ksilen %50 parafin, iki seri 56-58 oC’de eritilmiş 

parafinde bekletildikten sonra yine parafin içerisinde bloklandı. 

 

 

3.2.2. Örneklerin Histopatolojik İncelenmesi  

 

Mide kurvatura majör boyunca longitudinal olarak trimlenen ve parafine gömülen 

mide dokularından 4-5 μm kalınlığında kesitler 3-aminopropyl triethoxysilane kaplı 
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lamlara alındı, hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler aşağıda Çizelge 1’de 

açıklanan kriterler göz önüne alınarak trinoküler ışık mikroskobunda (Olympus 

BX51) değerlendirildi ve fotomikrografları çekildi. Çizelge 1’de verilen 

histopatolojik kriterlerin şiddeti ve yaygınlığına göre 0 ile 3 puan arasında 

semikantitatif olarak skorlandı. Buna göre; her bir olgu aldığı toplam puan üzerinden 

mide dokusunda şekillenen patolojik değişiklikler yönünden aşağıdaki şekilde 

skorlandı; 0 puan: lezyon yok, 1-5 puan: hafif, 6-10 puan: orta ve 11-15 puan: 

şiddetli. 

 

 

Çizelge 1: Mide bulgularının histopatolojik skorlama kriterleri 

 

 

 

         Dikkate alınan kriter 

 

Mide mukozasında 

Değerlendirilen Histopatolojik 

Kriterler 

Yüzey Epitel Nekrozu 

 +1  

Yaygınlığına göre +2 

 +3 

Propriya/Submukoza 

Enflamasyon 

 +1  

Şiddetine göre +2 

 +3 

Hiperemi 

 +1  

Yaygınlığına göre +2 

 +3 

Ödem 

 +1  

Yaygınlığına göre +2 

 +3 

Propriyal Bez 

Dejenerasyonu 

 +1  

Yaygınlığına göre +2 

 +3 

  

Nekroz 

 +1  

Şiddetine göre +2 

 +3 

  

Epitelyal Hiperplazi 

 +1  

Şiddetine göre +2 

 +3 
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3.3. Örneklerin Real Time PCR ile Analizi 

 

 

3.3.1. Örneklerden mRNA İzolasyonu: 

 

-  20˚ C’de muhafaza edilen doku örnekleriden mRNA izolasyonu şu 

aşamalarda gerçekleştirildi:  

1. Örnekler sıvı azot ile parçalandı ve homojenizatörde homojen hale 

getirildi.  

2.  400 µl lysis/binding buffer eklendi. 

15 saniye vortexlenir, 

3.  Karışım filtre-koleksiyon tüpünün üst kısmına konuldu. Maximum 700 

µl olacak şekilde konuldu. 15 saniye 8.000 xg de santrifüj yapıldı.  

4.  Alt rezervuara çöken sıvı dökülür. Filtre tekrar tüpe konuldu. 

5. Her bir örnek için; 90µl DNAse incubation buffer , 10µl Dnase I 

karıştırıldı. Rezarvuarın üst kısmına her bir örneğe 100µl konuldu.   

6. 15 dakika inkübasyona bırakıldı. (+15˚-+25˚) 

7. 500 µl yıkama solüsyonu I üst rezervuara eklendi. 8000 xg de 15 saniye 

santrifüj yapıldı. 

8.  Alt rezervuara çöken sıvı dökülür. Koleksiyon tüpü tekrar filtre tüpünün 

altına konuldu.500 µl yıkama solüsyonu II üst rezervuara eklendi. 8000 

xg de 15saniye santrifüj yapıldı. Alt rezevuara çöken sıvı dökülür. 

Koleksiyon tüpü tekrar filtre tüpünün altına konuldu.  

9.  200 µl yıkama solüsyonu II üst rezervuara eklendi. 2 dakika maksimum 

hızda santrifüj yapıldı. Alt rezervuara çöken sıvı dökülür. Koleksiyon 

tüpü tekrar filtre tüpünün altına konuldu ve.max hızda (13000 xg) 2 

dakika boş santrifüj yapıldı. 

10. Yıkama solüsyonunun tamamen uzaklaştırılması sağlanır. Filtre tüpü 1.5 

ml’lik ependorflara konuldu.50-100 µl elution solüsyonu (örneğe göre 

kitin içinde değişir.) üst rezervuara eklendi. 8000 xg de 1 dak. santrifüj 

yapıldı.  

11. Filtre tüpü atılır. Çöken kısım RNAnın olduğu kısımdır. Örnekler 

cDNA’ya çevirme işlemine kadar -20 ˚C’de saklandı.   
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3.3.2. RNA örneklerinden cDNA sentezi: 

 

DNA örnekleri izolasyondan sonra gerçek zamanlı pzra konulurken RNA cDNA 

çevrilir. Çevrilme işlemi, Qubit cihazında RNA miktarına bakıldıktan sonra, kit 

protokolüne uygun olarak yapıldı. Primerler 1 µl olarak konuldu.  

Total RNA miktarı gerçek zamanlı pzra konulurken her bir örnek için 50-100 ng 

mRNA düşecek şekilde hesaplandı ve cDNAya çevrilirken değişken olarak RNA 

maksimum 11µl olacak şekilde konuldu. Daha düşük miktarlar kitin içinden çıkan su 

ile toplamı 13µl olacak şekilde tamamlandı. Oluşan 13 µl’lik karışım opsiyonel 

olarak; 65 ˚C 10 dakika PCR’a konuldu. 

 

 

3.2: Örneklerden cDNA sentezi için kullanılan bileşenlerin miktarları 

 

Kimyasallar Vol. 
Son 

konsantrasyon 

Transcriptor Reverse Transcriptase          

Reaction buffer 

4µl 1x (8 mM 

MgCl2)  

Deoksinükleotit mix 2µl 1 mM (her biri)  

RNAse Inhibitor 0.5µl 20 U 

Transcriptor Reverse Transcriptase          

 

0.5µl 10 U 

 

 

Toplamda her bir örnek için 7 µl olacak şekilde karışım hazırlanır, vorteks 

yapılmadan iyice pipetaj yapıldı. PCR’dan çıkan örneklerin üzerine 7 µl konuldu. 

Örnek toplamda 20 µl’lik bir karışım halinde PCR cihazına tekrar konuldu; 
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Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer için hedef mRNA uzunluğuna göre; 

 

4 kb       30 dakika 55˚C 

>4 kb     60 dakika 50˚C 

 

Random primer için, 

4 kb       10 dakika 25˚C 

              30 dakika 55˚C 

>4 kb    10 dakika 25˚ C 

              60 dakika 50˚C 

 

Daha sonra örnekler 5 dakika 85˚ bekletidi. Çıkan cDNA’lar buz üstüne alındı veya -

20 0C’de saklandı. 

 

 

3.3.4. Real Time PCR  

 

Çalışmada Hidroliz prob kullanılarak oluşturulan 6 grupta p53 geninin ifadesi 

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

 

 PCR mix hazırlanırken her bir örnek için su (4µl), LightCycler 480 Probes Master 

(10µl), Real Time Ready Assay (1µl) toplam hacim 15 µl olacak şekilde hazırlandı. 

Hazırlanan mix vortex kullanılmadan pipetle yukarı aşağı yapılarak karıştırıldı. 

LightCycler 480 multiwell plate in her kuyucuğuna pzr miksten 15 µl, üzerine 5µl 

cDNA eklendi. Kuyucuklardaki hacim 20 µl olur. Multiwell Plate 2 dk 1500 x g 

santrifüj edilir. Santrifüj işleminden sonra plate cihaza yerleştirilip kullanılacak olan 

MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programı seçildi. UPL Probe için gerekli 

protokoller cihazda seçildikten sonra LightCycler 480 PCR başlatıldı. 
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Çizelge 3: Real Time PCR cihazında uygulanan program koşulları 

 

 

 

3.3.5. Real Time PCR verilerinin İstatistiksel Analizi: 

 

Cihazdan alınan verilerin kantifikasyon analizi için; kontrolden oluşturulan standart 

eğri referans ve hedef genlerin analizinde kullanılarak, cihazdan otomatik olarak 

çıkan miktarlar göz önüne alınarak kontrol değerleri ile karşılaştırıldı. 

 

Her döngü, gerçek zamanlı PCR analizi LightCycler Yazılımı kullanılarak analiz 

edildi. Bağıl transkript seviyeleri housekeeping gene dayalı olarak hesaplandı. 

İstatistiksel analizler "Statistical Package for Social Sciences" (SPSS / PC 23. 0) 

paket programı ile yapıldı. p53 geni için; Kruskal Wallis Testi (p = 0.034 <p = 0.05), 

daha sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi yapıldı. 0.05'den daha düşük bir 

P seviyesinin Mann-Whitney U testi için önemli olduğu kabul edilir.  

 

Set up 

Detection format                                                                          BlockType Reaction Volume 

MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe                       96                         20µl 

Filtercombination: 

dynamicMode 

FAM483–533or465–510respectively,forLightCycler®480InstrumentVersionIorII 

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 4.4 

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 
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4. SONUÇ VE TARTIŞMA 

 

Çalışmada histopatolojik inceleme için hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan 

örneklerin trinoküler ışık mikroskobunda (Olympus BX51) değerlendirildi ve 

fotomikrografları çekildi (Şekil 1-8). Örneklerin Çizelge 1’de verilen kriterlere göre 

histopatolojik değerlendirme ve semikantitatif skorlama sonuçları Çizelge 4’de 

verildi.  

 

 

4.4: Mide dokusu, Kontrol Grubu (Grup1), Hematoksilen eozin boyama,  
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4.5: Mide submukozasında yaygın ödem ve yangısal hücre infiltrasyonu, Grup 2, 

Hematoksilen eozin boyama, x120. 

 

 

 

4.6: Mide propriya mukoza katında yangısal hücre infiltrasyonu ve submukozal 

ödem, Grup 2, Hematoksilen eozin boyama, x80 
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4.7: Lamina epitelyaliste dejenerasyon ve nekrotik değişiklikler, propriyal bezlerde 

hiperplazi ve rejeneratif faaliyet. Grup 4 Hematoksilen eozin boyama, x80 

 

 

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

nekrotik değişiklikler gözlenmekte. Grup5, Hematoksilen eozin boyama,x240 
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4.9: Mukoza yüzey epiteli ve propriyal bezlere kadar uzanan epitel hücrelerinde 

nekroz. Grup4, Hematoksilen eozin boyama, x240 

 

 

4.10: Propriyal bezler arasına yayılım gösteren çoğunlukla mononükleer inflamatuar 

hücre infiltrasyonu ile ödem. Grup 6, Hematoksilen eozin boyama, x240 
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Çizelge 4: Histopatolojik Değerlendirme ve Semikantitatif Skorlama Sonuçları 

No 

Yüzey 

epiteli 

nekrozu 

Propriya/ 

submukozal 

yangı 

Hiperemi Ödem 

Propriyal 

bez 

durumu 

Nekroz 
Epitelyal 

hiperplazi 

 

 

G1R3 − 2 1 − 1 − −  

 

G1R9 1 2 1 1 1 − −  

 

G1R10 − 2 2 1 1 − −  

 

G1R12 − 3 2 3 2 − −  

 

G2R1 1 4 3 3 2 3 1  

 

G2R2 − 3 2 2 1 − −  

 

G2R4 1 1 2 1 2 − −  

 

G2R6 2 3 2 2 2 2 1  

 

G3R2 2 2 2 1 1 − −  

 

G3R3 − 1 3 1 1 − −  

 

G3R5 1 1 2 1 1 − −  

 

G3R6 1 3 1 1 1 − −  

 

G4R3 − 1 2 2 2 − −  

 

G4R4 − 1 1 2 3 − −  

 

G4R5 3 4 2 3 4 2 1  

 

G4R6 2 1 3 1 1 − −  

 

G5R2 − 1 1 − 2 − −  

 

G5R3 2 1 2 3 3 1 −  

 

G5R4 1 2 2 2 3 − −  

 

G5R6 2 2 2 1 2 − −  

 

G6R1 − 2 3 1 2 − −  

 

G6R2 − 1 1 2 3 − −  

 

G6R4 − 4 2 2 3 − −  

 

G6R6 − 4 2 3 3 − −  

 
 

 



29 
 

Akut (4.- 48. Saatler arası) dönemde; 

 Yüzey epitel yangısı, 

 Hiperemi ve  

 Ödem oluşumunun yapılan Mann Whitney u testi sonuçlarına göre; 

 4., 24. ve 48.saatlerde anlamlı düzeyde artış olduğu ve akut dönem 

diye tanımlanan bu süreçte yukarda belirtilen yangıların şiddetli 

olduğu gözlemlendi. Epitelyal hasarın 48. saatte maksimum düzeye 

ulaştığı gösterilmiştir. 

 Mide mukoza dokusu trinoküler ışık mikroskobu ile incelendiğinde 4. ile 

48. saatleri arasında yangı oluşumu belirlendi. 

 Periferal bezlerde minimal düzeyde dejenaratif değişiklikler tespit edildi. 

Bu dönemde oluşan inflamasyonlarla bağlantılı olarak;   

 

 

 

4.11: Histopatoloji analiz grafiği 

 

 

Subakut (1. Hafta) ve Kronik dönemlerde; 

 Yüzey epitel yangısı, 

 Hiperemi ve  
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  Ödem akut dönem şiddetli yangılarının 1. haftanın (subakut dönem) 

bitiminde azaldığı gösterilmektedir. Bir aylık (kronik dönem) süreç 

sonucunda ise kontrole yakın düzeye ulaşmaktadır. 

 Mide mukoza dokusunda oluşan akut dönem yangı oluşumunun uzun 

dönemde tolere edildiği gözlemlendi. 

 Periferal bezlerdeki dejeneratif değişikliklerin akut dönemde minimum 

düzeyde seyir etmesine rağmen zaman içerisinde artış gösterdiği tespit 

edilmiştir. 

 

Çizelge 5: p53 geni için Mann Whitney U test ile grupların karşılaştırmalı matriks 

değerleri 

Grup Mann whitney u P değeri 

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 

 

Çalışmada Real-Time PCR analizinde her döngü, LightCycler Yazılımı kullanılarak 

analiz edildi. Bağıl transkript seviyeleri housekeeping gene dayalı olarak hesaplandı. 

Çalışmada p53 geni için SPSS/PC 23.0 ile istatistiksel analizi yapıldı. Kruskal Wallis 

Testi (p = 0.034 <p = 0.05), ve sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi 

gerçekleştirildi. (0.05'den daha düşük bir P seviyesinin Mann-Whitney U testi için 

önemli olduğu kabul edildi). Grupların Mann Whitney U test ile grupların 

karşılaştırmalı matriks değerleri (* p < 0.05) Çizelge 5’te verildi.  p53 geni için 
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relative value değerleri bakımından grupların karşılaştırmalı grafiği Şekil 7’de 

verildi. 

 

 

 

4.12: p53 geni için relative value değerleri bakımından grupların karşılaştırmalı 

grafiği 

 

 

Günümüzde yapılan kanser ile ilgili araştırmalarda epigenetic mekanizmaların etkili 

ve önemli olduğu anlaşılmıştır. Mekanizmaların anlaşılması ile bu hastalığın teşhis 

ve tedavisinde etkili sonuç alınması mümkün olacaktır. Çalışmada nükleer tıpta 

uygulanan radyafarmosötik ajanlardan I 131’in Wistar ratlarda 4. saat, 24. Saat, 48. 

Saat, 7. gün ve 30. gün için p53 gen ifadesini nasıl etkilediği ve bu süreçlerde 

meydana getirdiği histopatolojik dejenerasyonlar incelendi. histopatolojik 

değerlendirme ve Real-time PCR analizi sonuçları genel olarak uyumlu bulundu. 

DNA hasarlarında öncül yanıt mekanizması olarak işlev gören p53 geninin 

mekanizmasının kanser türlerinde tam olarak belirlenebilmesi ile bu hastalıkta etkin 

tedavi yöntemlerinin oluştrulmasında büyük önem taşımaktadır. I 131’ in mide 

dokusunda p53 geninin aktivitesine etkisi bakımından araştırılmasına dair bilinen bir 

çalışma yoktur. Bu ve benzeri çalışmalar radyafarmosötik ajanlara karşı p53 gen 
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ifadesinin anlaşılması açısından bilgi birikimine katkıda bulunacağı 

düşünülmektedir.  

 

Son on yılda yapılan çalışmalarda, hücre döngüsünü ve apoptozisi kontrol eden 

onkogenlerde, tümör supresör genlerde ve tamir genlerinde meydana gelen 

epigenetik ve çok faktörlü genetik değişikliklerin gastrik kanser oluşumunun 

mekanizmalarındaki etkileri gösterildi [84]. Sözü edilen gruplardaki değişikliklerin 

tümör hücrelerinin apoptozise uyarılmasına karşı hassasiyetinde farklılaşmaya neden 

olduğu bildirildi [85]. Bunlara ek olarak; tiroid hastalarında yaygın olarak kullanılan 

RAI tedavisi, oral yolla alındığında ilk olarak mideye ve daha sonra hedef bölge olan 

tiroid bezine etki etmekte, bunun sonucunda da midede tahribata neden olmaktadır. 

Oluşan tahribat mide mukoza hücrelerinde apoptozise gidişi artırmaktadır. Gastrik 

hücrelerde; DNA hasarı, apoptozis ve hücre döngüsü proteinlerinin ekspresyonu gibi 

çeşitli varyasyonlara bağlı olarak apoptozis meydana gelmektedir [86]. Daha önce 

bahsettiğimiz gibi gastrik hasar oluşumu çoklu genetik fatörlere bağlıdır ki p53 

geninin ifadesi de bu süreçteki en önemli faktörlerden biridir. p53; hücre döngüsünü 

kontrol eder, DNA tamir mekanizması ile oluşan hasarı telafi etmeye çalışır ancak 

hasarlı hücre kurtarılamazsa hücreyi apoptozise yönlendirerek aktivasyon 

göstermektedir. p53 antibadileri, sağlıklı birey serumunda çok nadir olarak 

görülmektedir. Bir gende oluşan mutasyon sonucu, fonksiyonel olmayan proteinlerin 

uyarılması, anti-p53 antibadilerinin oluşmasına önderlik edebilmektedir [87]. 

Yaptığımız çalışma ile bu süreçten mide dokusunun nasıl etkilendiğini ve p53 

aktivasyonu ile mide mukoza hasarı arasında nasıl bir bağlantı olduğunu incelemek 

üzere ratlara farklı dozlarda RAI tedavisi uygulaması ile farklı saatlerde alınan 

kesitler üzerinden karşılaştırmalı olarak histopatolojik ve fotomikrografik sonuçlar 

elde edildi.  
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