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Geligen teknoloji ile birlikte her alanda radyasyonun kullaniminin artmasi canhlarin
dogal radyasyonun yani sira yapay radyasyona da maruz kalma miktarini
arttirmigtir. Bu durum radyasyona maruz kalma sonucunda canlilarda meydana
gelen hasari tespit edebilecek hizli, hassas ve radyasyona Ozgul sistemlerin
geligtiriimesine ihtiyagc dogurmustur. Bu ¢alismanin amaci, herhangi bir kaza veya
radyasyona maruz kalma durumunda maruz kalinan radyasyonun dozuna ve

etkisine en kisa surede karar verebilmek amaciyla biyolojik dozimetre olarak
kullanilacak bir deney sisteminin geligtiriimesidir.

Bu amagla radyoterapi goren 50 kanser hastasinin her birinden radyoterapi
gormeden Once ve radyoterapinin 5., 15. ve 25. gunlerinde kan ornekleri alinmigtir.
Ayni zamanda doz cevap egrisi olusturabilmek amaciyla gen¢ ve saghkh 10
gonullinun her birinden 5 adet olmak Uzere toplamda 50 kan 6rnegi toplanmigtir.
Her bir gonullintn ilk tupl kontrol olarak ayrilmig, diger dort tip sabit gama
kaynagi kobalt 60 (Co®) kullanilarak 0,1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy ve 3 Gy dozlarda
Isinlanmistir. Radyoterapi hastalarinda ve in vitro i1ginlama yapilan orneklerde
kantitatif reverse transkripsiyon PZR ile B2M ve GAPDH genleri referans genler
olarak kullanilarak, otofaji yolaginda rol aldigi bilinen GRP78, ATGS, LC3, ATF4,
XBP1 ve GADD153 genlerinin ifade seviyeleri analiz edilmigtir.

Analiz sonuglari hem radyoterapi hastalarinda hem de in vitro 1ginlama yapilan
orneklerde artan doza bagli olarak tim genlerin ifadesinin arttigini, dolayisiyla gen
ekspresyon analizlerinin radyasyon hasarini tespit etmekte kullanilacak biyolojik

dozimetreler igin umut vaat edici oldugunu gostermistir.
Anahtar Kelimeler: iyonize Rasyasyon, Otofaji, Q-RT PZR

Danigman: Prof. Dr. Hatice MERGEN, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Balimd,
Molekuler Biyoloji Anabilim Dal



INVESTIGATION OF EFFECTS OF IONIZING RADIATION ON SOME GENES
EXPRESSION IN AUTOPHAGY PATHWAY

Emel Saglar Elgi
ABSTRACT

Utilization of radiation widely due to the progress in technology resulted in the
increased exposure to artificial radiation in addition to natural radiation. Under the
circumstances, there has been a demand for the development of fast, sensitive,
and radiation specific systems that could evaluate the damage on living organisms
caused by the exposure to radiation. Aim of this study is to develop an
experimental system that could be used as a biological dosimeter in order to
evaluate the dose and the effect of an exposure to radiation as soon as possible.

For this purpose, blood samples were collected from 50 cancer patients before
radiotherapy and on the 5th, 15th, 25th days of the radiotherapy. At the same time,
5 samples were collected from each of the 10 young and healthy volunteers in
order to form the dosage-response curve. First tube from each of the volunteers is
assigned as controls; four tubes left are irradiated respectively using constant
gamma source of cobalt 60 (Co60) at 0.1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy, and 3 Gy. For the
radiotherapy patients and the in-vitro irradiated samples, gene expression profiles
of GRP78, ATGS, LC3, ATF4, XBP1, and GADD153 genes, which are known to
take part in the autophagy pathway, were analyzed by Quantitative Reverse

Transcriptase PCR using B2M and GAPDH genes as reference genes.

Analysis results reveal that both in the radiotherapy patients and in-vitro irradiated
samples expression of all the genes have increased; pointing out that gene
expression analysis is a promising tool for biological dosimeters in the detection of

radiation damage.
Key Words: lonizing radiation, Autophagy, Q-RT PCR

Advisor:  Prof. Dr. Hatice MERGEN, Hacettepe University, Department of
Biology, Molecular Biology Section
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1. GIRIS

Dunyanin olugumuyla birlikte milyarlarca yil omru olan radyoaktif elementler
yasadigimiz ¢evrede dogal bir radyasyon duzeyi olusturmustur ve canlihigin
varolusundan bu yana yasam zincirindeki tum canllar bu radyasyonla i¢ ice
yasamak zorunda kalmistir.

Dunya atmosferine giren yuksek enerjili kozmik 1sin ve pargaciklardan ve
yerkabugu orjinli radyoaktif elementlerden de kaynaklanan dogal radyasyonun
yani sira, nukleer bomba denemeleri, nukleer reaktorlerin gelistiriimesi ve bazi
teknolojik drunlerin kullanimi da yapay radyasyona sebep olmaktadir. Canlilarin
yasam suregleri boyunca dogal veya yapay yollarla radyasyona maruz kalmalari
bu sebepten dolayi kaginilmaz bir sure¢ olmustur.

Son yarim yuzyil igerisinde gelisen teknoloji ile birlikte gevredeki radyoaktivite
kuresel duzeyde artmig, ekosisteme ve canlilida zarar verecek duzeye gelmistir.
Canllar surekli olarak enerji Uretimi, tip, endustri, aragtirma, tarim, hayvancilik gibi
pek cok alanda kullanimi kaginilmaz olan yapay kaynaklardan doz almaktadir.
Ancak tibbi alanda radyasyon uygulamalari, tanisal radyolojide goruntileme ve
kanser hastalarinda radyasyonun hicre ve tumorler Uzerindeki 6ldurucu etkisinden

dolayi hastalarin teshis ve tedavisinde dnemli bir yere sahiptir.

iyonize radyasyon canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeyde birgok biyolojik hasar
meydana getirmektedir. Bu hasar radyasyonun cinsine, miktarina ve suresine gore
gecici veya kalici olmakla birlikte dokuya aktarilan enerjinin buyukligu ile
orantiidir. Radyasyonun canlida hasar meydana getirebilmesi i¢in hucreler ve
dokular tarafindan sogurulmasi gerekmektedir. Sogurulan bu radyasyon, iginden
gectigi hucrelerde molekulleri ve atomlari iyonize ederek uyarir. Bu radyasyonun
dolaysiz etkisidir. Bu durum molekiulun inaktivasyonuna ve fonksiyonel
degisikligine neden olur. Dolayli etkide ise radyasyon sogurulmasi sonucunda
olusan reaktif serbest radikaller gibi bazi araurUnler bir dizi baska kimyasal
reaksiyona girerek molekulllerin degismesine sebep olur ve bu sekilde
molekullerde toksik hasarlar meydana gelir (Kaya, 2002; Gunalp, 2003).



Radyasyonun olusturdugu dolaysiz etkilerden biri de genetik materyale verdigi
zarardir. DNA’da, nispeten kolay olan tek zincir kiriklarina yol actigi gibi, onarimi
oldukga gug¢ olan ve c¢ogunlukla onarimi muamkuin olmadigi i¢in hdcre 6lumuine
neden olan ¢ift zincir kiriklari, alkali-labil lezyonlar, protein ¢apraz baglanmalari ve
purin-pirimidin bazlarinin hasari gibi ¢ok c¢esitli lezyonlara yol agabilmektedir
(Garaj-Vrhovac and Zeljezic, 2004; Jeggo and Lobrich, 2006). iyonlastirici
radyasyon maruziyetinin ardindan DNA’da meydana gelen hasarlardan dolayi
memeli hucrelerinde bircok yolak devreye girmektedir (Zdzienicka, 1995). Bu
hasarlar hucre kontrol noktalarinda islev gosteren yolaklari aktive eder ve
hacrelerin G1 ve G2 fazina dogru ilerlemesini inhibe ederek S fazina gecis
surecini geciktirir (lliakis et al., 2003). Eger radyasyonun dozu dusukse ve hasar
onarilabilecek duzeydeyse hasarin boyutuna ve tipine goére cgesitli onarim
mekanizmalari devreye girer. DNA'da olusan hasar onarildiktan sonra ise hucre

tekrar donguye girebilir.

Hucrelerde radyasyonun yol agtigi endoplazmik retikulum stresi hicreyi apoptoz
veya otofajiye surtklemekte ve bu yolaklarda rol oynayan birgok genin de ifadesi
degismektedir. Bu c¢alismada, iyonize radyasyona maruz kalma sonucunda
DNA’da olusan hasara cevap olarak aktif hale gelen otofaji yolaginda rol oynayan
GRP78, ATGS, LC3, ATF4, XBP1 ve GADD153 genlerinin ifade seviyeleri analiz
edilmistir. Genlerin ifadesine, B2M ve GAPDH genleri referans gen olarak
kullanilarak Kantitatif Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
floresan isaretli problarla bakilmigtir. Bu amagla radyoterapi hastalarindan ve in
vitro i1sinlama amaciyla saglikli bireylerden ornekler toplanmis, farkh dozlardaki
gen ifade profilleri belirlenmistir.

Calismada hedeflenen, herhangi bir kaza veya radyasyona maruz kalma
durumunda maruz kalinan radyasyonun dozuna ve etkisine en kisa surede karar
verebilmek ve fiziksel dozimetrelerin yetersiz kaldigi alanlarda gen ifade
degisikliklerinin incelenmesi sonucunda olugturulan deney sisteminin biyolojik

dozimetre olarak kullanimini saglamaktir.



2. GENEL BILGI
2.1. Radyasyon ve Radyoaktivite

Cekirdegin kararli durumdan kararsiz duruma gecgerken enerjisini 1Sinim salarak
vermesi basit¢e radyasyon olarak tanimlanir. Atomlarin ¢ogu kararli olmakla
birlikte birgogu da kararsiz yada aktif durumdadir. Atomun kararli veya kararsiz
olmasini ¢ekirdeginde bulunan notron ve proton sayilarinin denge durumu
belirlemektedir. NoOtron ve proton sayilari esit olmayan c¢ekirdekler kararsiz
cekirdekler olarak isimlendirilir. Atomlar enerjilerini digari vererek kararli duruma
gecme egdilimindedirler. Proton sayisina gore c¢ok fazla notronu bulunan atom
cekirdeklerinde bulunan noétronlar alfa, beta, gama gibi cesitli i1sinlar yaymak
suretiyle parcalanirlar. Atom c¢ekirdeginde meydana gelen bu donusim
radyoaktivite olarak adlandirilir. Nukleer donusum radyoaktif bozunma veya
nukleer parcalanma olarak, bu donligum sonucu meydana gelen radyasyon
yayllimi ise radyonuklit olarak tanimlanmaktadir. Radyasyon, parcacik veya dalga
tipinde olabilmektedir (Aydin, 2004).

2.1.1. Radyasyonun Cesitleri

Radyasyonlar maddenin Uzerinde gOsterdikleri etkiye gore iyonize ve iyonize

olmayan radyasyon olarak siniflandirilirlar.

Dusuk enerjili veya iyonize olmayan radyasyon yeteri kadar enerji barindirmadigi
icin etkilestigi madde icindeki atomlari iyonize edemez ancak, sadece uyarabilir.
Bu radyasyon tipi, 1silk hizinda seyahat eden, titresen elektrik ve manyetik
alanlardan olusan enerji dalgalandir. Iyonize olmayan radyasyon kapsamina
mikrodalgalar, gorunar 1sik, radyo dalgalari, bilgisayar ve televizyonlarin galistigi
elektromanyetik dalgalar, cep telefonlarindan yayilan elektromanyetik dalgalar,
radar dalgalari, baz istasyonlarindan yayilan elektromanyetik sinyaller, kizilGtesi,
ultraviyole 1s1k (morotesi 1s1k) ve gunes 1sinlari girer.

iyonize veya yiiksek eneriili radyasyon ise enerjisi ¢ok fazla oldugu icin atomdan
elektron koparabilir ve bu sekilde atomu iyonize edebilir (EPA-402-F-06-061,
2007). Kozmik 1ginlar (uzaydan gelen X ve gama isinlari), rontgen isinlari olarak
adlandirdigimiz X-iginlari ve radyoaktif maddelerden gikan alfa, beta, notron ve



gama isinlari gibi radyasyonlar iyonize radyasyonlardir.

Sayet c¢ekirdegin kararsizhigi proton ve nétron fazlalhigindan kaynaklaniyorsa
cekirdek iki proton iki nétrondan olusan bir alfa parcacigi yayarak bozunur (Sekil
2.1). Alfa pargaciklarinin erigsme uzakliklar bir iki cm’lik kisa bir mesafedir ve bir
kagit pargasi durdurabilmektedir. Dis radyasyon tehlikesi yaratmazlar. Alfa
parcaciklari solunum veya sindirim yoluyla vicuda girdiklerinde buyuk hasarlar
olusturabilir (Dicle, 1991).

Sekil 2.1. Alfa bozunumu (www.taek.gov.tr)

Cekirdekteki enerji proton fazlaligindan ileri geliyorsa arti yukli betalar yani
pozitronlar olusur. Sayet nétron fazlaligi s6z konusu ise eksi yuUkli betalar yani
negatronlar olusur (Sekil 2.2). YUksek enerjili olanlar havada birkagc metre yol
alabilirken az enerjili olanlar deriyi agsamazlar ve plastik, cam veya metal tabakalar
tarafindan tamamen sogurulabilmekte ya da absorblanabilmektedir. iyonlagmalari
alfa parcaciginin olusturdugu iyonlasmadan daha azdir, ¢iinki daha hafif ve daha
giricidirler (Aydin, 2004).



Sekil 2.2. Beta iginim1 (www.taek.gov.tr)

X isinlar ya da rontgen 1ginlari dalga seklinde olan iginlardir. Atoma disaridan
gelen yuksek enerjili bir elektron o atomun ilk halkasindan elektron koparmakta ve
kopan elektronun yerindeki boslugu doldurmak igin bu elektronun yerine Ust
halkalardan elektronlar atlamaktadir. Bu sirada ortaya g¢ikan enerji X-1gini olarak

salinir (Sekil 2.3). Bu i1sinlar 1s1da benzeyen fakat goériimeyen, maddelerin iginden
kolay gecebilen isinlardir.

Karakteristik X-Iginlari

Sekil 2.3. X-isinlan (http://goruntulemeteknikleri.wordpress.com)



iyonize edici elektromanyetik radyasyon yériingeden yayimlaniyorsa X isini,
cekirdekten yayimlaniyorsa gama radyasyonu adini alir. Gama iginlari kisa dalga
boyuna sahiptir ve atom gekirdeginin enerji seviyelerindeki farkliliklardan meydana
gelir (Sekil 2.4). Cok girici 1sinlardir ve tm maddelerde blyik menzile sahiptirler
ancak, yuksUz olduklari i¢in alfa ve beta pargaciklarina gore iyonlagsmaya sebep

olma etkileri daha azdir (Unlii, 2011) ve kurgun levhalar ile durdurulabilirler.

Sekil 2.4. Gama isinimi (www.taek.gov.tr).

Diger bir radyasyon olan notron radyasyonu veya notron isini ise nukleer
pargalanma ve nukleer birlesme esnasinda kararsiz ya da aktif atom cekirdegi
tarafindan bir nétronun yayimlanmasidir (Sekil 2.5). Cok girici olmakla birlikte
madde veya doku ile etkilestiklerinde alfa, beta gama veya X isinlarinin
yayllmasina neden olmaktadir. N6tron iginlari sadece kalin beton, su veya parafin

kutleleriyle durdurulabilirler.



Sekil 2.5. N6tron yayinimi (www.taek.gov.tr)

Alfa, beta, gama, X isinlari ve nétron isimasinin gesitli malzemeler igerisine nifus
etme durumlan Sekil 2.6'da sematize edilmistir.

Malzeme igerisine difliizyon orani

o
2

4, ++ Kagit Plastik Kursun  Beton
20

Alfa

*® -
0—16_ Beta

®

7 .. Gamma and X-rays
I
10" Notron

O

Sekil.2.6. Alfa, beta, gama, X isinlari ve nétron i1simasinin gesitli malzemeler

icerisine nufus etme durumlari (http://www.tamsat.org.tr)



2.1.2. Radyasyon Dozu ve Birimleri

Radyasyon dozu, kisi tarafindan belli bir sirede sogurulan veya alinan radyasyon
miktaridir. Dozun verdigi hasarin buyuklugu o maddenin cinsi, vucuda alinis sekli,
siresi ve miktarina baglidir. iyonize radyasyonun verdigi hasari ve biyolojik
etkilerin anlayabilmek i¢in radyasyonun miktarini tespit etmek gerekir. Bu amagla
geligtirilecek ~ Olgim  yontemleri  i¢cin  birimlerin  tanimlanmasi  sarttir

(www.taek.gov.tr).

Uluslararasi Radyasyon Birimleri Komitesi (ICRU), aktivite, i1sinlama dozu,
sogurulma dozu ve doz esdegerleri igcin Ozel birimler tanimlamistir. Bunlar
sirasiyla; Cruie (Ci), Rontgen (R), rad ve rem’dir. Ancak 1986 yilindan itibaren bu
birimler yerine tum dunyada ayni birimlerin kullaniimasi amaciyla “Uluslararasi
Birimler Sistemi (SI)” kullanilmaya baglanmigtir. Sl birimleri sirasiyla Becquerel/kg
(Ba/kg), Coulomb/kg (C/kg), Gray (Gy) ve Sievert (Sv) olarak isimlendirilmigtir.

Aktivite; verilen bir zaman araliginda belirli bir enerji dizeyindeki radyoaktif
maddenin bozunma miktaridir. Aktivitenin 6zel birimi olan Curie (Ci) saniyede 3.7 x
10 " bozunmadir. Sl birimi ise bir saniyedeki bozunma sayisi olan Becquerel
(Bg)dir. 1 Ci=3.7x10" Bqveya 1 Bq=2.703 x 10 """ Ci olarak tanimlanir.

Normal hava sartlarinda havanin 1 kg'inda 2.58x10™ Coulomb’luk elektrik yiikil
degerinde pozitif ve negatif iyonlar olusturan x ve gama isini miktari ise 1ginlama
birimini ifade eder. 1 Rontgen (R) = 2.58x10* C/kg'dir. Sl birimi C/kg olarak
gosterilir ve 1 C/kg = 3.88x10° R esitligine karsilik gelir.

Sogurulmus doz, birim kutle basina depolanan enerjinin Olgisu veya iyonize
radyasyonun herhangi bir maddeye verdigi enerjinin miktari olarak tanimlanabilir
ve her tiir radyasyona uygulanabilir. Ozel birimi olan Rad 1 gr maddeye 100 erg’lik
enerji verebilen radyasyon miktari olarak tanimlanir. 1 Rad = 0.01 Gy’dir. S| birimi
olan Gray 1 kg maddeye 1Joule’luk enerji verebilen radyasyon miktari olarak
tanimlanir ve 1 Gy = 100 Rad’dir.

Esdeger doz ise vucutta toplanan enerjiyi ifade eder. Radyasyondan sogurulan
enerjiler esit olsa bile bunlardan kaynaklanan biyolojik etkiler farkl olabilmektedir.

Yani, biyolojik etki sadece sogurulan doza bagli degildir. iyonize radyasyonun



gectigi ortamin birim uzakliktaki yolu boyunca kaybettikleri enerji kaybina (LET)
bagli olmakta ve LET degeri arttikga biyolojik etki de artmaktadir. Egsdeger doz ise
bu sebeple sogurulmus dozun bir takim faktorlerle ¢arpilmasi sonucu elde edilir.
Ozel birimi olan Rem 1 Réntgenlik X ve gama isini ile ayni biyolojik etkiyi olusturan
herhangi bir radyasyon miktari olarak tanimlanir. 1 Rem = 0.01 Sv olarak gosterilir.
Sl birimi olan Sievert (1 Joule/kg) 100 rontgenlik X ve gama igini ile ayni biyolojik
etkiyi olugturan radyasyon miktari olarak tanimlanmakta 1 Sv=100 Rem olarak
gecmektedir. X iginlari, gamma iginlari ve beta isinlari icin 1 Gy = 1 Sv'dir.

Etkin doz terimi, doku veya organlarin aldigi dozun tum vucut igin yukledigi riski
ifade etmek igin kullanilan bir kavramdir. Turkiye Atom Enerjisi Kurumu’nun dinya
genelinde dogal radyasyon kaynaklari nedeniyle alinan yillik etkin dozu 2.4 mSy,
tip alaninda galisan radyasyon gorevlilerinin aldiklari dozun yillik ortalamasini 1 - 5

mSv civarinda oldugunu belirtmistir (www.taek.gov.tr).

Cizelge 2.1. Ozel birimler ve Sl birimlerinin 6zetlenmesi (Aydin, 2004)

Buyuklik Ozel Birim Sl Birimi Donusim

Aktivite Ci Bq 1Ci=3.7x10" Bq

1Bq=27.03x107"2 Ci

Isinlama R C/kg 1R=2.58x10" C/kg
1C/kg=3.876x10° R

Sogurulma Rad Gy=J/kg 1rad=107 Gy
1Gy=100 rad
Doz Egdegeri rem Sv=J/kg 1rem=107 Sv
1Sv=100 rem




2.1.3. Radyasyon Dozunun Hizi ve Araliklara Verilmesi

Radyasyon Dozu cGy/dakika ya da R/dakika ile tanimlanmaktadir. Sogurulan
dozun hizi radyasyonun verecegi biyolojik etkiyi buyuk olgide degistirmektedir.
Ayni doz radyasyonun dugsuk doz hizlarinda uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan
biyolojik etkinin yuksek doz hizlarinda uygulanmasina oranla daha az oldugu
belirlenmistir. Bu durumun biyolojik sistemlerdeki tamir sistemleri ile ilgisi vardir.
Dusik doz hizinda uygulanan radyasyon sonucu canlilar olusan hasari
onarabilirken yuksek doz hizinda uygulanan radyasyon, hasar onarimini mimkun

kilmayabilmektedir.

Radyobiyoloji veya radyoterapide uygulanan radyasyon hizi, ginde birkag rad ile
saniyenin kesirleri icinde birkag bin rad gibi degisebilen genis araliklarda
kullaniimaktadir (Hall et al., 1972). Doz hizlar yoninden radyasyonlar dort grupta
toplanir. Birinci grup saniyenin kesirleri iginde ani 1sinlamalar seklinde uygulanan
cok yiiksek doz hizlaridir. ikinci grup birkag dakika siiren akut isinlamalar seklinde
uygulanan ylksek doz hizlaridir. Uglincli grup saatler ya da glinler boyunca siiren
Isinlamalar seklinde uygulanan dusuk doz hizlarn ve dorduncu grup ise haftalar,
aylar hatta yillar boyunca suren isinlamalar seklinde uygulanan ¢ok dusuk doz

hizlardir.

Klinik radyoterapide yuksek ve dusuk doz hizlarn siklikla kullaniimaktadir.
Uygulanan radyasyon dozunun toplam dozu kiguk ve esit dozlara bolunerek belirli
araliklarla uygulanir. Bu uygulamaya fraksinasyon denmektedir. Yapilan
calismalar goOstermigtir ki, bir defa uygulanan 1000 Rad’lik bir doz hucre
populasyonunun hepsini oldurirken bu dozun 24 saat arayla 500 Rad’lik iki
seferde uygulanmasi 6lum oranini hicre populasyonunda %40’a kadar indirmistir.
Bu durum, gecgen sure igerisinde hlcrelerde onarim mekanizmalarinin galismalari
ile ilgilidir (Dirican, 2002).

Radyoterapide tedavinin fraksiyonel verilmesindeki amag; oksik hucrelerin dlmesi
ile hipoksik hlcrelerde oksijenlenmenin saglanmasi (reoksijenasyon), radyasyona
duyarli fazdaki hucrelerin Olmesi ile S fazindaki hudcrelerin G2/M  fazina
gecmelerinin  saglanmasi (redistiribiusyon) ve tumor hucresindeki hasarin

arttinlmasidir. Buna karsilik, fraksiyonasyon DNA’da yol agtigi subletal ve
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potansiyel letal hasarin onarimi ve repopulasyon ile de normal doku iyilesmesine
izin verir (Tokath, 2008). Subletal hasar, radyasyon uygulamasi sonrasi saatler
icinde onarilan hasarlar iken, potansiyel letal hasar hicrelerin bulundugu ortamin
degistiriimesi (1sinin azaltilmasi, dengeli tuz eriyiginin katilmasi gibi) ile onarilan

hasarlardir.

Fraksiyonel radyoterapide normal ve tumorla dokularin yanitini etkileyen biyolojik
faktorler ‘Repair’ (Onarim), ‘Reassortment’ ya da ‘Redistribution’ (Yeniden
dagihm), ‘Repopulation’ (Yeniden c¢ogalma), ‘Reoxygenation’ (Yeniden
oksijenlenme)’ye ve dokunun radyasyon duyarlihigi (Radiosensitivity) olarak 5 R
diye siniflandirihr (Withers, 1975, Dirican, 2002).

‘Repair’ (Onarim), Lee tarafindan gelistirilen hucre hasari ve 6lumu olasilik
prensibine gore hedef teorisi temel alinarak agiklanmigtir. Bu teori hicre igerisinde
bulunan cesitli kritik molekullerin veya hedeflerin radyasyon tarafindan bir vurusa
maruz kalmasini ve inaktif olmasi gerektigini kabul eder. Virusler ve bakteriler icin
“tek hedef tek vurus” gecerli iken hucre olumu i¢cin memeli hucrelerinde “¢cok hedef
tek vurus” gecerlidir. Memeliler s6z konusu oldugunda, tum hucrelerin dusuk
dozda Olmesi s6z konusu olmadigindan hucrelerin bir kisminin hasar gordugu
kabul edilir ve bu hasara da subletal hasar denir. Bu hucreler doz uygulamalari
arasinda onarim imkani bulabilirler (Lee, 1946)

Reassortment, Redistribution (Yeniden dagilim) mitotik dongu ile ilgilidir. Mitotik
dongunun her fazinda radyasyona yanit farkli olmaktadir. Mitoz ve G2 fazlan
duyarl fazlardir ancak, sentez fazi en direngli olan fazdir. Fraksiyone dozlar
uygulandigr sirada ve fraksiyonlar arasinda canli kalan hucreler hicre
dongusunun daha duyarli olan fazlarina dogru ilerler. S fazinda bulunan hucrelerin
duyarl olan G2 ve mitoz fazina dogru ilerlemesi tum hicre populasyonunun tek
doz uygulamasina gore daha duyarl olan fazda doz almasini saglar. Bu durum

hdcre dlumundn artmasina sebebiyet verir (Withers, 1975).

Radyoterapi fraksiyonlari arasinda hucrelerde repopulasyon yani yeniden ¢gogalma
meydana gelir. Hizla prolifere olan timoérde radyodirencli olan S fazindaki hucre
sayisi fazladir. Bir dokuda proliferasyon evresinde hucreler radyasyona ugrar ve

Olurlerse onlarin yerini tamamlamak icin yeni hucreler meydana gelir. Bolinen kok
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hdcreler sayiyr yeniden arttirirlar. Fraksiyonlar arasinda hipoksik hucrelerin
oksijenlenmesi sonucunda hucreler radyasyona daha duyarli hale gelir ve
oksijenlenmig hucrelerin X iginlarina duyarlihgi 2-3 kat artmis olur.

Hucrelerin iyonlastirici radyasyona olan duyarlihigl radyosensitivite ya da
radyasyon duyarlilidi olarak adlandirilir. Bu durum verilen fraksiyon dozunda veya
tek bir 1Igsinlamada bazi tumorlerin digerlerine gore radyasyona daha duyarli olma
nedenini acgiklar (Dirican, 2002). Yapilan calismalar lenfoid ve kuguk intestinal
epitel hucrelerinin vicutta en radyoduyarl hicreler oldugunu gostermigtir (Kitada
et al., 1996).

2.2, Radyasyonun Tibbi Amagla Kullanimi

iyonize radyasyon tipta, tani ve terapi olmak tizere iki farkli alanda kullanilmaktadir
(Silari, 2011). Tibbi amacli uygulama alanlari goruntuleme ve radyasyonun hucre
ve tumorleri yok edebilme yetenegine sahip olmasina dayanmaktadir. Tani
yontemleri ile lezyonlar tespit edilerek, bu lezyonlarin lokalizasyonu, yayilimi ve

o

zamana bagli olarak nasil degistigi gozlenir.
2.2.1. Tanisal Radyoloji

Tanisal radyolojide iyonize radyasyonun kullanim alanlari teknolojiyle beraber
gittikce geniglemektedir. Gunumuzde tanisal radyolojinin konvansiyonel radyografi
(rontgen), ultrasonografi, bilgisayarl tomografi, manyetik rezonans goruntuleme ve
radyonuklit goruntileme (Nukleer Tip) gibi farkli uygulama alanlari vardir. Bu
yontemlerden rontgen ve bilgisayarli tomografide X 1ginlari, ultrasonografide ses
dalgalari, manyetik rezonans goruntileme ve radyonuklit gérintilemede ise gama

isinlart kullanilir.
2.2.2. Radyoterapi

iyonize radyasyonun hiicreleri dlime gotiirerek birgok kanser tipinde etkili bir
sekilde tedavi amagcl kullanildigi iyi bilinen bir olaydir. Radyoterapi veya diger bir
adiyla radyasyon tedavisi; yuksek enerjili X 1sini, elektron yayan lineer
hizlandiricilar veya gama isini yayan radyoaktif maddeler kullanilarak anormal
gelisim gosteren kanser hucrelerinin ve hedef tumorld dokunun yok edilmesi

amaciyla uygulanir. Yuksek enerjili radyasyon hicrelerin genetik materyaline zarar
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vererek hucre mitotik dlimune yol agar ve boylece hicrenin daha fazla bolinmesi

engellenmis olur (Jackson and Bartek, 2009).

Radyoterapide hedef anormal hucrelerin maksimum radyasyon dozuna maruz
kalmasini saglarken, radyoasyonun gegecegi yolda bulunan veya kanser
hdcrelerinin yakininda bulunan normal hucrelerin minimum radyasyona maruz
kalmasini saglamaktir (Emami et al., 1991). Kanserli hucrelerin yani sira
radyoterapi sirasinda saglikh hucrelerin genetik materyalleri de zarar gormektedir
ancak, buradaki temel varsayim saglikli hicrelerin kanserli hucrelere gore
kendilerini ¢gok daha hizli tamir ederek tekrar fonksiyonel hale getirebilmesine
dayanir (Baskar et al, 2012). Kanser hucreleri, farklilagmis hucrelerin 6lmesi ile
sonuglanan radyasyon tedavisinin yol agtigi hasari tamir etmekte normal hucreler
kadar etkili degildir (Begg et al., 2011).

Radyoterapi diger antikanser tedavileri gibi terapotik etkisini hucre olumlerinin
farkli tiplerini indukleyerek gosterir (Verheij, 2008; Baskar et al., 2012). Terapi,
kanserli hucreyi dogrudan oldirmez. Kanserli hicrenin o6lebilmesi igin saatler,
gunler hatta haftalarca tedavi gerekir ve kanser hucreleri radyasyon terapisi sona
erdikten sonra bile haftalar, hatta aylarca 6lmeye devam edebilir. Radyoterapinin
apoptoz, mitotik huicre dlumu, nekroz, senesens ve otofaji gibi farkh tiplerde hicre
olumune yol agtigi tespit edilmistir (Baskar et al., 2012). Radyoterapinin biyolojik
etkileri doz dagilimina, tedavi volumune, doz hizina, fraksinasyon ve tedavi

suresine baglidir (Ozbay, 2012).
2.2.2.1. Radyoterapi Sonrasinda Hiicrelerde Gozlenen Etkiler
Radyoterapi sonrasinda hucrelerde gozlenen iki 6nemli etki vardir:

1. Fonksiyon kaybi: Birgok, bolinmeyen veya bolinme kabiliyeti kisitli hucreler
sonugta fonksiyon kaybina ugrayarak interfaz 6lumune giderler. Bolinmeyen
hacrelerde (farkhilasmig sinir ve kas hucreleri) interfaz 6lumu sadece yuksek doz
(100 cGy'den yuksek) radyasyon verilmesinden sonra gorulur. Lenfositler ise
kuguk dozlarda (100 cGy’den az) interfaz 6lumune giderler.

2. Reprodiiktif 6lim (Ureme kabiliyetinin kaybi): Béliinen hiicrelerde radyasyonun
yaptigi en onemli etkidir. Hucrelerin devamli reprodiksiyon ile canli yeni nesil
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yapabilme kabiliyetinin ortadan kalkmasi ile sonuglanir.
2.3. iyonize Radyasyonun Canlilar Uzerindeki Etkileri

lyonize radyasyon biyolojik bir maddeden gegctiginde o maddeyle etkilesir ve bu
etkilesme sirasinda birgok fiziksel, fiziko-kimyasal, kimyasal ve biyolojik olaylar
zinciri sonucunda asll biyolojik cevap meydana gelir.

Radyasyon etkisine bagli olaylar 4 evreden olugmaktadir:

1. Fiziksel evre: Radyasyon tarafindan uyarilmig olan ve iyonize molekuller olusur.

Ortalama siiresi 107 saniyedir.

2. Fiziko-kimyasal evre: Primer maddeler, kimyasal olarak reaktif serbest atomlar
ve serbest radikaller meydana getirmek igin, stabil molekil olugturmak Uzere
sekonder reaksiyona girerler. Ortalama siiresi 10" saniyedir.

3. Kimyasal evre: Kimyasal olarak reaktif olan maddeler ortam iginde birbirleriyle
reaksiyona girerler. Ortalama suresi 10° saniyedir.

4. Biyolojik evre: Organizmanin isinlama sonucu meydana gelen kimyasal
driinlerine vermis oldugu biyolojik cevaptir. Ortalama siiresi 10° saniyeden
baslayip yillarca surebilir.

2.3.1. iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

iyonize radyasyonun canlida hasar meydana getirebilmesi igin ister
elektromanyetik ister partikuler olsun hucreler ve dokular tarafindan sogurulmasi
gerekmektedir. Radyasyon sonucu canlida olusan cevaplar subsellller cevap,
hidcresel cevap, doku cevabi ve tumor cevabi baglklari atinda toplanabilir.
Elektronlar ve protonlar gibi yukli pargaciklar yeterli kinetik enerjileri sayesinde
kimyasal baglari koparabilir ve dolaysiz yolla iyonizasyona yol agarlar. X ve
gamma gibi elektromagnetik i1sinlar ve noétronlar ise dolayli olarak iyonizasyon
yapabilirler. Notronlar ise emildikleri maddedeki atomlarin ¢ekirdekleriyle

etkileserek kinetik enerjilerini protonlara aktarip iyonizasyona neden olurlar.
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Radyasyon hucrenin kritik molekullerine etki eder ve molekilde meydana gelen
hasar, ya molekulin dolaysiz olarak iyonizasyonu veya dolaylh olarak etkisi ile
ortaya c¢ikar. Genelde dolayli etki buyuk hasarlar olusturur. Radyasyona maruz
kalan hucrelerde en belirgin etkinin gozlendigi hedef makromolekuller nukleik
asitler, proteinler, lipitler ve karbonhidratlardir.

DNA radyasyonda en 6nemli hedeftir. Radyasyonla isinlanma sonucunda bazlarda
degisiklik veya yok olma, hidrojen baglarinin kopmasi, tek ve cift iplik¢iklerde
kirlma, dimerizasyon gibi degisikliklere sebep olur (Sekil 2.7). Kromozomal
degismelerin cogu DNA zincirindeki ani kirilmalardan meydana gelmektedir. Cift
zincir kiriklari en 6nemli lezyonlardandir ve 6zellikle onarilamayan kiriklar birbirine
yakin meydana gelen iki kiriktir. Radyasyonun etkisi ile DNA'nin tek ipliginde
kopma olasiligi ¢ift ipliginde kopma olasiligindan fazladir. Onarilmayan ift zincir
kiriklari hucre igin olumcul olabilmektedir, yanhs eslesen kiriklar ise mutajenik
lezyonlar gOstermektedir. Radyasyon DNA zinciri boyunca nukleotidlerin
ayrismasina neden olur. Bazen bir iyonize radyasyon, nukleotiddeki azotlu bazin
degismesiyle, genlerde nokta mutasyonlara neden olabilir ve genetik sifre
degismis olur. Bazen baz DNA molekulinden tamamen ayrilabilir (Kaya, 2002).
Hucre olumu, mutagenez ve malignant donusum gibi toksik etkilerin hicresel
DNA'da meydana gelen hasar sonucu ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Nias, 1998).
Meydana gelen bu kiriklar genetik kodun transkripsiyonunu degistirebilmektedir.
Ayni zamanda radyasyonun etkisiyle seker-fosfat baglarinda kopma, bazlarin
zincirden koparak serbest kalmalari ve yuksek dozlarda pargalanmalar meydana
gelebilmektedir. Bu pargcalanmalar sonucu ¢ok kuguk molekuller tekrar gelisi guzel
birleserek birgok kiigik DNA parc¢asindan olusan bozukluklar ortaya ¢ikarabilir.

Baz Hasan

Tek iplikgik king Cift iplikgik king

Sekil 2.7. Radyasyon ile isinlanma sonrasi DNA hasari (TAEK, 2011)
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Radyasyon proteinlerde yan zincir gruplarinda tahribat ve konformasyon
degisikligine neden olurken lipitlerde doymamig yag asitlerin peroksitleri meydana
gelir. Karbonhidrat zincirlerinde ise kopmalar goralur.

2.3.1.1. iyonize Radyasyonun Dolaysiz Etkisi

Radyasyon enerjisinin DNA ve enzimler gibi biyolojik molekullere transfer edilmesi
molekullerin iyonizasyonuna ve uyariimasina sebep olur (Sekil 2.7). Bu duruma
radyasyonun direkt veya dolaysiz etkisi denir ve sonugta hucrede 6lum ya da
fonksiyon degisikligi (mutasyon) meydana gelebilir. Kisa dmurlt ve ¢ok reaktif olan
molekul ve atomlar birden fazla kimyasal bagin kirilmasina sebebiyet verir. Bu
radikallerin olusumu fotonun gegisinden sonra pikosaniyeler igerisinde gergeklesir.
Radyasyon sonucu meydana gelen hasarin 1/3’anun fotonun dogrudan DNA ile
etkismesi sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Tokatli, 2008).

2.3.1.2. iyonize Radyasyonun Dolayl Etkisi

iyonize radyasyonun DNA’da yol agtigi subletal ve potansiyel letal hasarin 2/3'l
indirekt ya da dolaysiz yani su molekulu ile reaksiyona girerek ortaya ¢ikan reaktif
serbest radikaller yoluyla meydana gelir. Hucrenin yaklasik %80°ni sudan olugur
ve hucrenin yapitaglari olan enzim, protein, RNA ve DNA gibi makromolekdller,
mitokondri gibi organeller sudan olusan ortamlarda bulunurlar. Ancak,
radyasyonun biyolojik etkisini gosterebilmesi igin ortamda molekuler oksijen

olmahdir.
H,O ©=> H+ + OH (Iyonizasyon)
H,O —=> H =+ OHx (Serbest radikaller)

Fiziko-kimyasal evrede meydana gelen serbest radikaller dis yorungelerinde
eslesmemis bir yoringe elektronu bulunduran serbest atom veya molekullerdir ve
elektriksel agidan yuksuzlerdir. Radyasyon enerjisinin 1ginlama durumlarinda su
molekulleri tarafindan sogurulma olasiligi ¢ok yuksektir. Su molekulleri bu
durumda iyonlagir, pozitif yuklt su molekula ile hizli bir serbest elektron olugturur.
Bu serbest elektron su i¢inde bir bagka su molekulu ile birlegir ve onu negatif bir su
molekult haline getirir. Meydana gelen pozitif ve negatif yukli su molekulleri
reaksiyonlariyla serbest hidroksil ve hidrojen radikallerini olusturur. (Kaya, 2002).
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Oksijen ortamda arttikga radyasyonun verdigi hasarda artmaktadir. Serbest
radikaller oksijen molekulleri ile reaksiyona girdiginde hidrojen ve bazi organik
molekullerin peroksit radikalleri olusur (Gunalp, 2003).

Direct

Sekil 2.8. Radyasyonun dolayli ve dolaysiz etkileri (Tuorkey, 2012)
2.3.1.3. iyonize Radyasyonun Somatik Etkisi

Somatik etkiler 1ginlanan kigide yasam boyu ortaya ¢ikabilecek biyolojik etkilerdir.
Somatik etkinin cinsi ve 6nemi, maruz kalinan toplam radyasyon dozu, radyasyon
dozunun alindig1 zaman suresi, radyasyonlara maruz kalan vucut kismi ve alanina

baghdir.

Blyuk bir radyasyon dozuna bir defada maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan biyolojik
etkiler yani “Erken Etkiler (Akut Isinlanma Etkileri)”, kisiden kisiye onemli ol¢lde
degismektedir. Ancak bu durumda genel olarak birkag gun veya birkag hafta

icerisinde giddetli hasarlar, hastaliklar ve hatta 6lum meydana gelebilir.

Gecikmis Etkiler (kanserojen etkiler) yani kronik 1ginlanma etkileri kigilerin uzun bir
sure iginde aralikli olarak diguk dozlara maruz kaldiginda yillar sonra ortaya ¢ikan
etkilerdir. Doz dusuk olsa da tekrarlanan isinlamalar sonraki isinlamaya kadar
hasar tamirinin gergeklesmesine engel olacagi igin hasarin gittikce artmasina,
birikmesine ve yillar sonra kanser, katarak veya omur kisalmasi gibi durumlarin

ortaya ¢cikmasina sebep olur (Algunes, 2002).
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2.3.1.4. iyonize Radyasyonun Genetik Etkisi

Alinan radyasyon dozu somatik etkilere ilave olarak treme hucrelerini etkileyebilir.
Bu durum radyasyona maruz kalan kigilerin sonraki nesillerinde gorulebilir. Bu
duruma radyasyonun genetik etkisi denir. Ureme hiicrelerinde meydana gelen gen
mutasyonlari veya kromozom Kkiriklari sonraki nesillerde ortaya cikacak olan
kalitimsal degisiklikleri meydana getirir. Radyasyonun kalitsal etkisi ile tavsan
dudakli alti parmakli bebeklerin meydana geldigi saptanmistir. Gelecek nesillerde

ortaya ¢gikmasi olasi etkiler stokastik etkilerdendir.
2.3.1.5. Deterministik Etkiler

Deterministik etkilerin esik dozu vardir. Etkinin siddeti doz ile artmaktadir. Cok
yuksek bir doz bir anda alindiginda birka¢ hafta i¢cinde oOlume neden
olabilmektedir. 5 Gy'e kadar olan dozlarda uygun tedavi yapildigi takdirde kisilerin
hayati kurtarilabilmektedir, ancak 50 Gy'lik doz alindiginda medikal tedavi yapilsa
bile kesinlikle 6lum gergeklesir. Tum vicudun degil de, vicudun belirli bir
bolgesinin ¢ok yluksek bir doz almasi halinde 6lum olmasa da isinlanan bolgede
erken etkiler gorulecektir. Benzer dozun Ureme organlar tarafindan alinmasi
halinde kisirlik meydana gelir. Bu tip etkiler radyasyonun deterministik etkileri
olarak isimlendirilir. Bu tur etkiler ancak doz ve doz hizi bir egik degeri gectigi

takdirde meydana gelir (www.taek.gov.tr).

Biitiin hiicreler 6lu

Hiicre tamiri SIGMOID EGRI
yapiima
olasihg:

yliksek
( Esik Doz )

Kiigiik bir doz artigi gok
biiylik hasara neden olur.

% Etki

Doz —

Sekil 2.9. Deterministik doz Tepki Egrisi (www.taek.gov.tr).
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2.3.1.6. Stokastik Etkiler

Esik doz, etkinin ¢gikmasi igin s6z konusu degildir ve etkinin olasiligi doz ile artar.
Dusuk dozlarda ortaya ¢ikmasi olasi etkilerdir. Stokastik etkiler nedeniyle kanser
olma olasiliginin saptanmasinda belirsizlikler vardir. Kanserin dusik dozdan
kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek mumkun degildir. Bunu ortaya koyacak
somut veriler yoktur. Stokastik etkilerin olasiligi yuksek doz almig kigiler ve hayvan

deneylerinin sonuglarina dayanilarak tahmin edilmektedir (www.taek.gov.tr).

—

Biyolojik Etki ihtimali

Dogal diizey I

. —p

|

I Radyasyon Dozu J

Sekil 2.10. Stokastik Doz-Tepki Egrisi (www.taek.gov.tr).

2.3.2. Radyasyon Hasarina Etki Eden Faktorler

Radyasyonun biyolojik etkilerini maruz kalinan toplam doz, maruz kalinma suresi,
maruz kalinma sekli (i¢ ve dig i1sinlanma), dozun hangi araliklarla alindigi
(fraksiyonasyon), radyasyonun turu ve enerjisi (LET) gibi faktorler belirler. Ayni
enerjideki farkl radyasyonlardan sogurulan enerji miktari ayni olsa bile bunlarin
meydana getirdigi biyolojik etkiler farkl olabilir. Ancak canlilarin bu etkilere karsi
duyarhliklari ve direngleri farkhlik gosterir. Kisinin yasi, cinsiyeti genel saglk
durumu radyasyona karsi olugan biyolojik hasarlari etkileyen faktorler arasinda
sayilabilir. Sik sik bolinen hucreler ara sira bolunen hucrelere gore radyasyondan
daha fazla etkilenmektedir. Ayrica canlilar dokunun oksijen yogunluguna,
Isinlanma sirasinda hucrelerin bolunme safhasina, kan ve besin durumuna bagl

olarak radyasyona farkli duyarliliklar gosterebilirler.
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2.4. iyonize Radyasyona Cevap Olarak Aktif Hale Gelen Yolaklar

Hucre biyolojisi ve molekuler biyolojinin son 20-30 yilda hizla geligmesiyle birlikte
hlcrede iyonize radyasyona cevap olarak devreye giren yolaklar da aydinlatilmaya
baslanmistir. Hucreler radyasyonun yol acgtigi plazma membran lipitleri ve DNA
hasarina kargi karmasgik protein sinyal sistemleri kullanirlar (Lewanski and Gullick
2001). iyonize radyasyon hiicre igerisinde meydana gelen birgok énemli hiicresel
surecte (DNA hasar ve tamiri, apoptoz, hicre dongusu kontrolu, sinyal iletimi ve
oksidatif strese cevap gibi) bir seri biyokimyasal olay! tetikler (Zhang et al., 2010).
Bu durum c¢ok fazla sayida hedef molekuliun radyasyon cevabinin olusmasi igin

upregule veya downregule olmasini saglar (Lewanski and Gullick 2001).
2.4.1. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Katlanmamig Protein Cevabi

Radyasyona maruz kalmis hucrelerde hangi tip hicre olumianun gerceklesecegi
hidcresel gen ifadesi ve sinyal iletimi tarafindan belirlenir. Yapilan galismalar,
radyasyon tarafindan induklenen hicre 6lum surecglerinden her birinin hicresel
endoplazmik retikulum (ER) ile baglantili oldugunu gostermigtir (Zhang et al.,
2010). Bunun yanisira in vivo galismalarda radyasyona maruz kalma suresi
boyunca ER’da yapisal modifikasyonlarin olabilece@i gosterilmistir (Boraks et al.,
2008; Hussein et al.,, 2008). Butun bu veriler ER'un IR hedefi oldugunu

gOstermektedir.

ER, salgilanan proteinlerin sentezlendigi ve katlandigi yerdir. Ayni zamanda Ca*
depolayan organel olup kalsiyum sinyallerinin kaynagidir. ER, c¢evresel uyarilara
kargi ¢ok hassastir. Fonksiyonlarini bozacak ya da aksatacak durumlar s6z
konusu oldugunda artan protein sentezinden dolayr ER lUmeninde yeni
sentezlenen fazla miktarda katlanmamig protein birikir. Bu durum katlanmamig
protein cevabi yolaginin (UPR) aktivasyonuna sebep olur (Hotamishgil, 2010).
UPR yolagl translasyonu azaltarak ve protein katlanmasi, sekresyonu ve
degredasyonunu tesvik ederek ER’da birikmis olan proteinlerin azalmasini saglar
(Zhao and Ackerman, 2006). Bu sureg, hucrenin hayatta kalmasi igin adaptif bir

tepki olugsmasina neden olur.
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ER stresi altinda, U¢ ana sinyal iletim yolagi uyarilir: PERK (interferon-induced
double-stranded RNA-activated protein kinase(PRKR)-like endoplasmic reticulum
kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) ve IRE1 (inositol requirement 1).
ER stresinin sinyal iletim yolagi (PERK, ATF6 ve IRE1) iyi bir sekilde anlagiimigtir.
(Sekil 2.11). IRE1, PERK ve ATF6, ER stresi s6z konusu oldugunda gekirdekte
UPR hedef genlerinin transkripsiyonlarinin aktivasyonunu saglar. Bir molekuler
saperon olan GRP78 (78 kDa glucose-regulated protein) veya diger adlariyla BIP
(Binding immunoglobulin protein) veya HSPA5 (heat shock 70 kDa protein 5),
stresin olmadigi kosullarda bu U¢ proteine baghdir ve bu proteinlerin
fosforilasyonunu engeller. Stres kosullarinda ise katlanmamis veya yanhsg
katlanmig protein miktari artacagindan dolayr bu proteinleri serbest birakarak

aktive olmalarini saglar.

GRP78, ER lumeninde lyerlesmis olan bir HSP70 molekuller saperondur. Yeni
sentezlenen proteinlere baglanarak proteinlerin sonraki katlanmalari veya
oligomerizasyonu igin onlari ER igine yonlendirir. Katlanmamig proteinlerin
proteozom tarafindan degredasyonu igin ER membranindan ters tasima gorevini
de gergeklestirir ve ayni zamanda Ca* dengesini duzenler. Saperon fonksiyonuna
ilaveten GRP78, ER stresinde anahtar bir duzenleyicidir. Hicrede fazla miktarda
bulunan bir protein olmasina ragmen stres kosullarinda biriken katlanmamis

protein cevabina kargi fazla miktarda uretilir (Healy et al., 2009).
2.4.1.1. PERK Sinyal iletim Yolag

PERK bir endoplazmik retikulum membran protein kinazdir ve ER stresine cevap
olarak elF2a (Eukaryotic Initiation Factor 2 alpha) fosforilasyonunu saglamaktadir.
elF2a fosforilasyonu, AUG baslama kodonlarinin taninmasini azaltarak
translasyon baslama kompleksinin olusumunu azaltir. Bu durum da hicrede genel
translasyonun azalmasina sebep olur. Bu translasyonel kontrol, ER’de
katlanmamig proteinlerin sayisini azaltmak igin etkili bir yoldur. Buna zit olarak,
ATF4 (Activating transcription factor 4) gibi elF2a’ya ve translasyon baglama
kompleksine ¢ok daha az ihtiyaci olan bazi segici mRNA’larin translasyonlari artar
(Liu and Kaufman, 2003).
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Yapilan c¢alismalar ER stresi vyaratilan hucrelerde ATF4’Gn amino asit
metabolizmasini ve transportunu kontrol ettigini gostermistir ve ATF4 icermeyen
hicrelerde ise ER ve diger streslere kargi (amino asit eksikligi, oksidatif stres)
yatkinh@in arttigr gérulmustur. ATF4’Un kodlanmayan bolgesindeki upstream agik
okuma cergevesi mMRNA’sI, ATF4’Un translasyonunu baskilar. Standart ER stresi
boyunca, fosforile olmus elF2alfa, ATF4 mRNA’sinin upstream agik okuma
cercevesinin bypass seklinde gecilmesine izin verir ve bodylece etkili bir sekilde
ATF4 translasyonu gergeklesir. ATF4 transkripsiyonel olarak ER saperonlarinin ve
ayni zamanda proapoptotik genler olan GADD153 (growth arrest and DNA
damage 153), diger adiyla CHOP (CCAAT/ enhancer binding protein homologous
protein) ifadesinde artisa neden olur (Harding et al., 2000).

GADD153 veya CHOP endoplazmik retikulum stresinde gorev alan bir
transkripsiyon faktorudur ve endoplazmik retikulum stresinde ifadesi en ¢ok artan
genlerden birisidir. GADD153’Un artan ifadesinin hiicre dongisunun durmasina ve

hdcre dlumune yol actigi dustunulmektedir.

ATF4 ayrica LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) promotorunda
siklik AMP cevap elementi baglanma bolgesine dolaysiz baglanarak otofajiyi

kolaylagtirmaktadir (Rzymski et al,2010).
2.4.1.2. ATF6 Sinyal iletim Yolagi

Diger bir sinyal iletim yolagi olan ATF6 ER transmembran-aktive edici
transkripsiyon faktorudur. ER stresine bagl olarak ATF6a ve ATF6, sitozolik bir
fragment vermek icin S1P ve S2P proteazlar tarafindan kesildikleri golgi
kompartmanina gecer. Serbest olan ATF6 fragmenti, transkripsiyonu aktive etmek
igin buradan gekirdege go¢ eder (Liu and Kaufman, 2003).

2.4.1.3. IRE1 Sinyal iletim Yolag:

IRE1 sinyal iletim yolagi ise bir ER transmembran glikoproteinidir ve sitoplazmik
domaininde hem kinaz hem de RNaz aktivitesi gostermektedir. ER stresi IRE1’in
otofosforilasyonuna yol acarak RNaz aktivitesinin baslamasina sebep olur (Liu and
Kaufman,2003).
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Memelilerde IRE1a and IRE1B’nin substrati, bazik-l16sin-fermuar domaini igceren
transkripsiyon faktort XBP1 (X-box binding protein 1)'in mRNA'sidir. XBP1 6nemli
genlerin ifadesini duzenleyen bir transkripsiyon faktorudir. XBP1 mRNA'si
normalde sitoplazmada bulunmaktadir. IRE-1'in RNAaz aktivitesi ile XBP1
mRNA’sindan 26 nuUkleotit uzaklastiriir ve olusan kirpilmis XBP1 mRNA
translasyona ugrayarak transkripsiyon faktorune donusur. Transkripsiyon faktoru
olarak ER genislemesinde, katlama kapasitesinin artmasinda ve ER iligkili yikim
yolunun aktivasyonunda rol alan genlerin transkripsiyonunu uyarir. ER
saperonlarinin ve katlanmaya yardimci olan enzimlerin upregulasyonuna neden
olur ve boylece ER homeostazi korunmus olur (Kaufman, 2002a; Kaufman et al.,
2002b; Schroder and Kaufman, 2005).
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2.4.2. Apoptoz ve Otofaji Arasindaki Molekiiler Baglantilar

ER stresi, temel olarak hucresel stres altinda hucre sagkalimi ile baglantihdir
ancak, hucre stresinin deregulasyonu apoptozu ve ayni zamanda spesifik bir
yoldan da otofajiyi tetiklemektedir (Sekil.2.12). Memeli hicrelerinde, ER stresorleri,
otofagozom olusumunu ve ER stresi sonrasinda otofaji aktivasyonu icin gerekli

olan IRE1-Jun kinaz (JNK) yolagini 6nemli derecede indukler (Ogata et al., 20006).
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Sekil.2.12. Radyasyon tarafindan indiklenen apoptoz ve otofaji arasindaki

dengenin gsematik gosterimi (Moretti et al., 2007).

Otofaji daha c¢ok sitoplazmada gergeklesen bir hicre oOlumuyken, apoptozda
hedef, hiicre gekirdegindeki DNA'dir (Oz Arslan vd., 2011). iki tip hiicre 8limii
morfolojik olarak birbirinden farklilik gosterir. Apoptozda sistein proteazlar olan
kaspazlarin etkinligine bagh olarak hucre kugulmesi, kromatin yogunlagsmasi,
cekirdek iginde bulunan DNA'nin bozulmasi ve sonunda apoptotik cisimlerin
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parcalara ayrilmasi gozlenirken otofajide, Atg proteinleri ile kontrol edilen,
sitoplazmada olusan birden fazla katmanli zarla gevrili, sitoplazma pargalari ve/ya
mitokondri, ER gibi organelleri iceren vezikuller gozlenir (Zois et al., 2009).

Radyasyona maruz kalma sonrasinda apoptoz temel olum sekli olarak
dusunulmusse de yapilan calismalar, Ozellikle apoptotik hicre olumudnin
baskilandigi kosullarda otofajinin aktive olarak, apoptozla Olmesi mumkun
olmayan hucrelerin 6lumune yol agabildigini gostermistir (Eisenberg-Lerner et al.,
2009). Otofajinin apoptoza paralel olarak hucre dlumune yol agabildigi, apoptozu
baskilayarak hucrenin hayatta kalmasini sagladigi veya apoptoz icin bir 6n kosul
oldugu gibi en az g farkh baglanti gézlenmistir (Oz Arslan vd., 2011). Son elde
edilen veriler, bazi ortak faktorler ve ortak paylagilan bilegenlerle bu iki yolagin
beraber duzenlendigini ve her bir yolagin bir digerinin aktivitesini duzenleyip
modifiye edebildigini gostermistir. Baglangicta apoptoz aktivasyonu kapsaminda
calisilan cogu sinyalin otofajiyi de beraberinde indukledigi, bununla beraber
apoptozu inhibe eden sinyallerin otofajiyi de inhibe ettigi bulunmustur (Hsieh et al.,
2009). Butun bu olaylara bakildiginda apoptoz ve otofaji yolaklarinin birbirleri
tarafindan sinyal alarak uyarilabilecegi yani iligkilerini beraber duzenleyebilecekleri

sonucuna varilmigtir.

Otofaiji ile iligkili proteinler olan Atg proteinlerinin ayni zamanda apoptoz yolaklari
tarafindan da kullanilabildigi ve duzenleyici rolleri oldugu goézlenmistir (Gordy and
He, 2012). Apoptoz ve otofajiyi beraber duzenleyen yolaklardan biri Bcl-2 protein
ailesidir. Bcl-2 protein ailesinin apoptozla birlikte otofajinin de dOnemli
duzenleyicileri oldugu gozlenmigtir. (Hsieh et al., 2009). Antiapoptotik Bcl-2
protein ailesi hem apoptozu hem de otofajiyi baskilayarak ikisini bir arada koordine
etmektedir. Bcl-2 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin otofagozom
olusumu icin gerekli olan Becin-1 proteini ile iligkiye girerek otofajiyi baskiladigi

gosterilmigtir (Pattingre et al., 2005).

Kalsiyum/kalmodulin baglanmasiyla duzenlenen bir serin/treonin kinaz olan
DAPK’'ninda apoptoz ve otofajiyi duzenledigi gozlenmistir. Onkogenler tarafindan
p53 aktivasyonu ve apoptotik hicre 6lumu uyarimi igin gerekli bir protein olan
DAPk Beclin-1’e dogrudan baglanip onu fosforillemekte ve Beclin-1 bu
fosforillenme sonucunda Bcl-XL'den ayrilip otofajinin aktive olmasinda gorev
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almaktadir. Yapilan galigsmalar DAPk’nin ayni hicrede hem apoptoz hem de otofaji
uyarimina yol agtigini ve iki htcre 6lumu arasinda bir molekuler anahtar oldugunu

g6stermistir (Oz Arslan vd., 2011).

JNK1/2 adh hdcresel stres ve hicre olumu ile baglantih kinazlar ise DAPK’'ya
benzer aktivite gostererek yine Bcl-XL'in fosforillenmesini saglamakta bu durum
Beclin-1'e baglanmayi zayiflatmakta ve otofajiyi aktive etmektedir. Son ¢alismalar
kaspaz aktivitesiyle Beclin-1’in pargalanmasinin apoptoz sirasinda otofajiyi
sinirlandirabilecegi Uzerinde yogunlagmistir (Gozuacik vd., 2008; Norman et al.,
2010).

Diger bir onemli dizenleyici olan P13K/Akt/mTOR yolaginda, evrimsel olarak
korunmus bir protein kinaz olan mTOR (mammalian target of rapamycin)’un otofaji
Uzerindeki inhibitor etkisi ve Akt(A serine/threonine protein kinase)'in apoptoz
uzerindeki inhibitor etkisi hayatta kalmayi saglamaktadir. mTOR otofaji ve hlcre
buylmesi arasindaki dengenin ana duzenleyicilerinden biridir (Paglin and
Yahalom, 2006). Hucrede herhangi bir stres s6z konusu olmadiginda mTOR,
ULK1 (mayada Atg1) kompleksinin kinaz aktivitesini inhibe ederek otofajiyi
baskilar. Stres kogullarinda ise mTOR inhibe olarak ULK1 kompleksi ile otofajinin
baslamasini uyarir. Bu komplekste Atg13 ve FIP200 (mayada Atg13-Atg17-
Atg101) ULK1 kinaz aktivitesinin substratlaridir (Mehrpour et al., 2011).

Yine apoptozu uyarici bir protein olan p53’Un hucredeki yerine bagh olarak,
cekirdekte  bulundugunda transkripsiyonel etkiyle otofajiyi  indukledigi,
sitoplazmada ise baskiladi§i gdésterilmistir (Tasdemir vd., 2008; Oz Arslan vd.,
2011).
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2.4.3. Otofaji

Otofaji evrimsel olarak korunmus, sitoplazmik proteinleri ve peroksizomlar,
mitokondriler, endoplazmik retikulum gibi organelleri lizozomal yolla degradasyona
ugratan bir surectir (Mathew et al., 2007). Otofajinin temel fizyolojik fonksiyonu
hucresel protein ve organel kalitesinin kontrolinl saglayarak, katlanmamis ve
anormal proteinlerin birikimini engellemek, bu sekilde de hicre i¢i metabolik
homeostazi saglamaktir (Zeng and Kinsella, 2011). Otofaji metabolik stres, ila¢ ya
da radyasyon hasariyla karsi karsiya kalan hicrede genomik DNA’nin hasardan
korunmasini da saglar. Otofaji ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalar, hicrelerin besin
yoklugunda hucredeki stresi azaltmak ve homeostazi saglamak igin hucre igi
molekulleri otofaji ile yiktigini gostermistir. Ancak son on yilda gorulmustur ki
otofaji, hucresel metabolizmanin dizenlenmesi, morfogenez, hucre farklilagmasi,
yaslanma, hicre olumu ve bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak hucre igi

proteinlerin yikiminda etkili rol oynamaktadir (Oz Arslan vd., 2011).

Memeli hucrelerinde otofaji U¢ farkli mekanizma ile gergeklesir (Yamada and
Singh, 2012). Bunlardan biri sitozolik kargonun (protein, organeller vb.) lizozoma
tasindigi, pek cok hlcrede bazal dizeyde gerceklesen, protein pargalarinin ve
hasarli organellerin sindirilmesinde asil gorevi Ustlenen makraotofajidir. Diger
mekanizma olan mikrootofaji sitoplazmanin lizozom tarafindan dogrudan
yenilmesidir. Saperon aracih otofaji ise KFERQ moitifli proteinlerin lizozom zarina
secici bicimde tasinmasini saglar. Makrootofajide ilk dnce otofagozomlar meydana
gelir. Otofagozomlar, izolasyon membranlari adi verilen kiguk membran
yapilarinin uzamasiyla meydana gelen ¢ift kath membran yapisindaki vezikullerdir.
Bu membranlar ER’den, mitokondrilerin dis membranindan ya da plazma
membranindan meydana gelirler ve iglerine pargalanacak olan molekulleri alirlar.
Daha sonra otofagozomlar lizozomlarla birlesirler ve otolizozomlari meydana

getirirler ve boylece igerik, lizozomal enzimler tarafindan yikima ugrar.

Otofaji ile baglantili proteinlerin buyuk bir kismi Atg (Autophagy related proteins)
olarak adlandirilmistir ve mayalar Uzerinde yapilan detayh c¢alismalar sonucu
gunumuzde 30’dan fazla Atg geni tanimlanmistir (Xie and Klionsky, 2007; Yamada
and Singh, 2012). Bu Atg proteinleri, otofajinin uyariimasi, gekirdek kompleksinin

olusumu, otofagozom olusumu ve kargo tanimlanmasi gibi adimlari duzenleyerek
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temel otofaji fonksiyonlarini gergeklestirirler (He and Klionsky, 2009). Otofaji cogu
memeli hiucrelerinde temel seviyede gergeklesmekte, stres ve aglik durumlarinda
ise ¢cok kuvvetli bir sekilde upregule olmaktadir.

2.4.3.1. Otofagazom Olugsumu

Otofajinin gergeklesmesi ve otofagozom olugsumu igin Beclin’in (mayada Atg6)
bagli oldugu partneri Bcl-2’”den ayrilmasi ve yeni bir ¢ekirdek kompleksinin
olusmasi gerekir (He and Klionsky, 2009; Singh and Cuervo, 2011). Beclin’'nin
serbest kalmasi Atg14 (Vps15) ve lipid kinaz Vps 34 ile gegici bir kompleskin
olusmasina sebep olur. Boylece fonksiyonel fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)
kompleksi olusmus olur. Bu kompleksin lipid kinaz aktivitesi ile diger Atg
molekullerinin  ¢ekirdek  kompleksini  hedeflemesine  olanak saglayan
fosfotidilinositol 3-fosfat Urlinu olusur (Sekil 2.12).

Baslangic kompleksi Konjugasyon kaskad

Makrootofaji
® N« Bcl-2 Atg7
Bcl-2 Beclin / ®Atg12
LC3-I v Atg10
Vpes Atg5
vps34 Beclin ‘Ath ?‘:nAtg12 Aminoasitler
vps30 Yag asitleri
Class Il PI3K . ¥ ©Ag16 ?
! LC3 - ® %
VW
o
PE -
| A
Cekirdek Atgg  Otofaji

kompleksi membran Otofagozom  Lizozom

Sekil 2.14. Otofajinin molekuler bilegenleri (Yamada and Singh, 2012)

Bir transmembran olan Atg9 cekirdek kompleksine katilarak membran olugsumuna
katki saglar (Chang and Huang, 2007). Bagimsiz iki ubikitin benzeri sistem Atg5-
Atg12 ve Atg8 veya memelilerde LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain

3)’Un aktivasyonu membran uzamasina ve otofagozomun olugsumuna Kkatilir.
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Ubikitin benzeri Atg12, Atg5 ve Atg12’'nin kovalent olarak birbirine baglanmasini
saglayan Atg7’nin varligina ihtiyag duyar. Ardindan Atg12’ye baglanmis Atg5,
Atg16 ile de birleserek izolasyon membraninin dig ylzeyine baglanir.

Buna paralel olarak otofagozom olusumu i¢in LC3 proteininin, bir
fosfotidiletanolamin (FE) yad molekuline kovalent olarak baglanmasi so6z
konusudur ve Atg12, Atg5 ve Atg16'nin olusturdugu kompleks LC3’Un FE’ye
baglanmasi igin gereklidir. Oncelikle LC3’Un karboksil ucundaki bes amino asit
Atg4 proteazi tarafindan kesilir ve sondan 6. amino asit olan glisin ortaya c¢ikar.
Atg7’nin aktive ettigi LC3 Atg3’e transfer edilir ve FE ile baglanir. LC3'Un FE’ye
baglanmasi otofaji olusum merkezine zar taginmasi ve membran uzamasi igin
gereklidir. Atg4 kesecik olusumu gergeklestikten sonra LC3 proteinlerini yagdan
kopartarak tekrar kullanima hazirlar. Otofagozom olustuktan sonra ge¢ endozom
ve lizozomla birleserek tasidigi kargonun pargalanmasina yol acar. Kargo igerigi
lizozomal enzimler tarafindan yikildiktan sonra sindirim sonrasi ortaya c¢ikan
aminoasitler, yag asitleri gibi yapitaglari tekrar kullanim igin hicreye kazandirilir
(Oz Arslan vd., 2011; Yamada and Singh, 2012).

%

m Plazma\
Endositoz membrani

Endozom @ (Heterofaiji)

Otofagozom A

O leozom

O °
Fagofor
w4

C Makrootofajl

Sitoplazma

Otolizozom

Sekil.2.15. Otofagozom olugsumu (Cao and Klionsky, 2007)
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2.4.3.2. Otofaji ve Radyoterapi

iyonize radyasyon ve kemoterapi gibi glinimiizde uygulanan kanser terapilerinin
tumor hucrelerinde otofajiyi indukledigi bilinmektedir. Ancak otofajinin, hlcrenin
icerigine ve tedavinin tipine bagli olarak, kanser tedavisine cevapta hucrenin
hayatta kalmasini ya da hicrenin olimund tegvik edici ¢ift yonlu bir rolt vardir
(Zeng and Kinsella, 2011). Otofaji, yaslanmis protein ve sitoplazmik organellerin
degredasyonu sonucu hucrede geri donusumu saglayarak hiucresel homeostazin
saglanmasinda gorevli olmasi sebebiyle, tumdr hucrelerinin donigumu gibi bazi
stres kosullarinda hucrenin hayatta kalmasini saglamaktadir (Palumbo and
Comincini, 2013). Kanser hucrelerindeki otofajinin bazal seviyede artmasinin
terapi direncine katki sagladigi dusundlse de, otofajinin  uzun sdreli
aktivasyonunun hucresel degredasyonu saglayarak hucrenin olumune yol agtigi
sonucuna variimistir (Yao et al., 2003; Shintani and Klionsky, 2004; Apel et al.,
2009; Kuwahara et al., 2011). Iyonize radyasyona maruz kalma sonucunda insan
glioblastoma hucrelerinin apoptotik olmasindan ziyade otofajik olmalari, otofajinin
radyasonla induklenen diger bir hucre 6lum tipi oldugunu ortaya gikarmistir.

2.5. Biyolojik Dozimetre ve Biyobelirtecler

Radyasyonun varligi bilinen duyu organlar ile algilanamaz. Radyasyonun
varliginin algilanmasi icin radyasyonu olgen hassas cihazlarin varligina ihtiyac
vardir. Radyasyon miktarinin belirlenmesi icin kullanilan cihazlara genel olarak
dozimetre denilmektedir.

Dozimetreler fiziksel ve biyolojik dozimetreler olarak ayrilir. Radyasyonla galisan
gruplarin mutlaka fiziksel dozimetre g¢esidi olan Film, Cep ve Termoluminesan
dozimetrelerden birini tasimalari gerekmektedir. Bu dozimetrelerin 6lgim
yapabilmesi icin kigilerin bu dozimetreleri Uzerlerinde bulundurmasi gerekir. Ancak
herhangi bir radyasyon kazasi sonucu buyuk kitlelerin maruz kaldigi radyasyon
durumlarinda bu fiziksel dozimetrelerin kisilerin Uzerinde bulunmamasi ve
canlilarin radyasyona olan duyarhliklarinin farkli olmasi biyolojik dozimetreyi
onemli kilmaktadir. Uluslararasi Atom Enerjisi Ajansi (IAEA) radyasyon kazasi
durumlarinda, fiziksel dozimetre ile birlikte biyolojik dozimetrenin de bagimsiz

olarak kullanilmasini o6nermistir (Coskun, 2003). Biyolojik dozimetre, kigilerin
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absorbe ettikleri radyasyon dozunun biyolojik belirleyiciler kullanilarak ortaya

cikarilmasina denir.

Periferal kan lenfositlerinin iyonize radyasyona ¢ok duyarli oldugu bilinmektedir
(Amaral, 2005). Periferal kan lenfositelerinin kromozom aberasyon calismalari en
sik kullanilan yontemler arasindadir (Bender, 1964; Bender et al., 1988; Lloyd et
al., 2000). Hucre siklusunun bélinmeyen bir fazinda (G0) bulunan ve uzun émdarli
olan T lenfositler radyasyona maruz kalma sonrasinda dogru sonuglarin elde
edilmesini saglamaktadir (Ramalho et al., 1995). Lenfositler biyolojik dozimetre
calismalar icin; Oornek almanin kolay olmasi ve tum viacudu temsil etmesi,
radyasyona karsi ¢ok duyarli olmalari, vicudun herhangi bir yerinde olusan hasari
dolasan kana tagimalari, dolagimda bdlinme olmayan GO fazinda olmalari, doku
kultard ortaminda kolayca bolunebilmeleri ve senkronize (ayni anda ayni fazda)
hucreler olarak bolinmeye gecebilmeleri agisindan dnem tasimaktadir (Moorhead
et al., 1960; Koksal et al., 1996; Awa et al., 1991).

Herhangi bir radyasyon kazasi sonrasinda veya radyasyon tedavisi
uygulamalarinda bireylerde meydana gelen hicresel cevabi anlamak ve maruz
kalinan dozu ve dozun biyolojik etkisini tespit etmek agisindan biyobelirtegler
oldukga onemli olabilir. Guncel galismalar bu dogrultada biyobelirtegleri tespit
etmeye yoneliktir (Blakely et al., 2001, Amundson et al., 2012). Bu amagla en sik
kullanilan biyobelirtecler olan sitogenetik analizler hizli sonuglar vermemekte,
ancak bu durumlar i¢in uygunlugu sebebiyle daha hizli sonug verebilecek testler
geistiriimeye calisiimaktadir (Amundson et al., 2001). Diger bir analiz olan
mikronukleus (MN) analizi ise halen biyoizleme calismalarinda yaygin olarak
kullaniimaktadir (Thierens et al., 2002).

Yapilan yeni galigmalar kiginin radyasyon duyarhligina bagli olarak hizli sonuglar
verebilmesi acgisindan gen ifadesi biyobelirteclerinin ve biyobelirte¢ olarak
kullanilacak gen setlerinin geligtiriimesi Gzerinedir (Grace et al., 2002; Amundson
et al., 2012). Cucinotta iyonize radyasyona maruz kalmis hucrelerin kaderinin gen
ifadesindeki degisikliklere bagli olabilecegini 6ne surmustur (Cucinotta, 2002).
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2.6. Kantitatif Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Klasik Polimeraz Zincir Reaskiyonu (PZR) analizinden farkli olarak, Kantitatif
reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (QRT PZR) hedef nukleik
asitlerin miktari igin gerekli verileri sunmaktadir. QRT PZR sonucunda olusan Urun
miktari, reaksiyon suresince olugsan urun miktar ile orantili olarak artar ve bu
miktar floresan boya ve problarin verdigi sinyalin monitorden izlenmesiyle anlasilir.
Floresan sinyalinin ilk onemli artisi, hedef DNA’nin baslangigtaki miktar ile
iligkilidir (Ahmed, 2002). Son yillarda artan cihaz sayisi ve floresan prob sistemi ile
QRT PZR teknolojisi de surekli olarak yenilenmekte ve gelismektedir. Q-RT PZR

molekuler genetik alaninda yapilan galismalar basta olmak Gzere:

* Biyolojik materyallerden elde edilen DNA’'nin kopya sayisini sayisal degere
donustirme ve mRNA’larin duzeyini sayisal olarak belilenmesinde,

* Gen ifadesinin belirlenmesinde,

* Kanser arastirmalarinda ve tanisinda, kanserle baglantili 6zgun gen

duzeylerinin saptanmasini igeren onkolojik ¢alismalarda,
* DNA hasarinin belirlenmesinde,
* Metilasyon arastirmalarinda,
* Tek nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde,
e SNP analizinde,
* Patojen tespitinde,
* llag endstrisinde,
* Genotiplemede ve adli tipta,
* Genetigi degistirilmig organizmalarin tanimlanabilmesinde,
* Dogum oOncesi tani galismalarinda,

* Kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizinde
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* Biyoterorist saldirilarin erken saptanmasinda kullaniimaktadir (Kubista et
al., 2006, Midilli ve Turkoglu, 2008; Gunel ve Aydinli,2009).

Q-RT PZR'da iki kantitasyon tipi vardir. Bunlar relatif (Goreceli) ve Absolut
(Mutlak) kantitasyondur.

Relatif (Goreceli) Kantitasyon, hedef genin referans gene gore relatif ifadesine
dayanir. Gen ifadesindeki fizyolojik degisiklikleri aragtirmak igin relatif ifade

orani gogu durum igin uygundur (i¢ kontrol).

Absolut (Mutlak) Kantitasyon, bilinen konsantrasyonda standart DNA
molekuline (rekombinant plazmid DNA'’si, genomik DNA vs.) dayanan

kalibrasyon egrileri kullanilir (dis kontrol).
Q-RT PZR’in farkl evreleri vardir (Sekil 2.15). Bu evreler:

e Urdniin olugtugu ancak floresan arka plan seviyesinin altinda kaldigi

baslangi¢ fazi;

e Urlnin Gssel birikimiyle fldresans arkaplan seviyesinin lzerine giktigi
ve floresan miktarinin amplifiye olan Urin miktariyla dogru orantili

olarak yukseldigi logaritmik faz;

* DNA veya floresan miktarinda reaksiyon bilesenlerinin (primer, taq
polimeraz vs.) tukenmesinden dolayl anlamli artisin olmadigi plato
fazidir (Ginzinger, 2002).

Q-RT PZR duruinundeki ilk anlamh artisin oldugu nokta esik-deger dongu
(Threshold Cycle= CT) olarak adlandirilir ve istatistiksel olarak arkaplan
floresaninin 6nemli Olgude Ustunde floresan olusan noktadir (Sekil 2.15).
Kantifikasyonda onemli bir parametre olan CT, Ussel fazda tespit edilir.
Amplifikasyon logaritmik c¢izildiginde lineer kismin ortasina denk gelir. Arkaplan
floresanin biriktigi ancak cihazin tespit edebilecegi degerin altinda kaldigi PZR
dongulerinin oldugu kisimdir. Threshold degeri ise esik degeridir ve esik degeri
Uzerindeki sinyaller bir ornek icin egsik degeri dongusu Uzerinde dusunulen

gercek sinyaller olarak ifade edilir.
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Plato fazi
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Ornek

Floresan

Threshold CT Logaritmik faz
Arkaplan Kontrol drnegi
0 20 40

PZR déngl sayisi

Sekil 2.16 Q-RT PZR cevap egrileri. Arkaplanin Uzerinde bir egik seviyesi ve
esige ulasmak icin  gereken  dongulerin  sayilari  gOsterilmigtir
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechQPCR.shtml).

Yontemin hassasiyeti, amplifikasyon reaksiyonunu olusturmak ve izlemek igin
kullanilan kimyasal yontemlere ve olugsan sinyali gozlemlemek igin kullanilan
cihaza baghdir. Ticari olarak sayisi artan cihazlarin arasindaki temel fark
“eksitasyon” ve “emisyon” dalga boylari, hizi ve ayni anda paralel gidebilen
reaksiyon kapasiteleridir (Gunel, 2007). Bu amag igin gelistiriimis pek c¢ok
kimyasal vardir: inter kalatér boyalar (etidiyum bromiir, SYBR Green |), hidroliz
problari (TagMan Prob), hibridizasyon problari (FRET problari, molekuler

fenerler, scorpions vb.).
2.6.1. interkalatér Boya Metodu

Etidiyum bromure gore daha az toksik, daha spesifik, ve daha duyarl floresan
bir dsDNA interkalator ajani olan SYBR Green | boyasi ilk olarak etidiyum
bromur yerine, Higuchi ve arkadaslari tarafindan (1992, 1993) Q-RT PZR
reaksiyonunda  kullanilmigtir ~ (Haugland, @ 2002). Boya ssDNA'ya

baglanamazken dsDNA’'ya baglanir ve sonugta floresan yayimi (eksitasyon
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254 ve 488 nm, emisyon 560 nm) ortalama 800 ile 1000 kat artar.
Amplifikasyon gercgeklestikge artan DNA miktarina bagli olarak fléresan sinyali
artmaya baslar. Ancak bu yontemin dezavantaji SYBR Green | molekulinun
spesifik olmayan DNA'yr da tanima ihtimalidir. Yani, reaksiyonda bulunan
spesifik veya spesifik olmayan PZR urunleri ve primer-dimerleri de dahil olmak
Uzere tum dsDNA drunlerinin miktari olgulmektedir. Bu sorunu asmak igin
erime egrisi (melting curve) analizi yapmak mumkundur. Erime egrisi
analizinde, PZR’in en son agamasindan sonra elde edilen PZR drunleri, duguk
hizda eritilir. dsDNA birbirinden ayrilmaya basladiginda floresan boya serbest
kalir ve okunan floresan miktari duger. Her bir DNA'nin belirli bir erime sicakligi
(Tm) oldugundan dolayi, spesifik olmayan urunlerin veya primer dimerlerinin
Tm’leri farklihk gosterir. Erime sicakligi ¢cogalan DNA parcgalarinin uzunluguna
ve icerdigi GC/AT oranina baglidir. Sonugta, spesifik olmayan dsDNA’larin
toplam olgimden c¢ikarilmasi mumkun olur ve istenilen dsDNA’nin fléresan

Olcimu tespit edilebilir.

SYBR Green boya DNA cift iplikli
oldugunda DNA'ya baglanabilir

. 0
0

DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrildiginda
SYBR Green boya serbest hale gecer

0

Polimerizasyon tamamlandiginda SYBR
Green boya c¢ift iplikli DNA'ya baglanir ve
floresan 1s1ma yapar

Sekil 2.17. Syber Green | yontemi (Gunel, 2007)
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2.6.2. TagMan Prob Methodu

TagMan prensibinde, problarin & wucunda raportor florokrom (6rn., 6-
carboxyfluorescein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (6rn., 6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Probun 3’ ucu bloke
oldugu icin prob primer gibi uzamaz. Hedef DNA'nin varliginda prob, PCR
reaksiyonu boyunca spesifik olarak sag ve sol primer bdlgeleri arasina
baglanir. Reaksiyon basinda raportor boyanin baskilayici boyaya yakinligi
sebebiyle, Ozellikle Forster tipi enerji transferinden dolayi, haberci floresan
baskilanir (Forster, 1948; Lakowicz, 1983). Yontem, Taq polimerazin 5-3’
ekzonlUkleaz aktivitesini probu degrade etmek icin kullanma prensibine
dayanmaktadir. Sayet prob hedef DNA ile hibridize olmug ise prob, primerlerin
uzamas! sirasinda degrade olur. Primerlerin uzamasi prob’un baglandigi
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Tag DNA polimeraz
enzimi 5 —3’ nukleaz aktivitesini kullanarak probu 5 ucgtan yilkmaya baglar.
Boylece, raportor serbest kalir ve floresan isima yapar. Fléresan amplifikasyon
arttikga degrade olan problarla birlikte artar (Sekil.2.17).Florejenik problar igin
0zel gereksinim 5’ ucunda G bazinin olmamasidir. Haberci boyaya bitisik G

bazi kesimden sonra bile haberci floresani sondurdr.
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R:Raportor

Polimerizasyon Q:Baskilayici

Forward primer Q Prob 9
. . > 3'
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Zincir degisimi
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Reverse primer

N

)
3 5
5 3
=
Degradasyon
.9
5 > 2
3 5
4
< 5
Polimerizasyonun
tamamlanmasi 9
S >
- - = :\ =
7
3 5'

3
5

N

Sekil 2.18. TagMan prob metodu. Yontemde problarin 5" ucunda raportor
florokrom 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunmaktadir.

(www.asuragen.com/Services/services/gene_expression/ab_tagman.aspx)

2.6.3. FRET Prob Methodu

Bu yontem igin kullanilan problarda 3’ ucunda floresan isaretli boya (donor), 5'
ucunda alici boya (acceptor) bulunmaktadir. Hibridizasyon problari gift olarak
tasarlanir ve ciftlerden biri verici boya (3’-Floresein), digeri ise alici boya (5'-
Red-640 veya 5’-Red-709) ile isaretlenir. Amplifikasyon sirasinda bu iki prob
hedef nukleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi
olur (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor”

boyadan “acceptor” boyaya transfer edilir. Problar hedef DNA’nin birbirine
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yakin bolgelerine hibridize olacak sekilde tasarlanir (genellikle iki baglanma
bdlgesinin arasinda 1-5 nukleotidlik bosluk olur). Eger iki prob da hibridize olur
ise, iki boya da birbirine yakinlagir ve FRET alici boyasi flourometre ile
Olculebilen sinyale neden olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan fléresan

miktari PCR suresince olusan uriin miktari ile dogru olarak artmaktadir.
2.6.4. Molekuler Boncuk (Molekuiler Beacon) Yontemi

Molekuler boncuk problari sag tokasi yapisindadir. Yapinin yuvarlak u¢ kismi
cogaltilacak hedef DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igerirken
govde dizisi kendi icinde tamamlayicidir. Probun 5’ ve 3’ uglarinda raportor ve
baskilayici boyalar bulunur. Sag tokasi yapisi kapandiginda baskilayici boya
diger boyanin floresanini engeller. Ancak prob hedef DNA dizisine hibridize
oldugunda konformasyonu degisir, duz ve ¢ift zincirli hale geger. Bu yapi
termodinamik olarak sag¢ tokasi yapisindan daha kararlidir. Baskilayici boya

raportor boyadan uzaklasacagi igin floresan sinyal vermeye baslar.
2.6.5. Scorpions Prob Yontemi

Scorpions olarak adlandirilan prob ailesi sa¢ tokasi yapisi igeren spesifik prob
dizilerinden olusur (Thelwell et al., 2000). Bu yontemde probun 5’ ucuna bagli
floresan sinyal Ureten florofor, sa¢ tokasi konfigurasyonunda 3’ ucuna bagl bir
boya ile sonduralir. Bu yapi primerin S’'ucuna baglanmigtir. Primer uzamasini
takiben spesifik prob ayni DNA ipligi Uzerinde kendi tamamlayici dizisine
baglanir ve sa¢ tokasi yapisi ¢ozulmus olur. Bu sekilde floresan i1sima

meydana gelir. Bu yontemde primerden ayri bir proba ihtiya¢ yoktur.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi:

Kan ornekleri, Ankara Universitesi Tip Fakdltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dali‘na radyoterapi tedavisi amaciyla bagvuran c¢esgitli kanser hastalarindan elde
edildi. 50 kanser hastasinin her birinden radyoterapi gormeden once ve
radyoterapinin 5., 15. ve 25. gunlerinde olmak Uzere Lityum-Heparin igeren tuplere
3-4 ml olacak sekilde toplamda 4 tup kan toplandi. Radyoterapi goren hastalara
radyasyon dozu fraksiyonlu olarak verildi. Hastalarin kanser turine gore
vucudunun farkli bolgelerinin lokal olarak fraksiyonlu gekilde birinci hafta sonunda
1 Gy, uguncu hafta sonunda 3 Gy ve besinci hafta sonunda 5 Gy toplam doz aldigi
tedavi yapan kisi tarafindan bildirildi. Calisma igin gerekli etik kurul izini ve
calismaya dahil olan kigilerden bilgilendirilmis onam belgesi alindi.

Doz-cevap egrisi ¢ikarabilmek amaci ile herhangi bir hastaligi olmayan, sigara
kullanmayan geng ve saglikli 10 gonallunan periferik kanlari venipunkttr araciligi
ile toplandi ve her hastanin kan 6rnegi 5 ayri Lityum-Heparin iceren tupe bolundu.
ilk tip kontrol olarak ayrildi, diger dort tip sabit gama kaynagi kobalt 60 (Co®)
kullanilarak iyonize radyasyona maruz birakildi. Her bireye ait dort farkli tup
0,0327 kGy/s doz hizina gore hesaplanarak 0,1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy ve 3 Gy dozlarda
Isinlandi.

3.2. Kandan Lenfositlerin Ayrigtiriimasi

Radyoterapi hastalari ve saglikh bireylerden toplanan periferal kanlardan lenfosit

izolasyonu yapildi ve bu amagla Histopaque 1077 kullanildi.

Lenfositlerin Ayristiriimasi:

1. 15 ml'lik falcon tupu igerisine 3 ml Histopaque-1077 eklendi ve Histopaque-
1077 oda 1sisina gelene kadar beklendi. Histopaque uzerine dikkatlice 3 ml (esit
hacimde) kan eklendi. Oda isisinda 400 x g’de 30 dakika santrifuj edildi.

2. Santrifugasyon sonunda histopaque tabakasinin Uzerinde yer alan bulutsu
gorunumdeki lenfosit tabakasi temiz bir tipe aktarildi.
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3. Temiz tupe alinan lenfosit tabakasi Uzerine 10 ml PBS (Phosphate Buffered
Saline) ¢oOzeltisi eklendi ve yavasga karistirildi. 250 x g’de 10 dakika santrifij
edildi.

4. Santrifugasyon sonrasinda supernatan uzaklastirildi. Pelet Gzerine 0.5 ml PBS
eklendi veya RPMI 1640 besiyerinde sulandirildi.

5. Histopaque-1077 ile ayristirilan hucreler 3000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilerek c¢okturuldu. Supernatan uzaklastirldi ve pelet 350 pyl RNAprotect Cell
Reagent (Qiagen) igerisinde ¢ozuldu. Bu sekilde ortamda bulunan RNA'lar yikima
kargi korunmus oldu.

6. Hucre ve RNAprotect Cell Reagent karigimi 30°C’de 1 gun, oda isisinda (15-
25°C) 7 gune kadar, 2-8°C’de 4 haftaya kadar ve -20°C veya -80°C’de arsiv olarak
saklandi.

3.3. mRNA izolasyonu

RNAprotect Cell Reagent (Qiagen) icerisinde kararli hale getiriimis olan
hidcrelerden RNeasy Plus Mini Kit ile RNA Purifikasyonu yapildi. Bu amagla
uygulanan protokol goyledir:

1. RNAprotect Cell Reagent icerisinde bulunan hucreler 5 dakika 5000 x g'de
santrifuj edildi.

2. Santrifugasyon sonrasinda supernatan tamamen uzaklastirldi.

3. Pelet tupe hafifge vurularak gevsetildi. Bu islem peletin 4. basamakta RNA

¢o6zulmesini kolaylastirdi.

4. Peletin Uzerine daha o6nceden igerisine B-ME ilave edilmis olan 350 uyl RLT
Plus tamponu eklendi. Peletin vortekslenerek tamamen ¢ozulmesi saglandi ve

hizla 5. basamag@a gegildi.

5. Elde edilen lizat pipetle ¢ekilip birakilarak homojenize edilmesi saglandi.
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6. Homojenize edilmig lizat, 2 ml toplama tupune yerlestiriimis gDNA eliminator
spin kolonuna aktarildi. 30sn 28000 x g (210,000 rpm)de santrifuj edildi.
Santrifigasyon sonrasinda kolon atildi ve akan sivi saklandi.

7. Toplanan siviya 1 hacim %70 etanol eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi.
(RNA saflastirmasi sirasinda, etanol eklenmesinden sonra g¢okeltilerin

gorulebilmesi iglemi etkilememektedir).

8. Etanol eklenmesi ile olusan 700 pl'lik sivi sayet ¢okelti olustuysa bu ¢okeltiyi
de icerecek sekilde 2 ml’lik toplama tupune yerlestiriidi ve RNeasy spin
kolonuna aktarildi. Kapagi nazik¢e kapatildi ve 15 sn 28000 x g (210,000

rpm)’de santriftj edildi. Toplanan sivi atildi.

9. Toplama tupu 9.basamakta tekrar kullanildi. Eger o6rnek hacmi 700 pl'yi
gegiyorsa, ardisik aliquotlari ayni RNeasy spin kolonunda santriftj edildi.
Toplanan sivi her santrifigasyondan sonra atildi.

10.RNeasy spin kolonuna membrana baglanmig RNA’nin yikanmasi igin
kullanilan 700 pl RW1 tamponu eklendi. Kapagi nazikge kapatilarak ve 15 sn
28000 x g (210,000 rpm)’de santrifuj edilerek spin kolon membrani yikandi.
Toplanan sivi atild1.

11.Toplama tupu 10. basamakta tekrar kullanildi.

12.RNeasy spin kolonuna dnceden igerisini etanol ilave edilmis olan 500 yl RPE
tamponu eklendi. Bu tampon membrana baglanmig RNA'nin yikanmasi igin
kullanildi. Kapagi nazikge kapatildi ve 15 sn =8000xg (210,000 rpm)de

santrifij edilerek spin kolon membrani yikandi. Toplanan sivi atildi.
13.Toplama tlpu 11. basamakta tekrar kullanildi.

14.RNeasy spin kolonuna 500 pyl RPE tamponu eklendi. Kapagi nazikge kapatildi
ve spin kolon membranini yikamak i¢in 2 dak. 28000 x g (210,000 rpm)’de
santrifuj edildi. (Uzun sureli santrifugasyonlar spin kolon membranini kurutur,
boylece etanolin RNA elusyonu sirasinda aktarilmadigindan emin olunur.
Kalinti etanol sonraki reaksiyonlarda etkilesebilir).
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15.RNeasy spin kolonu yeni bir 2 mllik toplama tupune yerlestirildi ve eski
toplama tupu toplanan sivi ile birlikte atildi. Tam hizda 1 dak. santrifyj edildi.
Bu basamak olasi herhangi RPE tamponu naklini engellemek veya 11.
basamaktan sonra RNeasy spin kolonunun etrafindaki kalinti toplama sivisini
uzaklastirmak igin yapildi.

16.RNeasy spin kolonu yeni bir 1,5 ml’lik toplama tupune yerlestirildi. Dogrudan
spin kolon membranina 50 pyl RNase free su eklendi. Kapagi nazikge
kapatilarak 1 dak. 28000 x g (210,000 rpom)’'de RNA'y1 elue etmek igin santrifyj
edildi.

17.Eger beklenen RNA eldesi >30 ug ise 13. basamak tekrar 30-50 yl RNase free
su eklenerek veya 13. basamaktaki elisyon kullanilarak (eger yuksek RNA
konsantrasyonu gerekiyorsa) tekrarlandi. 13. basamaktaki toplama tupu tekrar
kullanildi. (Eger 13. basamaktaki elusyon kullaniyorsa, RNA eldesi, ikinci bir
hacim RNase-free su kullanilarak elde edilenden %15-30 daha az olacak,
ancak son RNA konsantrasyonu daha yuksek olacaktir).

3.4. RNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi:

RNeasy Plus Mini Kit ile izolasyon sonrasinda elde edilen RNA Oornekleri
GeneQuant 1300 (GE Healthcare) spektrofotometre kullanilarak 260 nm’de
kuvartz kuvet ile 1/40 sulandirilarak olguldu. 280/260 nm oranina gore safliklari
degerlendirildi. Olgim sonrasinda her RNA 6rneginin konsantrasyonu reverse-
transkripsiyon igin 1000 ng/ml olacak sekilde ayarlandi. Ornekler bu basamaktan

sonra kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.
3.5. Q-RT PZR i¢in Genomik DNA Eliminasyonu

cDNA eldesi igin reverse transkripsiyon basamagini uygulamadan 6nce, mRNA
orneklerinde genomik DNA kontaminasyonunu engellemek igcin genomik DNA
eliminasyon reaksiyonu gergeklestirildi.
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Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu:

. Izolasyondan sonra -80°C’de saklanan kalip RNA o6rnekleri buz Ustiinde
eritildi. gDNA Wipeout Tamponu ve RNase-free su oda isisinda (15-25°C)
eritildi.

. Her bir ¢oOzelti tipu yavasga karigtirildi. Tuplerin ¢eperlerinde birikmis siviyi

toplamak icin kisa sureli santrifuj edildi ve buz Gstiinde saklandi.

. Cizelge 3.1’e gore genomik DNA eliminasyon reaksiyonu buz Ustunde
hazirlandi. Reaksiyon karigimi hazirlanirken her bir RNA 06rneginin
konsantrasyonunu 1000 ng/ml olacak sekilde ayarlayabilmek igin hesaplanan
miktarlarda kalip RNA ve su eklendi. Genomik DNA eliminasyon reaksiyon

bilesenleri karistirildi ve buz tstiinde saklandi.

. gDNA wipeout reaksiyonu 42°C’de 2 dakika inkube edildi. Daha sonra 6rnek

karisimlari hemen buz Usttine alindi.

Cizelge 3.1. Genomik DNA eliminasyon reaksiyon bilegenleri

(1pg’a kadar)

Bilesen Hacim/reaksiyon Son konsantrasyon
7x gDNA Wipeout 2 ul 1x

Tamponu

Kalip RNA Degisebilir

RNase-free su

Degisebilir

Toplam Hacim

14

3.6. cDNA Eldesi icin Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu

Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu sonrasinda elde edilen (14 pl) karisim

Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanildi.
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Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu:

1. Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript RT Tamponu, RT Primer
Karisimi ve RNase-free su oda isisinda (15-25°C) eritildi.

2. Her bir ¢gozelti tipU yavasca karistirildi. TUplerin ¢eperlerinde birikmis siviyi
toplamak icin kisa sureli santrifij edildi ve buz Gstiinde saklandi.

3. Cizelge 3.2'ye gOre reverse-transkripsiyon master karisimi buz dstinde
hazirlandi. (Reverse-transkripsiyon master karigimi, kalip RNA hari¢ ilk-zincir
cDNA sentezi igin gerekli olan tum bilegenleri icermektedir).

4. Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen (14 pl) kalip

RNA, reverse-transkripsiyon master karisimi iceren tipe eklendi.

5. Tupler 42°C’'de 20 dak. inkube edildi. Bazi nadir durumlarda (6r; RT-PZR
arinu 200 bp’den uzunsa veya yuksek derecede sekonder yapisi olan RNA’lar
analiz ediliyorsa), inkibasyon suresini 30 dak. kadar arttirmak cDNA eldesini

arttirabilir.

6. Quantiscript Reverse Transkriptazi inaktive etmek igin 95°C’de 3 dak. inkibe
edildi. Bu basamaktan sonra reverse-transkripsiyon reaksiyonlari uzun sure

saklamak icin -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.2. Reverse-Transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim/reaksiyon | Son konsantrasyon
Quantiscript Reverse Transkriptaz 1 ul
5x Quantiscript RT Tamponu 4 ul
RT Primer Karisimi 1 ul 1x
Kalip RNA (genomik DNA 14 ul
eliminasyon reaksiyonu)
Toplam hacim 20 pl -
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3.7. Cift-isaretli Problar Kullanarak Q-RT PZR ve iki Basamakh RT-PZR

Protokolii

Q-RT PZR reaksiyonu igin elde edilen cDNA ornekleri spektrofotometrede kuvartz

kuvet kullanilarak 260 nm dalga boyunda ol¢uldu ve konsantrasyonlari 200 pg/ml

olacak sekilde ayarlandi.

Q-RT PCR reaksiyonu:

1.

2x QuantiFast Probe PZR Master Karigimi, kalip cDNA, primer ve prob
cozeltileri ve RNase-free su eritildi.

Her bir ¢ozelti tupUu yavasca karistirildi. TUplerin ¢eperlerinde birikmis siviyi

toplamak icin kisa sureli santrifuj edildi.

Cizelge 3.4’e gore bir reaksiyon karigimi hazirlandi. Kullanilan polimeraz
enziminin Hot start Ozelligi nedeniyle, reaksiyon hazirhgr veya Q-RT
donguleyicinin programlanmasi sirasinda orneklerin buz Ustinde tutulmasina

gerek kalmadi.

Hazirlanan reaksiyon karisimi iyice karigtirildi ve uygun hacimlerde PZR
tuplerine dagitildi.

. cDNA ornekleri (<200ng/reaksiyon) reaksiyon karigimini iceren her bir PZR

tiplne eklendi. Iki-basamakli RT-PZR igin, eklenen cDNA hacmi
(sulandirlmamis  RT reaksiyonundan) son PZR hacminin  %10’unu
gegcmemelidir.

. Q-RT donguleyici Cizelge 3.4’de verilenprograma gore programlandi. Veri

eldesi, birlestiriimis annealing/extension basamaginda yapildi.

7. PZR tupleri Q-RT donguleyiciye yerlestirildi ve donguleme programi baglatildi.
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Cizelge 3.3. Q-RT PZR i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Gen

Primer/Prob Dizileri

B2M

Forward primer 5-GAGTATGCCTGCCGTGTG-3’
Reverse primer 5-AATCCAAATGCGGCATCT-3’
Prob 5-FAM-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC-BHQ1-3’

GAPDH

Forward primer 5-CCACTCCTCCACCTTTGAC-3’
Reverse primer 5-AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3’
Prob 5’-HEX-TGGCTACAGCAACAGGGT-BHQ1-3’

GRP78

Forward primer 5-TCCTGCGTCGGCGTGT-3'’
Reverse primer 5-GTTGCCCTGATCGTTGG C-3’
Prob 5’-HEX-AAGAACGGCCGCGTGGAGATCAT-BHQ1-3’

ATG5

Forward primer 5'-TCTGGATGGGATTGCAAAATG -3’
Reverse primer 5-TTTCTTCTGCAGGATATTCCATGA -3’
Prob 5’-FAM-ATTTGACCAGTTTTGGGCC -BHQ1-3’

LC3

Forward primer 5-ATGTCAACATGAGCGAGTTGGT -3
Reverse primer 5-CTGGTTCACCAGCAGGAAGAA -3’
Prob 5-FAM-AAGATCATCCGGCGCCGCC -BHQ1-3’

ATF4

Forward primer 5-TGGCTGGCTGTGGATGG -3
Reverse primer 5-TCCCGGAGAAGGCATCCT-3
Prob 5’-TET-TGGTCAGTCCCTCCAACAACAGCAAG- BHQ1-3’

XBP1

Forward primer 5-GCGCCTCACGCACCTG -3
Reverse primer 5-GCTGCTACTCTGTTTTTCAGTTTCC-3’
Prob 5’-HEX-CCCCGAGGAGAAGGCGCTGAG-BHQ1-3’

GADD153

Forward primer 5-GGAGAACCAGGAAACGGAAAC-3’
Reverse primer 5-TCTCCTTCATGCGCTGCTTT-3’
Prob 5-FAM-AGTGGTCATTCCCCAGCCCGG-BHQ1-3’
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Cizelge 3.4. Q-RT PZR reaksiyon karigimi

Hacim/reaksiyon

. Fast veya 384-kuyucuklu Son
Bilesen
kapiller blok konsantrasyon
2x QuantiFast Prob PZR
10 pl 5yl 1x
Master Karigimi
Primer A Degigken Degigken 0.4 uM
Primer B Degigken Degigken 0.4 uM
Prob Degigken Degigken 0.2 yM
Kalip DNA veya cDNA Degigken Degigken <200ng/reaksiyon
RNase-free su Degisken Degisken
Toplam reaksiyon hacmi | 20 pl 10 pl
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Cizelge 3.5. Q-RT PZR donguleyici kosullari.

Basamak Zaman Sicaklik | Ramp hizi Ek yorumlar

PZR ilkin aktivasyon basamagi

HotStartTaq Plus
DNA Polimeraz bu
Azamilhizli | g1tma basamaginda
mod aktive edilir

Denaturasyon 3 dak 95°C

iki-basamakli déngiileme Dongu sayisi kalip

DNA’nin miktarina
(35-40 déngu) baghdir

Azami/hizli
Denaturasyon 10 sn 95°C
mod

. S ) Floresan veri
Birlestirilmis Azami/hizli
5 30 sn 60°C toplamasi
baglanma/uzama mod o
gerceklestirilir

3.8 Q-RT PZR ile Elde Edilen Verilerin Analizi

Q-RT PZR reaksiyonu sonunda elde edilen Ct degerleri REST 2009 (Relative
Expression Software Tool V. 2.0.13 ) programinda standart mod’da referans gen
(B2M ve GAPDH) normalizasyonu ile degerlendirildi. Orneklerin tekrarlari farkli

reasiyonlarda yapildi.
3.8.1. REST 2009 Yazilimi

REST 2009 algoritmasi etkinligi, en uygun standart egrinin egimini hesaplamak
igin su esitligi kullanir: E = 10-1/egim — 1
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Referans Gen Normalizasyonu igin bir 6érnegin ifade oranini belirlerken, bir orta

salt konsantrasyon degeri, konsantrasyon = etkinlik®@ama CP (kontroller) — ortalama CP

(omeklen) formiili kullanilarak hesaplanir.

Tek bir referans gen kullanildidinda, ifade seviyesi, hedef genin ve tek referans

geninin konsantrasyonlari kullanilarak hesaplanir:

Hedef genin konsantrasyonu

Relatif ifade = .
Referans genin konsantrasyonu

Birden fazla referans gen kullanildiginda, tum referans genlerin
konsantrasyonlarinin geometrik ortalamalari gergek ifade degerinin alternatif
tahminleri igin tek bir genin relatif ekpresyonunu hesaplamak tzere kullanilabilir.

Hedef genin konsantrasyonu
Geometrik ortalama(referans gen 1'in konsantrasyonu,
referans gen 2'in konsantrasyonu....)

Relatif ifade =

REST 2009 yazihminda basit rastgele hale getirme testleri (statistical
randomization tests) kullaniimaktadir. Yazilim bir hipotez testi kullanir ve bu
hipotez testte verilerin ortalamasini ve upregulasyon veya downregulasyon’un
olasiligi icin p degerini belirlemekte kullanilan bir yontem sunar. Bootstrapping
teknikleri normalite veya simetrik dagilim varsayimlarini dikkate almadan, ifade
oranlari i¢in %95 guven araligi saglamak igin kullanilabilir. Hipotez testi, sonucun
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini Olgerken, guven araligi semantik
anlamhlik i¢in kontrol edilebilen bir dagilim saglar.

Yontem:

Yoéntemde sunlar kullaniimaktadir:
Kontrol (Ccor)* ve ornek (Scoi) grubunun hedef gen icin Ct degerleri
Kontrol (Crer) ve Ornek (Srer) grubunun referans gen igin Ct degerleri

Hedef gen igin etkinlik degeri (ecoi)
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Referans gen icin etkinlik degeri (erer)**

*GOl: Hedef gen (Gene of interest),

**REF: Referans gen (Reference gene),

Yontem ek olarak asagidakileri kullanmaktadir:

X, hedef gen igin her bir ornegin ifade oranini belirten rastgele degisken
Y, X’den simule edilmis okumalarin bir listesi

n, Y’nin buyuklagu, tercihen buyuk bir deger (>2000)

seg(), bir gruptan rastgele bir 6geyi donduren bir fonksiyon

say(), bir gruptan 6gelerin sayisini donduren bir fonksiyon

Y hedef gen ve referans genden kontrol ve ornekleri rastgele esleyerek ve ifade

oranlarini hesaplayarak elde edilir:
ie{1,...,n}
Jj=se¢({1, ..., say(Ccol)})

k = sec¢({1, ..., say(Sco)})

Her hedef genin Ct’sine karsilik gelen bir referans Ct olmak zorunda oldugu igin,

farzedilir ki:
say(Ccoi) = say(Crer)
say(SGo|) = say(SREF)

Y; Y grubunda tek bir 6gedir:

€ C{ Mg _“'If.l'l').ll o
}f _ ooy
; e Crir,j—Srer
REF

Guven arahgini belirlemek icin, populasyon Y’si artan sekilde siralanir:
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Ysiralanmis = sirala(Y)

%95 guven araligi su sekilde tanimlanir:
a=0.05

Minimum = Ygiratanmis, n x (a/2)

Maksimum = Ygiraianmis, n x (1- a/2)

Grubun medyani (ortanca) kontrol ve 6rnek degerlerinin ortalamasi ile galisarak,

verilen ifade oraninin alternatif bir 6lgimunu sunar:
Medyan = Ysralanmis, 0.5xn
Hipotez testi:

Yazihm, reaksiyon etkinligi ve referans gen normalizasyonunu dikkate alarak,
ornekler ve kontroller arasinda énemli bir farkhlik olup olmadigini tespit etmek igin
kullanilabilir. Normalizasyon ve etkinlik hesaplamalari, oranlar ve hatanin cgesitli
kaynaklarini igerdigi igin rastgelelestirme teknikleri (randomization techniques)
kullaniimaktadir.

P(H1) sonug tablosunda verilen hipotez testidir. Bu hipotez testi 6rnek ve kontrol
gruplar arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayal alternatif hipotezin
olasiligini gosterir. Guglu bir rastgelelestirme testi duzenlemek igin, su senaryo
kullanilir: “6rnekler ve kontroller arasinda fark edilen herhangi bir varyasyon
yalnizca gans eseri ise, iki grup arasinda degerleri rastgele degistirebilir ve ilkin
gruplarda oldugundan daha fazla bir farklihk goérmeyiz.” Hipotez testi gruplar
arasinda oOrneklerin ve kontrollerin 10,000 rastgele yeniden dagitimini
gerceklestirir ve rastgele atanmig grupta relatif ifadesinin ka¢ kere ornek
grubundan daha yuksek oldugunu sayar.
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Kutu Diyagramiu:

istatistiksel uygulamalarda kutu diyagrami (whisker-box plots) sadece &rnek
ortalamasi cizilerek elde edilemeyecek olan veri dagilimindaki sapma hakkinda
ilave bilgiler verir. Ozetlemek gerekirse kutu diyagramindaki kutu bolgesi tim
goOzlemlerin %50’sini kapsar, noktali ¢izgi 6rneklemin ortancasini temsil eder ve iki

cubuk ¢izgi gozlemlerin disindaki %50’yi temsil etmektedir (Sekil 4.1).

Ust cizgi

Gozlemlerin %25’inin Ustlu

Kutu (dorttebirlikler genisligi): gozlemlerin %50’si

Ortanca

Gozlemlerin %25’inin alti

Alt gizgi

Sekil 3.1. Kutu diyagrami (whisker-box plots)

REST 2009 yazilimi rastgelelestirme teknikleri kullandigi i¢in, kutu diyagramini Ct

degerlerinden ziyade sirali ekspresyon verisini (Y grubu) temel alarak gizer.
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4. SONUCLAR

4.1. Q-RT PZR Analiz Sonuglari

Q-RT PZR analizi sonucunda her ornek i¢in kontrol geni olan B2M ve GAPDH geni
ve GRP78, LC3, ATGS5, ATF4, XBP1 ve GADD153 genlerine ait Ct degerleri
belirlendi. Bu degerler REST 2009 yazilimi kullanilarak degerlendirildi ve s6z

konusu genlerin ifade duzeyleri belirlendi.

4.1.1. Radyoterapi Goren Hastalarin Q-RT PZR Analizi

4.1.1.1. 5. Giine Ait Orneklerin Relatif Gen ifade Raporu:

Parametre

Deger

lterasyonlar{2000

Reaksiyon .
Gen Tipi Ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1)|Sonuglar
Etkinligi
B2M REF|0,8 1,000
GAPDH |REF|0,8 1,000
ATF4 TRG|1,0 6,209 0,032 - 0,000 - 0,030,
Ifadesi Artmis
1.231,322 113.561,818
XBP1 TRG|1,0 4,466 0,149 - 161,854 (0,007 - 5.469,628 (0,007|jtadesi Artmis
GADD153(TRG|0,8 4,893 0,125 - 208,840 |0,005 - 0,008,
Ifadesi Artmis
10.066,210
GRP78 [TRG|0,8 4,160 0,087 - 221,483 |0,003 - 0,027|
Ifadesi Artmis
16.251,884
ATGS TRG|1,0 5,397 0,127 - 358,161 0,002 - 0,008,
Ifadesi Artmis
26.223,901
LC3 TRG|0,8 4,645 0,077 - 339,735 0,002 - 0,026|
Ifadesi Artmis
22.594,164
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Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif
hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

Radyoteapi hastalarinin 5. Gune ait ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1,
GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri
referans genleri olarak alinarak degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigr gozlenmigtir.

Ekspresyon Orani

cooooo0o000
cooooooo oo

XBP1 GADD153 GRP78
Gen

Sekil 4.1. Radyoterapi tedavisi goren hastalarda 5. gune ait 6rneklerde genlerin
ifade oranlarina ait kutu grafigi. Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil
etmektedir.
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4.1.1.2. 15. Giine Ait Orneklerin Relatif Gen ifade Raporu:

Parametre

Deger

Iterasyonlar

2000

Reaksiyon

Gen Tipi ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1)|Sonuglar
Etkinligi
B2M REF|0,8 1,000
GAPDH |[REF|0,8 1,000
ATF4 TRG|1,0 10,135 0,042 - 0,001 - 0,006|
Ifadesi Artmis
1.858,350 739.171,965
XBP1 TRG[1,0 8,480 0,376 - 190,476 (0,017 - 5.556,888 |0,000|jtadesi Artmis
GADD153(TRG|0,8 5,593 0,116 - 310,983 (0,003 - 0,009
Ifadesi Artmis
13.825,496
GRP78 [TRG|0,8 6,233 0,123 - 377,331 (0,004 - 0,006,
Ifadesi Artmis
30.119,811
ATGS TRG|1,0 6,110 0,146 - 320,892 (0,002 - 0,004{
Ifadesi Artmis
21.012,719
LC3 TRG|0,8 6,526 0,152 - 345,837 (0,002 - 0,008|,
Ifadesi Artmis
16.260,826
Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

Radyoteapi hastalarinin 15. Glne ait ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1,
GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri
referans genleri olarak alinarak degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigr gozlenmigtir.
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Ekspresyon Orani
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ATF4 XBP1 GADD153 GRPT73 ATGS LC3
Gen

Sekil 4.2. Radyoterapi tedavisi géren hastalarda 15. giine ait drneklerde genlerin
ifade oranlarina ait kutu grafigi. Noktali gizgi gen ifadesinin ortancasini temsil
etmektedir.
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4.1.1.3. 25. Giine Ait Orneklerin Relatif Gen ifade Raporu:

Parametre

Deger

Iterasyonlar

2000

Reaksiyon

Gen Tipi ; ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1)|Sonuglar
Etkinligi
B2M REF|0,8 1,000
GAPDH |[REF|0,8 1,000
ATF4 TRG|1,0 12,525 0,068 - 0,001 - 0,003|,
Ifadesi Artmis
2.149,450 204.919,116
XBP1 TRG[1,0 9,769 0,285 - 392,789 (0,010 - 0,000{,
Ifadesi Artmis
11.166,477
GADD153(TRG|0,8 11,650 0,435 - 345,200 (0,014 - 0,000{,
Ifadesi Artmis
12.825,054
GRP78 [TRG|0,8 6,949 0,256 - 263,269 (0,008 - 0,001{,
Ifadesi Artmis
19.481,056
ATG5 TRG|1,0 7,515 0,104 - 625,378 (0,001 - 0,003|,
Ifadesi Artmis
86.478,559
LC3 TRG|0,8 7,117 0,099 - 638,545 (0,001 - 0,012
Ifadesi Artmis
249.373,513
Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

Radyoteapi hastalarinin 25. Gune ait ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1,
GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri

referans genleri olarak alinarak degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigr gozlenmigtir.
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Sekil 4.3. Radyoterapi tedavisi goren hastalarda 25. gune ait 6érneklerde genlerin

ifade oranlarina ait kutu grafigi. Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil

etmektedir.
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Sekil 4.4. Radyoterapi tedavisi goéren hastalardan alinan 5. 15. ve 25. gln
orneklerinde galisilan genlerin relatif ifade oranlari kargilastiriimigtir.
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4.1.2. Doz-Cevap Egrisi icin Q-RT PZR Analizi

4.1.2.1. 0.1 Gy Orneklerinin Relatif Gen ifade Raporu

Parametre

Deger

Iterasyonlar

2000

Gen Tipi Reaksiyvo-n ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1){Sonuglar
Etkinligi

B2M REF|0,8 1,000

GAPDH |REF|0,8 1,000

ATF4 TRG|0,428 2,176 0,644 - 7,390 0,268 - 19,120 0,058|itadesi Artmis

XBP1 TRG|0,851 2,049 0,789 -5,736  |0,253 - 13,808 0,043|ifadesi Artmis

GADD153(TRG|0,94 2,208 0,953 -5,277 0,484 - 10,360 0,012|itadesi Artmis

GRP78 |[TRG|0,8 2,669 0,863 -10,317 0,322 - 21,326 0,023itadesi Artmis

ATGS TRG|0,8 2,205 0,888 -6,335 0,341 -13,515 0,024|itadesi Artmis

LC3 TRG|0,8 4,046 0,759 -21,993 |0,232-119,330 |0,017|ifadesi Artmis

Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

in vitro 1ginlama yapilan érneklerden 0,1 Gy gama isinina maruz kalan érneklerin
ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1, GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS
genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri referans genleri olarak alinarak

degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigi gézlenmistir.
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Sekil 4.5. 0.1 Gy 1sinlanmis orneklerde genlerin ifade oranlarina ait kutu grafigi.

Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil etmektedir
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4.1.2.2. 0.5 Gy Orneklerinin Relatif Gen ifade Raporu

Parametre

Deger

Iterasyonlar

2000

Reaksiyon

Gen Tipi Etkinligi ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1)|Sonuglar
B2M REF|0,8 1,000

GAPDH |REF|0,8 1,000

ATF4 TRG|0,428 3,025 0,896 - 10,780 0,235 - 27,354 0,017|ifadesi Artmis
XBP1 TRG|0,851 2,675 0,845 -8,064 0,242 - 16,205 0,022lifadesi Artmis
GADD153(TRG|0,94 2,417 0,836 - 8,337 0,379 - 20,832 0,024lifadesi Artmis
GRP78 [TRG|0,8 2,791 1,111 - 7,321 0,335 -12,852 0,005|itadesi Artmis
ATG5S TRG|0,8 2,512 0,676 - 9,564 0,239 - 21,935 0,039ifadesi Artmis
LC3 TRG|0,8 4,591 0,843 - 25,448 0,198 - 104,829 |0,014lifadesi Artmis
Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

in vitro 1ginlama yapilan érneklerden 0,5 Gy gama Isinina maruz kalan érneklerin
ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1, GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS
genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri referans genleri olarak alinarak

degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigi gozlenmistir.

63




Ekspresyon Orani
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Gen

Sekil 4.6. 0.5 Gy 1sinlanmis orneklerde genlerin ifade oranlarina ait kutu grafigi.

Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil etmektedir
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4.1.2.3. 1 Gy Orneklerinin Relatif Gen ifade Raporu

Parametre

Deger

Iterasyonlar{2000

Gen Tipi Reaksiyvo-n ifade Std. Hata 95% C.I. P(H1){Sonuglar
Etkinligi

B2M REF|0,8 1,000

GAPDH |REF|0,8 1,000

ATF4 TRG|0,428 3,113 1,078 - 8,941 0,415 - 24,064 0,006|itadesi Artmis

XBP1 TRG|0,851 3,046 1,265-7,888 0,348 - 32,689 0,006|itadesi Artmis

GADD153(TRG|0,94 3,325 0,796 - 14,023 (0,380 -47,778 0,008|itadesi Artmis

GRP78 [TRG|0,8 2,944 0,774 - 10,413 0,269 - 26,594 0,019jifadesi Artmis

ATG5S TRG|0,8 3,172 0,785 -13,961 0,326 - 26,928 0,018itadesi Artmis

LC3 TRG|0,8 5,757 1,112 - 31,691 (0,281 - 145,087 |0,006|ifadesi Artmis

Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

in vitro 1sinlama yapilan érneklerden 1 Gy gama iginina maruz kalan érneklerin
ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1, GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS
genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri referans genleri olarak alinarak

degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigi gozlenmistir.
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Sekil 4.7. 1 Gy isinlanmig o6rneklerde genlerin ifade oranlarina ait kutu grafigi.

Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil etmektedir.
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4.1.2.4. 3 Gy Orneklerinin Relatif ifade Raporu

Parametre

Deger

Iterasyonlar

2000

Reaksiyon

Gen Tipi Etkinligi ifade Std. Hata 95% C.1. P(H1)|Sonuglar
B2M REF|0,8 1,000

GAPDH |REF|0,8 1,000

ATF4  |TRG|0,428 4,056 1,141-15,004 [0,452 - 44,068  |0,001itadesi Artmis
XBP1  |TRG|0,851 8,371 1,737 -21,738  |0,543 - 2.784,327 |0,001itadesi Artmis
GADD153[TRG|0,94 10,964  [2,525-39,176 |1,332-678,301 [0,000fifadesi Artris
GRP78 [TRG)0,8 3,180 1,110-8,941 [0,362- 15,544  [0,005|itadesi Artmis
ATG5  [TRG|0,8 3,797 0,948 - 18,431 [0,224-65,489  [0,012fitadesi Artris
LC3 TRG|0,8 7,232 1,349 - 40,170 0,451 - 246,395 [0,002)itadesi Artmis
Etiketler:

P(H1) — Ornek ve kontrol gruplari arasindaki farkin yalnizca sans eseri olmasina dayali alternatif

hipotezin olasiligi.

TRG - Hedef

REF — Referans

in vitro 1sinlama yapilan érneklerden 3 Gy gama iginina maruz kalan érneklerin
ifade analizleri sonucunda ATF4 XBP1, GADD153, GRP78, LC3 ve ATGS
genlerinin ifadeleri B2M ve GAPDH genleri referans genleri olarak alinarak

degerlendirilmis ve ifadelerinin arttigi gozlenmistir.
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Sekil 4.8. 3 Gy i1sinlanmis 6rneklerde genlerin ifade oranlarina ait kutu grafigi.
Noktali ¢izgi gen ifadesinin ortancasini temsil etmektedir.
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Sekil 4.9. 0,1 Gy, 0,5 Gy, 1 Gy ve 5 Gy in vitro i1sinlama yapilan 6érneklerde

genlerin doz cevap egrisi gizilmistir.
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5. TARTISMA

insanlar yasam sireleri boyunca kaginilmaz olarak uzay ve giinesten gelen
kozmik 1sinlardan, yerkabugunda bulunan radyoizotoplar nedeniyle toprak ve yapi
malzemelerinden, su ve gidalar gibi dogal kaynaklardan ve bunlara ilaveten
gelisen teknoloji geregi yapay kaynaklardan radyasyona maruz Kkalir.
Radyasyonun insan sagligi Uzerinde yaratabilece@i olumsuz etkiler gun gectikge
acikhk kazanmaktadir. Bu etkiler radyasyon yaniklari, kalitimsal bozukluklar,
radyasyona bagl gelisen hastaliklar, kanser, Omur suresinin kisalmasi ve hatta

yuksek dozlara maruz kalinmasi halinde ani 6lumler seklinde 6zetlenebilir.

Radyasyonun tibbi ve endustriyel uygulamalarda kullaniminin artmasi, Cernobil
gibi radyasyon kazalari ve Hirosima ve Nagazaki'ye atilan atom bombalari, bilim
adamlarini radyasyonun insan saghgi tzerindeki etkilerini aragtirmaya zorlamig ve
son 50 yilda bu arastirmalar gittikce hiz kazanmistir. Radyasyonun etkileri ile ilgili,
belirli bir biyolojik etkiyi meydana getirecek doz seviyeleri gibi temel bilgiler biliniyor
olmasina ragmen bireysel olarak kigilerin aldigi dozlar ve bu dozlara cevap olarak
kisilerde olusan biyolojik reasksiyonlar kesin olarak bilinememektedir (Cogkun,
2003). Bu durum, kisilerin radyo duyarliliklarinin ve verdikleri tepkilerin biyolojik
cesitlilik sebebiyle diger butin uyarici etkilerde oldugu gibi radasyona karsi da
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Radyasyonun insanlar Uzerinde olusturdugu olumsuz etkiler genelde ya tedavi
amaciyla yapilan iginlamalar sonucunda ya da mesleki radyasyon kazalar
sonucunda toplanan bilgilerden elde edilmigtir. Ancak radyasyon kazalar
sonucunda Kkigilerin aldiklari dozlar kesin olarak bilinmediginden genelde
calismalar tahmine dayali olmak zorunda kalmistir. Bunun disinda, iyi dozimetre
kosullari altinda yapilan hayvan deneylerinden de cgesitli bilgiler elde edilmistir
(Goksel 1973; Seker 2000). Son yuzyilda yapilan arastirmalar, yuksek dozda
Isinlamalar sonucunda meydana gelen hasarlar hakkinda énemli bilgiler verse de
dusuk dozda isinlamar igcin ne yazik ki ayni seyi sOylemek mumkun dedgildir. Bu
sebeple gerek tipta gerekse radyasondan korunmada, radyasyona maruz
kaldiktan sonra absorblanan doz hakkinda guvenilir bilgi verebilecek indikatorlere

giderek artan bir ihtiyag duyulmaktadir (Amundson et al., 2001).
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Toplu veya bireysel olarak radyasyona maruz kalan bireylerin absorbe ettikleri
radyasyon dozu, fiziksel veya biyolojik dozimetreler ile belirlenebilmektedir. Ancak
kaza ve mesleki isinlanma durumlarinda fiziksel dozimetreler, dozimetrenin vicut
uzerindeki konumu nedeni ile maruziyet dozu hakkinda tam bilgi vermede yetersiz
kalabilmekte, toplumsal radyasyon kazalarinda ise bireylerin Gzerinde dozimetreler
bulunmamaktadir. Bu durum biyolojik dozimetrelere Ustinlik saglamaktadir
(Coskun, 2003). Bireylerde radyasyon maruziyeti sonucu gozlenen etkileri
degerlendirmek igin gunumuzde kullanilan biyolojik dozimetreler ile ilgili pek ¢ok
problem s6z konusudur. Kan sayimi, somatik mutasyonlar ve sitogenetik
yontemler gibi uygulanan biyolojik analiz yontemlerinin ¢cogu yas, sigara kullanimi,
ilag kullanimi ve diger toksinlerden etkilendigi icin 6zgul olmamakla beraber,
heterojen populasyonlarda istatistiksel olarak guven saglamalari olasi degildir
(Amundson and Fornace, 2003; Unl{, 2011). Ayni zamanda hali hazirda kullanilan
sitogenetik temelli yontemler hizli sonuglar vermemektedir. Bu sebeplerden dolayi
radyasyon iginlamalarinda doz tespitini belirleyecek hizli, otomasyona uygun ve
yuksek kalitede sonuglar veren invaziv olmayan testlerin gelistiriimesi kaginiimaz

olmustur (Amundson et al., 2004).

Amundson ve Fornace, iyonize radyasyon maruziyetine cevap olarak doz, doz
hizi, radyasyon kalitesi ve maruz kalma suresine gore degisen stres genlerinin
belirte¢ olarak kullanilabilecegini 6nermiglerdir (Amundson and Fornace, 2001). Bu
kapsamda yapilan caligsmalar spesifik gen setlerinin belirlenerek molekuler
biyobelirteclerin olusturulmasi Uzerine yogunlagmistir (Knops et al., 2012; Paul et
al., 2011; Manning et al., 2011; Kabacik et al., 2011; Meadows et al., 2010;
Brengues et al., 2010; Paul and Amundson 2008; Dressman et al., 2007; Fachin et
al., 2007; Amundson et al., 2004; Grace et al., 2002; Blakely, 2001).

Tez galigmasinda, hucreyi stres durumunda otofajiye surtukleyen genlerin ifadeleri
kullanilarak biyolojik dozimetre icin guvenli ve hizli bir deney sistemi olusturulmasi
amaglanmistir. Q-RT PZR ile gen ifadelerinin kantitatif analizi, GRP78, ATGS5,
LC3, ATF4, XBP1 ve GADD153 genlerinin ifadelerinin, radyoterapi hastalarinda
tedaviyi takip eden gunlerde ve in vitro 1ginlama yapilan orneklerde lineer olarak
arttigini  gostermistir. Iyonize radyasyona maruz kalmamis kontrol grubu
orneklerinde ise galigilan genlerin ifadeleri dusuk olarak bulunmustur.
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Calismada, gergek hayatta herhangi bir radyasyon kazasi durumunda iginlamanin
lokasyonu bilinemeyecegi igcin hastanin toplam vicut dozu degerlendirmesi
yapilmistir ve dig 1ginlamanin toplam viucut dozuna etkisini belirlemek adina
kanser turlerine gore ayrim vyapilmamistir. Ayri bir proje kapsaminda, tez
calismasina dahil edilen hasta ve in vitro isinlama yapilan 6rneklerde radyasyonun
DNA'ya verdigi hasar Comet Assay yontemi ile kuyruk momenti parametresi
kullanilarak degerlendirilmistir. Deneye dahil edilen kanser hastalari tedavi
oncesinde ¢ok sayida radyolojik tetkik yaptirdiklarindan, degerlendirilen kontrol
orneklerine ait comet analizi sonuglarinda kuyruk moment degerleri ylksek
cikmigtir ancak, bu beklenen bir sonugtur. Bu hastalarin kanser turune gore
vucudun farkh bolgelerinin lokal olarak fraksiyonlu sekilde birinci hafta sonunda 1
Gy, ucluncu hafta sonunda 3 Gy ve besinci hafta sonunda 5 Gy toplam doz aldigi
bildirilmistir. Elde edilen kuyruk moment verileri degerlendirildiginde, tedavi
Isinlamasina maruz kalan bolgeye gore verilen dozun toplam vicut dozuna katkisi
farkli oldugu igin, belirlenen haftalarda bolgelere uygulanan doz ile ayni olmadigi
belirlenmistir. Tedaviyi yapan kisi tarafindan bildirilen toplam doz degerleri tek
seferde uygulanan dozlar olmadigindan ve hafta sonlarinda tedaviye ara
verildiginden tamir mekanizmasi (recovery) orani yuksektir. Bu nedenle, doz
anlamli bir artis gostersede tamir olay! gergeklestigi icin kuyruk moment oraninda
verilen doza bagl dogrusal artis gozlemlenmemistir. Hafta icerisinde verilen tedavi
dozuna bagli olan DNA hasari, haftasonu buyuk oranda tamir oldugundan tedavi
suresince DNA hasari bakimindan ¢ok buyuk farkliik olmamasi beklenen bir
sonu¢ olmustur. Ayni sekilde in vitro olarak isinlanan érneklerde de Comet Assay
analizi yapilmigtir. Analiz sonucunda bu o6rneklerde artan dozla orantili olarak
kuyruk momenti degerlerinin dolayisi ile DNA hasarinin arttigi tespit edilmistir
(yayin asamasindaki verilerdir).

in vitro 1sinlama sonucu elde edilen bulgular (Sekil 4.10), diisiik doz uygulamasi
yapilan galismalar ile uyum gostermektedir. Ornegin Knops ve arkadaglari, insan
periferal kan lenfositlerini gama kaynagi "*’Cs’da 0, 0.02 Gy, 0.1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy,
2 Gy ve 4 Gy doz iginlayarak galigmalarindaki gen ifade profillerinin dusuk doz
radyasyonu tespit edebilmek icin hizli ve guvenilir bir yontem oldugunu
gostermiglerdir (Knops et al., 2010). DNA tamir genleri ile ilgili Q-RT PZR ile
yapilan dusuk doz isinlama g¢alismalarinda ise lineer bir artisin oldugu gozlenmistir
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(Manning et al., 2011; Grace et al., 2002). Yine in vitro isinlanan kan ornekleri ile
yapilan mikroarray expresyon profilleri benzer sonuglar sunmaktadir (Paul and
Amundson, 2008).

Calismaya dahil edilen diger bir grup, kanser sebebi ile radyoterapi goéren
hastalardir. Radyasyon dozu hastalara fraksiyonlar halinde kiguk ve egit dozlara
bollinerek, gunluk seanslar halinde haftanin 5 gunu uygulanmis ve tedavi hastaya
bagli olarak haftalarca surmustir. Calismaya dahil edilen hastalar besinci hafta
sonunda 5 Gy toplam doz almiglardir. Guncel galismalar, kanser tedavisi goren
hastalarin tumor hucrelerinin iyonize radyasyon maruziyeti sonucu otofajiyi
devreye sokarak radyasyona direng¢ gelistirdigini gostermistir. Bu radyodireng
durumu, hucrenin kendini 6lumden korumak igin gelistirdigi bir mekanizma olarak
aciklanmistir (Chaachouay et al., 2011; Kuwahara et al., 2011; Zeng and Kinsella,
2011; Paglin and Yahalom, 2006).

lyonize radyasyon sonrasinda hiicrede meydana gelen subletal stres boyunca
hdcrelerin metabolizmalarini adapte etmek igin ve kendilerini potansiyel bir
hasardan korumak i¢in hizli bir gsekilde degisime soktugu bilinmektedir. Yani, ¢esgitli
stres cevap yolaklarinin hangisinin kullanilacagi hicresel bir program tarafindan
yonetilir. Radyasyon sonucunda ER’da stres meydana geldiginde sitoplazmada bir
sinyal kaskadi meydana gelir. Bu vyolaklarin aktive olmasinin sonucunda
saperonlari kodlayan genlerin, lipid sentez mekanizmasinda rol alan genlerin ve
yolaklarda yer alan diger bircok proteini kodlayan genlerin transkripsiyonu
artmaktadir ve stresle induklenen metabolik adaptasyon ve hasari kontrol eden
temel olay otofajidir (Kroemer et al., 2010).

iyonize radyasyon sonucu ER stresi olugmakta ve sonugcta (i¢ ana sinyal iletim
yolagi (PERK, ATF6 ve IRE1) uyariimaktadir. PERK, ATF6 ve IRE1 yolaklari,
stres sonucu olugan katlanmamig protein cevabi (UPR) icin hedef genlerin
transkripsiyonlarinin aktivasyonunu saglar. UPR’nin ana hedefi GRP78'dir (Li et
al., 2008). Bir molekuler saperon olan GRP78’in stres olmadigi durumlarda
hicrede bu ug proteine bagh oldugu ve fosforilasyonlarini engelledigi, stres
durumlarinda ise katlanmig protein miktari artacagindan dolayi bu proteinleri
serbest birakarak aktive olmalarini sagladigi bilinmektedir (Healy et al., 2009).
GRP78 ile ilgili yapilan ¢alismalar, memeli hucrelerinde GRP78’in otofajinin temel
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bileseni oldugunu gostermigtir (Li et al., 2008). Li ve arkadaslari UPR hedeflerinin
otofajiyi nasil kontrol ettigini gosterebilmek icin c¢esitli inhibitorlerle ER stresi
yaratmislardir. Calismalarinin sonucunda stres induklu otofaji igin GRP78’in sart
oldugunu gostermiglerdir. Yine hucre igi organel yapilarinin elektron mikroskop
analizleri, GRP78 knockdown hucrelerinde otofagozomun g¢ift membran yapisinin
olusumu igin gerekli oldugu dusunulen ER’un yavasca sistigini ve organize
olamadigini gostermigtir (Li et al., 2008). Bu sonuglar stres kosullari veya patolojik
durumlar s6z konusu oldugunda, GRP78’in ifadesinin hlcrenin hayatta kalmak igin
devreye soktugu yolaklarda neden arttigini agiklamaktadir.

ER stresine cevaben otofosforile olan IRE1 RNaz aktivitesi ile bazik-10sin-fermuar
domaini igeren transkripsiyon faktorid XBP1'in mRNA’sini kirpmakta ve olusan
kirpiimis  XBP1 mRNA'sI translasyona ugrayarak transkripsiyon faktorine
donusmektedir (Liu and Kaufman,2003). UPR cevabinda yer alan ER’da bulunan
saperon genlerinin (GRP78 gibi) ve katlanmaya yardimci olan enzimlerin XBP1’in
aktive ettigi genlerle duzenlenebilecegine dair ¢alismalar vardir (Zhang et al.,
2010; Hotamigligil, 2010; Lee et al., 2003). XBP1'in upregulasyonunun ER
stresine cevapta homeostazi sagladigi dusunulmektedir.

ER stresinde rol oynayan diger bir gen ATF4’tur. Hucrede stres sonucu
fosforillenerek aktif hale gelen PERK sinyal iletim yolagi elF2a’nin
fosforilasyonunu saglamakta, fosforile olan elF2a ise bir bazik 16sin-fermuar (bZIP)
transkripsiyon faktori olan ATF4’Un transkripsiyonunu arttirmaktadir. ATF4’Un
ifadesinin indiiklemesi, gesitli genlerin de ifadesine yol acar. ifadesi artan genler
arasinda ATF4’e ihtiya¢ duyan, genom kararliligini, apoptozu ve immun cevaplari
duzenleyen GADD45A’'da vardir (Jiang et al.,, 2007). Yapilan son cgalismalarda
ATF4’Gn kanser igin potansiyel bir terapotik hedef oldugu gosterilmig, ayrica ATF4
ifade duzeyinin tumorlerin hipoksik bolgelerinde arttigi, agresif fazda hipoksi,
yetersiz beslenme ve oksidatif stresle basa c¢ikabilmek igin ATF4’e ihtiyag
duyduklari (Fels ve Koumenis, 2006) ancak kronik fazda ifadesinde artigs olmadigi
tespit edilmistir (Daibata et al., 2004). ifadesi transkripsiyonel, translasyonel ve
post-translasyonel seviyelerde duzenlenebilen ATF4, aminoasit metabolizmasini,
hucresel redoksu ve anti-stres cevaplarini duzenlemektedir (Ye ve Koumenis,

2009). ER stres uyaranlarina cevap olarak elF2a’nin fosforilasyonundaki artis,
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Atg12’nin ATF4-bagimh artisi ile otofajiye yol acabilmektedir. Alternatif olarak,
ATF4 ve stres-regule protein p8 psoddokinaz TRB3’Un up-regule olmasini tesvik
ederek otofajiyi stimule etmek igin Akt/mTORC1 ekseninin inhibisyonuna yol
acmaktadir. ATF4 geninde meydana gelen ifade artigi, iyonize radyasyonun
olusturdugu ER-stresi nedeniyle aktif hale gelen otofajik ve ayni zamanda

apoptotik yolda rol oynamasiyla agiklanabilir.

ATF4’Un ifadesindeki artisla ifadesi artan diger bir gen ER stresinde rol oynayan
ve yine bir transkripsiyon faktori olan GADD153'tur. Dusik doz uygulamasi ile
ilgili yapilan c¢alismalarda GADD153’Un ER stresinde ifadesinin arttigi
gOsterilmistir. Fang ve arkadaglari yaptiklari ¢calismada, saglkl fareleri dusik doz
radyasyona maruz birakmig ve GRP78, PERK ve GADD153 mRNA seviyelerinin
Isinlanmamis Orneklere gore arttigini gozlemlemiglerdir (Fang et al., 2012).
Rouschop ve arkadaslari ise, hipoksiya sonucunda bazi kanser hicre hatlarinda
onemli otofaji genleri olan LC3 ve ATGS5’in ifadelerinin, sirasiyla ATF4 ve
GADD153 araciligiyla arttigini gostermislerdir. Ayni zamanda, GADD153 ve
apoptoz arasindaki baglantinin GADD153’Un otofaji ve apoptoz arasindaki
dengeyi etkileme yetenegi ile ilgili oldugunu 6nermigler, ancak bunun icin daha
detayl ¢alismalarin yapilmasi gerektigini vurgulamisglardir (Rouschop et al., 2010).
Tez calismasinda GADD153'Un iyonize radyasyon maruziyeti sonrasinda arttigi
tespit edilmistir. GADD153 gen ifadesindeki artis, radyasyonu takiben aktif hale
gelen ER stresi ve PERK sinyal iletim yolaginin aktivasyonu ile agiklanabilir.

Chaachouay ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada radyoterapiye karsi
direng gosteren hucrelerde LC3II/LC3l orani arastinimis ve bu hicrelerde
otofajinin arttigr sonucuna varilmistir (Chaachouay et al., 2011). LC3II/LC3I orani
otofajinin varligini gostermek icin belirteg olarak kullanilan bir orandir. LC3II
proteinin yag molekulu baglanmig formunu ifade ederken LC3l baglanmamis
formunu temsil etmektedir (Kadowaki and Karim, 2009).

Tez calismasindan elde edilen sonuglarla paralel olarak otofagozom membraninin
olusmasini saglayan LC3 ve Atg5 seviyelerinin iyonize radyasyon sonrasinda ve
aminoasit aghginda arttigini gosteren calismalar mevcuttur (Lomonaco et al.,
2009; ito et al., 2005). Lomonaco ve arkadaslari CD133+ glioma kék hiicrelerini

gama radyasyonuna (5 Gy) maruz birakmiglar ve galismanin sonucunda gama
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radyasyonu ile induklenen CD133+ glioma kok hucrelerinde LC3, Atg5 ve Atg12
genlerinin ifadelerinin arttigini gézlemlemislerdir (Lomonaco et al., 2009). LC3 ve
Atg5 gen ifadelerinin radyasyonu takiben arttigi tespit edilmigtir. Otogazom ve
otofajik membranin olusumunda ¢ok onemli rolleri olan bu genlerin artisi,
radyoterapi ve in vitro radyasyon sonrasi strese giren hucrelerde hayatta kalmak

icin devreye sokulan bir mekanizma olan otofajinin aktivasyonu ile aciklanabilir.

Ozellikle son on yilda otofaji lizerine yapilan galismalar ve otofaji hakkinda
molekuler duzeyde elde edilen bilgiler hicre olumunin nasil kontrol edildigini
acikliga kavusturmustur. Calismalar, otofajinin bazi kosullarda hucrenin strese
direncini arttirdigini ve hicrenin hayatta kalmasina yol agtigini, bazi kosullarda ise
otofajik aktivitenin hiicre 6limuyle birlikte seyrettigini gostermistir (Oz Arslan vd.,
2011). Radyoterapi ve kemoterapi gibi guinumuzde uygulanan kanser tedavilerinin
tumor hucreleri icerisinde otofajiyi tetikledigi (Zeng and Kinsella, 2011) ve buna
ilaveten iyonize radyasyon sonucu olusan reaktif oksijen turlerinin (ROS) otofajinin
ana tetikleyicisi oldugu bilinmektedir (Szumiel, 2012). iyonize radyasyona maruz
kalma sonrasinda olusan oksidatif stres kosullari altinda, memeli hucrelerinin
kaderine karar veren en onemli faktor ise ROS’nin hasar etkileri ve sinyal iletim
yolaklari arasindaki dengedir (Szumiel, 2012). Hucresel homeostazi ve otofajiyi
duzenleyen yolaklar hem timor olusumunu hem de tomore cevabi etkiler. Bu
kapsamda kanser hucrelerinin tedavisinde otofajinin rolu ile ilgili yapilan calismalar
anti-kanser ilaglarinin gelistiriimesi icin molekuler hedeflerin kesfine neden olacak
ve ayni zamanda normal hucreleri ayirarak yalnizca kanser hucrelerini hedef
alacak olan letal tedavi stratejilerinin gelistiriimesine katki saglayacaktir (Lozy and
Karantza, 2012).

Tez calismasinda, biyolojik dozimetre gelistirmeyi hedefleyen bir deney sistemi
olusturmak amaciyla, kanser tedavisi goren radyoterapi hastalarinda ve iyonize
radyasyonun yol acgtigi hucresel hasarda buyuk oranda aktive oldugu bilinen otofaji
yolag! secilerek bu yolakta rol oynayan bazi genlerin ifadeleri arastiriimigtir.
Sonugta calismaya dahil edilen genlerin ifadelerinin arttigi tespit edilmigtir. Elde
edilen sonuglar, gen ifade duzeylerini kullanarak, herhangi bir kaza durumunda,
mesleki 1sinlamalarda veya olasi bir radyolojik terorist saldirisinda olusabilecek

kitlesel 1sinlanmalarda, maruz kalinan dozu hizli ve guvenilir bir sekilde tespit
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edebilecek biyolojik biyodozimetrelerin rutin uygulamaya sokulmasi igin umut
vericidir. Ancak yapilan galismalara ilaveten, isinlama sonucu ifade dizeyleri en
fazla artan ve kigiden kisiye degisiklik gostermeyen (genetik varyasyonun en az
oldugu) gen setleri belirlenmeli ve bu gen setleri farkli tirde i1sinlamaya maruz
kalan gruplarda denenmelidir.
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EK:

Q-RT PZR ile Amplifiye Edilen Genlere Ait Primer ve Prob Dizilerinin cDNA

ve DNA Sekanslari Uzerinde Gésterilisi:
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Forward Primer

Prob

Reverse Primer

aatataagtg
atgtctcgcect
atccagcgta
aatttcctga
aagaatggag
tctttctatce
[~ EEree
gcagcatcat
gcttgectttt
ataataatgt
gtttgatgta
gtggggagca
atctcttgca
catactctgc
tttgttataa

gataaagtaa

gaggcgtcgce

ccgtggectt

ctccaaagat

attgctatgt

agagaattga

tcttgtacta

atgtgacttt

ggaggtttga

taatattgat

taacatggac

tctgagcagg

gagaattctc

ctcaaagctt

ttagaatttg

tgaatgaaac

ggcatggttg

B2M

CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC

AATCCAAATGCGGCATCT

gctggcgggc

agctgtgctc

tcaggtttac

gtctgggttt

aaaagtggag

cactgaattc

gtcacagccc

agatgccgca

atgcttatac

atgatcttct

ttgctccaca

ttatccaaca

gttaagatag

ggggaaaatt

attttgtcat

tggttaatct

attcctgaag

gcgctactct

tcacgtcatc

catccatccg

cattcagact

acccccactg

aagatagtta

tttggattgg

acttacactt

ttataattct

ggtagctcta

tcaacatctt

ttaagcgtgce

tagaaatata

ataagattca

ggtttatttt

ctgacagcat

ctctttctgg

cagcagagaa

acattgaagt

tgtctttcag

tcgggccgag

cctggaggct

tggaaagtca

tgacttactg

caaggactgg

223252 -

agtgggatcg

atgaattcca

tatgcacaaa

actttgagtg

ggagggctgg

ggtcagattt

ataagttaac

attgacagga

tatttacttc

tgttccacaa

agacatgtaa

aattctgctt

atgtagggtt

ctgtctccat

caacttagag

gaactcttca

ttccaattta

ttattggaaa

ttatacattt

gttaaataaa
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Forward primer

Prob

Reverse primer

GAPDH

TGGCTACAGCAACAGGGT

AGGGGAGATTCAGTGTGGTG

1 ggctgggact ggctgagcct ggcgggaggc ggggtccgag tcaccgcctg ccgccgcgcec

61 cccggtttct ataaattgag cccgcagcct cccgcttcge tctctgctcecc tcctgttcecga

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

cagtcagccg

aaggtgaagg

tttaactctg

atggtttaca

gagaacggga

tccaaaatca

accaccatgg

gccceccecctcectg

agcctcaaga

gtcatccatg

gccacccaga

ctccagaaca

gagctgaacg

gtggacctga

aagcaggcgt

catcttcttt

tcggagtcaa

gtaaagtgga

tgttccaata

agcttgtcat

agtggggcga

agaaggctgg

ctgatgcccc

tcatcagcaa

acaactttgg

agactgtgga

tcatccctgce

ggaagctcac

cctgccecgtcet

cggagggccce

tgcgtcgcca

cggatttggt

tattgttgcc

tgattccacc

caatggaaat

tgctggcgcect

ggctcatttg

catgttcgtc

tgcctcctgce

tatcgtggaa

tggcccctcece

ctctactggce

tggcatggcce

agaaaaacct

cctcaagggc

gccgagccac

cgtattgggc

atcaatgacc

catggcaaat

cccatcacca

gagtacgtcg

caggggggag

atgggtgtga

accaccaact

ggactcatga

gggaaactgt

gctgccaagg

ttccgtgtcecce

gccaaatatg

atcctgggcet

atcgctcaga

gcctggtcac

ccttcattga

tccatggcac

tcttccagga

tggagtccac

ccaaaagggt

accatgagaa

gcttagcacc

ccacagtcca

ggcgtgatgg

ctgtgggcaa

ccactgccaa

atgacatcaa

acactgagca

caccatgggg

cagggctgct

cctcaactac

cgtcaaggct

gcgagatccc

tggcgtcttce

catcatctct

gtatgacaac

cctggccaag

tgccatcact

ccgcggggcet

ggtcatccct

cgtgtcagtg

gaaggtggtg

ccaggtggtc

1021 tcctctgact tcaacagega cacilEEEEEEEC C togggc tggcattgec

1081 ctcaacgacc actttgtcaa gctcatttcc tggtatgaca acgaatttgg ctacagcaac

1141 agggtggtgg acctcatggc ccacatggcc tccaaggagt aagacccctg gaccaccagc



1201

1261

1321

1381

cccagcaaga

cagtccccca

gggaggggcc

CCaaaaaaaa

gcacaagagg aagagagaga ccctcactgc tggggagtcc ctgccacact

ccacactgaa tctcccctcecce tcacagttgce catgtagacc ccttgaagag

tagggagccg caccttgtca tgtaccatca ataaagtacc ctgtgctcaa

aaaaaaaaaa a
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Forward primer

Prob

Reverse primer

GRP78

AAGAACGGCCGCGTGGAGATCAT

GTTGCCCTGATCGTTGG

1 gggctggggg agggtatata agccgagtag gcgacggtga ggtcgacgcc ggccaagaca

61 gcacagacag attgacctat tggggtgttt cgcgagtgtg agagggaagc gccgcggcct
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181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

gtatttctag

cctgcaagtc

gctgcccaac

agcgcggcgce

gacctgggga

gccaacgatc

cgtctgattg

gacgccaagc

ttcttgcecgt

ggtgggcaaa

aaagaaaccg

gcctatttta

aatgttatga

agggaggggg

cttctcacca

acctgccctt

ggaaattgcg

tggctggcaa

gggccgagga

cgcctggttce

ctgtgctcct

gatgaagctc

ggaggacaag

gtggcgcecctt

gtgctacggc

tccectggtgg

aaggaggacg

ccacet -/ - <5554

agggcaaccyg

gcgatgccgce

ggctcatcgg

tcaaggtggt

caaagacatt

ctgaggctta

atgatgccca

ggatcatcaa

agaagaacat

ttgacaatgg

catcacgccg

caagaaccag

ccgcacgtgg

tgaaaagaaa

tgctcctgaa

tttgggaaag

acgccaagca

cgagcctacg

cctggtgttt

tgtcttcgaa

tcctatgtcg

ctcacctcca

aatgacccgt

actaaaccat

gaaatttctg

aaggttaccc

accaaagacg

gcagctgcta

gacctgggtg

gttgtggcca

gtgaccccgg

ctgtggctgg

ccgcgatgcet

tgggcacggt

acggccgcgt

ccttcactcc

accccgagaa

ctgtgcagca

acattcaagt

ccatggttct

atgcagttgt

ctggaactat

ttgcttatgg

gcggaacctt

ctaatggaga

gcccecctgecg

actgcctgcet

gctgctgctce

ggtcggcatc

ggagatcatc

tgaaggggaa

cacggtcttt

ggacatcaag

tgatattgga

cactaaaatg

tactgtacca

tgctggccta

cctggataag

cgatgtgtct

tactcatctg

1021 ggtggagaag actttgacca gcgtgtcatg gaacacttca tcaaactgta caaaaagaag

1081 acgggcaaag atgtcaggaa agacaataga gctgtgcaga aactccggcg cgaggtagaa

1141 aaggccaaac gggccctgtc ttctcagcat caagcaagaa ttgaaattga gtccttctat
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1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

gaaggagaag

ctgttccggt

tctgatattg

ctggttaaag

gtagcgtatg

ctggtactgc

accaaactga

gcttctgata

aaagacaatc

gtcccacaga

gaagacaagg

acacctgaag

aagctcaagg

aatcagattg

atggaaaaag

gaagacttca

ctctatggaa

ttgtagacac

taggaaaaaa

agttgaaact

gtctttgggt

gttagggtgt

tgtaggaagt

aatgtttgtg

acttttctga

ctactatgaa

atgaaattgt

agttcttcaa

gtgctgctgt

ttgatgtatg

ttccaaggaa

atcaaccaac

atcttctggg

ttgaagtcac

gtacagggaa

aaatcgaaag

agcgcattga

gagataaaga

ctgtagaaga

aagctaagaa

gtgcaggccc

tgatctgcta

ttgaaagaac

gctatagcct

gggggggaga

gtgttcacct

tttttctacc

agaagcttct

gaccctgact

gcccgtccag

tcttgttggt

tggcaaggaa

ccaggctggt

tcceccecttaca

cacagtggtg

tgttacaatc

tacatttgat

ctttgagata

caaaaataag

gatggttaat

tactagaaat

aaagctggga

aaagattgaa

gaaggaactg

tcccecceccaact

gtgctgtaat

ttaagtctcg

aagcggctgt

agaagaattg

tcaaaatgtt

ataagtgaca

aattagatca

cgggccaaat

aaagtgttgg

ggctcgactc

ccatcccgtg

gtgctctctg

cttggtattg

cctaccaaga

aaggtctatg

ctgactggaa

gatgtgaatg

atcacaatca

gatgctgaga

gagttggaaa

ggtaaacttt

tggctggaaa

gaagaaattg

ggtgaagagg

attgtaaata

aatgtaattg

ttactgcttt

gccatcttaa

ctatttaaca

ccaataaatg

attacttatt

ttgaagagct

aagattctga

gaattccaaa

gcataaaccc

gtgatcaaga

aaactgtggg

agtctcagat

aaggtgaaag

ttcctectge

gtattcttcg

ccaatgacca

agtttgctga

gctatgccta

cctctgaaga

gccaccaaga

ttcaaccaat

atacagcaga

ctggactcag

gaatcttcac

tcattagcag

aaagcgggta

actgggtcat

tttgttattt

ttaggaaatt

caacatggat

tttgaagaag

gattcagcaa

agatgaagct

tacaggtgac

aggtgtcatg

cttttctaca

acccctgaca

tcctcgtggg

agtgacagct

gaatcgcctg

ggaagacaaa

ttctctaaag

taaggagacc

tgctgacatt

tatcagcaaa

aaaagatgag

gaacttttgt

ctcagagtgg

ttgctcacat

aaaaacctgg

gtgcatctgg

acactggtct

taagactaga
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2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

tactcgtgtg

atttaatgct

tccacctcag

gcattaatct

ttcacagtgc

tttctaaaac

ctgcttggat

cttggatttc

aatctccatc

tgaaactaca

aactggttta

atcaataaag

gaggccaagg

aaactccatc

tgaggcagga

actgtactcc

aaaaaaagaa

ggttaattct

gcctcagctg

gccaagccca

gttaaatggt

tggaccacct

ttcaactatg

tggggtgagg

tccagggatt

tctcccaget

aagaaaaggg

ccaagagtgg

tgcctttctg

tctctgagaa

atttgtaact

cctgaaattt

ctaaatcccc

ggattactta

gacaggctgg

cgggtggatc

tctactgaaa

gaatcactcg

agcccggcac

tccaatactg

ctagggctag

cactgcccga

atacagccat

agttagcaac

agtctgtaac

aaa

ggagggagta

tttttttttt

aattgagacc

gagagaagtt

ggttttcttg

gtggcttttt

atgatgggga

ttaggatgta

ctcattagtg

tcactatgaa

gattgtgttc

tgctaacata

acaaggtcaa

atacaaaaat

aacccgggag

tccagcctgg

cccaaggata

tagaactgga

aaagcatttg

taaagatgac

tagggctagt

tctttctgag

tttggtatgt

tttttaaccc

acaggcttgt

aatccacatc

aacatacttg

ttaaaattat

gtgagtgatc

aaggtatatt

gtactggggt

tgggttgtta

ctgaagaaaa

aaatccaata

gagatagaga

tagctgggeg

gcagaggttg

cgacaagagt

ggtattttat

tcccaacacc

ggcagaccct

ctacagtgct

cttcccttac

gagctgttac

tgggataagg

tcctgggcecce

taccaccatg

tttactcagg

gtttcctatt

tactaatgat

actggtatta

gtgaacccta

gggatcttgg

aaggcaatgg

gagtccaggt

ttgtaatcct

ccatctttgce

tggtagtgca

cagtgagccg

gagactccac

agatgggcaa

aaactcttaa

gagcagaata

gtgtaccctg

ctcaaaggct

tgaatattaa

aaacacttct

aagtgatcct

ctcggcectttt

caaggggcat

tcceccecttatce

gcttttatag

actttataca

gctgtgtcag

atggtgacat

tttgtgtcaa

aaatggtatg

agcactttgg

caacatggtg

agctgaaggc

agatcacacc

ctcaaaaaaa

ctggctgaaa

ttagacctag

ctggtctcag

gggcaatagg

ctcactaccg

aaagatagac
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Forward primer

Prob

Reverse primer

LC3

AAGATCATCCGGCGCCGCC

CTGGTTCACCAGCAGGAAGAA

1 atgttgtgac ctgacgtcac cgggcgagtt acctcccgca gccgcagccg ccgtgctcag

61 cgcgagcccc ggagcccttg agcgcgaggce gcggagcccc cggagccccc aaaccgcaga

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

cacatccccg
agaccggcect
ccgcgaccag
gctgcccgtce
B8lcaagatc
gaaccagcac
agacgaggac
cagcagtagg
ctcctggttce
tagtcagagg
agggttgtcc
acccctgcectg
acccacccga
ctccccecgecce

taaagattgc

cgccccagag

ttcaagcagc

caccccagceca

ctggacaaga

atccggcgcece

agcatggtga

ggcttcctct

ggggctcggc

ctgaactgag

gcaccaaccc

ctctgggtgce

tgtggttcat

ggctctgccce

ctcggtctcce

tcaggcctgce

ccccggectg

ggcggagctt

aaatcccggt

ccaagttttt

gcctgcagct

gtgtgtccac

atatggtcta

ctgggagtcg

ctgcctctac

acctactctg

tggctggtgg

ctttttttta

accgcctgga

acgtggtgta

ctggcaaaaa

1021 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

cgcgcccagce

cgccgaccgce

gatcatcgag

ggtcccggac

gaaccccacg

gcccatcgcg

cgcctcccag

ggcggceeeceg

cgtggtgggc

cccctgggtyg

gatgggggag

ggcccctgcece

cctgcccacc

tggatctgtg

aaaaaaaaaa

cgggcccgceg

tgtaaggagg

cgctacaagg

cgatgccctc

tacagcagat

gtgagaagca

ratgtcaaca tgagcgagtt

caggccttct

gacatctacg

gaaaccttcg

gtcaggccct

tgggcaggca

gatcctgggce

ggtggggagc

tgtctgccca

cctgaaagac

gtcattgtcc

aaaaaaaaaa

tcctgctggt

agcaggagaa

gcttctgagce

gcccagagag

tgtgcccccce

cggtcgtgtt

agctcccagce

tctgccecte

tggccccectgg

ctctgcagaa

aaaaaaaaaa
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Forward primer

Prob

Reverse primer

ATG5

ATTTGACCAGTTTTGGGCC

TTTCTTCTGCAGGATATTCCATGA

1 gtgacgtcat ctccgggcgc cgagggtgac tggacttgtg gtgcgctgcc agggctccgce

61 agcgttgccg gttgtattcg ctggatacca gagggcggaa gtgcagcagg gttcagctcc

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

gacctccgcg

cccgcaggac

tgggcgtccce

ctttggttga

atgacaaaga

atcaggatga

gttatttgac

aagacattag

ttggtttgct

attttaagag

ctcattttat

atgaaatgca

accagttttg

gttatatccc

ttcgtcctgt

ccggtgettt

agtgtgtcag

caccagtgcg

aataagaatt

tgtgcttcga

gataactgaa

gttggtaact

tgagatatgg

atttgatctt

ttttccagaa

gtcatgtatg

gaaaaaagat

ggccatcaat

ctttagaata

ggctgcagat

ttgcggctgce

gcgggcagct

gggagccgga

tagcctgtat

gatgtgtggt

agggaagcag

gacaaagtga

tttgaatatg

cttgcatcaa

aaagaccttc

aaagaagctg

cacaagcaac

cggaaactca

tatcagacaa

ggacagttgc

gcgggcttcce

tgcccecgecg

aggaggagcc

gtactgcttt

ttggacgaat

aaccatacta

aaaagcactt

aaggcacacc

gttcagctct

tgcactgtcc

atgctttaaa

tggagtcctg

ccccaccgga

atagcttgga

aactcctgga

tccaacttgt

tttgcttttg

tcagaaggtt

actgaaatgg

tccttggaac

atctaaggat

acataaaagt

ctaccgcgtc

gcgcggaatc

gtaggtttgg

agaatgacag

ttcacgctat

ccaagagtaa

atgagacaag

cattatccaa

atcacagtac

gcaattgaag

caagtaatca

AN - -~ 2 -t

tggaatatcc tgcagaagaa aatggatttc

cgactgaaag acctttcatt cagaagctgt

acacactagg agatctcctc aaagaagttt

1021 gtccttctgc tattgatcct gaagatgggg aaaaaaagaa tcaagtgatg attcatggaa

1081 ttgagccaat gttggaaaca cctctgcagt ggctgagtga acatctgagc tacccggata

1141 attttcttca tattagtatc atcccacagc caacagattg aaggatcaac tatttgcctg



1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

aacagaatca

ttggtggagg

ccatgtcaga

gccatcatta

aaaatataat

tttgtatttc

tagctcatga

aattctgtta

atctttcctt

actttgataa

aataacatac

tttactctgt

gattacttgt

tttacacact

cctgtcaaat

ccattccttc

tggcagccag

taatttttac

gctgcacttt

ttcatttctt

aaaggcttac

ttcttataaa

ttctttttcc

agttggtcaa

tccttaaatg

caacctgacc

taaggcaact

aacctcagct

gaagctgaaa

tgattaacaa

aagtggaaac

tcaataactt

aacgaaaatt

tgaacagtga

agttttgtca

gttaccattt

ctcagaagct

acacgtataa

catagtatcc

caagctagtg

tcttttgaag

caaaaatatc

attaccaagc

gtgagctagc

agtatcagac

aaattataca

ttttgcgatt

agaccagata

ggatttatca

agaaacactt

gggctggtct

gtgacatgaa

cctttggcect

ataaacaggg

attggtttaa

gcaagtaatt

tcctatgttt

gagattttta

cttttcaagt

tgactggtcg

gtcatagaat

atattgtaac

taagcatctg

tttttcattg

tttaaagatt

cagaggttac

ctctgggatt

tggctgtcca

acgatcatgg

aatgctgaag

ttcactgatt

ttctggaatg

gagcatgtca

cgctgctgca

tactttgcat

agacttaccg

aagaagaaaa

gtatttccta

ttttcaagag

ttttgtaaaa

acagtctgtc

aataaagcct

actttctgac

tcattggcat

ttcttgctgce

tgttcatctt

taaatgctaa

gctccaggtc

acctgtctct

tggagttctt

ttaccagtca

tattgaatgt

ttttagatcc

tgagattcta

aatagcacat

gaaattgtaa

cccttttget

agccagacag

cacctctgct

gaccactgaa

tggaagtatg

aggtgaccat

aattaagaaa

gattgaatta

tattggtatg

ctaaatatgt

tcacatacag

ggggtggata

caattaaaaa

tgttgtttta

ttttgcattt

taatttttca

tgactgcagt

attcaatata

aacatatttg

tgacccattt

cataataaaa

ctattgttca

ttcttcacaa

agcttaatca

tcaatcaggt

gaaaaagatt

ttcctccact

ggtcttctgt

tgccactcga

ggttgaactt

gtaaaagaga

cagtaaaccc

caatcttgta

tttgtcattt

tagatcactt

tagggcatag

acctgtgttc

tcactgtaag

ttggaaaaac

ctgtggtccc

accttttcectt

aggaaagttt

tgcattacat

gagtacgcta

atgaatgttt

ttgcttcctt

aattagataa

aaaagaatag

94



2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

ccagtacagc

acgaaagtgc

taaaaaatcc

ttaagagtgt

tgaagtgagc

aaagtgtggt

gtaggcttga

tttttacttc

aagtcaagcc

aatctatttt

ataa

atacaatctc

cattttagta

actgacttgt

ttattcgtcg

tttagtgagc

aaaaagccag

gtgaacttct

ctcattcatt

tacaatgccc

tgtttctttt

agaaacttag

aaggcaggaa

atttttgcac

gttcattttg

aaaaggatca

agtagtttta

gatctagatt

attgtaccag

tagaggaaga

catttgaata

aagcaagtag

aaaaatagca

aagaggctgg

gggattttcc

gaatgcaggg

tacagacaaa

tgaaagtaaa

catcatagct

gtaaaaccag

tttaaatttt

aaaataattg

atatttgagt

tctgaatatg

cccttgatgt

aacactaagc

accagtgtca

ttttatgaag

ttattactct

aaattcatgc

atggtttatt

gttgatgtaa

tatgtaagga

attgttcaca

tttgacagat

tgtgatgaag

ggcctttgca

acattgccca

aatcccaggt

tggcttaaat

aaaaaattaa
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Forward primer

Prob

Reverse primer

ATF4

TGGTCAGTCCCTCCAACAACAGCAAG

TCCCGGAGAAGGCATCCT

1 tttctacttt gcccgcccac agatgtagtt ttctctgcgce gtgtgecgttt tccctcectcec

61 ccgccctcag ggtccacggce caccatggcg tattaggggc agcagtgcct gcggcagcat

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

tggcctttgce

gccatggcgt

tggattggtg

gagcgcccgg

cgggaaagcg

cgagccccgce

agatggcggc

cggccgcecect

aagaatcccc

ggcaaataca

cataagtgga

tctcattcag

tcgaattaag

ctgagcagcg

gctgaagaaa

agcggcggea

gagtaccggg

gggtgcggcc

gacgcgtggt

tagtcgggtg

aagggtccca

ggcagggcgg

ggccgtattt

tggtctccgt

actgccctgt

aggatgaaat

gcttctcacg

cacattcctc

aggtgttggt

gcctaggtct

gcagcaccag

gcgggtcgtce

tggggccagg

ctttgcttgg

cccggactgce

ggggtcttgg

cggcgeggge

ggacgtgggg

gagcgtccat

tccecgattcet

tctcagaaca

gcattcagca

gattccagca

gggggacttg

cttagatgat

gctctgcagce

cagctgtgct

gcggtgccgce

gtgtccccga

ttccccagga

ctgttgcccc

gtgagtcaag

acggagcgct

tttgtggaac

ctagatggcc

gctaacctct

gcagcgttgce

aagcaccgca

atgtccccct

tacctggagg

ggcaaccccce

cctggggccg

Caagggggaa

gacgctcgcg

gccctacagce

acgaaacgtg

ggcgggcggt

ttcctecttgg

ctgagttgca

gatctagaga

aatgggagtt

tgtaaccgac

acatgaccga

tcgaccagtc

tggccaagca

agcggcttaa

gcgcgggttt

gcgatttaac

tgcctgggat

cctcggaccc

gcaggaacca

gggcggggcg

cggccggtgg

agcagggagg

agtcccgcect

ggcttctgat

aaagacacct

aatgagcttc

gggtttgggg

cttcaaacct

1021 catgggttct ccagcgacaa ggctaaggcg ggctecteey aajiREEEEEE o

1081 ttggtcagtc cctccaacaa cagcaaggag gatgccttct ccgggacaga ttggatgttg

1141 gagaaaatgg atttgaagga gttcgacttg gatgccctgt tgggtataga tgacctggaa



1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

accatgccag

gtccaggaga

agtttaacaa

ccaggggtcc

gatatcactg

tgcataaagg

tcctatctgg

ccatctccag

aagatggtag

Caaaacaaga

actggtgagt

ctggccaagg

aagaaaaggg

ctgtagctgt

atgaccttct

ctaataagca

aacccgacca

tgtcctccac

aaggagatag

aggaagacac

ggtctcctca

gtgttctctg

cagcaaaagt

cagcagccac

gcaaagagct

agatccagta

tccectagtt

gtgttccaat

gaccacgttg

gcccceccag

ggttgccccce

tccagatcat

gaagccagac

cccttcagat

gcacagcccce

tgggtctgcce

aaagggtgag

taggtaccgc

ggaaaagaag

cctgaaagat

gaggatagtc

aaattatttt

gatgacactt

acggtgaacc

ttcaccttct

tcctttagtt

tacactgctt

aatgatagtg

tctaccaggg

cgtcccaaac

aaactggata

cagaagaaga

aacgaggctc

ttgatagaag

aggagcgtca

gtagggaaag

gtgatctctt

caattggcca

tacaacctct

tagagctggg

acgttgccat

gcatctgtat

gctctccaaa

cttacgatcc

agaagctgaa

gggcggagca

taaaagagag

aggtccgcaa

atgtgcttgt

ta

tgccccecta

tctcccagaa

tcceectttec

cagtgaagtg

gatccctcag

gagcccagag

taggagcctc

tcctggagag

aaaaatggag

ggaggctctt

ggcggattcc

ggcaaggggyg

acatagagtg
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Forward primer

Prob

Reverse primer

XBP1

CCCCGAGGAGAAGGCGCTGAG

GCTGCTACTCTGTTTTTCAGTTTCC

1 ggcgetggge ggectgeggeg cgeggtgege ggtgegtagt ctggagectat ggtggtggtg

61 gcagccgcgc cgaacccggc cgacgggacc cctaaagttc tgcttctgtc ggggcagccce

121 gcctccgecg ccggagccccggccggcecag gccctgccge tcatggtgec agcccagaga

181 ggggccagee cggaggcagc gagcgggggg ctgccccagg cgcgcaageg acaiioomg

241 EEEEEEEE- cccccgagga gaaggcgctg aggaggaaac tgaaaaacag agtagcagcet

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

cagactgcca

ttagaagaag

ggccttgtag

gaagaggagg

gcagcactca

aacatctccc

tgggcattct

ccagcctgga

tttctctgtce

ttgaccacat

ctaatgtggt

aattcattgt

gagatcgaaa

agaaccaaaa

ttgagaacca

cggaagccaa

gactacgtgc

catggattct

ggacaacttg

ggagctccca

agtggggacg

atataccaag

agtgaaaatc

ctcagtgaag

gaaggctcga

acttttgcta

ggagttaaga

ggggaatgaa

acctctgcag

ggcggtattg

gacccagtca

gaggtctacc

tcatcagcca

cccctagtcet

gaggaagcac

gaagaacctg

atgagtgagc

gaaaatcagc

cagcgcttgg

gtgaggccag

caggtgcagg

actcttcaga

tgttcttcaa

cagaaggacc

agctggaagc

tagagatacc

ctctcagccc

tagaagatga

tggaacagca

ttttacgaga

ggatggatgc

tggccgggte

cccagttgtc

ttcagagtct

atgcccttcce

cagttcctta

cattaatgaa

ctctgagaca

ctcagagaat

cctcgttccecg

agtggtagat

gaaaactcat

cctggttgcect

tgctgagtcc

acccctccag

gatatcctgt

ccagagcctg

ccagcctccc

ctaattcgtt

gagagccaag

gatcaccctg

gagctgggta

1021 tctcaaatct gctttcatcc agccactgcc caaagccatc ttcctgccta ctggatgcett

1081 acagtgactg tggatacggg ggttcccttt ccccattcag tgacatgtcc tctctgcttg

1141 gtgtaaacca ttcttgggag gacacttttg ccaatgaact ctttccccag ctgattagtg



1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

tctaaggaat

gcagagaagc

gaattcctct

gcagtccaag

acagctttta

tatgtaaggg

atcatttctc

tgcttctgta

gtaagatcaa

tttttcctgce

caattaaaag

gatccaatac

ctgtctgtac

atttgttcag

gtattgagac

agattgtact

tcattagaca

ttccecececttt

agcaacggga

gaatcttttg

tagtgtagct

gtacaatgca

tgttgccctt

ttcattcaaa

atctcataga

atattactgg

tttatcttaa

aatgtcttga

ttggcatcct

acacctgctg

tgaaattata

tctgaaaggt

ttccttgact

aagccaaaat

tgacccccag

aagtaagaaa

aagggtggta

agtagacatg

ggcttgcctce

agggggctct

gaaatttact

gctttctcca

attacactgc

agagagtata

gtattgtctt

tattactata

gttttcccta

gaatttatga

cagttttagg

ttccctecatg

atgtaaatgc

tttatttaaa

ctggaggata

cagtcctaga

ttgacatcca

attgagaact

aaatacttat

atggttcttt

tcctttagtt

tatacttcaa

ttgatggaat

actacccatg
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Forward primer

Prob

Reverse primer

GADD153

AGTGGTCATTCCCCAGCCCGG

TCTCCTTCATGCGCTGCTTT

1 agagacttaa gtctaaggca ctgagcgtat catgttaaag atgagcgggt ggcagcgaca

61 gagccaaaat cagagctgga acctgaggag agagtgttca agaaggaagt gtatcttcat

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

acatcaccac
gctgagtcat
gacctgcaag
aatgaagagg
actgaggagg
gattccagtc
aaacggaaac
gaacaggaga
gaaatcgagc
gtgaatctgc
ccacctttcce
aatcccacat

atagagattg

acctgaaagc

tgcctttctce

aggtcctgtc

aagaatcaaa

agccagaacc

agagctccct

agagtggtca

atgaaaggaa

gcctgaccag

accaagcatg

cagaagtggc

acgcaggggg

tacatttatt

agatgtgctt

ttcggacact

ttcagatgaa

aatcttcacc

agcagaggtc

ggctcaggag

ttccccagece

agtggcacag

ggaagtagag

aacaattggg

tactgactac

aaggcttgga

tattactgtc

ttccagactg

gtcagctggg

aatgggggta

actcttgacc

acaagcacct

gaagaggagg

cgggctggaa

ctagctgaag

gcgactcgcce

agcatcagtc

cctctcacta

gtagacaaaa

cctatctatt

atccaactgc

agctggaagc

cctatgtttc

ctgcttctct

cccagagccc

agagatggca

ctggtatgag

acctcctgga

ggcttggctg

tcactctcca

aagaceaas NN

agcagcgcat

agaatgaacg

gagctctgat

ccccacttgg

gtgccaatga

ggaaaggtct

aaagtgactt

gaaggagaaa

gctcaagcag

tgaccgaatg

gccacactac

tgtgaccctc

cagcttgtat

tctat
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OZGECMIS

Adi Soyadi: Emel SAGLAR ELCI
Dogum Yeri : HATAY

Dogum Yih : 1981

Medeni Hali : Evli

Egitim ve Akademik Durumu
Lise: 1995-1998 Antakya Super Lisesi

Lisans: 1998-2003 Hacettepe Universitesi Fen Fakdltesi

Biyoloji B&limii

Yuksek Lisans 2004-2007 Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boluma, Molekdler Biyoloji A.B.D

Yabanci Dil: ingilizce

is Tecriibesi: 2005- 2013 Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi

Dekanligi, Biyoloji Bolumu, Aragtirma Gorevlisi
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