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OZET

GAMA RADYASYONU VE HiPOBARIK STRES KOSULLARI ALTINDAKI
HeLa HUCRELERINDE SiKLiN BAGIMLI KiNAZ (CDK) GENLERININ
ANLATIMININ ARASTIRILMASI

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak bdliinmesi sonucu normal olmayan olusumlarin
meydana geldigi bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan
yontemlerden biri olan radyoterapide amag, kanserli hiicrelerin DNA’sina zarar
vermektir. Hipobarik stres kosullari, hiicrelerde hipoksi meydana getirmektedir. Hipoksi
sonucu meydana gelen serbest radikaller hiicrelerde hasara yol agmaktadir. Bu tez
calismasinda, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin insan serviks karsinomu
kokenli HeLa hiicrelerinde siklin bagimli kinaz genlerinin anlatimi incelendi. Bu amagla
5 farkli gama radyasyonu dozu (2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy) uygulanan HelLa
hiicrelerinin uygulamadan O ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda Mitokondriyal
Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi yontemi ile sitotoksik aktiviteleri incelendi. Hiicrelerde
meydana gelen sitotoksisitenin uygulanan dozun artmasina bagli olarak kontrole gore
anlamli olarak arttig1 saptandi (p<0,01). ICsp dozu olarak belirlenen 32 Gy gama
radyasyonu dozu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicrelerinde meydana
gelen sitotoksisitenin kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi
(p<0,01).

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre kiiltlirlerinde O ve
24 saat sonunda meydana gelen morfolojik degisiklikler faz-kontrast ve 1s1k
mikroskobunda gosterildi. Siklin bagimli kinaz genlerinin molekiiler diizeyde
anlatiminin  saptanmasi amaciyla siklin A, siklin E ve p2l primerlerinin anlatim
seviyeleri Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile arastirildi. Elde
edilen PCR firiinleri agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak incelendi. Hela
hiicrelerinde 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda tek basina hipobarik stres kosullar1
uygulanan deney grubunda ve gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stres kosullari
uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatim yaptig1 ve kontrol grubuna
gore anlatim seviyesinin diistligli belirlendi.

Sonug olarak elde edilen parametreler dogrultusunda, HeLa hiicre kiiltiirlerine gama
radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulanmasimin en yiiksek sitotoksik
etkiye neden oldugu belirlendi. Bu etki ile birlikte siklin bagimli kinaz genlerinden
siklin A geninin anlatim seviyeleri arasindaki farkin literatiirde ilk kez ortaya konmus
olmas1 bu baglamda yapilacak diger ¢alismalara temel teskil etmesi agisindan oldukca
onemlidir.



SUMMARY

EVALUATION OF CYCLIN DEPENDENT KINASE GENES EXPRESSION IN
HelLa CELLS UNDER GAMMA RADIATION AND HYPOBARIC STRESS
CONDITIONS

Cancer is defined as a disease, as a result of uncontrolled cell division and occurs
abnormal formations. The purpose of radiotherapy which is one of the methods used for
cancer treatment, doing harm to cancer cells’ DNA. Hypobaric stress conditions,
generate hypoxia in cells. Free radicals caused by hypoxia, leading to damage in cells.
In this thesis, the expression of cyclin dependent kinase genes in HeLa cells which were
originated from human cervical carcinoma were examined under the conditions of
gamma radiation and hypobaric stress. For this reason, the cytotoxic activities of HeLa
cells which were exposed to 5 different doses of gamma radiation (2 Gy, 8 Gy, 16 Gy,
32 Gy and 64 Gy), were examined via Mitochondrial Dehydrogenase Enzyme Activity
method, after 0 and 24 hours of incubation. It was determined that cytotoxicity
increased significantly due to control group when the dose was increased (p<0.01).
Under 32 Gy gamma radiation which is also known as ICsy dose, and hybobaric stress
conditions, it was determined that cytotoxicity of HeLa cells was statistically significant
according to control group (p<0.01).

After 0 and 24 hours, HelLa cell cultures that were exposed to gamma radiation and
hypobaric stress conditions, the morphological changes were examined under phase-
contrast and light microscopies. To detect the molecular expressions of cyclin
dependent kinase genes, the expression degrees of cyclin A, cyclin E and p21 primers
were examined via Revers Transcriptase Polymerase Chain Reaction method. The
outcomes of PCR were examined by agarose gel electrophoresis method. In the end of 0
and 24 hours of incubation, HeLa cells group it was observed that only cyclin A gene
was expressed and expression decreased according to the control group under hypobaric
stress conditions, also under hypobaric stress conditions and gamma radiation

Regarding acquired parameters, it was obtained that in HeLa cell cultures show the most
cytotoxic effect when gamma radiation and hypobaric stress conditions were applied
simultaneously. With this effect, for the first time showing the difference of expression
levels between cyclin A genes of cyclin dependent kinase genes and because of this, it is
highly significant to create basis for following studies.



1. GIRIS

Kanser, dogal bir siire¢ veya ¢evresel faktorlerin etkisi ile hiicre DNA’sinda ya da
kromozomlarin fonksiyonel birimleri olan genlerde olusturdugu degisiklikler
neticesinde, hiicrelerin  kontrolsiiz olarak boliinmesi sonucu normal olmayan
olusumlarin meydana geldigi bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser hiicreleri
invazyon, ila¢ hassasiyetinin diismesi, metastaz gibi malign ozellikler tasimaktadir
(Hartwell ve Kastan, 1994; Ringer ve Schnipper, 2001; I¢li ve Akbulut, 2005). Hiicre
siklusu, hiicrelerin ¢ogalmas1 i¢in meydana gelen bir dizi gegici biyokimyasal aktivite
ve morfolojik degisiklikleri kapsayan siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Bu siirecin saglikli
sonuglanabilmesi i¢in hiicre siklusunun kontrolii ¢ok biiyiikk 6nem tasimaktadir (Qu ve
dig., 2003). Bu yiizden hiicre siklusu i¢inde bazi kontrol noktalar1 yer almaktadir. Bu
kontrol noktalar1 siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK) araciligi ile kontrol
edilmektedir. Hiicreler, hiicre siklusu boyunca belirli durumlarda siklin proteinlerini
sentezlemekte veya bu proteinleri parcalamaktadirlar. Ortamda var olan siklinler,
CDK’lara baglanmakta ve aktifleserek aktif siklin/CDK yapilarmi olusturmaktadir.
Siklin ve CDK’larin farkli kombinasyonlar1 hiicre siklusundaki 6nemli gegislerde rol
almaktadirlar (Aliustaoglu, 2008). Hiicre siklusunun G1/S ve G2/M gegislerinde
bulunan kontrol noktalarinda hiicrenin, siklusa devam edip etmeyecegine karar
verilmektedir. Hiicre siklusunun devam etmeyece§i durumlarda hiicre apoptoza
ugramaktadir. Kanser olusumunda, hiicre siklus kontroliiniin kayb1 6nemli bir basamagi
olugturmaktadir (Bodner-Adler ve dig, 2005). Cevresel faktorler ile meydana gelen
DNA hasari, hiicre siklusundaki kontrol mekanizmalarinin bozulmasina neden
olmaktadir. Pek cok kanser tipinde hiicre siklusunun kontrol noktalarinda mutasyonlar

belirlenmistir (Vermeulen ve dig., 2003b).

Kanserin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi ve alternatif tedavi
yontemleri tek baglarima veya kombine olarak uygulanmaktadir. Radyoterapi, kanserin
tedavisinde en etkili iki yontemden birisidir. Hastalarin yarisindan fazlasi, tedavilerinin

bir boliimiinde radyoterapi gormektedir (Tobias, 1996; Delaney ve dig., 2005). Kanser



radyoterapisinde amag, kanserli hiicrelerin DNA’sina zarar vermektir. DNA’s1
onarillamayacak kadar zarar goren hiicreler hiicre sikluslarin1i durdurmakta, bunun
sonucu olarak da hiicreler 6lmektedir. Ancak radyoterapi tedavisi sirasinda ¢evredeki
saglikli hiicreler de zarar gorebileceginden, tedavi diisiik dozlarda giinliik olarak

uygulanmaktadir (Joiner ve van der Kogel, 2009).

Hipobarik stres kosullari, hiicrelerde hipoksi meydana getirmektedir. Hipoksi sonucu
meydana gelen serbest radikaller, hiicrelerde DNA, lipid ve proteinlerinde oksidatif
hasara yol agmaktadir (Cakatay ve Telci, 2000; Cakatay ve Kayali, 2006). Ayrica
hipobarik stres kosullarmin mitokondriyal fonksiyonu bozdugu da gosterilmistir. Bu
stres kosullari, hiicrelerin hiicre siklusunun G1 evresinde etki ederek durdurmakta ve
bunun sonucu olarak hiicrelerin G1/S ilerlemesinde baskilama meydana getirerek hiicre

cogalmasimi engellemektedir (Krtolica ve Ludlow, 1996; Box ve Demetrick, 2004).

Kanser hiicrelerinin hiicre sikluslarmin engellenerek hiicre boliinmelerinin durmasi ve
kanser hiicrelerinin 6lime tesvik edilmesi tedavi agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu
nedenle hiicre siklusunun molekiiler mekanizmasinin arastirilmasi olduk¢a Onem

kazanmustir.

Bu caligmada, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarmin insan serviks
karsinomas1 kokenli HeLa hiicre soyu lizerinde meydana getirdigi sitotoksik etki ve
hiicre siklusunda yer alan CDK genlerinin anlatimi incelenmistir. Bu baglamda,
giiniimiizde oldukg¢a sik kullanilan ve radyoterapide Onemli bir yer tutan gama
radyasyonu ile giiniimiizde yeni bir ¢alisma konusu olan hipobarik stres kosullarinin
ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi sonras1 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresince HeLa

hiicrelerinde meydana gelecek sitotoksik etkinin belirlenmesi amaglanmustir.



Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin hiicrelerde meydana getirdigi
morfolojik degisimin genel goriintiileri faz kontrast mikroskobu ve giemsa boyasi ile
151tk mikroskobunda gosterilmistir. Ayrica olusan sitotoksik etki mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesi (MTT, (3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil tetrazolyum
bromid)) yontemi ile degerlendirilmistir. Uygulamalar sonucu hiicre siklusunun kontrol
noktalarinda rol oynayan siklin bagiml kinaz genlerinde meydana gelen gen anlatim
seviyeleri Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile

incelenerek, agaroz jel elektroforezinde gosterilmistir.

Calismamizda yukarida bahsedilen parametreler 1s1ginda, gama radyasyonu ve
hipobarik stres kosullarmin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasinin hiicre siklusu

tizerindeki etkisi ve bu etkide CDK genlerinin rollerinin belirlenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. HUCRE SIKLUSU

Hiicre siklusu, bir takim makromolekiiler olaylar1 kapsayan hiicre boliinmesini ve bunun
sonucu olarak birbirinin aynisi olan iki yeni hiicrenin olusmasi olarak tanimlanmaktadir.
Bu olay, hiicrelerin canli oldugunun gdstergesidir. Hiicre siklusu sirasinda, hiicrenin
biliylimesi, DNA replikasyonu, replike olmus kromozomlarm yavru hiicrelere dagilimi

ve hiicre boliinmesi olaylar1 ger¢eklesmektedir.

Hiicre béliinmesi, mitoz fazin1 ve uzun bir evre olan interfazi kapsamaktadir. Interfaz
sirasinda hiicre biiyiimekte ve boliinmek i¢in kromozomlarini kopyalamaktadir. Interfaz

evresinde Gy, S ve G, alt fazlar1 bulunmaktadir.

Boliinmeyen c¢ok ozellesmis hiicreler ve stlirekli boliinen hiicreler haricinde, hiicreler
bolinmek icin aktif sinyal almadiklar1 siirece, istirahat fazi olan Gy fazinda
durmaktadirlar (Vermeulen ve dig., 2003a, Vermeulen ve dig., 2003b). Hiicreler
bolinme sinyalini aldiklarinda, Gy fazindan ¢ikmakta ve hiicre siklusunun aktif

fazlarina gegmektedirler (Sekil 2.1).

1. G; Fazi: Hiicre siklusunun bu ilk fazinda hiicreler, kendi ¢evrelerini kontrol etmekte,
DNA sentezi i¢in hazwrhk yapmaktadirlar. RNA ve protein sentezi
gerceklesmektedir.

2. S Fazi: Bu fazda DNA sentezlenmektedir.

3. G; Fazi: Hiicre biiyiimeye devam etmektedir. Mitoz bolinme i¢in RNA ve protein
sentezi yapmaktadir.

4. Mitoz Fazi: Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olusmaktadir. Bu fazin

sonunda ise birbirinin aynis1 iki yeni hiicre meydana gelmektedir.
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Sekil 2.1: Hiicre siklusu fazlar1 (Anonim-a, 2013).

Hiicre siklusu srrasinda c¢evreden ve hiicre iginden gelen sinyaller hiicrenin siklus
fazlarinda diizenli olarak ilerlemesini saglamaktadirlar. Bu yiizden hiicre siklusunun
bazi asamalarinda kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin,

hiicre siklusuna devam edip etmeyecegine karar verilmektedir (Vermeulen ve dig.,

2003a) (Sekil 2.2).



Replike olmamis ya da
hasarli DNA

G,/M Gegisi

Kromozomlarimn yanlis
hizalanmas1

Metataz/Anataz Gegisi

Hasarli DNA

Smirlama Noktasi

. (R Noktas1)
Replike olmamus ya da

hasarli DNA G /S Gegisi

Sekil 2.2: Hiicre siklusu kontrol noktalar1 (Cooper ve Hausman, 2006).

Hiicre siklusunda Gi-S gecisinde, S fazinda, G,-M gecisinde ve M fazi igerisinde
metafaz-anafaz gecisinde olmak tizere dort kontrol noktas: bulunmaktadir. Bunlardan
ilki G; fazmmin ge¢ evresinde gorilmektedir ve G; fazindan S fazina gegisi
saglamaktadir. Bu kontrol noktasi hayvan hiicrelerinde smirlama noktasi (Restriction
Point-R Noktasi) olarak adlandirilmistir (Pardee, 1989). Hayvan hiicrelerinde, hiicre dis1
faktorler hiicrelerin G; fazindan S fazina gegmesinde etkili olmaktadir. Bu faktorlerin
olmamasi1 durumunda hiicreler, hiicre siklusuna devam edememekte ve Gi fazindan
ayrilarak istirahat fazi olan Gy fazina ge¢mektedirler. Ayrica bu fazda DNA hasar1
meydana geldigi takdirde hiicre siklusu G; fazinda p53 geni sayesinde durmaktadir
(Agami ve Bernards, 2000). DNA’nin tamir edilemeyecegi durumlarda ise hiicre
apoptoza ugramaktadir (Vermeulen ve dig., 2003a; Foster, 2008). S fazi kontrol noktasi,
DNA replikasyonunda herhangi bir sorun oldugu durumda sinyal kaskadin1 baslatarak,
DNA tamir oluncaya kadar fazi durdurmaktadir. G, fazindaki kontrol noktasi replike
olmamis DNA’nin M fazma gecisini engellemektedir. DNA’nin tam olarak replike
olmadigi durumda hiicre siklusu, DNA replike oluncaya kadar durmaktadir.
Metafaz/anafaz gecisinde bulunan kontrol noktasinda, kromozomlarm ig iplikleri
iizerine dizilmesi ve yavru hiicrelere esit olarak dagilip dagilmadigi kontrol

edilmektedir.



Hiicreler boliinerek ¢ogalmaya basladiginda, hiicre siklusu pozitif ve negatif sinyaller
yoluyla sik1 bir bicimde denetlenmektedir. Hiicre siklusunun bir fazindan digerine gecisi

bazi protein kinazlar sayesinde olmaktadir. Bunlar;

1. Siklinler
2. Siklin Bagimli Kinazlar (CDK)
3. Siklin Bagimli Kinaz Inhibitdrleri (CKI/CDKI) olarak 3 gruba ayrilmaktadir.

2.1.1. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar (CDK)

Siklinler, hiicre siklusu boyunca, CDK’lar1 aktive ederek hiicrelerin ilerlemesini kontrol
eden protein ailesi olarak tanimlanmaktadirlar. CDK’lar ise, serin/treonin protein
kinazlar olarak bilinmektedir. CDK’lar siklinlere baglandiklarinda aktiflesmekte ve
aktif siklin/CDK bilesiklerini olusturmaktadirlar. Bu yapida siklinler diizenleyici alt
birim, CDK’lar ise katalitik alt birimler olarak yer almaktadir (Flatt ve Pietenpol, 2000).
CDK’larin aktiflesmesi birden fazla basamak sonunda gerceklesmektedir. ilk olarak
siklin alt birimi ile birlesmekte, belirli amino asitlerin fosforilasyon/defosforilasyonu

bunu takip etmektedir.

Siklin/CDK bilesikleri, siklin alt biriminin hiicre i¢indeki miktarma, fosforillenme
durumuna ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin  durumuna bagli olarak
diizenlenmektedir. Farkli siklinler, hiicre siklusu i¢inde farkli fazlarda sentezlenirlerken
diger taraftan da hizlica yikilmaktadirlar (Sekil 2.3). Her bir siklin, kendine 6zgli bir
fazda en yiiksek degere ulagsmaktadir (Sekil 2.4). Aktive olan siklin/CDK yapisit DNA
replikasyonu ve mitozda gorev yapan bircok proteini fosforillemektedir. CDK’larin
aktivitelerinin diizenlenmesinde siklinler haricinde, fosforilasyon/defosforilasyona

neden olan bagka yollarda rol oynamaktadir (Cabadak, 2008).



INK4 CDK Inhibitérleri
(p15, p16, p18, p19)

Siklin D:
CDK4. CDK6

KIP/CIP CDK Inhibitorleri
(21, p27, p57)

Simirlama Noktasi

G/SGegisi R

Siklin E:
CDK2

Sekil 2.3: Hiicre siklusunda siklin-CDK yapilariin yer aldigi fazlar (Dehay ve Kennedy, 2007).

Miktar

v

G, Faz1 S Faz1 G, Faz1 Mitoz

Sekil 2.4: Hiicre siklusu fazlarinda siklin miktarlari (Anonim-b, 2013).

Hiicre siklusunun ilerlemesinde anahtar rol oynayan G1/S gecisi, siklin D/CDK4, G;
faz1 ortalarinda siklin D/CDKG6 ve G; fazinin sonunu yoneten Siklin E/CDK2 tarafindan
kontrol edilmektedir (Kasten ve Giordano, 1998; Stiegler ve dig., 1998; Harbour ve
dig., 1999; Sherr ve Roberts, 1999; Watanabe ve dig., 1999; Pucci ve dig., 2000).



Siirlama noktasinda tiimor baskilayict protein (Rb, pRb, Retinolastoma) hiicrenin S
fazina girip girmeyecegini belirlemede rol oynamaktadir (Hartwell ve Kastan 1994;
Vermeulen ve dig., 2003a). pRb az fosforillendigi takdirde E2F transkripsiyon
faktoriinii baglayp, inaktiflestirmektedir (Weinberg, 1995; Kearns ve Liu, 2001; Dyson,
2002). E2F faktoriiniin inaktiflesmesi ile hiicre S fazmna girememekte ve hiicre siklusu
durmaktadir. Go fazindaki hiicreler biiyiime sinyali aldiklarinda az fosforillenmis pRb
Gy faz1 sonuna dogru siklin/CDK bilesigini olusturmakta ve olusan bu yapt pRb
proteinini fosforillemektedir (Weinberg, 1995; Kearns ve Liu, 2001; Vermeulen ve dig.,
2003a). Fosforillenen pRb proteininden E2F salinarak, S fazina gegis igin gerekli
genlerin transkripsiyonu saglanmaktadir (King, 1996; Fearson, 1997; Molinari, 2000;
Giacinti ve Giordano, 2006; Foster, 2008). Biiyiime faktorlerinin olmadigi durumda ise,
hiicredeki siklin diizeyleri hizlica diigmektedir. Bu durumda hiicreler G; fazindan S

fazina gecemeyip Go fazina girmektedirler.

S fazma giren hiicrede, DNA sentezi gerceklesmektedir. Siklin A/CDK2 yapisi DNA
sentezini baglatmakta ve S fazinin ilerlemesini saglamaktadir (Arata ve dig., 2000).
DNA sentezi sirasinda sarmalin birbirinden ayrilmasi ile DNA hasarlara karsi ¢ok
duyarli hale geldiginden S fazi diger fazlara goére daha hizli gegilmektedir (Zong ve
Thompson, 2006). Bu fazda hiicrenin bir diger faza geg¢mesi pRb proteininin

fosforillenmesi ile belirlenmektedir (Kirsch ve Kastan, 1998).

DNA hasar1 ya da niikleotid eksilmesi gibi, DNA replikasyonunu tehdit eden sartlar
altinda, S faz1 kontrol noktas1 devreye girmektedir (Painter ve Young, 1980; Branzei ve
Foiani, 2007; Paulsen ve Cimprich, 2007; Tourriére ve Pasero, 2007). DNA’da olusan
hasar1 DNA pol &, hiicre ¢ekirdegi antijeni (PCNA) ve replikasyon faktorii C (RFC)
proteinleri tespit etmektedir. Bu kontrol noktasinda siklin A/CDK2 bilesigi gorev
yapmaktadir.
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Hiicreler S fazinda DNA sentezi yaptiktan sonra, G, fazina girmektedirler. Bu fazda
siklin B/CDK1 bilesiginin aktivitesi artmakta ve hiicrelerin mitoza girisi uyarilmaktadir
(Molinari, 2000; Foster, 2008). Olusan bu bilesige Mitozu Ilerleten Faktdr (MPF) ad1 da
verilmektedir. Bu faktér, G, fazindan M fazmna gegisi saglamaktadir. Hiicre siklusu
sirasinda siklin B’nin siirekli yapimi ve yikimi ile MPF aktivitesi kontrol edilmektedir.
CDK2’nin aktive olmasi bir¢ok proteini fosforile etmektedir ve bunun sonucu olarak M
faz1 baglamaktadir. CDK2 aktivitesi siklin B’nin de yikimina neden olmaktadir.
Proteolitik siklin B yikimi CDK2’yi inaktive ederek, hiicrenin mitozdan ¢ikmasi

saglanmaktadir.

Hiicrelerin mitoz fazindaki kontrol noktas1 metafaz/anafaz gecisi sirasinda olmaktadir.
Bu kontrol noktast ig iplikleri olusumunu kontrol etmektedir. Kromozomlar normal
olarak hizalanmadiginda, sentromerler mikrotiibiillere tamamen tutunamadiginda ve
bunun sonucu olarak esit boliinmeye hazir olmadigi durumlarda kontrol noktasi, mitoz
fazin1 durdurmaktadir. Bu kontrol noktasi, anafaz ilerletici bilesik/siklozom (APC/C)

tarafindan diizenlenmektedir (Musacchio ve Edward, 2007).

2.1.2. Siklin Bagimh Kinaz inhibitorleri (CK1/CDKI)

Hiicre siklusunun diizenlenmesinde hiicre siklusunu engelleyen sinyaller de rol
oynamaktadir. Hiicre siklusunu engelleyerek diizenleyen CKI proteinleri, gorevlerini
siklin aktivitesini kontrol ederek yerine getirmektedirler. Bu proteinler, siklin/CDK

yapisinin olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe etmektedirler.

Etkiledikleri mekanizmaya ve yapilarina gore, omurgalilarda iki farkli CKI ailesi

bulunmaktadir.

1. Cip/Kip ailesi
2. INK4 ailesi
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Cip/Kip ailesi inhibitérleri, p21"WATCPt p27KIP! ve p57X'"2 jiyelerinden olusmaktadir.
Cip/Kip inhibitdrleri, amino ucu bulunan CDK inhibitdr domainleridir ve yapisal olarak
farkli karboksi u¢lu domainler bulundurmaktadir. Bu ailenin tiyeleri, hiicre siklusunun

inhibisyonunu siklin/CDK yapisini inhibe ederek gergeklestirmektedirler.

Bir diger inhibitor ailesi olan INK4 ailesinde, pl15, pl6, pl8 ve pl9 iiyeleri
bulunmaktadir. INK4 ailesi tiyeleri, hedef kinazin katalitik olmayan ucuna baglanarak
hiicre siklusunu durdurmaktadilar (Russo ve dig., 1998; Brotherton ve dig., 1998). INK4
ailesi tiyeleri spesifik olarak CDK4 ve CDK6’y1 baglamaktadir (Clurman ve Porter,
1998).

CKI sentezi, boliinmekte olan bir hiicrenin durmasma neden olmak i¢in yapilmaktadir.
Kontrol noktasindaki DNA hasarma yanit olarak hiicre siklusunu durdurmakta ve

hiicreye DNA tamiri i¢cin zaman kazandirmaktadir.

Memelilerde 6rnek teskil eden CKI, p21°dir. p53, radyasyon ya da ila¢ nedeniyle
hiicrenin strese maruz kalarak DNA hasar1 olustugu durumlarda, hiicre cevabi olarak
uretilmektedir. G; fazinda DNA hasar1 olmasi durumunda siklin D/CDK4/6 ve siklin
E/CDK2 bilesiklerini inaktive eden sinyal kaskadi baslamaktadir. Bunun ig¢in iki
belirgin mekanizma bulunmaktadir (lliakis ve dig., 2003; Lukas ve dig., 2004).
Bunlardan biri p53 fosforilasyonu, digeri ise Ataxia Telegiectasia mutant kinaz (ATM)
ve p53°lin negatif diizenleyicisi MDM2 ve CHK2, p53 aktivasyonuna neden olmaktadir.
Hiicrede p53 diizeyinin artmasi ve aktive olmasi, p21’in aktivasyonuna neden olarak
p53 bagimh yoldan G; fazinin durmasmi saglamaktadir (Dulic ve dig., 1994). p21
proteininin aktivasyonu G; fazinda yer alan CDK’lara baglanmasina ve CDK'’larmn
inaktivasyonuna yol agmaktadir. p21, hiicre siklusunda genotoksik stres karsisinda p53
cevab1 olmasi disinda, direkt olarak da DNA replikasyonunu engelleyebilmektedir. p21,
cogalmakta olan hiicrelerde DNA polimeraz y’nin alt initesi olan PCNA

baglanmaktadir. Bunun sonucu olarak da p21, CDK’y1 6nlemekte ve S fazindaki
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hiicrelerde DNA replikasyonunu direkt olarak engelleyerek hiicre siklusunu

durdurmaktadir.

Ekstraseliiler inhibitér olan transforme edici biiytime faktori-p (TGF-B), epitel
hiicrelerinin birgok tipinde hiicreleri Gi fazinda durdurarak hiicre siklusunu inhibe
etmektedir. Bu fonksiyonunu CDK inhibitorlerinden p15 ve p27’nin indiiksiyonu ve
siklin D/CDK4 bilesigine baglanarak gergeklestirmektedir (Nagahara ve dig., 1999;
Donovan ve dig., 2002). CDK4 aktivitesinin yok olmasi sonucunda, pRb fosforilasyonu
bloke olmakta ve hiicre siklusu G; fazinda durmaktadir (Khleif ve dig., 1996).

INK4 ailesi iiyelerinden olan p16, CDK4’e baglanmaktadir. Siklin D/CDK4 bilesiginin
katalitik aktivitesini inhibe etmekte ve boylece negatif hiicre siklus regiilatérii olarak

gorev yapmaktadir (Bodner-Adler ve dig., 2005).

2.2. GAMA RADYASYONU

Radyasyon, atom igerisinde proton ve ndtron oraninin dengesiz oldugu durumlarda
ortaya c¢ikan kararsiz atomlarin kararli hale gegmek i¢in siirekli yaptiklari isimalar
olarak tanimlanmaktadir. 1895 yilinda Wilhelm Conrad Réntgen’in X 1smini1 bulmasiyla

baslayan siire¢ sonunda, gliniimiizde radyasyon, arkeolojiden tip alanina kadar genis bir
alanda kullanilmaktadir (Hall, 1998).

Radyoterapi olarak bilinen radyasyon tedavisi, kanser tedavilerinde olduk¢a sik
kullanilmaktadir. Buradaki ama¢ kanser hiicrelerini maksimum derecede oOldiirerek
timorleri kiigiiltmektir. Bu nedenle X igmlari, gama 1ginlart ve yiiklii parcaciklar gibi

yiiksek enerjili iyonizan radyasyon c¢esitleri kullanilmaktadir.
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Radyoterapideki diger bir amag, kanserli hiicrelerde DNA hasarina neden olmaktir.
Radyoterapi ile DNA sarmalinda kiriklara neden olarak dogrudan (Hall, 1988) ya da
serbest radikaller olusturarak dolayli yoldan DNA’ya zarar verilebilmektedir. DNA’s1
onarilamayan  hiicreler  bolinmelerini  durdurarak  O0lmekte ve  viicuttan

uzaklastirilmaktadirlar.

Radyoterapi giiniimiizde eksternal (distan) tedavi, brakiterapi (yakindan tedavi) ve

sistemik selektif radyoterapi olmak iizere ii¢ sekilde uygulanmaktadir.

Eksternal tedavide, X 1511 ya da gama radyasyonu gibi bircok yontem kullanilmaktadir.
X 1511, elektron 1ginlarinin desarj tiipline ¢garpmasi sonucu meydana gelmektedir. Gama
radyasyonu ise Cs-137 ya da Co-60 gibi radyoaktif kaynaklar kullanilarak elde
edilmektedir.

Gama radyasyonu, yiiksek enerjili bunun sonucu olarak da giriciligi fazla olan bir
radyasyon c¢esitidir. Hiicre i¢indeki en biiylik etkisini DNA {izerinde meydana
getirmektedir. Bunu DNA’y1 dogrudan ya da dolayli yoldan etkileyerek
gergeklestirmektedir. Gama radyasyonu DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarma,
mutasyonlara ve kromozomal anormalliklere sebep olmaktadir (Natarajan, 2002).
Ayrica gama radyasyonu organik molekiiller olan protein ve enzimlerin oksidasyonunu
saglayarak ya da kimyasal yapilarinda hasar meydana getirerek inaktivasyonlarina

neden olabilmektedir (Kula ve dig., 1999; Nagar ve dig., 2003).

2.2.1. Gama Radyasyonunun Hiicre Siklusu Uzerine Etkisi

Gama radyasyonu biyolojik molekiillerle reaksiyona girdiginde reaktif molekiiller
olusturmaktadir. Bunun sonucu olarak hiicrelerin DNA’sinda hasarlar meydana
gelmektedir. Hiicreler 1 Gy radyasyona maruz kaldiklarinda, DNA bazlarinda
~1000’den fazla hasar, ~1000 adet tek zincir kirig1 ve ~20-40 adet ¢ift zincir kirigi
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meydana gelmektedir. DNA’nin bu hedef olma o&zelliginden dolayi, hiicreler ve
organizmalar DNA’y1 i¢ten (0rnegin oksidasyon ve alkalizasyon) ve distan (0rnegin
ilaglar ve iyonizan radyasyon) meydana gelebilecek saldirilara kars1 korumak ve DNA
biitiinligliniin devam etmesini saglamak igin g¢esitli siire¢ ve mekanizmalar
olusturmaktadir. Bu siire¢, DNA’nin degisik ajanlar tarafindan hasarina karsilik, degisik
DNA tamir mekanizmalarmi da igermektedir. Ozellesmis tamir mekanizmalar1 bazlarda
bulunan baz ¢ikartma onarimi (BER), tek zincir kiriginda tek zincir kirigi onarimi
(SSBR) ve ¢ift zincir kiriklarinda homolog rekombinant (HR) ve homolog olmayan
uclarin baglanmasi (NHEJ) meydana gelen hasarlar1 belirlemekte ve tamir etmektedir

(Joiner ve Van der Kogel,2009).

DNA hasarina yanit mekanizmalari (DDR), radyasyonun neden oldugu DNA hasarmin
hiicresel sonucunu belirleyen olduk¢a karmasik ve koordine bir sistemdir. Bu sistem,
DNA hasar1 algilayicilart ve hasar yanitinin efektorleri olarak iki boliime ayrilmaktadir.
Algilayicilar, genomu hasar olup olmadigina dair aktif olarak inceleyen proteinler
grubudur. Bu proteinler hasar durumunda sinyal vermekte ve hiicre efektor yollardan
birine gitmektedir. Bu yollar, hasarli hiicreleri 6liim siirecine gotiiren programlanmis
hiicre 6liimii, DNA kiriklarim fiziksel olarak tamir eden DNA tamir mekanizmalar1 ve

hiicre siklusunu gecici ya da kalic1 olarak durduran hiicre siklusu kontrol noktalaridir.

Hiicre siklusu kontrol noktalar1 DDR’nin énemli efektdr yollarmdan birisidir. Iyonizan
radyasyona maruz kalan hiicrelerde G;, S ve G, fazlarinda gecikmeler meydana
gelmektedir (Kastan ve Bartek, 2004). Bu gecikmeler hiicre siklusu kontrol noktalar

sayesinde olusmaktadir.

G1/S kontrol noktasi, radyasyon uygulamasindan ancak birka¢ saat sonra tamamen
baslatilmaktadir, bu da bir¢ok hiicrenin tamir edilmemis ¢ift zincir kiriklar1 ve bagka
hasarlar ile S fazina girmesine neden olmaktadir. Hiicreler G; fazmin ortasinda ya da

sonlarma dogru radyasyona maruz kaldiklarinda, hiicrelerin S fazina girisi 4-6 Saate



15

kadar devam etmektedir (Gadbois ve Lehnert, 1997; Linke ve dig., 1997; Cann ve
Hicks, 2006; Deckbar ve dig., 2011). Radyasyona maruz kalindiktan sonraki 4-6 saat
icerisinde yiiksek radyasyon dozlarinda bile sadece S fazina giriste yavaglama oldugu
goriilmiistiir. Bunun nedeni CHK2/CDC25 ve p53/p21 yolaklar1 arasindaki hassasiyet
farki, sinirlama noktasinin arkasinda ve oniindeki hiicrelerin ayr1 hassaslikta olmast ve
pRb tam fosforilasyona ulastig1r noktadan sonra hiicrelerin S fazina giris zamanindaki

farkliliklar olabilecegi diisiiniilmektedir (Deckbar ve dig., 2011).

Iyonizan radyasyon, Gi/S kontrol noktasimi tetiklemek ile birlikte, S fazini da
yavaslatmakta ve G; ilerleyisini durdurmaktadir. S fazin1 yavaslama nedeni, hiicrelerin
mitoz faza girmeden 6nce kromozom hasarlarini tamir etmesini saglamak icin gerekli

zamani vermektir (Hartwell ve Weinert, 1989; Murray, 1992; Elledge, 1996).

G2/M kontrol noktasi, anlik olarak hasarli hiicreleri yakalamakta ve tamir i¢in zaman
saglamaktadir. Ancak tamir olmamis ¢ift zincir kiriklarinin oldugu durumlarda hiicre
siklusuna tam olarak engel olamamaktadir. Bu da hiicrelerin kayda deger miktarda ¢ift
zincir kiri@1 ile mitoz fazina girmesine neden olmaktadir. Bu yiizden, G1/S kontrol
noktasinin tersine G,/M kontrol noktasi hizlica aktive edilmesine ragmen, G,/M kontrol

noktas1 dogasindan gelen duyarsizliga sahiptir (Deckbar ve dig., 2011).

2.3. HIPOBARIK STRES
Hipobarik stresin hiicrelerde meydana getirdigi hipobarik hipoksi, viicut hiicre ve

dokularinda atmosferik basinca bagli diisiik oksijen varligi olarak tanimlanmaktadir.

Molekiiler oksijen ¢ok hiicreli organizmalarin biiyiimesi ve gelismesi icin gerekli
olmaktadir. Memelilerde doku diizeyinde oksijen dengesini korumak i¢in molekiiler
oksijenin yakalanma, baglanma, taginma ve iletimini saglamak i¢in gelismis bir

fizyolojik ag bulunmaktadir. Hiicre ve dokular DNA replikasyonu i¢in oksijene ihtiya¢
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duymaktadirlar (Green ve Giaccia, 1998). Niikleozid biyosentezinde molekiiler oksijene
ihtiya¢ duyan iki kritik enzim bulunmaktadir. Bunlar riboniikleotid rediiktaz ve
dihidroorotat dehidrogenaz enzimleridir. Bu enzimlerin hipoksik kosullar altinda
inaktive olmasi, DNA sentezi i¢in deoksiniikleotid Onciillerinin eksikligine neden
olmakta ve sonug¢ olarak DNA replikasyonu durmaktadir. Niikleotid eksikliginin neden
oldugu, hipoksi ile uyarilmis hiicre siklusu durmasmin karmasik sonuglari
bulunmaktadir. Eksojen niikleozidlerin ya da deoksiniikleozidlerin eklenmesi S fazina
girise ve hipoksik hiicrelerde replikonun baslamasina neden olmakta ve hiicre siklusu
boyunca normal ilerlemeye izin vermemektedir (Loffler, 1985; Loffler 1987; Probst ve
dig., 1989; Loffler, 1992). Hipoksik kosullar altinda bu niikleotid dengesizligi

replikasyon inhibisyonunda rol oynamaktadir.

Hipobarik hipoksinin, oksidatif stresi arttirdigi bildirilmistir (Vats ve dig., 2008).
Hiicreler maruz kaldiklar1 hafif oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilmekte, tolere
edemedikleri durumlarda antioksidan enzim sistemlerini aktive etmektedirler. Ancak,
hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadigi durumlarda, reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) miktarmm arttigi ve bunun da oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir
(Jayalakshmi ve dig., 2005; Ramanathan ve dig., 2005; Maiti ve dig., 2006). Dolayisiyla
oksidatif hasara duyarli DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel
makromolekiiller zarar gormektedir (Gutteridge, 1994; Halliwell ve Whiteman, 2004;
Berger, 2005; Halliwell ve Gutteridge, 2007; Wildburger ve dig., 2009; Zadak ve dig.,
2009).

Hipoksik kosullara molekiiler cevap, hipoksi ile indiiklenen faktor 1 (HIF-1) olarak
bilinen transkripsiyon faktoriiniin stabilizasyonu ve aktivasyonu ile verilmektedir
(Wang ve Semenza, 1993). HIF-1, normoksiden (~%21 O;) hipoksiye (~%1 O,)
hiicrelerin ve tiim organizmanmn adaptasyonunu ve hayatta kalmasini kolaylastiran
genlerin indiiksiyonuna neden olan anahtar diizenleyici olarak tanimlanmaktadir (Wang

ve dig., 1995; Semenza, 1998).
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Hipoksinin hiicre biyolojisi ve memeli fizyolojisi lizerinde gen anlatimi araciligi ile
kuvvetli bir etkisinin oldugunun bilinmesinden dolayi, HIF-1"in yolag1 ve hastaliklarda
oynadigi roller 6nem kazanmaktadir. HIF-1, hipoksi yanit elementi olarak bilinmektedir
(HRE; 5’-RCGTG-3’). Hipoksik kosullar altinda HRE’ye baglanan HIF-1 proteini,
hipoksik olarak uyarilabilen HIF-1a alt birimini ve temel olarak anlatimi yapilan HIF-
1B alt birimini igeren heterodimerik bir bilesik olarak tanimlanmaktadir (Wang ve dig.,
1995). Ayrica HIF-1B aslen aril hidrokarbon reseptdriine baglanan partner olarak
tanimlanan, aril hidrokarbon niiklear yer degistirici (ARNT) olarak da bilinmektedir
(Reyes ve dig., 1992). HIF-1a ve HIF-1p proteinlerinin, basit heliks-loop-heliks-Per-
ARNT-Sim (bHLH-PAS) protein ailesine ait oldugu gosterilmistir (Sekil 2.5) (Wang ve
dig., 1995). HIF-1’in klonlanmasindan kisa bir siire sonra, ¢ok yakindan iliskili olan
HIF-2 proteini (endotel Per-ARNT-Sim (PAS) proteini, HIF-benzeri faktor (HLF), HIF-
iliskili faktor (HRF) ve PAS siiper aile 2 {iyesi (MOP2) olarak da isimlendirilmektedir)
tanimlanmis ve klonlanmistir (Ema ve dig., 1997; Flamme ve dig., 1997; Hogenesch ve
dig., 1997; Tian ve dig., 1997). HIF-20, HIF-1 ile amino asit dizisinin %48’ini
paylasmakta ve ayrica HIF-1 ile heterodimerizasyon ve HRE’lere baglanmak gibi

yapisal ve biyokimyasal benzerlikleri de bulunmaktadir.
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Sekil 2.5: HIF protein tiirevlerinin homolojisi (Ke ve Costa, 2006).

Daha sonra kesfedilmis olan HIF-3a, ¢esitli dokularda anlatimi yapilan, HIF-1B ile
dimer olusturan ve HRE’lere baglanan protein olarak tanimlanmaktadir (Gu ve dig.,
1998). Buna ek olarak, HIF-3o’nin birbirine u¢ uca eklenerek farkli yapisini olusturan
PAS inhibitoriiniin (IPAS), serebellum ve korneal epitelin Purkinje hiicrelerinde
dominant olarak anlatimi yapilmaktadir. IPAS, endojen transaktivator etkisine sahip
degildir, HIF-1o’nin amino uclu bolgesi ile etkilesime girmekte ve HIF-1’in negatif
dominant diizenleyici roliinii oynayarak DNA’ya baglanmasina engel olmaktadir
(Makino ve dig., 2001). Bununla birlikte IPAS kalp ve akcigerde hipoksi ile
uyarilabilmekte ve bu dokularda HIF-1 i¢in negatif geribildirim dongiisiine katkida
bulunmaktadir (Makino ve dig., 2002).

Hipoksi ve HIF-1, insiilin benzeri biiyiime faktor-2 (IGF2) ve transforme edici biiyiime

faktorii-o. (TGF-a) gibi biliylime faktorlerini uyarmaktadir (Feldser ve dig., 1999;
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Krishnamachary ve dig., 2003). Bu tip biiylime faktorlerinin ayni tiirden reseptorlere
baglanmasi hiicrenin ¢ogalmasv/hayatta kalmasina ve HIF-lo’nin kendiliginden

anlatimin1 tesvik eden sinyal iletim yolaklarini aktive etmektedir (Semenza, 2003).

Ancak, celiskili bir bi¢cimde, hiicrenin hipoksiye adapte olmasi sadece hiicre
cogalmasi/hayatta kalmasma degil, bazi durumlarda da hiicrenin 6limiine neden
olmaktadir. HIF-1’in, karmasik rollerde gorev alarak hipoksik kosullarda apoptozu
tesvik ettigi diistiniilmektedir. Diisiik oksijen kosullarinda yapilan genetik ¢alismalarda,
HIF-1a bulunmayan embriyonik kok hiicreleri yabani tip ile karsilastirdiklarinda, HIF-
la bulunmayan hiicrelerde apoptozun diisiik oldugu bilinmektedir (Carmeliet ve dig.,
1998). Hipoksik kosullar altinda kaspaz-3 ve apoptotik proteaz aktivasyon faktorii-1
(APAF-1) bagiml kaspaz-9’un aktive olmasi ve sitokrom c’nin salinimi, bazi hiicre
tiplerinde goriilmektedir (Brunelle ve Chandel, 2002; McClintock ve dig., 2002). Ayrica
HIF-1o0 ve HIF-1B ekspresyonunun kaspaz-3, Fas ve Fas ligand gibi proapoptotik
faktorler ve apoptoz ile 6nemli 6l¢iide iliskisi bulunmaktadir (Volm ve Koomagi, 2000).
Hiicre siklusunun kontroliinde gorevli olan p53 ve p21 gibi genlerin de HIF-bagimli
oldugu bilinmektedir (Carmeliet ve dig., 1998). Bununla birlikte p53’iin Bax, NOXA,
PUMA ve PERP gibi apoptozla baglantili genleri uyararak hipoksi ile uyarilmis

apoptozu diizenleyici rolii oldugu da ortaya konmustur (Schuler ve Green, 2001).

2.3.1. Hipobarik Stres Kosullarinin Hiicre Siklusuna EtKisi

Tiimorlerde, hiicreler ¢esitli diizeylerde oksijen miktarlarina maruz kalmaktadirlar.
Yapilan in vitro ¢alismalar, hiicrelerin oksijen konsantrasyonuna ve hipoksiye maruz
kalma siirelerine bagli olarak, hiicre boliinmelerini yavaslatmakta ya da apoptotik
siirecin  baslatilmasiyla 6lmekte oldugunu gostermektedir. Ornegin asir1 hipoksik
kosullarda (%0,02 O, konsantrasyonu) yabani tip p53 eksprese eden hiicrelerde apoptoz
meydana gelmektedir (Amellem ve Pettersen, 1991). %1-2 oksijenli kosullar orta
dereceli hipoksik kosullar sayilmaktadir. Bu seviyedeki hipokside, hiicreler hipoksik
uygulama sirasinda canli kalabilmekte ve hiicre siklusunu kontrol eden molekiillerdeki

ozellesmis biyokimyasal degisiklikler gozlenebilmektedir (Zygmunt ve dig, 2002).
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Diistik oksijen kosullarinin, bircok hiicre tipinde hiicre siklusunun durmasma neden
oldugu bildirilmistir (Heacock ve Sutherland, 1990; Amellem ve Pettersen, 1991;
Graeber ve dig., 1994).

Siddetli hipoksiye maruz kalmis hiicrelerde hiicre siklusu G fazi ya da S fazinin erken
evrelerinde durdurulmaktadir. Hipoksinin ¢ok siddetli olmadigi durumlarda ise S
fazinin ge¢ evresinde, G, ya da mitoz fazindaki hiicreler hiicre siklusunu tamamlamakta
ve hiicre siklusunun G; fazinda durdurulmaktadir (Amellem ve Pettersen, 1991).
Hipoksiye maruz kalmis hiicrelerde, CDK4 ve CDK2 kinaz aktivitelerinin seviyesinde
bir azalma oldugu bilinmektedir (Krtolica ve dig., 1999). Hipoksi sirasinda CKI ailesi
tiyelerinden p27 proteinin seviyesinde yiikselme meydana gelmekte ve bunun hiicrelerin
hiicre sikluslarmin hipoksiye bagli olarak G1/S ge¢isinde durmasmin nedeni oldugu 6ne
stiriilmektedir (Gardner ve dig., 2001). Ancak kanitlar p27°nin hipoksik yakalanma i¢in
gerekli olmadigini da gostermistir (Green ve dig., 2001).

Hipoksi ile uyarilmis hiicre siklusunun durdurulmas: olaymnmn, pRb proteininin
hipofosforile olmasi ile meydana geldigi bildirilmistir (Amellem ve dig., 1996; Krtolica
ve dig., 1998). Bunun, hipoksi ile uyarilmis apoptozun tersine, p53 indiiksiyonundan
bagimsiz olarak gergeklestigi gosterilmektedir (Graeber ve dig., 1994; Schmaltz ve dig.,
1998). Gy/S faz1 gegisinde, pRb proteininin 6zgiin siklin/CDK bilesigi tarafindan
fosforillenmesi gerekmektedir (Plana-Silva ve Weinberg, 1997). Daha 6nce yapilan
calismalarda hipoksinin hem transforme olmus hem de olmamis hiicrelerde
hipofosforile olmus pRb’nin biriktigi gosterilmistir (Ludlow ve dig., 1993; Krtolica ve
dig., 1996). pRb’ nin bu aktivitesi CDK2’nin inhibisyonu ve CDK4’lin aktivitesi ile
birlikte meydana gelmekte ve protein fosfataz 1 (PP1) aktivitesi pRb dogrultusunda
artmaktadir. CDK aktivitesi, p27 ve p21 gibi CKI’lar tarafindan inhibe edilirken, pRb
hipofosforilasyonunu arttrmaktadir. Hipofosforile olan pRb proteini hipoksik kosullar
altinda hiicre siklusunun durmasmi saglamaktadir. Ancak hiicre siklusunun
diizenlenmesinde  HIF-1  o’'nin  direk rolii, pRb  proteininin  hipoksik

hipofosforilasyonuna neden olan olaylar ve hipoksiyle uyarilmis G; yakalanmasinda
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pRDb proteininin fosforilasyon durumunun ilgisi tam olarak bilinmemektedir (Carmeliet
ve dig., 1998; Iyer ve dig., 1998).

Hipoksik durumda CDK2’ nin inhibisyonu p27°nin artmast ve bunun CDK2 ile olan
iliskisiyle oldugu gosterilmistir (Krtolica ve dig., 1998; Gardner ve dig., 2001; Zygmunt
ve dig., 2002). Ancak, hipoksik kosullarda CDK4 inhibisyonunun mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir. Hipoksik hiicrelerde CDK4 aktivitesinin inhibisyonunun pl6
anlatimmin artmasi ile olabilecegi ve hipoksik hiicrelerde gozlenen CDK4 enzimi ile

ilgili olabilecegi diistiniilmektedir (Zygmunt ve dig., 2002).

Bazi hiicre hatlarinda, hipoksik kosullarda CKI’larin PI3K/AKt yolagma bagli olarak
azaldigi gosterilmistir (Box ve Demetrick, 2004). HIF-1 ekspresyonunun hiicrelerde
azalmasi, Akt yolaginin hipoksik inaktivasyonuna dayandirilmaktadir. Hipoksiye bagl
Akt yolaginin asagi regiilasyonunun nasil oldugu bilinmemekte bununla birlikte fosfataz
ve tensin homologu (PTEN) gibi Akt’nin yukar1 regiilasyonunu saglayan regiilatorlerin
neden oldugu diisiiniilmektedir (Zundel ve dig., 2000). Hipoksi ile uyarilmis hiicre
siklusunun durdurulmasina kars1 dayanikliligin ve hipoksiye bagimli olarak azalan p21
ve INK4 proteinlerinin, anormal olarak artis gosteren PI3K/Akt yolaginin aktivitesi ile
ilgili olabilecegi diisliniilmektedir. Boyle hipoksiye karsi direngli fenotiplerin kanser
hiicrelerinde p53 igin Onerilene benzer bir sekilde, diizensiz PTEN islevi ile de

secilebilecegi tahmininde bulunulmaktadir (Graeber ve dig., 1996).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanmis HeLa hiicre
soyunda meydana gelen sitotoksik etkinin ve CDK genlerinin rollerinin hiicresel ve
molekiiler bazda gosterilmesi amaglandi. Belirlenen doz ve siirede uygulanan gama
radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin ortaya ¢ikardig sitotoksik etki MTT yontemi
ile, CDK genlerinin rolleri ise RT-PCR yontemi ile arastirildi. Gama radyasyonu ve
hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicrelerinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler faz kontrast mikroskobu ve Giemsa boyama ile 151k mikroskobunda

goriintiilendi.

3.1. HUCRE KULTURUNDE KULLANILAN BESIYERININ HAZIRLANMASI
Eagle tuzlar1 ve L-glutamin igeren, sodyum bikarbonat bulundurmayan Minimum
Essential Medium (MEM, Sigma) distile su igerisinde ¢dziindiiriildii. Icerisine 100
pg/ml streptomisin ile 100 IU/ml penisilin (Multicell, Wisent Products) eklenerek 0,22
um filtreden (Millipore) gecirildi. Hazirlanan stok besiyerleri, +4 °C’ de saklandi.

3.2. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneylerimizde kullanilan tiimoral hiicre soyu, laboratuvarimiza Tokyo Teknoloji
Enstitiisii tarafindan temin edilen, insan serviks karsinomu kokenli HelLa (CCL-2)
hiicreleridir. Haftada iki kez laboratuvarimizda diizenli pasaji yapilan bu hiicrelerin
standart doku kiiltiirii besiyerine, %10 Foetal Bovine Serum (FBS, Gibco Lab.)
eklenerek ve pH’s1 %4,4” liik NaHCOs3 ile 7,2° ye ayarlanarak 25 cm®” lik steril kiiltiir
kaplarinda, %5 CO2 ve %95 hava igeren nemli atmosferde, 37 °C de tek tabaka kiiltiir
olacak sekilde inkiibasyonlar1 gerceklestirildi.
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3.3. HUCRELERIN PASAJ ISLEMIi

HeLa hiicreleri, yetistirildikleri kiiltiir kaplar1 igerisinde yeterli yogunluga eristiklerinde
pasaj islemine baglandi. Hiicrelerin bulunduklar1 yiizeyden kaldirilmasi amaci ile 3 ml
tripsin ile 3 dakika inkiibe edildi. Siispanse edilen hiicreler bulunduklari kiiltiir kabindan
toplanarak santriflij tiipiine aktarildi ve iizerine tripsini inaktive etmek amaciyla 3 ml
besiyeri eklendi. 500 xg donme hizinda 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢6kmesi
saglandi. Coken hiicrelerdeki siipernatant kisim uzaklastirildi. Deney icin gerekli hiicre
sayilart hesaplanip, besiyeri ile sulandirma yapilarak, her deney i¢in daha Once

belirlenen optimum sayida hiicre ekildi.

3.4. HUCRELERIN EKiM iSLEMI

Hiicrelerin ekim islemleri, sitotoksisite deneyi icin, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her
kuyucukta 20 000 hiicre; molekiiler analiz i¢in, 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarna 50 000
hiicre/ml; Giemsa boyama i¢in 12 kuyucuklu lamelli kiiltiir kaplarina kuyucuk basma
50 000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler ekim isleminden sonra %5 CO2 ve
%95 hava karisimi igeren etiiv igerisinde, 37 °C de pH 7,2 de 24 saat siire ile

inkiibasyona birakild1.

3.5. GAMA RADYASYONU DOZUNUN BELIRLENMESI

Deneylerde kullanilacak %50 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonu (ICsp)
dozunun belirlenmesi amaciyla, hiicrelere 2, 8, 16, 32 ve 64 Gy olmak tizere 5 farkli doz
uygulandi. Her doz igin 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresi olacak sekilde 2 tane deney
grubu olusturuldu. Uygulamadan once hiicrelerin i¢inde bulundugu biitiin kuyucuklar
tamamen kiiltiir medyumu ile dolduruldu. Gama radyasyonu kaynagi olarak Co-60 (Co-
60 ti: 5,27 yil; Cirus, CGR CisBio, Kanada) kullamld: (Sekil 3.1). ilk 1smlamada
(07/11/2012) 32 Gy’lik gama radyasyonu 13,84 dakika verildi (Aktivitesi: 101,2
cGy/dk). Diger 1sinlama dozlar1 bu degere gore kalibre edildi. Sonraki 1ginlamalarda
kaynagin aktivitesindeki bozunma gbz Oniine alinarak 1smnlama zamanlarinda istenilen
dozlara ulasilacak diizenlemeler yapildi. Uygulama sirasinda kiiltiir kaplarmin altina
insan dokusu eg degeri 0,5 cm RW-3 kat1 fantom, iistiine kiiltiir kabmin seklini almas1

icin 0,5 cm bollus konuldu. Biitiin dozlar izosentrik olarak uyguland1.
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Sekil 3.1: Cirus Co-60 gama radyasyonu cihazi.

Gama radyasyonu uygulamasi sonrasinda, 0 saat deney grubu degerlendirilmeye
alinirken, diger deney grubu icin hiicrelerin besiyerleri ismlamadan hemen sonra
degistirilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmnin

ardindan bu deney grubu degerlendirmeye alind1.

Calismamizdaki tiim deneyler birbirinden bagimsiz olarak en az 3 kere tekrarlandi.
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3.6. GAMA RADYASYONU UYGULAMASI

Gama radyasyonu uygulamasi, hiicreler kiiltiir kaplarina ekildikten 24 saat sonra
gerceklestirildi. HeLa hiicreleri igin belirlenen 32 Gy 1Cso dozu, izosentrik olarak
uygulandi. Uygulama esnasinda SSD (kaynak yiizey mesafesi), 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplar1 i¢in 78,75 cm; 12 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 i¢in 78,5 cm olarak belirlendi.

Belirlenen doz olan 32 Gy i¢in, 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresi olmak iizere 2 deney
grubu belirlendi. Bu siireler sonunda besiyerleri uzaklastirilarak analizler

gerceklestirildi.

3.7. HIPOBARIK STRES KOSULLARININ UYGULANMASI

Hipobarik stres kosullari, gama radyasyonu uygulamasindan 24 saat sonra, Ozel
hazirlanmis kabinde (Uzay Simiilator Sistemleri, Nanovak) %2 O, ve %98 N olacak
sekilde ayarlanan kosullar altinda gergeklestirildi (Sekil 3.2). Fraksiyonel hipobarik
stres kosullar1 daha 6nce yapilmis bir calismada belirlenmis sekilde 24 saat aralikla, 3

saat olmak iizere 2 kere uygulandi (Ozcan Arican ve dig., 2012).

Hipobarik  stres kosullarinin  uygulanmasmin  hemen ardindan, besiyerleri

uzaklastirilarak analizler gergeklestirildi.



26

Sekil 3.2: Hipobarik kabin.

3.8. SITOTOKSISITE TAYINi: MITOKONDRIYAL DEHIDROGENAZ ENZIM
AKTIVITESI

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin uygulanmasmin ardindan HeLa
hiicrelerinde meydana gelen sitotoksik etki MTT yontemi kullanilarak belirlendi. Bu
yontemin temel prensibi, canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz
enzimleri ile suda ¢o6ziilebilen sar1 bir bilesik olan MTT tuzunun, suda ¢oziinmeyen
mavi renkli formazan kristallerine donlismesine dayanmaktadir. Mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesi, canli hiicrelerin sayis1 arttik¢a artmaktadir. Bu nedenle,
olusan formazan Kristalleri hiicre kiiltiirinde canli olan hiicrelerin sayisi ile dogru

orantihidir (Mosmann, 1983).
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96 kuyucuklu hiicre kaplarina ekilen hiicrelerin {izerindeki besiyeri, belirlenen
inkiibasyon siirelerinin sonunda uzaklastirildi. Biitiin kuyucuklara fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS, Multicell, Wisent Products) i¢inde ¢ozdiriilen MTT (Biomatik,
Kat.No:A3338) soliisyonundan 40 pl eklendi ve nemli atmosferde 4 saat siiresince 37
°C de, %5 CO:z2 igeren ortamda 151k almayacak sekilde inkiibe edildi. Siire sonunda her
bir kuyucuga 160 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek bir gece inkiibasyona birakildi.
Deney gruplarinin absorbans degerleri, 690 nm dalga boyu referans alinarak, 570 nm
dalga boyunda spektrofotometrede (pQuant, Bio-tek) Olciildii (Kurashige ve dig.,
1999).

3.9. MORFOLOJIK DEGERLENDIiRME

3.9.1. Faz Kontrast Mikroskobu

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin uygulanmasinin ardindan meydana
gelen morfolojik degisiklikler, 0 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda faz kontrast
mikroskobuyla x200’lik biiyiitmelerle incelendi. Uygulamalara ve zamana bagh olarak

meydana gelen morfolojik degisiklikler goriintiilendi.

3.9.2. Isik Mikroskobu
HeLa hiicrelerinde meydana gelen morfolojik degisimleri gézlemlemek amaci ile 0 ve
24 saat inkiibasyon siireleri sonunda hazirlanan preparatlara Giemsa boyama yapildi

(Ilgar ve Ozcan Arican, 2009).

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin uygulanmasinin ardindan belirlenen
stirelerin sonunda hazirlanan preparatlar Carnoy fiksatifi ile fikse edildi ve 5 dakika
Giemsa ile boyandi. Bu siire sonunda boya, saf su ile uzaklastirilarak preparatlar
kurumaya birakildi. Boyanmig preparatlar, hiicrelerde meydana gelen degisiklikleri

saptamak i¢in 151k mikroskobunda incelendi.
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3.10. GEN ANLATIMININ INCELENMESI

3.10.1. RNA izolasyonu

0 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda, 32 Gy gama radyasyonu ve hipobarik stres
kosullarinin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandigi deney gruplari ile kontrol grubundaki
hiicrelerden, total RNA izolasyon kiti (Fermentas GeneJET RNA Purification Kit,
Thermo Fisher Scientific Inc., Kat. No. K0732) kullanilarak total RNA izolasyonu
yapild1. Izole edilen total RNA’lar, hiicre siklusunda gérev yapan siklin A, siklin E ve
p21 genlerinin anlatimlarinin belirlenmesi i¢cin RT-PCR yontemi kullanildi. Her bir
deney grubu i¢in 12 kuyucuklu kiiltir kaplarina 50 000 hiicre/ml olacak sekilde,
kuyucuk bagina toplam 1 ml ekim yapildi. Kontrol, gama radyasyonu, hipobarik stres,
gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stres uygulanan 4 deney grubundaki hiicreler, 0
ve 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan tripsin ile kaldirilarak steril santrifiij tiiplerine
alindi. 500 xg déonme hizinda 5 dakika santriftij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pellet iizerine 0,6 ml RNA lizis soliisyonu ile B-Merkaptoetanol (her bir 1 ml RNA lizis
solisyonu i¢in 20 ul)  eklendi. Yiiksek hizda karistirilarak homojenizasyon
gerceklestirildi. Her bir tiipe 360 pl %96’lik etanol eklenerek karistirildi. Hiicre
stispansiyonundan 0,7 ml alinarak, toplama tiiplerinin icerisine yerlestirilmis olan RNA
saflastirma kolonlarina eklendi. Oda sicakliginda 12000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiiplerinde bulunan kisim atilarak kolon 2 ml’lik yeni toplama tiiplerine
koyuldu. Saflagtirma kolonlarinin iizerine 700 pl, etanol eklenmis Yikama Tamponu I
eklendi. 12000 xg’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki
kisim atilarak kolon toplama tiiplerine tekrar konuldu. Saflagtirma kolonlarina, etanol
eklenmis Yikama Tamponu II’den 600 pl eklendi. Oda sicakliinda 12000 xg’de 1
dakika sanfrifiij edildi. Toplama tiipiindeki kisim atildi ve kolon toplama tiipline geri
yerlestirildi. Saflastirma kolonuna 250 pl Yikama Tamponu II’den eklenerek oda
sicakliginda 2 dakika 12000 xg’de santrifiij edildi. Toplama tiipii i¢indeki sivi1 atild1 ve
saflastrma kolonu 1,5 ml’lik RNaz igermeyen steril mikrosantrifiij tiiptine alind.
Niikleaz igermeyen su, saflastirma kolonundaki membranin tam ortasindan eklendi ve
RNA’nm eldesi igin 12000 xg’ de 1 dakika santrifiij edildi. Saflastirma kolonu
uzaklastirildi ve toplama tiiptindeki total RNA miktar1 nanodrop (NanoDrop 2000,

Thermo Fisher Scientific Inc.,) kullanilarak belirlendi.
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3.10.2. RT-PCR Ydontemi

RT-PCR yontemi igin her bir deney grubuna ait total RNA’lara dnce cDNA sentezi
yapildi (Fermentas RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher
Scientific Inc., Kat. No. K1622). Bunun i¢in izole edilen total RNA’dan 5 pg alinarak
PCR tiiplerine konuldu. 1 pl random hekzamer primeri eklendi ve son hacim niikleaz
icermeyen su ile 12 pl’ye tamamlandi. Sonrasinda 4 ul 5x Reaksiyon karigimi, 1 pl
RiboLock RNaz Inhibitérii (20 u/ml), 2 pul 10 mM dNTP karisimi ve 1 um RevertAid
M-MuLV Revers Transkriptaz (200 u/ml) eklenerek son hacim 20 pl yapildi. Eklenen
tiim elemanlarm karigmasi icin PCR tiipleri 15 saniye santrifiij edildi. Ornekler, Tablo
3.1°de belirtildigi sekilde cDNA sentezi i¢in programlanan PCR cihazina yerlestirilerek
cDNA elde edilmesi sagland:.

PCR yontemi i¢in, yeni PCR tiipline 35,5 pl niikleaz igcermeyen su eklendi. Bunun
tizerine 5 ul 10X PCR karigimi, 1 pl 10 mM dNTP karisimi, 25 mM MgCl,, 0,5 ul Tag
DNA polimeraz (5u/pl) (Viva 2-Steps RT-PCR kit with M-MuLV RT/Tag DNA
Polymerase Vivantis, Kat. No. RTPL12 Kit(2)) konuldu. Daha sonra, hiicre siklusunda
yer alan siklin A, siklin E ve p21 primerlerinin reverse ve forwardindan (Tablo 3.2) 1,5
ul ve daha once izole edilen her bir deney grubuna ait cDNA’lardan 2 pl ilave edildi.

Icerigin karismasi i¢in PCR tiipleri 15 saniye santrifiij edildi.

Ornekler, Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde 6n denatiirasyon ve PCR amplifikasyonu igin
programlanan PCR cihazina yerlestirildi. PCR ftriinlerini i¢eren tiipler cihazdan alinarak
etidyum bromid igeren agaroz jelde yiiriitiildii ve ultraviyole (UV) 1sik altinda

gbzlemlenerek fotograflandi.
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Tablo 3.1: cDNA ve RT-PCR igin hazirlanan PCR cihazi program tablosu.

cDNA Sentezi On Denatiirasyon ve PCR Amplifikasyonu
1 dongii 1 dongii
25 °C’de 5 dakika 94 °C’de 3 dakika

42 °C’de 60 dakika
35 dongii
Denatiirasyon- 94 °C’de 15 saniye
Baglanma- 58 °C’de 30 saniye
Uzatma- 72 °C’de 45 saniye

Tablo 3.2: Primerlerin Niikleotid Dizilimi.

Primer Niikleotid Dizilimi
NM_001237.3 Forward: 1 GTC ACC ACA TAC TAT GGA CAT G 22
Homo sapiens Siklin A2(CCNA2), mRNA TO2 ..o 785
Reverse: 1 AAGTTT TCC TCT CAG CACTGAC 22
LO64. .. e 1043
NM_001238.1 Forward: 1 CAG CGG AGC AGC CCC ATC 18
Homo sapiens Siklin EL(CCNE1), mRNA LO6. . i 183
Reverse: 1 AAAACG GTCACGTTT GCCTTC 21
206 e 276
NM_ 000389.4 Forward: 1 GTT CCT TGT GGA GCC GGA GC 20
Homo sapiens CKI 1A (p21.cipl), mMRNA Ol 80
Reverse: 1 GGT ACA AGA CAG TGA CAG GTC 21
A79. 459

3.10.3. Agaroz Jel Elektroforezi

RT-PCR iirlinlerinin yiiriitiilmesi i¢in, %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun ic¢in 1,2 gr
agaroz tartilarak erlen igine bosaltild1 ve 60 ml 1x Tris-askorbik asit-edta (TAE) tamponu
eklenerek mikrodalga firinda ¢oziilmesi saglandi. 60 °C’ ye soguduktan sonra etidyum
bromiir eklenerek (jel hacminin %0.02°si kadar), tarak yerlestirilmis olan jel kasetine
bosaltildi ve donmasi i¢in 30 dakika beklendi. Jel kaseti, taraklar ¢ikartildiktan sonra

elektroforez tankina yerlestirildi ve tizerini gececek miktarda 1x TAE tamponu eklendi.

Izole edilmis RT-PCR 6rneklerinden 8 pl alindi. Uzerine 6x boyama tamponundan 3 ul
eklendi ve pipetaj yapildi. Hazirlanan érnekler jel kuyucuklarma uygulandi. Orneklerin
boyutlarmin belirlenmesi amaciyla DNA markirindan (Fermentas GeneRuler DNA

Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific Inc., Kat. No. SM0331) 3ul alindi, 3 pl boyama
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tamponu eklenerek pipetaj yapildi ve jele yiiklendi. Elektrotlar baglanan giic kaynagi
90V’a ayarlanarak 1 saat yiirimeye birakildi. Sonrasinda jel, transilliiminator ile

incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Deney gruplari, uygulamalara ve zamana bagli olarak kontrole ve birbirlerine gore
degerlendirildi. Bu amagla elde edilen degerlere tek yonlii ANOVA testi uygulandi.
Gruplarin kontrol grubuna gore anlamliliklar1 Dunnett’s testi, gruplarin birbirleri ile
olan anlamliliklar1 ise t-testi ile degerlendirildi. Anlamlilik degeri olarak p<0,05
seviyesi temel alindi (GraphPad Prism version 6.00, GraphPad Software, San Diego
California USA, Anonim-c).
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4. BULGULAR

4.1. 1ICs GAMA RADYASYONU DOZUNUN SAPTANMASI

Deneylerde kullanilacak olan 1Csp; gama radyasyonu dozunun saptanmasi amaciyla
HeLa hiicre kiiltiirlerine 2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy radyasyon dozlari
uygulanarak MTT yontemi ile 0 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda hiicrelerde
meydana gelen sitotoksik etki belirlendi. Deney gruplarinin ve kontrol gruplarinin
absorbans degerleri karsilastirilarak % canlilik grafikleri ¢izildi. Tiim deney gruplarinin

kontrol grubuna gore istatistiksel analizler ile anlamliligina bakildi.

Cesitli gama radyasyonu dozlarinin uygulanmasinin ardindan 0 saat deney gruplarmin
absorbans degerleri; kontrol grubu ic¢in 349,2x1073, 2 Gy i¢in 334,1x103, 8 Gy i¢in
313,8x1073, 16 Gy icin 299,5x1073, 32 Gy i¢in 292,7x10° ve 64 Gy icin ise 255,310
olarak olgiildii (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Yapilan istatistiksel analizler sonucu, kontrol
grubu ile deney gruplarinin hepsi arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<0,01).
Birbirleri ile karsilastirilan deney gruplarinda, 8 Gy ile 16 Gy arasinda ve 16 Gy ile 32
Gy arasinda anlamli bir fark olmadig: (p>0,05), diger biitiin deney gruplar1 arasinda ise

anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,01).

Tablo 4.1: Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanan deney gruplarmin 0 saat absorbans
ortalama (Aort) ve standart sapma (+SD) degerleri.

Deney Gruplar Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Aort +SD
Kontrol 349,2x10° 40,02
2 Gy 334,1x103* +0,02
8 Gy 313,8x107°%* +0,02
16 Gy 299,5x107%* +0,01
32 Gy 292,7x107%* +0,01
64 Gy 255,3x107%* +0,02

p<0,01: * (kontrole gore anlamlilik)
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Sekil 4.1: Cesitli gama radyasyonu dozlari uygulanan deney gruplarmin 0 saat sitotoksik
aktivite degerleri.

0 saat sonunda sitotoksik aktivite degerleri saptanan deney gruplarmin % canlilik
degerleri, kontrol grubu %100 kabul edilerek her bir deney grubu i¢in hesaplandi. 2 Gy,

8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy gama radyasyonu uygulanan deney gruplari i¢in sirasi ile
%96, %90, %86, %84 ve %73 olarak tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Cesitli gama radyasyonu dozlar1 uygulanan deney gruplarinin 0 saat % canlilik
degerleri.
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Cesitli gama radyasyonu dozlarinin uygulanmasmin ardindan 24 saat deney gruplarinin
absorbans degerleri; kontrol grubu icin 431,8x10%, 2 Gy i¢in 362,1x10°, 8 Gy i¢in
315,6x103, 16 Gy i¢in 298,4x107%, 32 Gy i¢in 219,6x10° ve 64 Gy i¢in ise 134,4x10°
olarak Ol¢iildii (Tablo 4.2, Sekil 4.3). Yapilan istatistiksel analizler sonucu, kontrol
grubu ile deney gruplarinin hepsi arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<0,01).
Birbirleri ile karsilastirilan tiim deney gruplari arasinda da anlamli fark oldugu
belirlendi (p<0,01).

Tablo 4.2: Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanan deney gruplarinin 24 saat absorbans
ortalama (Aort) ve standart sapma (£SD) degerleri.

Deney Gruplar: Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Aort +SD

Kontrol 431,8x107 +0,03

2 Gy 362,1x10°* +0,02

8 Gy 315,6x10°* +0,02

16 Gy 298,4x10°* +0,02

32 Gy 219,6x107* +0,01

64 Gy 134,4x1073* +0,01

p<0,01: * (kontrole gore anlamlilik)
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Sekil 4.3: Cesitli gama radyasyonu dozlar1 uygulanan deney gruplarimin 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda tespit edilen sitotoksik aktivite degerleri.
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24 saat deney siiresinin sonunda sitotoksik aktivite degeri saptanan deney gruplarmin %
canlilik degerleri, kontrol grubu %100 kabul edilerek hesaplandi. 2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32

Gy ve 64 Gy gama radyasyonu uygulanan deney gruplari i¢in sirasi ile %84, %73, %69,
%51 ve %32 olarak tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Cesitli gama radyasyonu dozlar1 uygulanan deney gruplarmin 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda % canlilik degerleri.

Sekil 4.4’te gorildigi gibi, HeLa hiicreleri i¢in deneylerimizde kullanilacak olan

optimum gama radyasyonu dozu (ICsp) 32 Gy olarak saptandi.

4.2. SITOTOKSIK ETKILER

HeLa hiicre soylarina uygulanan gama radyasyonu, hipobarik stres ve gama radyasyonu
ile birlikte uygulanan hipobarik stres kosullarmin O ve 24 saat inkiibasyon siireleri
sonunda hiicrelerde meydana getirdigi sitotoksik etki, MTT ydntemi kullanilarak
belirlendi. Deney gruplar1 ve kontrol gruplarmnin ortalama absorbans degerleri 6l¢iildii.
Bu degerlendirmenin sonrasinda tiim deney gruplarinin kontrol grubuna gore

istatistiksel analizler ile anlamliligina bakildu.
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Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi
sonrasinda 0 saat absorbans degerleri; kontrol grubu i¢in 317,2x107, tek bagina gama
radyasyonu uygulanan deney grubu icin 266,4x107, tek basina hipobarik stres kosullar
uygulanan deney grubu icin 301,2x10°, gama radyasyonu ile hipobarik stres
kosullarinmn birlikte uygulandigi deney grubu igin 263,1x10° olarak 6lgiildii (Tablo:4.3,
Sekil 4.5). Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile gama radyasyonu
ve gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0,01), tek basina hipobarik stres kosullarinin
uygulandigi deney grubu arasindaki farkin anlamli olmadigi1 (p>0,05) belirlendi. Gama
radyasyonu uygulanan deney grubu ile hipobarik stres kosullarinin tek baslarina
uygulandigi deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunurken (p<0,01), tek basina
gama radyasyonu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarmm birlikte
uygulandigi deney grubu arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (p>0,05).
Ayrica tek basma hipobarik stres kosullarmin uygulandigi deney grubu ile gama
radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandig: gruplar arasinda anlamli
bir fark oldugu da belirlendi (p<0,01).

Tablo 4.3: Kontrol, gama radyasyonu, hipobarik stres kosullari, gama radyasyonu ile hipobarik
stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney gruplarinin O saat sonunda 6lgiilen absorbans
ortalamalari (Aort) ve standart sapma (=SD) degerleri.

Deney Gruplan Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Aort +SD
Kontrol 317,2x10° +0,04
Gama Radyasyonu 266,4x10* +0,03
Hipobarik Stres 301,2x10°® +0,03
Gama Radyasyonu + Hipobarik Stres 263,1x10°>* +0,01

p<0,01: * (kontrole gére anlamlilik)

Deney gruplarmim 0 saatte saptanan sitotoksik aktivite degerlerinin % canliliklari,
kontrol grubu %2100 kabul edilerek hesaplandi ve her bir deney grubu bu degere gore
oranlandi. Tek bagmma gama radyasyonu uygulanan deney grubu icin %84, tek basma

hipobarik stres kosullar1 uygulanan deney grubu i¢in %95, gama radyasyonu ile birlikte
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hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney grubu i¢in ise %83 olarak tespit edildi
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 0
saat deney siiresinde tespit edilen sitotoksik aktivite degerleri.
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Sekil 4.6: Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre

kiiltiirlerinde O saat deney siiresi sonunda saptanan % canlilik degerleri.

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarmim ayri ayr1 ve birlikte uygulanmasmin

ardindan 24 saat inkiibasyon sonrasi deney gruplarmnin absorbans degerleri; kontrol
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grubu icin 494,1x10°, tek basma gama radyasyonu uygulanan deney grubu icin
252,1x107, tek basina hipobarik stres kosullar1 uygulanan deney grubu i¢in 356,5x107,
gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarmin birlikte uygulandig1 deney grubu i¢in
ise 237,2x10? olarak Slgiildii (Tablo 4.4, Sekil 4.7). Yapilan istatistiksel analizler
sonunda, kontrol grubu ile tim deney gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu
belirlendi (p<0,01). Ayrica tek basina gama radyasyonu uygulanan deney grubu ile tek
basina hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney grubu arasinda ve gama
radyasyonu ile birlikte hipobarik stres kosullarmin uygulandigi tiim deney gruplari
arasinda da anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,01). Buna ek olarak tek basma
hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney grubu ve gama radyasyonu ile birlikte
hipobarik stres uygulanan deney grubu arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark
oldugu tespit edildi (p<0,01).

Tablo 4.4: Kontrol, gama radyasyonu, hipobarik stres kosullari, gama radyasyonu ve hipobarik

stres kosullarinin birlikte uygulandig1 deney gruplarinin 24 saat sonunda 6l¢iilen
absorbans ortalamalar1 (Aort) ve standart sapma (+SD) degerleri.

Deney Gruplan Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Aort +SD
Kontrol 494,1x10° +0,02
Gama Radyasyonu 252,1x10°* +0,01
Hipobarik Stres 356,5x10°>* +0,02
Gama Radyasyonu + Hipobarik Stres 237,2x10°3* +0,02

p<0,01:* (kontrole gore anlamlilik)

24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda sitotoksik aktivite degerleri saptanan deney
gruplarinin % canliliklar1, kontrol grubu %100 kabul edilerek hesaplandi ve her bir
deney grubu bu degere oranlandi. Tek bagina gama radyasyonu uygulanan deney grubu
icin bu deger %51, tek basmna hipobarik stres kosullar1 uygulanan deney grubu igin
%73, gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarmin birlikte uygulandigi deney
grubunda ise %48 olarak tespit edildi (Sekil 4.8).
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Absarbans x 102

Kontrol Gama Hipobark Gama Radyasyonu
Radyasyonu Stres + Hipobarik Stres

Sekil 4.7: Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre kiiltlirlerinde 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda tespit edilen sitotoksik aktivite degerleri.

120

100 ¢ ¢ 4

80

60 \. == Kontrol

40 == Deney Gruplari

%Canhhk

20

Gama Radyasyonu Hipobarik Stres ~ Gama Radyasyonu +
Hipobarik Stres

Sekil 4.8: Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda saptanan % canlilik degerleri.
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4.3. MORFOLOJIK ETKILER

4.3.1. Faz Kontrast Mikroskobu

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin ayr1 ayri ve birlikte uygulanmasinin
ardindan 0 saatte meydana gelen morfolojik degisimlerin genel goriinimi Sekil 4.9-
12’de gosterildi. Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarmin ayri1 ayr1 ve birlikte
uygulanmasmin hemen ardindan meydan gelen morfolojik etkilerin gama radyasyonu
ile hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney grubunda en fazla oldugu
gozlendi. Tek basma gama radyasyonu uygulanan deney grubunda bu etkiler daha az
goriiliirken, en az etki tek basma hipobarik stres kosullarinin uygulandigi grupta
meydana geldi. Deney gruplarinda, kontrol grubundaki hiicrelerde gozlemlenmeyen
bazi morfolojik degisiklikler saptandi. Deney gruplarinda hiicrelerde vakuollerin
olustugu, sitoplazmalarinin graniillii oldugu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres
kosullarmin birlikte uygulandigi deney grubunda hiicrelerin kiigiildiigii ve yiizeye

tutunma yeteneklerinin azaldig1 gorildi.

Sekil 4.9: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 0 saat deney siiresi sonunda faz-kontrast
mikroskobu goriintiisii (x200).
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Sekil 4.10: HeLa hiicre kiiltiirlerinde tek basina gama radyasyonu uygulanan deney grubunun 0
saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).
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Sekil 4.11: Hel a hiicre kiiltiirlerinde tek basina hipobarik stres kosullar1 uygulanan deney
grubunun 0 saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).
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Sekil 4.12: HeLa hiicre kiiltiirlerinde gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulanan
deney grubunun 0 saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).

Ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanan gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin HeLa
hiicre kiiltiirlerinde 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda meydana getirdigi genel
morfolojik etkiler Sekil 4.13-16’da gosterildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
meydana gelen etki gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarmin birlikte
uygulandigi deney grubunda maksimum, tek basma hipobarik stres kosullarinin
uygulandigi deney grubunda ise minimum oldugu gozlendi. Kontrol grubu ile deney
gruplarindaki  hiicrelerin  morfolojik  yapilar1  karsilastirildiginda, tiim deney
gruplarindaki hiicrelerin kontrol grubundaki hiicrelere oranla daha kiigiik ve
sitoplazmalarinin graniillii oldugu goriildii. Deney gruplarindaki hiicrelerde vakuollerin
bulundugu, hiicre membraninda baloncuk seklinde ¢ikintilarin bulundugu, apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin olugsmaya basladig1 belirlendi. Ayrica 6zellikle gama radyasyonu ile
hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney grubundaki hiicrelerin yiizeye

tutunma yeteneklerinin azaldigi gorildii.
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Sekil 4.13: HeL a hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).

Sekil 4.14: HeLa hiicre kiiltiirlerinde tek bagina gama radyasyonu uygulanan deney grubunun
24 saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).



Sekil 4.15: HeLa hiicre kiiltiirlerinde tek bagina hipobarik stres kosullari uygulanan deney
grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).

Sekil 4.16: HeLa hiicre kiiltiirlerinde gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullart uygulanan
deney grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu goriintiisii (x200).
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4.3.2. Isik Mikroskobu

HeLa hiicre kiiltiiriinde, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin ayri ayri ve
birlikte uygulandiktan sonra, deney siireleri sonunda Giemsa boyama yapilan hiicrelerde
meydana gelen morfolojik degisiklikler 151k mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.17-
20, 0 saat; Sekil 4.21-24, 24 saat).

0 saatte, tim deney gruplarma ait hiicrelerin sitoplazmalarinda graniillesme, gama
radyasyonu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi

deney grubunda vakuol olusumuna ek olarak niikleus par¢alanmasi da goriildi.

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubundan farkli olarak, deney gruplarinda
hiicrelerin sitoplazmasmda graniillerin meydana geldigi, farkli biiyiikliikte vakuollerin
bulundugu, hiicre sekillerinin bozuldugu, niikleus zarlarinin parcalandigi ve gama
radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi1 deney grubunda bunlara

ek olarak apoptotik/nekrotik hiicrelerin olustugu gozlemlendi.



Sekil 4.17: HeL a hiicre kiiltiirlerinin kontrol grubunun 0 saatteki goriintiisii (Giemsa x1000).

Sekil 4.18: Gama radyasyonu uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 0 saatte saptanan morfolojik
degisiklikler (Giemsa x1000).

> :Sitoplazmada graniillesme, vakuol olusumu ve nukleus parcalanmasi)



Sekil 4.19: Hipobarik stres kosullart uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 0 saatte morfolojik
degisiklikler (Giemsa x1000).

(— :Sitoplazmada graniillesme)

Sekil 4.20: Gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullart uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 0
saatte saptanan morfolojik degisiklikler (Giemsa x1000).

> :Sitoplazmada graniillesme, vakuol olusumu ve nukleus parcalanmasi)
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Sekil 4.21: HeL a hiicre kiiltiirlerinin kontrol grubunun 24 saat sonraki goriintiisti (Giemsa
x1000).

Sekil 4.22: Gama radyasyonu uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda saptanan morfolojik degisiklikler (Giemsa x1000).

(—:Sitoplazmada vakuol olusumu, graniillesme, hiicre seklinin bozulmasr)



Sekil 4.23: Hipobarik stres kosullar1 uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda saptanan morfolojik degisiklikler (Giemsa x1000).

(—»:Sitoplazmada graniillesme ve vakuol olusumu)

Sekil 4.24: Gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullart uygulanan HeLa hiicre kiiltiirlerinde
24 saat inkiibasyon siiresi sonunda saptanan morfolojik degisiklikler (Giemsax1000).

(— :Nukleus zarmin par¢alanmasi, apoptotik/nekrotik hiicre olusumu)
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4.4. GEN ANLATIMINDAKI ETKILER

Gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullar1 uygulamasiin ardindan deney grubu ve
kontrol grubundaki hiicrelerden 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresi Sonrasinda total RNA
izolasyonu yapilarak RNA miktar1 belirlendi. Ardindan hiicre siklusunda gorev yapan
siklin A, siklin E, p21 ve pg-aktin genlerinin anlatimina RT-PCR y6ntemi ile bakildi. Elde
edilen PCR iriinleri agaroz jele yiiklenerek 90V’ta 1 saat yiriitildi. Siklin A, siklin E ve
p21 genlerinin anlatim seviyeleri agaroz jel elektroforezinde kontrol grubuna gore deney

gruplar1 arasinda karsilastirildi.

0 saat grubunda, kontrol grubu hiicrelerinde G; fazinda gorevli olan siklin E ve G,
fazinda gorevli olan siklin A genlerinin anlatim yaptig1 saptandi. Tek basmna gama
radyasyonu uygulanan deney grubunda siklin A geninin anlatim seviyesinin kontrol
grubuna ve diger gruplara nazaran neredeyse yok seviyesinde azaldigi tespit edildi. Tek
basina hipobarik stres kosullar1 uygulanan deney grubunda ve gama radyasyonu ile
birlikte hipobarik kosullar uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatim

yaptig1 ve kontrol grubuna gére anlatim seviyesinin azaldigi goriildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25: Hel a hiicrelerinde deney gruplarma goére 0 saat sonunda siklin genlerinin
anlatimlarinin agaroz jel elektroforezi goriinttleri (A:Kontrol grubu, B:Gama radyasyonu,
C:Hipobarik stres kosullari, D:Gama radyasyonu+thipobarik stres kosullari; 1:p21,
2:Siklin A, 3:Siklin E, 4:4-aktin).

24 saat grubundaki hiicrelerde ise bu genlerin anlatim seviyelerine bakildiginda, kontrol
grubunda ozellikle siklin A geninin anlatim seviyesinin her 3 deney grubunda da
diistiigli saptandi. Ayrica bu diisiisiin 0 saat grubundakilere oranla daha fazla oldugu

belirlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: HelLa hiicrelerinde deney gruplarina gére 24 saat sonunda siklin genlerinin
anlatimlarinin agaroz jel elektroforezi goriinttleri (A:Kontrol grubu, B:Gama radyasyonu,
C:Hipobarik stres kosullari, D:Gama radyasyonu+hipobarik stres kosullari; 1:p21,
2:Siklin A, 3:Siklin E, 4:4-aktin).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, kanserin tedavisinde oldukga sik kullanilmakta olan gama radyasyonu ve
cagmmizda yeni bir ¢alisma alani olan hipobarik stres kosullarmin, insan serviks
karsinomu kokenli HeLa hiicre kiiltiirleri iizerindeki sitotoksik etkisi ve ayrica hiicre
siklusunu diizenleyen genlerin anlatimlarina etkilerinin arastirilmasi amacglanmistir.
Ayrica gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin ayr1 ayr1 ve birlikte
Uygulanmasi sonucu meydana gelen etkilerin hiicresel ve molekiiler seviyede
karsilagtirilmast da hedeflenmistir. Deneylerde, HelLa hiicre soyu iizerinde gama
radyasyonu ve hipobarik stres kosullarmin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi ile meydana
gelen sitotoksik etkiler, hiicre kinetigi parametrelerinden MTT yontemi, hiicre siklusunu
diizenleyen genlerin anlatim seviyeleri molekiiler biyoloji yontemlerinden RT-PCR
yontemi ile arastirilmistir. Hiicrelerin  morfolojik yapilarinda meydana gelen
degisiklikler ise, faz kontrast mikroskobu ve 1s1ik mikroskobunda giemsa boyama ile

gosterilmistir.

Kanserin tedavisinde oldukea sik kullanilan yontemlerden biri olan gama radyasyonu,
hiicrelerde dogrudan DNA hasarna neden olabilmekte (Hall, 1988) ve gama
radyasyonu gibi iyonizan radyasyona maruz kalan hiicrelerin hiicre siklusu fazlarinda
gecikmeler meydana gelmektedir (Kastan ve Bartek, 2004). Bu gecikmeler, hiicre
siklusunda gorev yapan ¢esitli siklinler ve bu siklinlere baglanan CDK’lar aracilig ile

kontrol noktalarinda olusmaktadir.

Son yillarda yeni bir ¢aligma alani olan hipobarik stres kosullar1 atmosferik basinca
bagl olarak diisiik oksijen kosullar1 olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerde meydana
gelen hipoksi, radyasyon direncini arttirmasina ragmen, hiicrelerde oksidatif strese
neden olmakta (Vats ve dig., 2008) ve bunun sonucu olarak da hiicrelerde cesitli

makromolekiillerde hasarlar olusmaktadir. Hiicrelerin hipoksiye maruz kalma siiresi,
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hiicre boliinmesinin yavaglamasinda ya da hiicrelerde apoptotik siirecin olugmasinda
Oonem tagimaktadir. Ayrica ortamin oksijen kosullarindaki farkliliklar da hiicrenin

cevabinda rol oynamaktadir.

Calismamizda HeLa hiicre kiiltiirlerine uygulanacak 1Csp gama radyasyonu dozunun
belirlenmesi amaciyla, 5 farkli gama radyasyonu dozu uygulanmis ve meydana gelen
sitotoksik etki MTT yontemi ile tespit edilmistir. Deneylerimizde 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda ICsp dozu 32 Gy olarak saptanmistir (Tablo 4.1-2, Sekil 4.1-4).

Sawant ve dig. (1999), 0 Gy, 10 Gy, 20 Gy ve 40 Gy gama radyasyonu ile (Doz hiz:
1,1 Gy/dk) HeLa hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda, hiicrelerde 0 saatte
40 Gy gama radyasyonu uygulamasinin ardindan tripan mavisi yontemi ile %80 canlilik
saptarlarken, 24 saatte kontrol grubunu %100 kabul ederek, 10 Gy i¢in %90, 20 Gy i¢in
%80 ve 40 Gy i¢in %60 canlilik orani saptamislardir. Bu oran 1ginlamanin ardindan 6.
giinde 40 Gy i¢in %10’a diismiistiir. Eriksson ve dig. (2007) cesitli gama radyasyonu
(Doz hizi: 0,45 Gy/dk) uyguladiklar1 HeLa hiicreleriyle yaptiklari ¢alismada, 20 Gy
radyasyon dozunu uyguladiklar1 deney grubunun 7,5 giin sonunda absorbans degerinin
0’a yaklastigin1 bildirmislerdir. Wang ve dig. (2010) HeLa hiicreleri ile yaptiklar1
calismada 4 Gy gama radyasyonu dozunun, 5. giinde %27,3 oraninda hiicre

inhibisyonuna neden oldugunu WST-1 yontemi ile gostermislerdir.

Deneylerimizde 1Csp dozu olarak kullandigimiz 32 Gy gama radyasyonu dozu yukarida
bahsedilen caligmalarla paralellik gostermekle birlikte, ICsp dozunun daha diisiik
bulundugu (Karthikeyan ve dig., 2011) baska calismalar da bulunmaktadir. Bunun,
calismamizda ve yukarida bahsedilen c¢alismalarda kullanilan gama radyasyonu
kaynaginin doz hizinin diisiik olmasimdan kaynaklanabilecegi; 1sinlamadan sonra 2 giin
veya daha wuzun siireler Dbeklenildigi takdirde I1Csyp dozunun diisebilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, ¢aligmamizda hipobarik stres kosullarinin da uygulanabilmesi

acisindan 1 giin (HeLa hiicreleri igin 1 hiicre siklusu siiresi ~19-21 saat) beklenmistir.



55

Ayrica caligmada varillan sonuglar Hela hiicrelerinin radyasyona karsi direncinden
dolay1, serviks kanserinde radyoterapinin cerrahi miidaheleden sonra yapilmasi

durumunu desteklemektedir.

Krtolica ve dig. (1996) insan ovaryum karsinomasi kokenli OW-1, SAU ve SKA hiicre
soylar1 lizerinde yaptiklar1 deneylerde, SKA ve OW-1 hiicrelerinin hipoksi etkisi sonucu
hiicre siklusunda G; ya da G1/S kontrol noktasinda durduklarini gdstermislerdir. Ozcan
Arican ve dig. (2011) HeLa hiicreleri iizerinde yaptiklar1 c¢alismada, hipoksinin
hiicrelerde meydana getirdigi anti-proliferatif etkinin uygulama zamanina bagli olarak
arttigin1 bildirmiglerdir. Hiicrelerin ¢ogalma hizinda anlamli bir azalma goriliirken,

buna paralel olarak apoptotik indeks degerlerinde anlamli artis goriildiigli saptanmustir.

Tez galismamizda ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanan gama radyasyonu ve hipobarik stres
kosullarinin zamana bagli olarak sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Bu amag
dogrultusunda MTT yontemi kullanilmis ve kontrol grubunun %100 oldugu kabul
edilerek, deney gruplarinin % canlilik oranlar1 belirlenmistir. Bunun sonucunda 0 saatte
tek basina gama radyasyonu uygulanan deney grubunun canlilik orant %84 (kontrole
gore anlamlilik, p<0,01), tek basma hipobarik stres kosullarmin uygulandigi grupta bu
deger %95 (p>0,05), gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stresin uygulandigi grupta
ise %83 (p<0,01) olarak Olgiilmiistiir. Deney gruplarinin birbirleri ile olan
anlamliliklarina bakildiginda, gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinin birlikte
uygulandig1 deney grubuyla, tek basina hipobarik stres kosullarmin uygulandigi deney
grubu arasinda anlaml bir fark bulundugu (p<0,01), ancak tek basma gama radyasyonu
uygulanan deney grubu ile arasinda bir fark olmadigi (p>0,05) belirlenmistir. Ayrica tek
basina gama radyasyonu ve tek basina hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney
grubu arasinda anlaml bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,01). 24 saat sonunda tek
basma gama radyasyonu uygulanan deney grubunda canlilik orani %51 iken (p<0,01),
tek basina hipobarik stres kosullarinmn uygulandigi deney grubunda %73 (p<0,01), gama
radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinimn birlikte uygulandigi deney grubunda ise %48
(p<0,01) olarak Olgiilmiistir. Deney gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel analizler

sonucu, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney
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grubu ile tiim deney gruplar1 arasinda, tek baslarina gama radyasyonu ve hipobarik stres
kosullar1 uygulanan deney gruplar1 arasinda anlamli bir farkin ortaya c¢iktig1
saptanmistir (p<0,01). Deneyler gergeklestirildikten sonra her iki inkiibasyon siiresinin
sonunda da meydana gelen sitotoksik etkinin en fazla gama radyasyonu ile hipobarik
stres kosullarinin birlikte uygulandig1r deney grubunda gerceklestigi saptanmis, en az
sitotoksik etkinin ise tek bagina hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney
grubunda meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 4.3-4). Tiim deney gruplarinin iginde
maksimum sitotoksik etkinin 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda gama radyasyonu ve
hipobarik stresin birlikte uygulandigr deney grubunda meydana geldigi saptanmustir.
Sonu¢ olarak, gama radyasyonunun, hipobarik stres kosullar1 ile birlikte
uygulanmasmin hiicrelerde meydana gelen sitotoksik etkiyi arttirdigi ve ayrica bu
etkinin hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler ile paralellik gosterdigi de

saptanmustir.

Calismamizda, Hela hiicre Kkiiltiirlerine gama radyasyonu ile hipobarik stres
kosullarinin ayr1 ayri1 ve birlikte uygulandigi deney gruplarinda meydana gelen
morfolojik degisiklikler, kontrol grubuyla karsilastirilarak tespit edilmistir. Faz kontrast
mikroskobu ile yapilan incelemelerde, 0 saat deney gruplarindaki hiicrelerin
sitoplazmalarinda graniillesme, vakuol olusumu ve gama radyasyonu ile birlikte
hipobarik stres kosullarinin uygulandigi deney grubunda hiicrelerin kiiciildiigii ve
yiizeye tutunma yeteneklerinin azaldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.9-12). Faz kontrast
mikroskobu ile yapilan gozlemlerde, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda ise, deney
gruplarinda  hiicrelerin  kiiclildiigli, = sitoplazmalarmin  graniilli  oldugu ve
apoptotik/nekrotik hiicre olusumlarinin basladig: goriilmiistiir. Buna ek olarak, 6zellikle
gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarinin birlikte uygulandigi deney grubundaki
hiicrelerin  tutunma yeteneklerinin azaldigir saptanmistir (Sekil 4.13-16). Isik
mikroskobunda giemsa boyama ile yapilan incelemelerde, 0 saatte tiim deney
gruplarindaki hiicrelerin sitoplazmasinda graniillesme, tek basmma gama radyasyonu
uygulanan deney grubunda buna ek olarak vakuol olusumu ve niikleus parcalanmasi
tespit edilmistir (Sekil 4.17-20). 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda deney gruplarindaki
hiicrelerin sitoplazmasinda graniillesme, vakuol olusumu ve apoptotik/nekrotik hiicre

olusumu goriilmiistiir. (Sekil 21-24).



57

Mirzaie-Joniani ve dig. (2002) HeLa hiicreleri lizerinde gama radyasyonu ile yaptiklari
calismada, apoptotik hiicrelerin varligini, bunun yaninda kondanse, parcalanmig
DNA’ya sahip apoptotik hiicrelerin oldugunu da saptamislardir. Niciforovic ve dig.
(2004) yaptiklar1 ¢alismada, Co-60 ile 1smladiklar1 HeLa hiicrelerinde, apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin olustugunu rapor etmislerdir. Deneylerimizde HeLa hiicrelerinde
gozlemlemis oldugumuz morfolojik degisiklikler bu c¢alismalar ile paralellik

gostermektedir.

O’Connell ve dig, (1998), HSG hiicreleri iizerinde radyasyonla yaptiklar1 ¢alismada,
hiicrelere gama radyasyonu uygulandiktan sonra Go/G; fazindaki hiicrelerin arttigini, S
ve Go/M fazindaki hiicrelerin azaldigini gostermislerdir. Wang ve dig., (2000) yaptiklar1
calismada, gama radyasyonunun neden oldugu DNA hasarmi takiben, gama
radyasyonunun MKKG6-p38y kaskadmimn aktivasyonunu sagladigi ve p38y’nin gama
radyasyonunun neden oldugu G, yakalanmasinda rolii oldugu gdosterilmistir. Vucic ve
dig., (2006) DU145 hiicrelerine Co-60 gama radyasyonu uygulayarak yaptiklari
calismada, radyasyon dozuna bagli olarak hiicrelerde sitotoksisitenin arttigini
gostermislerdir. DU145 hiicrelerinin gama radyasyonuna maruz kaldiktan sonra G,/M
kontrol noktasinda durduklar1 rapor edilmistir. Go/M kontrol noktasindaki birikmenin,
20 Gy gama radyasyonu uygulanmasinin ardindan 72 saatlik deney siiresi sonunda en
belirgin seviyeye ulastig1 bildirilmistir. Ahmadianpour ve dig. (2013) gama radyasyonu
uygulanan jurkat hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada, hiicrelerin G, fazinda durduklarini
gostermiglerdir. Ayrica Gy fazinda duran hiicrelerden bazilarmm da apoptoza
ugradiklarmi saptamislardir. Niu ve dig. (2013), BER’de gorevli olan DNA tamir
proteini XRCC1 bulunmayan HepG2 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢caligmada, hiicrelere gama
radyasyonu uyguladiktan sonra, XRCC1 proteini bulunmayan HepG2 hiicrelerinde,
normal HepG2 hiicreleri ile karsilastirildiginda G2/M fazindaki hiicrelerde biiyiik bir

artis oldugu gosterilmistir.

Caliymamizda, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarmin ayri ayri ve birlikte

uygulandig1 HeLa hiicrelerinde 0 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre siklusunu
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diizenleyen genlerden siklin A, siklin E ve p21 genlerinin anlatimina RT-PCR yontemi

ile bakilmstir.

Brugarolas ve dig., (1995) radyasyonla uyarilan hiicre siklusu durmasinda p21’in
Onemini arastirmislardir. p21'/' MEF hiicrelerine, gama radyasyonu uygulanmis ve bunu
takiben hiicrelerin G; fazinda durduklar1 goriilmistiir. Fujii ve dig., (1999) yaptiklari
caligmada, normal hiicreler Go/G; ve G,/M fazlarinin hepsinde dururken, NBCCS’den
elde edilmis hiicrelerin gama radyasyonu uygulandiktan sonra Gy/M fazinda
biriktiklerini rapor etmislerdir. Gama radyasyonu uygulamasindan sonra goriilen
apoptotik hiicrelerin NBCCS hiicrelerinde daha kiiglik oldugu saptanmigtir. NBCCS
hiicrelerinde p27 anlatim seviyesinin, gama radyasyonu uygulanmasmdan sonra dnemli
derecede diistiigii gozlenirken, normal hiicrelerde ve NBCCS hiicrelerinde p53, p21 ve
pRb anlatimlarmnim degisiklik gostermedigi bildirilmistir. Green ve dig. (2001) yaptiklar:
calismada, MEF hiicrelerine c¢esitli siddetlerde hipoksi uygulayarak, hiicre siklusuna
etkisini gozlemlemislerdir. %1 oksijen konsantrasyonunda 24 ve 48 saatlik deney
stireleri sonunda hiicre siklusunda herhangi bir inhibisyon gézlenmemistir. 24 saatlik
deney grubunda S fazinin uzadigi belirlenmistir. 48 saatlik deney grubunda S fazimnin
hafif¢e diistiigli ancak kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda 6nemli bir farka
rastlanmadig1 bildirilmistir. %0,1°lik oksijen konsantrasyonu uygulanan hiicrelerin de
hiicre sikluslarinda bir degisiklik gorilmemistir. Ayrica hiicrelerde p21 ve p27 protein
seviyelerinin degismemis oldugu gozlemlenmistir. Box ve Demetrick (2004)
caligmalarinda, hipoksinin farkli hiicre soylarindaki cevaplarini incelemislerdir.
Calismalarnda HeLa, HTB-30, HMEC gibi hiicre soylarmnin, hipoksiye maruz
kalmalarindan 6 ile 12 saat arasinda degisen siireler sonunda Gi/S fazi kontrol
noktalarinda durduklar1 gosterilmistir. Hep3B ve HMEC hiicre soylarinda p21
proteininin kayb1 goriiliirken; HeLLa, HTB-30 hiicre soylarinda bu kayip saptanmamastir.

Adachi ve dig. (2001) kardiyomiyosit hiicreleri iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
hipoksinin hiicre siklusunda gorev yapan siklin A, siklin E, siklin B proteinlerinin
anlatimlarindaki etkileri incelenmistir. Siklin B ve siklin E protein seviyelerinde ¢ok

biiyiikk bir degisiklik gozlenmezken, siklin A seviyesinde artis oldugu goriilmiistiir.
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Ancak miyosit olmayan hiicrelerde siklin A seviyesinin kontrol grubuna gore hafifge
diistiigli saptanmustir. Mazumder ve dig. (2002) radyasyon uygulanan hiicrelerde siklin
E’nin proteolitik kirilmast ile iligkili kinaz aktiviteleri iizerindeki etkisini
incelemiglerdir. Gama radyasyonu uygulanan IM-9 ve U-266 hiicrelerinde, siklin E
aktivitesinin zamana bagli olarak azaldigi rapor edilmistir. Cariveaua ve dig. (2006)
radyasyon uyguladiklari NIH/3T3 fibroblast hiicre soylarinda yaptiklar1 deneylerde,
siklin E cevabmin gama radyasyonunun dozuna bagh olarak degistigini bildirmislerdir.
Ayrica siklin E baskilanmasinin p21 bagimh oldugu gosterilmistir. Radyasyon

uygulanmasimi takiben siklin A seviyesinde diisme oldugu saptanmastir.

Deneylerimizde, O saatte gama radyasyonu uygulanan deney grubunda ve hipobarik
stres kosullar1 uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatim yaptigi
gorilmiistiir. Gama radyasyonu ile birlikte hipobarik kosullar uygulanan deney
grubunda ise, p21 ve siklin A genlerinin anlatim yaptig1 saptanmustir. 24 saat deney
gruplarinda, kontrol grubuna gore siklin A geninin anlatiminin ¢ok daha diisiik diizeyde
oldugu belirlenmistir. Siklin E ve p21 genlerinin anlatimmin olmadigr gorilmiistiir
(Sekil 25, 26). Bu baglamda c¢alismamizda degerlendirdigimiz parametreler 1s1gimnda
planlanacak olan ileri ¢alismalarin senkron kiiltiirler ile yapilmasi ve daha kapsamli

parametreler ilave edilmesi durumunda genis gapta degerlendirilmeler yapilabilecektir.

Bu ¢alismada varilan sonuglar, gama radyasyonu ve hipobarik stres kosullarinin birlikte
ve ayr1 ayr1 HeLa hiicreleri tizerine uygulandiginda meydana getirdigi sitotoksik etki ve
bununla birlikte hiicre siklusu iizerindeki etkilerinin belirlenmesi, hiicre siklusunda
gorev yapan ¢esitli siklin ve CKI genlerinin anlatimina bakilmasi sonucu, molekiiler
mekanizmada rol oynayan genlerin anlatimlarmin arastirilarak literatiirde ilk kez ortaya
konmasi acgisindan olduk¢a dnem tasimaktadir. HeLa hiicrelerine, gama radyasyonunun
hipobarik stres kosullar1 ile birlikte uygulandiginda meydana gelen sitotoksik etkisinin
tesbiti ve 24 saat sonunda gama radyasyonu ile hipobarik stres kosullarmm birlikte
uygulandigi deney grubunda siklin A geninin anlatimmin kontrol grubuna gore
maksimum oranda diistiiglinlin gosterilmesi bu baglamda yapilan ¢aligmalar arasinda bir

ilki teskil etmektedir.
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Glinlimiizde kanser, oldukc¢a sik rastlanan bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kanser hastaliginin tedavisinde kanser hiicrelerinin yok edilmesi asil amag olarak
belirlenmektedir. Bu yiizden hiicre siklusunun mekanizmalar1 ve hiicre siklusunda gorev
yapan molekiiller ve kontrol noktalarnin bilinmesi, tedavinin etkinliginin artmasini
saglamaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda, Kanser hastaliginin tedavisinde oldukga sik
kullanilan gama radyasyonunun ve bununla kombine olarak kullanilabilecegi diisiiniilen
hipobarik stres kosullarinin hiicresel ve molekiiler diizeyde etkilerinin ortaya konmus
olmasi, kanser tedavisinde etkinligin artmast ve ¢igir acacak Yyeni tedavilerin

gelistirilmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
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