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OZET

Ulseri Hastalann Gastrik Epitel Hiicrelerinde Epidermal Biiyiime Faktoriiniin
Apoptozis Ile Iliskili Genlerin Ekspresyonu Uzerine Etkisinin In-Vitro
Arastinlmasi

Gastroduedonal iilserlerin iyilesme siirecinde ve mukozal hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde epidermal biiyiime faktorii (EGF) 6nemli rol
oynamaktadir. Apoptozis de iilser olusumunda yer alan 6nemli bir siirectir. Bu
cahymada, gastrik ve duedonal iilserli hastalanin biyopsi drnekleri ve mide kanseri
hiicre hattindan cogaltilan hiicrelere in-vitro ortamda 3 farkh dozda (20, 50 ve 100
ng/ul) EGF uygulamasi yapilmustir. Bu hiicrelerden izole edilen RNA’lar
kullamlarak Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon diizeyleri hem semi-kantitatif
olarak, hem de Real-Time PCR ile “Comparative Ct Analizi” yapilarak
belirlenmistir.

Istatiksel analizler sonucunda, EGF uygulamasmin gastroduodenal iilserli
hastalarda Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonunu degistirmedigi belirlendi.
Real Time PCR ile “Comparative Ct Analizi” yapillarak elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirmesinin sonucunda; EGF’den bagimsiz olarak, sadece Bax
geninin kontrol grubundaki ekspresyon diizeyinin, hasta grubuna gore daha
yiiksek oldugu saptandi (p=0.001).

Primer hiicre Kkiiltiirii ve mide kanseri hiicre hattindaki gen ekspresyon
diizeyleri Real Time PCR’da degerlendirildiginde; semi kantitatif yonte mde EGF
dozlarimin ekspresyon diizeyleri iizerinde etkisi olmadig1 belirlenirken, 1 doz EGF
(20 ng/ul) uygulandiginda hiicre hattinda Bax geninin ekspresyon diizeyinde
belirgin bir artis oldugu (p=0.001), 2 doz EGF (50 ng/ul) uygulanmasimn ise hiicre
hattinda Fas geninin ekspresyonunu azalttigi (p=0.033) goriildii.

Sonug olarak; ozellikle iilser iyilesmesinde rol oynayan EGF’nin, apoptozisi
aktive edici fonksiyona sahip olan Bax ve Fas genlerinin ekspresyonu iizerinde
etkili oldugu ve Bcl-2 gen ekspresyonunun ise EGF uygulamasiyla degismedigi
belirlenmistir. Bu calismanin, iilserli hastalarda EGF’nin apoptotik etkisini
inceleyen ilk ¢aliy ma olmasi nedeni ile bu konuyla ilgili yapilacak diger ¢ahs malara
yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gastroduedonal iilser, Bax, Fas, Bcl-2, EGF, N87 hiicre hatti
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ABSTRACT

In-Vitro Research of Epide rmal Growth Factor on the Gene Expressions
Associated With the Apoptosis in the Gastric Epithelial Cells of Ulcerous Patients

Epidermal grow factor (EGF) has a major role on recovery process of
gastroduodenal ulcers and organization of mucosal cell proliferation. Apoptosis is
also an important period taking role in ulcer formation. In this study, EGF
application to the biopsy samples of gastric and duodenal ulcer patients and the
cells increased from gastric cancer cell line has been carried out in-vitro
environment in three different doses (20, 50 and 100 ng/ul). Using the RNAs
isolated from these cells, the expression levels of Bax, Fas and Bcl-2 genes have
been determined both semi quantitatively and with Real-Time PCR by making
“Comparative Ct Analysis”.

In consequence of statistical analyses, the EGF application was found not to
change expressions of Bax, Fas and Bcl-2 genes in gastroduodenal ulcerous
patients. As a result of statistical evaluation of the data got by making
“Comparative Ct Analysis with Real-Time PCR, separately from the EGF, only
the expression level of Bax gene in the control group was determined to be higher
in comparison with the patient group (p=0.001).

When the gene expression levels in the primer cell culture and gastric
cancer line were evaluated in Real Time PCR, it was found that EGF doses had no
effect on the expression levels in semi quantitative method; on the other hand,
there was a clear increase I n the expression level of Bax gene in the cell line when
one dose EGF (20 ng/ul) was applied (p=0.001) and it was also observed that 2
doses EGF (50 ng/ul) application decreased the expression of Fas gene in the cell
line (p=0.033).

Consequently, it was determined that EGF playing a role especially on the
ulcer recovery had influence on the expression of Bax and Fas genes which have a
function activating apoptosis and the expression of Bcl-2 gene also didn’t change
with the EGF application. Because this study is the first examining the apoptotic
effect of EGF in ulcerous patients, it is thought that it will be a guide for the other
studies about this subject.

Keywords: Gastroduedonal ulcer, Bax, Fas, Bcl-2, EGF, N87 cell line.

XV






1. GIRIS

Doku biitiinliigiiniin korunmasi, yaglanmis ya da hasar gérmiis hiicrelerin 6 limii
ve yeniden prolifere olmalari ile saglanir. Gastrik mukoza, yenilenme orani yiiksek olan
bir dokudur. Ornegin, tiim yiizey epitel hiicreleri yaklasik 3-5 giinde bir yenilenir.
Gastrik mukozanin bltiinliiglinlin  korunmasi, epitel hiicre proliferasyonu ve
programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis arasindaki dengenin saglanmasiyla iligkili
kompleks bir biyolojik strectir (1). Apoptozis, programlanmis bir hiicre 6liim
mekanizmasidir. Biyolojik bilimler literatiiriinde apoptozis terimi, ilk defa Iskogyal
arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canh
dokulardaki hiicre azalmalarmmdan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6lim
tipi olarak tanimlanmustir (2). Komsu hiicreleri etkilemeyen ve inflamatuar yanita neden
olmayan bir mekanizma tarafindan kontrol edilir. UV veya y-radyasyon, 1s1 soku, DNA
hasari, proteaz inhibitdrleri, Fas ligand1 ve tiimor nekroz faktor ile iligkili apoptozisi
indiikleyen ligand (TRAIL) gibi 6lim faktorleri tarafindan tetiklenen bir siiretir.
Hiicrenin apoptozise girip girmemesi, biiylime faktdrleri ve hormonlar gibi pozitif
uyaranlarin kesilmesi veya tiimor nekroz faktor (TNF) ve Fas ligandi (FasL) gibi hiicre
ylizey reseptOrlerine baglanan ¢esitli molekiiller ile negatif uyaranlarin alinmasi
seklinde 2 uyaran sisteminin dengelenmesi ile belirlenir (2).

Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozisi indikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-
X)), bir kisminin ise apoptozisi inhibe ettigi (Bel-2, Bcl-X)) genis bir ailedir (3). Bu
ailenin iyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin
yasayabilirlik durumu, bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iyelerinin goéreceli
oranina baghdr. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax orant bazi hematolojik
malignensilerde prognostik markir olarak goriilmektedir. Ciinkli oranmn artmasi ya da
azalmas1 apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanr. Bu da prognozu
belirleyici bir deger tasiyabilir. Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada
tanimlanmistr. Bu lenfoma tipinde, Bel-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olur.
Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bel-2, 6zellikle mitokondri dis
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bax, sitozolde
bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanr, burada

kiigik porlarin olusumunu indikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur,



sonugta Sitokrom c ve apoptozisi indikleyici faktor’iin (AIF) mitokondriden sitozole
¢ikmasini saglar (4). Bcl-2 gen {riinii olan proteinler mitokondrinin dis membraninda,
niikleer zarfta ve endoplazmik retikulumda belirlenmis olan 2,5 kDa’luk proteinlerdir.
Ozellikle hematopoietik hiicreler ve epitel hiicreleri gibi prolifere hiicreler ve ndronlar
gibi stirekli ¢ogalmayan hiicreler olmak Ttizere bircok dokuda bulunmuslardir. Bel-2
proteininin ana biyolojik etkisi apoptotik hiicre 6liimiinii bloke etmektir. Bu genin
proteininin UV ve gama radyasyonu, 1si, glukokortikoidler, kemoterapotik ajanlar,
oksidanlar, viral infeksiyonlar ve biiyiime faktorleri tarafindan uyarilan apoptozisi bloke
ettigi gosterilmistir. Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir iiyesidir ve hiicrenin apoptozise
girigini aktive edici fonksiyona sahip bir pro-apoptotik gendir. Fonksiyonunu normalde
hiicrenin apoptozise girisini engelleyen Bcl-2 genini baskilayarak gergeklestirir (5).

Apoptozis klasik olarak, hiicre O6liim reseptorleri olarak bilinen CD95
(sinonimleri: Fas veya APO-1) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili
ligandlar1 ile etkilesime girmeleri sonucu indiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri
membranda bulunur ve TNFR ailesinin {yesidirler. Fas, lenfoid hiicrelerde,
hepatositlerde, bazi tiimér hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunur. Ilgili
ligandina Fas ligand (FasL) denir (6). FasL, TNF ailesinin bir iiyesidir. FasL, sitotoksik
T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla
baglandiklarinda olim uyaris1 almis olduklarindan bir seri protein-protein
interaksiyonlarmdan gecerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagh bulunan ve 6liim
bolgeleri ad1 verilen TNFR-1 ile iliskili 6liim domaini (TRADD) Ve Fas ile iliskili 61liim
domaini (FADD) ile interaksiyona girerler. Bu 6liim bolgeleri ise prokaspaz 8’i
aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baglatirlar (7).

Cesitli polipeptid biiylime faktorlerinin, gastrik iilser iyilesmesi de dahil
mukozal hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde dnemli rol oynadig1 gosterilmistir.
Bu biiyltime faktorleri arasinda, epidermal biiylime faktér (EGF) ailesi de insan normal
gastrik mukozasinda belirlenmistir. EGF ailesi; EGF, transforme edici biiylime faktorii
alfa (TGF-a), amfiregiilin (Ar), epiregiilin, heregiilin/neu farklilasma faktorleri (NDFs)
ve kripto’dan olusur. EGF’nin, gastrik {ilser iyilesme sirecinde, mukozal hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (8). EGF ’nin

gastrik mukozadaki diger biyolojik aktiviteleri, gastrik asit salgilanmasmin



inhibisyonu, ¢esitli iilserojenik faktorlere karsi koruma ve gastrik mukoza iiretiminin
stimulasyonudur.

Apoptozisle iliskili genlerin gen ve protein ekspresyonlar:1 gastrik kanser gibi
bircok kanser tiirlinde calisilmistir fakat epidermal biiyiime faktdriiniin bu genlerin
ekspresyonu tizerindeki etkisi tilserli dokularda incelenmemistir.

Bu ¢calismanin amacy, ilserli hastalarda EGF’nin, apoptozis ile iliskili Bax, Fas
ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirmak ve hiicre hattindaki

ekspresyon diizeyleri arasindaki varsa benzerlik ya da farklilig1 ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gastrik Epitelyal Turnover

Gastrik epitelyal turnover, dinamik bir sirectir. Hiicre kaybi saywisi ile
dengelenen devamli hiicre proliferasyonu ile karakterize edilir. Epitelyumun, programh
hiicre 6liimii (apoptozis) ile homeostasisinin saglandigi biyolojik bir fenomendir (9).

Epitelyal turnover, midenin dort anatomik bdlgesine gore degisiklik gosterir. Iki
farklt mukoza tipi ile sinirlanan bu dort farkh bolge, TNM klasifikasyon sistemine gore
(Union Internationale Contre le Cancer [UICC], 1997); cardia, fundus, corpus ve
antrum olarak adlandirilir. Mukoza tiplerinden biri, midenin st ve orta 1/3’{inde,
fundus ve corpusda bulunur (UICC, 1997). Bu fundus-tip veya oxyntic mukoza,
noroendokrin hiicreler, parietal hiicreler, zymogenic hiicreler ve mukoz hiicrelerle kaph
daha ziyade diiz ve komposit glandlar ile karakterize edilir (10). Ikinci tip mukoza,
midenin distal 1/3’{indeki antrum, pylorus ve ayrica cardia’da bulunur. Bu antrum-tip
mukoza, daha ¢ok dallanmus, birka¢ néroendokrin hiicre ile gok sayida mukoid gland ve

seyrek parietal hiicrelerden olusur (10).

2.1.1. Gastrik Epitelyal Proliferasyon

Gastrik mukoza diger sindirim sistemi mukozalarindan, proliferatif bdlgesi
bakimindan farklilik gosterir. Midenin her bolgesinde, proliferatif kok hiicreleri gastrik
glandlarin boyun kisminda bulunur ve epitelyal migrasyon iki yonlii olarak meydana
gelir. Proliferatif epitelin bir kismi, luminal yiizeyden yukariya birka¢ giinde goc¢ eder
ve hiicreler, columnar mukoz salgilayan epitele farklilagwr. Diger proliferatif epitel
hiicreleri, gastrik glandlarin asagisina dogru gé¢ eder. Antrumda, bu epiteller birkag giin
icerisinde pyloric glandlar1 olusturan mukoz salgilayan hiicrelere farklilasir. Fundus ve
corpusda ise, birka¢ hafta igerisinde, parietal hiicrelere ve ndéroendokrin hiicrelere
farklilagirlar (10).

Gastrik antral ve fundus tip mukozanin proliferasyon kinetigi biiyik olgiide

farklilik gosterir. Bromodeoxyuridine (BrdU) ile isaretleme yapilmasi aracihigi ile mide



govdesindeki epitel hiicrelerinin % 2,8’i DNA sentezinin S fazinda iken, bu oran
antrumdaki epitel hiicrelerinde % 4,8 olarak bulunmustur. Gastrik antral hiicrelerinin
ortalama S fazi siiresi 7,7 saat iken, gastrik gévdedeki hiicrelerin S fazinda 10,8 saat
kaldigi belirlenmistir (11).

Gastrik epitelyal yenilenme cesitli fizyolojik uyaranlardan etkilenir. Gastrik
fundus ve corpus’da gastrin, epitel hiicrelerinin proliferasyonunu ¢ok giiclii etkiler.
Fakat antrumda epitelyal proliferasyon iizerinde gastrinin hemen hemen hi¢ etkisi
yoktur. Bu farkli etkiler, kronik hipergastrinemi ve gastrinoma (Zollinger-Ellison
Sendromu) gibi hastaliklarda klinik agidan bilgi vericidir (12).

2.2. Apoptozis

2.2.1. Apoptozs: Genel Bakis

Hiicre 6liimiindeki ¢esitlilik, ylizyilldan daha uzun zaman 6nce Rudolf Vircow
tarafindan fark edilmistir (13). Ancak, nekroz tanimi 1972 yilinda, apoptozis teriminin
de katilmasi nedeniyle yeniden tanmmlanmustir (13). Kawvramsal olarak apoptozis,
hiicrenin kendi kendini imha ettigi, aktif ve diizenli bir siire¢tir. Bunun aksine, nekroz,
geri doniliglimii olmayan bir hasarin ardindan meydana gelen pasif bir hiicre 6limii
seklidir. Nekroz ve apoptozis, morfolojik olarak 2 farkli hiicre 6limii tipidir (13).

Modern terminolojide nekroz morfolojik olarak, membran gecirgenliginin
kaybolmasiyla birlikte hiicre ve organallerin sismesi ve ardindan hiicre ve organel
lizisiyle sonuglanan bir siire¢ olarak karakterize edilir (14). Hiicre i¢eriginin bosalmasi
nedeniyle, nekroza in-vivo olarak bir inflamatuar yanit eslik eder. Biyokimyasal olarak
ise, nekroz niikleer DNA’nim rastgele parcalanmasi seklinde karakterize edilir.

Nekrozun aksine apoptozis morfolojik olarak, hem sitoplazmanin hem de
kromatinlerin yogunlasmas1 seklinde karakterize edilir. Onemli ve karakteristik dzelligi,
organellerin bozulmamas1 ve hiicre iceriginin dig ortama salinmamasidr. Bu nedenle,
apoptotik hiicrelerin etrafinda herhangi bir inflamatuar yanit olugsmaz. Hiicrenin
tamamen biizilmesi ve apoptotik hiicre formasyonunun olusmasmi, nukleusun

par¢alanmasi ve sitoplazmik membranlarin kivrilmasi izler. Bu apoptotik hiicreler daha



sonra komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir. Biyokimyasal olarak apoptotik hiicre
olimii, DN A’nin rastgele olmayan pargalanmasidir (14).

Apoptozisin regiilasyonu hem hiicre ici hem de hiicre disinda meydana gelen
kompleks bir olaydir (Sekil 2.1). Ekstraseliller sinyaller apoptozisi baskilar veya
indiikleyebilir. Apoptozisi baskilayan molekiiller (negatif sinyal), biiyiime faktorleri
gibi yasamsal faktorlerdir. Apoptozisi aktive eden molekiiller (pozitif sinyal),
transforme edici biiylime faktori-p (TGF-B) veya inhibinler, aktinler ve Miillerian
inhibe edici faktor gibi TGF iliskili peptidler, CD95 ligand veya TNF ve TNF ilisgkili
molekiiller gibi 6limii indikleyen faktorlerdir. Bu sinyaller, hedef hiicre yiizeyindeki
spesifik reseptorlerine baglanarak fonksiyonlarmi yerine getirirler. Apoptozisi kontol
eden mekanizmalardaki diizensizliklerin, karsinogenezle, otoimmun hastaliklarla ve
Helicobacter pylori enfeksiyonu gibi cesitli enfeksiyon hastaliklariyla iliskili oldugu
gosterilmistir (15).

Apoptozisi indikkleyen mekanizmalardan birisi, CD95 reseptorii ve ligand
sisteminin aktivasyonudur (16). CD95 molekiilii, sinir biiylime faktori/timér nekroz
faktor reseptor siiper ailesine ait olan bir tip I transmembran reseptoriidiir. CD95,
normal insan dokularmin biiyiik bir kisminda eksprese edilir ve ekspresyonu cesitli
kosullarda indiklenebilir (17). CD95 ligandi (CD95L), TNF ailesine ait bir
transmembran proteinidir (16). CD95L 1n, ekstraseliiler CD95 domainine baglanmasi,
reseptorini indikler. Daha sonra, CD95’in intraseliiler domaini, bir adaptor FADD olan
sitoplazmik kaspaz-8 (FLICE/M ACH/Mch5) aracihigi ile aktive olur (18).

Benzer sekilde, TNF, TNF reseptoriin (CD120a,b) ekstraseliiler domainine
baglanmasi, reseptor trimerizasyonunu indikler ve CDI120’nin intraseliiler domaini,
adaptor proteinler olan TRADD ve TNF reseptor iliskili protein’in (TRAF) ¢alismasini
saglar. Daha sonra bu kompleks diger intraseliiler kaskadlar1 aktive eder.

Apoptozisi baslatan diger mekanizma, kaspazlar olarak adlandirilan, sistein-
aspartik  asit-spesifik enzim ailesinin {iyeleri olan intraseliller proteazlarin
aktivasyonudur (19). Kaspaz-1, Caenorhabditis elegans’in 6liim geni olan ced-3’{in
insandaki homologudur ve insan interlokin-1 doniistiiriicii enzim’in (ICE) 6zdesidir.
Aktive edilmis ICE/CED-3 proteazlar, laminin, aktin, poly-ADP riboz polimeraz gibi

cesitli substratlara baglanabilirler. Hiicrelerin sistematik olarak parcalanmasmni



saglayabilirler. Simdiye kadar, Kaspaz ailesinin 10 farkli iiyesi oldugu belirlenmistir
(20).

Apoptozisin intraseliiler regiilatérlerinin en biiyiik smifin1 Bel-2 protein ailesi
olusturur. Insan Bcl-2 geni, C. elegans’in &liim geni olan ced-9’un homologudur. 26
kD’luk bir proteini kodlar. Bcl-2 ailesi, birbirleriyle etkilesime girerek homo veya
heterodimer olusturabilen ¢esitli proteinlerden olusur. Biyolojik etkileri birbirlerinden
olduk¢a farklidir. Bel-2, Bckxl, Mckl ve Bfl-1, hiicreleri par¢alayan kaspazlarin
aktivasyonunu i¢in gerekli olan adaptor proteinleri inhibe ederek apoptozisi baskilar
(21). Bax, Bak, Bad ve Bid gibi diger Bcl-2 ailesi iiyeleri, yasam 6nciilii proteinlerden
adaptor proteinleri uzaklastiran mekanizmalar araciligiyla apoptozisi aktive ederler.

Boylece, bu diizenleyici molekiiller arasindaki bu denge hiicrenin kaderini belirler (22).

Sekil 2.1. Apoptotik siirecte rol alan faktdrlerin gematik gosterimi.



2.2.2 Bcl-2 Gen Aillesi

Bcl-2 ailesinin proteinleri, hiicre 6liim yolagi igerisinde apoptozisin kritk bir
intraseliiler kontrol noktasini olugturur. Bu ailenin bir iiyesi olan Bcl-2, ilk olarak
folikiiler B hiicreli lenfoma icin molekiiler bir gosterge olan t(14;18)’in kirilma
noktasinda belirlenmistir (21). Bcl-2 nin bu kesfi, daha 6nceden galisilan onkogenlerin
aksine, proliferasyonu uyarmak yerine programli hiicre 6liimiinii engelleyen fonksiyona
sahip yeni bir onkogen smifl olarak yaymlanmustir (23). Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu,
sitokin geri almmmi iizerine sitokin bagmh hiicrelerin yasayabilirliligini arttirir.
Interlokin-3 (IL-3) bagimli pro-B hiicre hatlar1 ve promyeloid hiicre hatlarinda, Bcl-
2’nin asw1 ekspresyonu hiicrenin yasam siiresini uzatmig ve hiicrelerin G, fazinda
kalmasin1 saglamistir (24). Ayrica Bcl-2, T hiicrelerinin glukokortikoidler, -
radyasyonu, forbol esterleri, ionomisin ve anti-CD3 antikoru tarafindan hiicre yiizey
molekiillerin ¢apraz baglar olusturmasi1 gibi c¢esitli apoptotik sinyallere kars1

korunmasini da saglar (25).

2.2.21 Bcl-2 Ailesi Proteinleri ve Bax

Birbirleriyle homo ve heterodimer olusturan ¢ok sayida Bcl-2 homologunun
tamimlanmasi, en azindan protein-protein interaksiyonlar1 araciligi ile bu molekiillerin
fonksiyon gdsterdigini diisiindiirmiistiir. Ik pro-apoptotik homolog olan Bax, Bcl-2
proteiniyle ko-immunopresipitasyon gostermesiyle tanimlanmustir. Bax, 21 kDa’luk bir
proteindir ve Bcl-2 ile BH1 ve BH2 gibi korunmus bdlgeler bakimindan homololoji
gosterir (26) (Sekil 2.2).

Bax, Bcl-2 ile heterodimer, kendisi ile homodimerler olusturur (27). Bax,
hiicrelerde asir1 eksprese edildigi zaman, 6lim sinyaline yanit ve apoptotik Olim
hizlanir. Bcl-2 asir1 eksprese edildigi zaman, Bax ile heterodimer yapar ve 6lim
baskilanir (27). Bu nedenle, Bax/Bcl-2 orani, apoptozise yatkmhgin belirlenmesinde
onemlidir (Sekil 2.3). Bax proteini, Bcl-2’ye benzer sekilde bir karboksil ug igerir ve
Bcl-2 gibi mitokondri de dahil intraseliiler membranlara lokalize olur. Bax, normal
maturasyon siirecinde 6len hiicrelerdeki bolgelerde ve dokularda biiyiik oranda eksprese

olur. Ayrica, Bax/Bcl-2 orani, gelisim siirecinde degisiklik gosterir.
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Sekil 2.2. Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerini gdsteren sema. Bcl-2 homolog
bolgeleri, ayn1 renk ve sekildeki kutularla gosterilmistir (BH1-BH4) (21).

Bcl-2 ailesi, hem Bax, Bcl-Xs, Bak ve Bad gibi pro-apoptotik molekiilleri hem
de Bcl-2, Bcl- X, Mcl-1 ve Mcl-Al gibi 6liim antagonistleri ile ¢ok genis bir ailedir.
Oliim agonist ve antagonistleri arasindaki oran liim sinyaline yatkinhgi belirler.
Korunmus domainler BH1, BH2 ve BH3, hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde oldugu
kadar, ¢esitli dimer ¢iftlerinin olusmasina da katilir (28). Bcl-2 ailesi, DNA viriislerinde
de homologlara sahiptir (29). Adenoviriislerin sahip oldugu E1B-19k geni ve Epstein
Barr virtisiinin BHRF1 geni, litik ve bazi latent enfeksiyonlarda erken donemde
eksprese edilirler ve Bcl-2’nin BH1 ve BH2 domainlerinin homologlaridirlar (21, 29)
(Sekil 2.2).

Mutajenez ¢alismalarmi g¢ogu, protein-protein etkilesimlerinin Bcl-2 ailesinin
fonksiyonunun diizenlenmesinde fonksiyonel etkisi oldugunu onaylarken, 6lim
agonistlerinin mi? antagonistlerinin mi? apoptozisin diizenlenmesinde dominant etkisi
oldugunu tam olarak belirleyememislerdir. Bu soruya genetik bir yaklagim kazandirmak
i¢in, apoptotik yolakta, 6liim agonisti (Bax) ya da antagonisti (Bcl-2) residiilerindeki
kayip ya da kazancinm oldugu hayvan modellerinden yararlanilmistir. Olusturulan ¢

model, Bax ve Bcl-2 aktivitesini agiklayabilir (21) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Memeli hiicre 6liim yolagmmin sematik goriiniimii. Programli hiicre 6liimiiniin major kontrol
noktalari, pro-apoptotik (Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2) tiyelerin oran1 ve Kaspazlarn aktivasyonudur
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Sekil 2.4. Bax ve Bcl-2’nin fonksiyonlarini diizenlemek i¢in olugturulan modeller. (A) Bax, Bcl-2’nin
upstreami. (B) Bax, Bcl-22nin downstreami. (C) Bax ve Bcel-2 birbirinden bagimsiz olarak apoptotik

yolagi diizenler (21).
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Eger Bcl-2 apoptozisi baskilayan dominant molekiil ise, Bax, Bcl-2’yi inhibe
eden ya da alikoyan bir upstream kelepgesi roliinii oynayabilirdi (Model A, Sekil 2.4).
Eger Bax hiicre Oliimiiniin bir downstream aktivatorii ise, Bcl-2, Bax’in upstream
inhibitorii olabilirdi (Model B, Sekil 2.4). Son olarak, bu molekiillerin heterodimer
olusturabilme Ozelliklerine ragmen, apoptotik yolagmn diizenlenmesinde birbirlerinden
bagimsiz olarak ¢alisabilirlerdi (Model C, Sekil 2.4). Knockout farelerin
kargilastirilmasi, Bcl-2’si olmayan farelerdeki apoptozisin, Bcl-2’nin yani srra Bax’1da
noksan olan farelere gore dominant oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Bcl-2’nin
yoklugunda, Bax’mn tek bir kopyasi apoptozisi aktive etmistir. Bununla birlikte, Bcl-2
transgeni, Bax’m yoklugunda yine de apoptozisi baskilamistir. Bu nedenle, bu
molekiillerin in-vivo rekabetine ragmen, Bcl-2 ve Bax’m her biri apoptozisi birbirinden
bagimsiz olarak diizenleme yetenegine sahiptir (Model C, Sekil 2.4). Model C, ayrica,
hiicre hatlarinda Bcl-2 ve Bax’m farkli béliimlerde lokalize oldugu ile ilgili gézlemlerle

de uyumludur (21).

2.2.3.Fas ve FasL

Fas ya da diger adiyla Apo-1 veya CD95, tiimor nekroz faktor reseptor (TNFR)
stiper ailesinin 6liim domaini igeren bir iiyesidir. Programli hiicre 6liimiiniin fizyolojik
olarak diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve immiin sistem hastaliklart ve gesitli
malignansilerin patogenezine katilir (1, 30). FasL/Fas sistemi baslica 6liimii indikkleyen
fonksiyonu bakimindan degerlendirilmekle beraber, hala kesin olarak tanimlanmamis
yolaklar aracihigiyla proliferatif ve aktive edici sinyallere de uyum saglar (31).

Membrana bagh ligandin yoklugunda, molekiilin domainine pre-ligand
baglanarak Fas’in inaktif kompleksi olugturulur. Membrana bagh FasL veya agonistik
antikorlar bu kompleksi yeniden diizenler ve 6liimii indikleyen sinyal kompleksinin
(DISC) olugmasmi saglar. Bu Fas DISC, FADD ile apoptozis siirecini baglatabilen
kaspaz 8 ve kaspaz 10’u igerir. DISC i¢erisinde FADD, FasL tarafindan indikklenen Fas
kompleksi ve kaspaz 8 veya 10’un bulunmasi kaspazlarin otoproteolitik
fonksiyonlarmin baglamasima ve aktif proteazlarin salimimina neden olur (Sekil 2.5). Tip

I hiicrelerinde, kaspaz 8’in aktivasyonu diger kaspaz ailesi iiyelerini aktive etmek i¢in
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yeterlidir. Tip II hiicrelerinde, amplifikasyon dongiisiine bagh olarak Fas tarafindan
kaspazlarin aktivasyonunun dogru olarak dengelenmesi, pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi
olan Bid’in kaspaz 9’un aktive ettigi apoptozomlarin olusumunu saglamak icin
mitokondrial pro-apoptotik faktorlerin salmimiyla saglanir. Aktif hale gelen kaspaz 9,
Fas DISC’in disinda kaspaz 8’1 aktiflestiren kaspaz 3’ii aktive eder, boylece pozitif

feedback dongiisii tamamlanir (20).
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Sekil 2.5. Kaspaz 8’in otoproteolitik aktivitesi tarafindan meydana gelen, Fas L’mn
indiikledigi apoptozis (30).

FasL geni ¢ogu hiicrede transkripsiyonel olarak inaktiftir. Bu nedenle, FasL
ekspresyonunun nikkleer faktor kapa B (NF-kB), aktive edici protein 1 (AP1) veya
aktive olmus T hiicrelerinin niikleer faktorii gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan
diizenlenmesi, CD4+ T hiicrelerinin hiicre 6liimiinlin indiiklenmesi gibi, FasL/Fas

araciligryla meydana gelen etkileri regiile eder (20). Fas ekspresyonunun diizenlenmesi
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ormegin p53°ln indikledigi apoptozisde oldugu gibi Fas yanitinin kontroliiyle olur.
Membrana bagh FasL tarafindan Fas’in stimiilasyonu, transmembran ve/veya 0liim
domainleri eksik olan ¢esitli Fas izoformlar1 ve proteolitik siire¢ veya alternatif splicing
tarafindan olusturulan ¢6ziiniir FasL tarafindan tesvik edilebilir. Fas DISC’in kaspaz 8’1
aktive etmesi, FADD-benzeri interlokin-1-doniistiiriicii enzim (FLICE) inhibitdr
proteini (FLIP) tarafindan diizenlenir. FLIP in, enzimatik aktivitelerinde kayip olmakla
beraber kaspaz 8’¢ yapisal olarak benzeyen ¢esitli izoformlar1 vardir. FLIP, 6liim
reseptorlerinin DISC’iyle birlesebilir, boylece DISC’in aracilik ettigi siire¢ zayiflar ve
aktif kaspaz 8’in salmmmi azalir. Ayrica, Fas aracili apoptozis, hiicre O6liimiiniin
mitokondrial yolagindaki Bcl-2 ailesi tiyeleri veya apoptozis proteinlerinin inhibitorii
gibi regiilatorlerin fazla olusu ile de kontrol edilir. Fas aracilig1 ile meydana gelen hiicre
oliimii sadece apoptozisde degil, hiicrenin durumuna bagl olarak nekrozda da meydana
gelir. Fas’m indikledigi nekrozda kaspaz 8 gerekli gibi gdrliinmemesine ragmen,
adaptor protein FADD ve Fas ile etkilesimli serin/treonin kinaz reseptor protein (RIP)
gereklidir. Fakat nekroz siirecinde 6rnegin reaktif oksijen tiirevlerinin iiretiminde, Fas,
FADD ve RIP’in baglanma mekanizmalari heniiz agiklanamamustir. FasL/Fas sistemi
baslica Olimii indiikleyen fonksiyonu bakimindan degerlendirilmekle beraber, hala
kesin olarak tanimlanmamis yolaklar araciligiyla proliferatif ve aktive edici sinyallere
de uyum saglar (31).

Fas, bir 6liim indiikleyicisi olarak tanimlanmakla birlikte, ayn1 zamanda insan
normal diploid fibroblastlar1 ve T hiicrelerinde proliferatif sinyallerine de uyum saglar.
Fas’in indiikledigi proliferasyonu olusturan sinyal yollari, apoptozisle kismen iligkili
olabilir. Hatta FasL tarafindan T hiicre biiylimesinin uyarilmasi, kaspaz inhibitrleri
tarafindan engellenebilir (20). Ayrica, kaspaz 8, FADD ve FLIP, Fas’m indikledigi c-
fos proto-onkogeninin ekspresyonuna katilir ve bu molekiillerin farelerde bulunmamasi
T hiicre proliferasyonunda bir defekte sebep olur (30). Fas’mn aracilik ettigi
proliferasyonun, NF-kB’nin aktivasyonu ve Fas tarafindan saglanan non-apoptotik
yanitla nasil bir iliskisioldugu hala aydmlatilamamustir.

Fas 1991 yilinda klonlandigmdan bu yana, bu reseptor tarafindan indiiklenen
apoptozisin molekiiler temelinin anlasilmasinda ¢ok biiylik bir siire¢ kat edilmistir.

Bununla birlikte, Fas’in 6zellikle de non-apoptotik fonksiyonlari ile ilgili tam olarak
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anlagilmayan noktalar vardir. Bu nedenle, Fas-FasL sisteminin nasil bir paradigma

oldugunu tahmin etmek zor degildir.

2.2.4. Normal Gastrik Mukozada Apoptozis

Midedeki epitel hiicre kayb1, fizyolojik olarak apoptozis tarafindan diizenlenir;
bu nedenle bu olay aktif bir siiregtir (2, 32). Yan yana duran hiicreler hem ekstaseliiler
matriksten hem de komsu epitelyumdan ayrilir. Hiicre-hiicre veya hiicre- matriks
interak siyonunun yikimi, apoptozisin baskilanmasmi ortadan kaldirabilir (33). Sonug
olarak, apoptotik hiicreler liimene dokiiliir. Hiicre izolasyonundan dolayi, bu aktif hiicre
olim tipinin “anoikis” olarak adlandirilabilecegi onerilmistir (33). Anoikis, Yunancadan
koken alan ve evsiz anlamina gelen bir kelimedir.

TUNEL metodu aracilifiyla, antrum veya corpus/fundusdaki gastrik epitel
hiicrelerinin yaklasik %]1-3 kadarinin apoptotik oldugu belirlenmistir. (34). Normal
gastrik mukozadaki apoptotik hiicreler 15k mikroskobunda nadiren tanimlanir.
Apoptotik hiicreler meydana geldigi zaman, ya bitisik epitel hiicreleri tarafindan
yutulurlar ya da hemen subepitel bag dokuya lokalize olurlar (2). Onemli bir noktada,
apoptotik hiicrelerin rasgele dagilmayip, gastrik glandlarin {ist ve alt sonlarma dogru
bulunmalardir (2, 34).

Midedeki epitel hiicre kayb1 aktif bir siiregtir. ilk yapilan calismalarda, normal
midedeki hicbir epitel hiicresinde CD95 (APO-1/Fas) ekspresyonu olmadigi One
stiriilmiistir (17). Fakat daha sonraki caligmalarda, CD95’in birka¢ gastrik epitelde
eksprese edildigi gosterilmistir (35, 36). CD95’in eksprese edildigi fovealar epitel sayis1
cok az olsa da, bu say1 apoptotik hiicre sayisiin yaklasik yarisma karsilik gelir. Bu
nedenle, gastrik epitel hiicrelerin turnoverinda apoptozisin CD95 yolag etkili olabilir.

Bcl-2 ailesinin proteinleri, normal gastrik epitelyumda farkli patternlerde
eksprese edilir. Immiinohistokimya aracihifiyla, Bck2 ailesinin  diizenleyici
proteinlerinin 6zellikle boyun bolgesindekiler olmak iizere normal midenin tiim epitel
hiicre tiplerinde eksprese edildigi bulunmustur (37). Fakat baska bir c¢aligmada,
immiinoboyama sonuglarma gore, ekspresyonlarinin boyun bdlgesindeki mukozada
sadece birka¢ hiicrede smirl oldugu bulunmustur (38). Mcl-1 gen iiriinii olan 37-kd’luk
protein, glandular epitelde degil gastrik fovealar epitelde eksprese edilir.
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Immiinoblotlama ile karsilastirildigi zaman, Bcl-2 proteini normal midede Mcl-1
proteininden daha fazladwr (37). Bcl-2 ve Mcl-1 proteinlerinin bu farkli ekspresyon
patternleri, bu proteinlerin hiicre 6liim fizyolojisinin diizenlenmesinde tamamen farkli
rolleri oldugunu gostermektedir.

Immiinohistokimya ve Western Blot analizleri Bax proteininin gastrik
glandlarda ¢ok miktarda bulundugunu goéstermistir (39). Bax’m hiicre 6limiinii
tetiklemek i¢in yeterli olmadigi fakat apoptozisin diger regiilatorlerinin aktivitelerini

degistirebilecegi 6ne stiriilmiistiir (39).

2.3. Gastroduedonal Ulser Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1. Gastroduodenal Ulserlerin Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Mide, Ustte 6zefagusun alt ucu, altta ise duedonumun birinci kism ile komsu
Gastrointestinal kanalin diger kisimlarinin ¢ogunda oldugu gibi 4 doku tabakasindan
olusur: Mukoza, submukoza, muskularis propria ve seroza. Insan midesinin mukozasi,
yaklagik 15 milyon tiibliler glanda agilan 3,5 milyon civarinda basit kolumnar
epitelyumdan olusmustur. Bu ylizey mukoz hiicreleri gastrik kivrim ve biiklimlerin
ylizeyini kaplar ve gastrik ¢ukurcuklara uzanir. Duodenum, tibiiler bir organ olup
yaklasik 30 cm uzunlugundandir. Midenin devaminda ve biiylik kismi retroperitoneal
olarak yer alir. Ince barsagin difer kisimlarmdakine benzer sekilde duodenal limen
mukoza ile kaphidir (40).

Duodenal iilser, gastrointestinal sistemin 6nemli bir hastaligidir. Duodenal iilser
insidansi, cinsiyete ve wrklara gore farkliliklar gosterir. Erkeklerde kadnlardan 1,5-3 kat
daha fazla oranda goriiliir. Ayrica beyaz rkta, diger wklara gére daha yiiksek siklikta
duodenal iilser vakasi vardr. Yapilan ¢aligmalarda farkli tan1 metodlari kullanildigindan
ve iilser asemptomatik olabileceginden duodenal iilserin insidansindaki degisiklikler
konusundaki veriler farklilik gdstermektedir.

Duodenal iilserin patogenezinde asit ve pepsin hipersekresyonu ile mukozal
direncin bozulmas1 6nemli olup, genetik yatkinlik, ayrica ¢cevresel ve diyetik faktorlerin

de etkisi vardir. Asit sekresyonunu inhibe eden ilaglarla duodenal iilserin iyilesebilmesi,
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patogenezde asit salmimmmin 6nemini gostermektedir. Ancak asit hipersekresyonunun,
duodenal iilserli hastalarin bir grubunda goriilmesi, bazen gastrinomanin varhgmda agir1
asit ve pepsin hipersekresyonuna ragmen bile duodenal iilserin olugsmayabilmesi,
patogenezinde diger faktdrlerin de bulundugunu gostermektedir. Genelde {ilser
olusumunda agresif faktorler bir yanda iilser olusturmaya calisrken, koruyucu
faktorlerin varligr ve onarici faktdrlerin hizi bunu engellemektedir (Cizelge 2.1). Bu
dengede, agresif faktorler agir basarsa iilser olusur, ya da iyilesmesi gecikir (40).
Mukozal biitiinliigiin saglanmasinda, mukozal kan akimi, mukus ve mukozal
bikarbonat sekresyonu, hiicre yenilenmesi, prostoglandinler ve mukozal bariyer rol alir.
Mide asit sekresyonu normal olan hastalarda, muhtemelen mukozal direncin bozulmasi

duodenal iilserin olusmasina neden olur.

Cizelge 2.1. Agresif faktorlerin iilser olusturucu etkilerinin dnlenmeye calisildigi siiregler. (NSAII:
Nonsteroidal Antiinflamatuar ilaglar)

AGRESIF FAKTORLER KORUYUCU FAKTORLER HASARIN ONARIMI

Asit Bikarbonat Proliferasyon
Pepsin Kan Akim1 Biiylime Faktorii
NSAIii Mukus Diger Faktorler

H. pylori Apikal Rezistans

Prostoglandinler

Gastrik iilser, 40 yasindan 6nce ¢ok nadir olup, en sik 55-65 yaslarinda goriilen
bir hastaliktir. Erkek ve kadinlarda esit siklikta goriiliir. Gastrik {ilserin patogenezi tam
olarak anlagilmis degildir. Mukozay tahrip edici asit, pepsin gibi etkenler ile mukozay1
koruyucu mukus ve bikarbonat gibi faktorler arasindaki dengenin bozulmasi gastrik
iilser olusumunda 6nemlidir. Mide limeni ile mukozal doku arasindaki hidrojen iyonu
konsantrasyon gradientinin saglanmasi anlamma gelen gastrik mukozal bariyerin,
aspirin gibi ¢esitli ilaglarla ya da etanol ve safra asitleri nedeniyle bozulmasi gastik
iilserle sonuglanabilir. Ancak mukozal hasar i¢in mutlaka bu bariyerin bozulmas1 sart
degildir. Aym1 zamanda, nonsteroidal antiinflamatuar ila¢ kullanimi, gastrit, H. pylori
infeksiyonu, asit ve pepsin sekresyonunda artiy, duodenogastrik reflii ve

prostoglandinler de gastrik iilser olusturabilen etkenlerdendir. Sigara da gastrik iilser
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olusumunda, iilserden 6liimlerde ve {ilserin tekrarlanmasinda bir risk faktoriidiir, ancak

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

2.4. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

2.4.1. Biiyiime Faktorlerine Genel Bakis

Biiylime faktorleri, hiicre biiylimesi farklilagsmas1 ve fonksiyonlarmi
diizenlemek {lizere hiicre reseptorlerine baglanan polipeptidlerdir. Cesitli endokrin
hormonlar, diizenleyici peptidler ve sitokinler biiylime faktorii olarak fonksiyon
gosterebilirler (41).

Bu alandaki ¢aligmalar, 1960’larm baglarinda fare submandibular bezinden bir
substratin izole edilmesi ve neonatal farede gozlerin erken donemde acilmasini
indikkleyici 6zelligi oldugunun gosterilmesiyle baslamustir (42). Bu durum
gozkapagindaki epidermal hiperplazi ile iliskili bulunmus ve bu nedenle epidermal
biliylime faktorii (EGF) olarak adlandirilmistr. EGF’nin kesfi ve karakterizasyonunun
belirlenmesindeki katkisindan dolay: Dr. Stanley Cohen 1986’da Nobel o6diilii almigtir
(41).

EGF, etkili bir mitojendir, fakat ayn1 zamanda ¢ok sayida baska biyo lojik
etkilere de sahiptir. Genis biyolojik etkileri olan ve giderek artan sayida belirlenen diger
biiytime faktorleri i¢in bir prototip olmustur. Bu biiyiime faktorleri, farkli yollarla hiicre
farklilagsmas1 ve fonksiyonlarini etkilerler ve gelisimde ve emriyogenezde dnemli rollere
sahiptirler (41).

EGF gibi ¢ok sayida biliylime faktorii de, ¢ogunlukla biyolojik etkilerine gdre
adlandrilmigtir. Ornegin, transforme edici bilyiime faktorleri (TGF-a , TGF-p), yapisal
ve fonksiyonel olarak birbirinden farkldir. Fakat kiiltiirde hiicreleri 6liimsiizlestirdigi

belirlenen ilk faktorler olduklari i¢in benzer adlar1 almiglardir (43).
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2.4.2. Gastroduedonal Ulserlerin Iyilesme Siireci ve EGF

Cesitli polipeptid biliylime faktorlerinin, gastrik tilserin iyilesmesi siirecinde
mukozal hiicre proliferasyonu ve farklilasmasmm diizenlenmesinde O6nemli rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Bu biiyliime faktorleri arasmda, EGF veya EGF ailesi
biiytime faktorlerine yapisal benzerlik gosteren biiylime faktorleri normal insan gastrik
mukozasinda belirlenmistir. Bu biiyiime faktorleri, transforme edici biiyiime faktorii-o
(TGF-q), amfiregiilin (AR) ve kriptodur (8). Ayrica, TGF-o’'nin EGF kadar mide de
dahil olmak tizere gastrointestinal bolgelerdeki mukoza hiicrelerinin proliferasyonu ve
farklilasmasinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (42). EGF ve TGF-o’nin gastrik
mukozadaki diger biyolojik aktiviteleri, gastrik asit sekresyonunun inhibisyonunu
saglamaktir (43). Ote yandan, AR ve Kripto’nun gastrik mukozadaki biyolojik
aktiviteleri ile ilgili fazla calisma yapilmamustur.

EGF, TGF-a ve AR, intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip, kendi yiizey
reseptorleri olan EGF reseptoriine (EGFR) baglanarak aktivite gosterirler. Kripto’nun
baglandig1 reseptor heniiz tanimlanamamustr. EGFR, hiicre membranina bagh
ekstraseliiler bir N-terminal ucu bulunan tek zincirli bir polipeptitdir ve intraseliiler
domaini tirozin-spesifik protein kinaz aktivitesine sahiptir (44). EGFR’nin mide
dokusunda eksprese edildigi ¢esitli deney hayvanlarnm in-vivo gastrik dokularinda
hem immiinohistokimyasal yontemlerle hem de reseptor baglanma deneyleri yapilarak
gosterilmistir (45). Fakat insan midesinde ve gastrik iilserin rejeneratif epitelyumunda
EGFR’nin ekspresyonu ile EGF, TGF-a ve AR gibi biiylime faktorleri arasindaki iliski
heniiz bilinmemektedir.

EGF ailesi biiylime faktorlerinin ve  EGFR’nin insan gastrik {ilserlerindeki

immiinolokalizasyonlar1 Sekil 2.6” da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6. insan gastrik iilserasyonunun iyilesen bolgelerinde EGF ailesi biiyiime faktorleri, EGFR ve
PCNA’ nin immiinolokalizasyonunun 6zeti (8).

EGF, TGF-a, AR ve Kriptonun insan normal gastrik dokusunda ve gastrik iilserin
rejeneratif  epitelyumundaki ekspresyonlarmi  belirlemek icin yapilan
immiinohistokimyasal calismalarda, EGF immiinoreaktivitesi iilser etrafindaki gastrik
mukozada bulunamamistr (8, 46). Ayrica, EGF mRNA, insan da dahil memelilerin
gastrik dokularinda belirlenmemistir (47). Bu nedenle insan normal gastrik
mukozasinda biyolojik etki gosteren EGF’nin aktivitesini endokrin ve/veya muhtemelen
eksokrin mekanizmalar aracihgiyla gosterdigi ve EGF sentezinin oldugu belirlenmis
olan duodenal Brunner glandlar1 ve tikkiiriik bezleri gibi uzak organlardan salinildig
diistiniilmektedir (46).

EGF, TGF-o. ve AR gibi biiyiime faktorleri, EGFR aracili aktivitelerini
gosterebilmek i¢cin, endokrin, parakrin ve/veya otokrin mekanizmalarm araciligiyla
hedef hiicrelerinin bazolateral kisimlarma alinmak zorundadirlar. Bu bulgu, iilserojenik
ajanlara kas1 gastrik mukozal korunmanin EGF ’nin gastrik asit salinimin1 enteral olarak
(bagirsak emilimi yolunda, gastrointestinal kanalin iginde) degil, parenteral olarak
(bagirsak aracilig1 olmadan) baskiladigi sonucu ile uyumludur.

Onceki calismalarda deneysel olarak indilkklenen gastrik lezyonlarm tiikiiriik
bezlerindeki EGF icerigini arttirabilecegini gdstermistir. Bu tiikiirikteki EGF’nin tilsere
kars1 korunma ve iilser iyilesmesi ile iliskisi oldugu gosterilmistir (43, 48). EGF ’nin

mukozal tamire katilan bir gastrointestinal peptid olarak aktivite gosterdigi One
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striilmiistir (49). EGF kendi reseptoriiyle interaksiyonu araciligiyla epitel hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu stimiile eder ve gastrointestinal mukozanin
biitiinligiinii korur. H. pylori enfeksiyonu ve tedavisinin gastrit ve gastroduedonal iilser
hastalarindaki EGF seviyesi iizerindeki etkisi ile ilgili ¢eligkili sonuglar bildiren bazi
calismalar vardir. Bununla birlikte, immiinohistokimyasal ¢alismalar EGF nin
gastroduodenal mukoza hasarinda eksprese edildigini gostermistir (50). Bu nedenle,
EGF’nin gastrik mukozada reseptOrii araciligiyla gastroduodenal hasarin iyilesmesine

dogrudan katilmasiolasidir.
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3.GEREC ve YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinmin Toplanmasi

Bu calismada, iilser tanis1 alan hastalarm tilseratif ve non-iilseratif dokularinda
epidermal bliylime faktoriiniin, apoptozis genlerinden Bax, Bcl2, Fas ve FasL’in
ekspresyonu tlizerindeki etkisini arastrmak amacglandi Hasta grubu, Mersin
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri, Dahiliye Anabilim Dal’nin
Gastroenteroloji poliklinigine bagvuran ve son 1 ay icinde antibiyotik, proton pompa
inhibitorii, Hy reseptor antagonisti, non-steroid anti-inflamatuar, asetil salisilik asit ve
klopidogrel gibi ilaglar1 almamis ve endoskopi sirasinda gastrik iilser ve duodenal iilser
saptanmig 50 yas tizeri (50,8+15.4) bireylerden olusturuldu. Kontrol grubunda da ayni
ozellikler dikkate alind1.

Gastrik iilserli hastalarda biyopsi, lilser kenari ve ilserin oldugu duvarm karsi
duvarmdan (antrum); duodenal iilserli hastalarda antrumdan; kontrol grubunda da ayni
sekilde antrumdan ve her bir bolgeden en az 5 adet olmak {izere standart biyopsi
forsepsi ile biyopsi alind

Caligma siiresi igerisinde alman biyopsilerle, 10’u gastrik iilser ve 21’1 duodenal
iilserli olmak {iizere toplam 31 bireyden hasta grubu; normal mide dokusundan alinan
biyopsilerle ise toplam 12 kisilik kontrol grubu olusturuldu. Alinan biyopsi 6rneklerinin
ayni giin i¢inde primer kiiltiirleri hazirlandi. Kiiltiirlerin tireme durumuna gore inverted
mikroskopta (Olymphus CK40, 40X) takip edilerek beslemeleri yapildi. Epitel
hiicreleri, petrilerde yeterli diizeyde konfluent olduktan sonra 3 farkli dozda EGF
uygulamas1 yapildi. Bu kiiltiirlerden manuel yontemle elde edilen RNA’lar kullanilarak
cDNA’lar1 elde edildi ve apoptotik genlerin primerleri ve kontrol geniolarak da B-Aktin
kullanilarak yapilan ikinci PCR’1mn iriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek bant yogunluklari
belirlend.i.

Calismaya katilan bireylerin hepsi i¢in bilgilendirilmis onam formu olusturuldu
ve c¢aligma hakkinda bilgi sahibi olmalar1 saglanarak onaylar1 alindi. Mersin

Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan ¢alismanin onay1 alind.
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3.2. Primer Kiiltiirlerin Kurulmasi, Karakterizasyonu ve EGF Uygulanmasi

3.2.1. Primer Kiiltiirle rin Kurulmasi

3.2.1.1. Kullanilan Soliissyonlar

A. Kiiltiir Ortanm

1. Ham’s F-12 Medium: Icerisine %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom-S
0113), %1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom-A 2210), %1 Amfoterisin-B
(Biochrom-A 2610), %1 L-Glutamin (Biochrom-K 0281) eklenerek
hazirland1.

2. Leibowitz’s L-15 Medium: Igerisine %1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom-
A 2210), %1 Amfoterisin-B (Biochrom-A 2610), %1 L-Glutamin (Biochrom-
K 0281) eklenerek hazirland1.

B. Kimyasallar

1. Hiicre Yapisma Faktorii (CSC Certified-4Z0-210): Epitel hiicreleri i¢in bir
matrix olusturmak {izere petri yiizeylerini kaplamak i¢in kullanildi.

2. Tip Il Kollajenaz (Biochrom-ClII 28): Lyofilize haldeki Tip II kollajenazin
5 mg’mm, 5 ml Leibowitz’s L-15 besi ortamimda ¢dziilmesiyle hazirlandi.
Filtreden ge¢irildi ve biyopsi Orneklerinin enzimatik olarak parcalanmasi
srasinda kullanildi

3. Dispaz: Bacillus polymyxa’dan elde edilen ve mide dokusunun enzimatik
olarak pargalanip epitel hiicrelerinin elde edilmesine spesifik bir enzimdir.

4. Kollajenaz/Dispaz Soliisyonu: Steril bir falkon tiipiinde, 5 ml Kollajenaz
Tip I, 100 ul Dispaz (30 U), 0.25 mg Tripsin inhibitdrii ve 31.25 mg Bovine
Serum Albumin (BSA)’in Leibowitz’s L-15 besi ortamu ile 25 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlandi.  Biyopsi Orneklerinin enzimatik olarak

par¢alanmasi i¢in kullanild:.
3.2.1.2. Kiiltiiriin Kurulmasi
Biyopsi drnekleri (6 parga-her biri yaklagik 5’er mg), 5 ml Leibowitz’s L-15 besi

ortami iceren 15 ml’lik ayr1 tiiplere alinip laboratuara getirildi. Besi ortami i¢erisinde

laboratuara getirilen biyopsi 6rnekleri dnce mekanik daha sonra da enzimatik olarak
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parcaland1 (51). Mekanik pargalama, biyopsi Orneklerinin laminar kabinette 3 ml
kollajenaz/dispaz soliisyonu (%0.05 Tip II Kollajenaz/120U Dispaz) igeren steril bir
petri icerisinde bisturi aracihigi ile kiiciik parcalara ayrilmasiyla yapildi Daha sonra
parcalanmis biyopsi Ornekleri, kollajenaz/dispaz soliisyonu iceren 50 ml’lik falkon
tipline alind1. Vortekste 1 saat karistrilarak mide epitel hiicrelerinin izole edilmesi
sagland1. Kollajenaz/dispaz soliisyonunda izole edilen mide epitel hiicrelerini igeren
falkon tiipt, 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Laminar kabinette {ist faz atilip, tizerine
10 ml Hank’s Soliisyonu (w/o Ca*?, Mg* free) eklendi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Ust faz atihp, pelet iizerine 8 ml, oda sicakhginda FBS iceren Ham’s F-12
eklendi. Pipetle karistirildiktan sonra, her bir petriye (35 mm’lik) 2’ser ml olmak iizere
toplam 4 petriye paylastirilarak primer kiiltlir hazirlandi. Primer kiiltiir kurulmadan 6nce
petrilere, mide epitel hiicrelerinin tutunmasini saglayan yapigsma faktoriinden 1’er ml
eklenerek yapisma ylizeyi kaplandi. Primer kiiltiirii kurulan petriler %5 CO, ve
37°C’deki inkiibatore kaldirildi Ortalama 7. giiniin sonunda izlem altina alman petriler
3 gilinde bir, inverted mikroskopla (Olymphus CK40) kontrol edildikten sonra, iireme

duruma gore 1/1 veya 1/2 oraninda besleme yapilarak takip edildi
3.2.2. Mide Epitel Hiicrelerinin Karakte rizasyonu
3.2.2.1. Periyodik Asit Shift (PAS) Boyama

Yeterli konfluensi elde edildikten sonra, mide epitel hiicrelerini karakterize
etmek ve mide epitel hiicrelerinin igerisindeki ndtral miisinlerin varligmi gostermek
amaciyla, PAS (Periyodik Asit Shift) boyama yapildi. PAS, miisin salgilayan mide
epitel hiicrelerini leylak rengine boyar, hiicrelerin nukleuslar1 ise a¢ik mavi renkte
goriiniir. Kiiltire edilen mide epitel hiicrelerinin hem PAS boyama 6ncesinde (Sekil
3.1), hem de sonrasinda fotografi ¢ekildi. PAS boyama sonucunda ¢ok miktarda PAS
pozitif hiicre gorildii (Sekil 3.2).

3.2.2.1.1. Yontem
» Petri lizerine paraformaldehit eklenip 45 dakika bekletildi (fiksasyon asamast).
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YV V V V

Paraformaldehit dokiiliip petri distile su ile ¢calkalandi ve % 0,5 periyodik asitte
2,5 dakika bekletildi. Distile sudan gegirildi.

Schiff soliisyonunda 2,5 dakika bekletilip, tekrar distile sudan gegirildi.
Hematoksilende 15 saniye tutuldu ve distile sudan gecirildi

Sirastyla % 80, %90 ve % 96°lik alkol serilerine daldrilip ¢ikarild1

Kurumadan tizerine az miktarda distile su ekleyerek fotograf 6zelligi olan bir

mikroskopta incelenip, PAS pozitif hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Kiiltire edilmis mide epitel hiicrelerinin PAS boyama
oncesinde, inverted mikroskoptaki (Nikon Eclipse, TS 100) goriiniimii
(100X).

Sekil 3.2. PAS boyama sonrasinda, PAS pozitif oldugu belirlenen mide
epitel hiicrelerinin gériiniimii (Olympus BX50) (100X). Leylak renkli
sitoplazmik alanlar, mide epitel hiicrelerindeki ndtral miisinlerin
varlig n1 gosterir.

24



3.2.2.2. Proliferatif Hiicre Nukleer Antikoru (PCNA) Uygulamasi

Mide epitel hiicrelerindeki aktif DNA sentezi ve hiicre replikasyonunun

devamliligmi gostermek amaci ile proliferatif hiicre nukleer antikoru (PCNA) ile

immunohistokimya yapildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. PCNA sonrasinda aktif DNA sentezi oldugu
belirlenen mide epitel hiicrelerinin gériiniimii. (Olympus BX50)
(100X).

3.2.2.2.1. Yontem

>

>
>
>

vV VvV

Petri tizerine fosfat tamponu (PBS) eklenerek yikama yapildi.

45 dk, %4’ lik paraformaldehitte bekletildi

3 kere PBS ile yikama yapild..

Uzerine 1/100 diliisyonda 200ug/ml PCNA (Santa Cruz Biotechnology,
sc-25280) eklendi.

3 kere 5’er dk siire ile PBS ile yikama yapild1.

10 dk Streptavidin Peroksidazda (Lab Vision Corporation, TS-125-HR)
bekletildi ve PBS ile yikand1.

10 dk Sekonder Antikorda (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent) (Lab
Vision Corporation, TP-125-BN) bekletildi ve PBS ile yikand1

Uzerine DAB (Diaminobenziamid) (Santa Cruz Biotechnology, sc-24941)
damlatild1 ve 5 dk bekletildi.
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» Petri ylizeyi distile su ile kaplanarak mikroskopta incelendi ve fotograflari
cekildi (Sekil 3.3).

3.2.3. Hiicre Sayimi ve Epidermal Biiyiime Faktoriiniin Uygulanmasi

Belirli zamanlarda yapilan beslemeler ve mikroskop takibi sonucunda konfluent
oldugu belirlenen petrilerdeki ortam uzaklastirilip FBS igermeyen Ham’s F12 kiiltiir
ortamt eklenerek bu sekilde 24 saat bekletildi. Ertesi giin 24. saatte petrilere 3 farkh
dozda EGF (Sigma-E9644) uygulamasi yapild1 (0-kontrol; 1. doz -20 ng/ul; 2. doz- 50
ng/ul; 3. doz 100 ng/ul). EGF uygulamasindan sonraki 24. saatte petrilerdeki besi
ortami uzaklastirilip, iizerine 2 ml Hank’s Soliisyonu eklendi. Hank’s soliisyonu
uzaklastirilip tizerine 0,5 ml Tripsin-EDTA (Biological Industries/03-053-1B/10X)
eklendi. Hiicrelerin yuvarlaklasip kalktigi mikroskopla kontrol edildi. Hiicrelerin
tamamen kalktigi mikroskopla goriildiikten sonra, petriye 1,5 ml Ham’s F12 eklenip
tripsin inhibe edildi. Bu asamada aldigmmz 20 ul 6rnekle hiicre saymm yapildi Bunun
i¢in Thoma lam %70’lik alkolle temizlenip lizerine lamel kapatild. Alinan 20 pl 6rnek
lamin kenarindan birakilip mikroskoptaki alanda sayim yapildi (40X). Thoma lamindaki
cizgilerle belirlenmis kare alanin kenarlarindaki ¢izgilerin iizerine denk gelen hiicreler
de dahil olmak iizere yapilan saymm sonucunda 1.2x10%ml hiicre oldugu belirlendi.
Tripsin-EDTA ile kaldirdigimiz ve daha sonra FBS iceren kiiltiir ortamm ekleyerek
tripsini de inhibe ettigimiz petrideki hiicreler, RNA izolasyonu yapilmak {iizere 1,5
ml’lik bir ependorfa aktarild1.

3.3. Hiicre Hatti Uygulamalar

Azot tankinda gelen NCI-N87 (ATCC-CRL-5822) hiicre hatt1 37°C su
banyosunda ¢6ziildiikten sonra %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 amfoterisin- B
ve %1 L-glutamin iceren RPMI-1640 besi ortammin 9 ml’si igerisinde alindi. 1200
rpm’de 6 dakika santrifiijlendi ve hiicre peleti 3 ml besi ortamu ile dilue edilip 25
cm?’lik flaska ekilerek %5 CO,’li etiivde 37°C’de inkiibasyona birakildi iki giinlik
aralkklarla diizenli olarak inverted mikroskopta (Olymphus CK40, 40X) takip edilerek

beslemeleri yapildi Konfluent oldugu belirlenen flasklar diliisyon orani 1:3 olacak

26



sekilde pasajland1 Pasajlanan flasklardaki hiicreler fotograflandi (Sekil 3.4). Daha sonra
da petrilere yine ayni diliisyon oraninda pasajlanarak, primer hiicre kiiltiirlerine
uygulanan standart prosediirlerin tamami, EGF uygulanilan dozlar da (0-20-50 ve 100
ng/ul) dahil olmak tizere hiicre hattina da uygulandi

Sekil 3.4. N87 hiicre hattindan pasajlanarak ¢ogaltilan mide epitel
hiicrelerinin inverted mikroskoptaki (Nikon Eclipse, TS 100)
goriniimil (100X).

3.4. Semi Kantitatif Ekspresyon Analizleri
3.4.1. RNA izolasyonu ve RT-PCR

24 saatlik EGF uygulamasi sonrasinda petrilerde ¢ogaltilmis epitel hiicrelerinden
RNA izolasyonu manuel olarak Asit Guanidinyum-Fenol-Kloroform Yontemi (AGPC)
ile yapildi (52).

3.4.1.1. Kullanilan Solusyonlar
1) Sodyum Sitrat (0,75 M): 15,78 g sodyum sitrat tartildi ve DEPC-H,0 ile 100

ml’ye tamamlanarak hazirland1

2) N-Lauroyl Sarkozil (%10): 1 gr sarkozil tartildi ve DEPC-H,0O ile 10 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.
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3) DEPC-H,0O: 1000 ml de-iyonize su igerisine 2 damla DEPC eklendi. 1 gece oda
isisinda bekletildi. Ertesi giin, pastor firminda 60°C’de 2 saat sisenin kapagi
hafifce gevsetilerek bekletilerek hazirlandi

4) Guanidinyum Isotiyosiyonat (GSCN) Solusyonu: 25 mg GSCN (4 M), 5 ml
sodyum sitrat (0,75 M), 2,5 ml sarkozil (%10) tartildi ve DEPC-H,O ile 50
ml’ye tamamlanarak hazirland1

5) Denatiirasyon Soliisyonu: 9,9 ml GSCN ¢6zeltisi igerisine 0,1 ml 2-
merkaptoetanol (14 M) eklenerek hazirland.

3.4.1.2. Yontem

RNA izolasyonu i¢in ayrilan steril ependorftaki hiicreler 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Uzerine 500 pl denatiirasyon soliisyonu eklenip
birkag saniye vortekslendikten sonra 15 dk -20°C’de bekletildi. 500 pl fenok-kloroform-
isoamilalkol (25:24:1) eklenip, 15 dk -20°C’de bekletildi 4 dk 10.000 rpm’de
santrifiijlendi. Ust faz almip yeni bir 1,5 mllik tiipe aktarildi ve lizerine 500 pl
kloroform-isoamilalkol (24:1) eklendi. 2 dk 10.000 rpm’de santrifiijlendi. Ust faz yeni
bir 1,5 ml’lik tiipe alnip lizerine 1 ml absolu etanol eklendi ve enaz 1 gece beklemek
iizere -20°C’ye brrakild1. 15 dk 12.500 rpm’de santrifiijlendi. Tiipteki etanol atilip, 500
ul %70’lik etanol eklendi ve birka¢ saniye vortekslendi 5 dk 12.500 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatant atilip, tliplin agz1 agik olarak en az 10 dk bekletildi. Pelet
tizerine 50 ul DEPC-H,0 eklendi. 70°C’de 1 saat birakild1.

Elde edilen total RNA, 200 iinite Moloney murine leukemia virus reverse
transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya reverse transkribe edildi. Bunun i¢in elde
edilen RNA ornekleri ile (1 pul) RT-PCR yapildi. PCR ortam; 5 pl 5X RT-PCR buffer,
10 pl 2 mM dNTP karisim, 1ul poli-T primeri, 0,1 pl reverse transkriptaz enzimi, 0,5
ul RNAse inhibitorii ve 12 pl distile su ile hazirlandi. RT-PCR kosullari; 37 °C’de 1
saat ve 95 °C’de 5 dakika olarak uygulandi. Elde edilen ¢cDNA’lar analizi yapilana
kadar +4 °C’de sakland..

28



3.4.2. Ekspresyon Tayini

Elde edilen cDNA o6rneklerinden Bax, Bcl-2, Fas ve kontrol geni olarak da beta
aktin’in gen ekspresyonlari PCR (Techne-Flexigene) cihazi ile belirlendi. Caliimamizda
RNA kontrolii ve kantitasyon i¢in bir housekeeping gen olan beta aktin geni kullanild1
Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinde ¢ogaltilan bolgelerin dizisi sirasiyla, Sekil 3.5, Sekil 3.6
ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Bax, Bcl-2, Fas ve Beta aktin icin PCR reaksiyonu 16 pl su, 2,5 ul PCR buffer
(with (NH4)2S04), 2,5 wl NTP karisimi, 0,5 pl primer (forward ve reverse) (Cizelge
3.1), 1,5 ul MgCh ve 4 ul cDNA kullanilarak 1 siklus 96 °C’de 2 dakika, 35 siklus 96
°C 30 sn, * °C’de 45 sn, 72 °C’de 5 dakika ve son olarak 1 siklus 72 °C’de 7 dakika
tutularak gerceklestirildi (*: Annealing derecesi Bax i¢in 57 °C, Bcl-2 i¢in 60 °C, Fas
icin 56 °C olarak ayarlandi). Ikinci PCR sonrasinda Bax (Sekil 4.1), Fas (Sekil 4.2) ve
Bcl-2 (Sekil 4.3) genlerinin ekspresyon diizeyleri goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat)
ile bant diizeyinde gosterildi. Her bir gruptan elde edilen ekspresyon oran1 PhotoCapt
programi yardimiyla 6lgiildii ve beta aktin’e oranlanarak ekspresyonlarin semi-kantitatif

degeribelirlendi

Cizelge 3.1. Bax, Bcl-2, Fas ve B-Aktin genlerinin primer dizileri ve PCR sonrasinda elde edilen bant

uzunluklar (bp).

Gen Primer Dizisi Uriin (bp)

Bax 5TGG CAGCTGACA TGTTTT CTGAC 195bp
3° CGT CCC AAC CAC CCT GGT CT

Bcl-2 5’CAGCTG CACCTGACGCCCTT 235bp
3’CCCAGC CTC CGT TAT CCT GGA

Fas 5’CAA TGG GGA TGA ACC AGA CTGC 324 bp
3’GGC AAA AGA AGA AGA CAA AGCC

B-Aktin 5’TGA AGT GTGACGTGGACA TCCG 449 bp
3’GCT GTCACCTTC ACC GIT CCAG
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TGGCAGCTGACATGITTTCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCCGGGTTGTCGCCCTT
TTCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGCTCAAGGCCCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT
GATCAGAACCATCATGGGCTGGACATTGGACTTCCTCCGGGAGCGGCTGTTGGGCT
GGATCCAAGACCAGGGTGGTTGGGACG

Sekil 3.5. Bax genine ait gogaltilan bolgenin dizisi (195 bp).

CAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGACGCTTTGCCACGGTGGTGGA
GGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGT
TCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCCCTGGTG
GACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCACCTGCACACCTG
GATCCAGGATAACGGAGGCTGGG

Sekil 3.6. Bcl-2 genine ait gogaltilan bélgenin dizsi (235 bp).

CAATGGGGATGAACCAGACTGCGTGCCCTGCCAAGAAGGGAAGGAGTACACA
GACAAAGCCCATTTTTCTTCCAAATGCAGAAGATGTAGATTGTGTGATGAAGG
ACATGGCTTAGAAGTGGAAATAAACTGCACCCGGACCCAGAATACCAAGTGCA
GATGTAAACCAAACTTTTTTTGTAACTCTACTGTATGTGAACACTGTGACCCTT
GCACCAAATGTGAACATGGAATCATCAAGGAATGCACACTCACCAGCAACACC
AAGTGCAAAGAGGAAGGATCCAGATCTAACTTGGGGTGGCTTTGTCTTCTTCTT
TTGCC
Sekil 3.7. Fas genine ait ¢gogaltilan bolgenin dizisi (324 bp).

TGAAGIGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCT
GGCGGCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCAC
TGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCA
AGTACTCCGTGTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGC
AGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCAC
CGCAAATGCTTCTAGGCGGACTATGACTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTGACA
AAACCTAACTTGCGCAGAAAACAAGATGAGATTGGCATGGCTTTATTTGTTTTT
TTTGTTTTGTTTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTGGCTTGA CTCAGGATTTAAAAACTG
GAACGGTGAAGGTGACAGC

Sekil 3.8. Beta Aktin genine ait gogaltilan bdlgenin dizisi (449 bp).

3.5. Real Time PCR-Comparative Ct (AACt) Metodu ile EKspresyon Analizleri

RT-PCR ile semi kantitatif ekspresyon analizi yapilan ayni Orneklerin
RNA’larindan yeniden cDNA eldesi yapilarak, Bax, Bcl-2, Fas ve beta aktin’in gen
ekspresyonlar1 Real Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems) cihazi ile ve
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“Comparative Ct (AACt)” analizi yapilarak belirlendi (53, 54, 55). Bu ¢aligma hazirhigi

icin bu genlerin her birinin primer ve prob dizayni yapilip sentezletildi.

3.5.1. Kullanilan Primer ve Problar

Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programu kullanilarak Bax geninin
“NM_138761.3] Homo sapiens BCL2-associated X protein (BAX), transcript variant
alpha, mMRNA” (56), Bcl-2 geninin “ AY220759.1f Homo sapiens B-cell
CLL/Lymphoma 2 (BCL2) gene” (57), Fas geninin “BC012479.1] Homo sapiens Fas
(TNF receptor superfamily, member 6, mRNA” (58) wve beta aktin geninin
“NM_001101.3| Homo sapiens actin, beta (ACTB),mRNA” (59) dizilerinden primer ve
prob dizileri olusturuldu (Cizelge 3.2).

Primer ve problar, “Metabion International AQG, D-82152

Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi.

Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da kullanilan Bax, Bcl-2, Fas ve B-Aktin genlerinin primer ve prob dizileri.

Gen Primer ve Prob Dizileri

Bax F5-GGTTGTCGCCCTTTTCTACTTTG -3°
R5- CAGTTCCGGCACCTTGGT -3°
Pr 5-FAM-CAGCAAACTGGTGCTCAAGGCCCT- BHQ-1-3’

Bcl-2 F 5-GGATTGTGGCCTTCTTTGAGTT-3’
R 5’-TCCACAGGGCGATGTTGTC-3’
Pr 5’-FAM-TCAACCGGGAGATGTCGCCCC- BHQ-1-3’

Fas F5-CACTGTGACCCTTGCACCAA-3’
R 5-AGTTAGATCTGGATCCTTCCTCTTTG-3’
Pr 5’-FAM- AATCATCAAGGAATGCACACTCACCAGCA-BHQ-1-3°

B-Aktin F 5’-GGCACCCAGCACAATGAAG-3’
R 5’-GCCGATCCACACGGAGTACT-3°
Pr 5’-Yakima Yellow-TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC-BHQ-1-3’

3.5.2. Ekspresyon Tayini

Primer ve problar kullanilarak Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Real Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) yontemiyle “Comparative Cry
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(AACt)” analizi yapilarak Bax, Bcl-2, Fas genlerinin kantitasyonu belirlendi. Kontrol
geni olarak insan Beta Aktin geni (actin beta, ACTB) kullanild1.

Comparative Ct analiziyle ekspresyon tayini yapabilmek i¢in ayrica bir internal
kontrol olarak standart bir RNA’dan (Tagman Control-Human RNA, 50ng/ul)
hazirlanan cDNA kullanild1.

3.5.2.1 Real-Time PCR Reaksiyon Ortamimn Hazirlamisi

Real-Time PCR reaksiyon ortami, total 25 pl olacak sekilde hazirlandi:

a) 12.5 ul, 2X TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

b) Son konsantrasyon; BAX-F, BAX-R, BCL2-F, BCL2-R, FAS-F, FAS-R
ACTB-F ve ACTB-R primerlerinden 900 nmol olacak sekilde primerler
kullanildi.. FAM ile isaretli BAX-Pr, BCL2-Pr ve FAS-Pr problarindan ve
Yakima Yellow ile isaretli ACTB-Pr probundan 200 nmol olacak sekilde
problar kullanild1.

C) 2,5 ul cDNA 6rnegi

d) 5 pl Distile Su

3.5.2.2 Real-Time PCR Reaksiyon Sartlan

50°C’de 2 dakika 6n inkiibasyon (1 dongti)

95°C’de 10 dakika aktivasyon (1 dongti)
95°C’de 15 saniye denatiirasyon (40 dongii)
60°C’de 1 dakika baglanma/uzama (40 dongii)

Real Time PCR islemi ve kantitasyon “ABI Prism 7500 Real- Time PCR System
(Applied Biosystems)” cihaz1 ve “7500 Software; SDS 2.0.3 software for 7500 Real
Time PCR Product (Applied Biosystems)” programi kullanilarak gerceklestirildi.
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3.6. istatiksel Analizler

RT-PCR ile semi-kantitatif ekspresyon tayini ile elde edilen verilerin analizinde
ki yonlii varyans analizi (Two-Way Anova) kullanildi. Anova sonucunda farklilik
gosteren alt gruplarin belirlenmesinde Bonferroni Post-hoc testinden yararlanildi

Degiskenlerin tanitici istatistik leri ortalama +standart sapma cinsinden verildi.

Real-Time PCR ile “Comparative Ct (AACt)” analizi yapilarak elde edilen
verilerin istatistik analizlerinde, Bax, Bcl-2 ve Fas genlerinin ekspresyon miktarlarini
gosteren AACT degerleri, 22T seklinde yeniden hesapland1. Hesaplanan Bax, Bcl-2 ve
Fas genlerinin ekspresyon diizeylerinin hem gruplar arasinda hem de EGF dozlar
arasinda farklilik gdsterip gdstermediginin incelenmesi amaciyla iki Faktorlii Faktoriyel

Varyans Analizi testinden yararlanildi.

Tiim istatistik analizlerde SPSS V.11.5 paket programi kullanild1 ve analiz

sonucunda p<0,05 olan bulgular anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. RT-PCR ile Semi-Kantitatif Ekspresyon Analizyle Tlgili Bulgular

Ulserli hastalardan alman biyopsi ornekleriyle kurulan primer Kkiiltiirler
konfluent olduktan sonra 24 saat serum igermeye n kiiltiir ortaminda bekletildi. 24. saatte
bu kiiltirlere 20 ng/ul, 50 ng/ul ve 100 ng/ul olmak iizere 3 farkli dozda EGF
uygulamas1 yapildi Bu kiiltiirlerden manuel yontemle elde edilen RNA’lar kullanilarak
cDNA’lar1 elde edildi ve apoptotik genlerin primerleri ve kontrol geniolarak da -Aktin
kullanilarak yapilan ikinci PCR’mn iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek bant yogunluklar1
belirlendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Aym sekilde hiicre hatt1 da (NCI-N87)
once flasklara, daha sonra da petrilere pasajlanarak, primer hiicre kiiltiirlerine uygulanan
standart prosediirlerin tamami uygulandi. Birbirinden bagimsiz toplam 13 pasaja EGF
uygulamasi, RNA izolasyonu ve ilgili genlerin primerleriyle PCR analizi yapild1. Hiicre
hatt1 icin yapilan kinci PCR’m iriinleri de agaroz jelde yiiriitiilerek bant yogunluklar1
belirlend.i.

Sekil 4.1. Farkli dozlarda epidermal biiyiime faktorii uygulanan kiiltiirlerden elde
edilen cDNA’lar ile kontrol geni olarak B-Aktin’in kullanildig1 Bax geni i¢in yapilan
PCR sonrasinda elde edilen elektroforez goriintiisii. (0: Kontrol; 1: 20 ng/ul EGF;
2: 50 ng/ul EGF; 3: 100 ng/ul EGF) (Beta Aktin=447bp; Bax=195bp) (M: Marker
[100bp]; GU: Gastrik iilser; GDUK: Kontrol)
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B-Aktin
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Sekil 4.2. Farkli dozlarda epidermal biiyliime faktdrii uygulanan kiiltiirlerden elde
edilen cDNA ’lar ile kontrol geni olarak B-Aktin’in kullanildig1 Fas geni i¢in yapilan
PCR sonrasinda elde edilen elektroforez goriintiisii. (0: Kontrol; 1: 20 ng/ul EGF;
2: 50 ng/ul EGF; 3: 100 ng/ul EGF) (Beta Aktin=447bp; Fas=324bp) (M: Marker
[100bp]; GDUK: Kontrol)

B-Aktin

Sekil 4.3. Farkli dozlarda epidermal biiyiime faktorii uygulanan kiiltiirlerden elde
edilen cDNA’lar ile kontrol geni olarak B-Aktin’in kullanildig1 Bel-2 geni igin yapilan
PCR sonrasinda elde edilen elektroforez goriintiisii. (0: Kontrol; 1: 20 ng/ul EGF; 2
50 ng/ul EGF; 3: 100 ng/ul EGF) (Beta Aktin=447bp; Bcl-2=235bp) (M: Marker
[100bp]; DU: Duodenal iilser)
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Her bir gruptan elde edilen bant yogunluklari, beta-aktin’in bant yogunluguna
boliinerek ekspresyonlarin semi-kantitatif orani saptandi Elde edilen veriler SPSS
(V.11.5) programmna aktarilarak istatiksel analiz yapildi. Ayrica EGF uygulamasi i¢cin
her bireyin negatif kontrole gore ekspresyon oranlar1 da karsilagtrilarak EGF
uygulamasmin ilgili genlerin ekspresyonu iizerine etkisi olup olmadigi da
degerlendirildi. Caligma planlanirken, igerigine dahil edilmis olan FasL geninin tiim
hiicre kiiltiirlerinde genel olarak ekspresyonunun cok az oldugu belirlendiginden,
istatistik analizi yapilamadi Ve bu nedenle degerlendirmeye alimamadi.

Istatistik analiz sonuclarma gdre; primer hiicre kiiltiirlerinde uyguladigimz EGF
dozlariyla, ¢calismaya dahil edilen apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda bir
iliskiye rastlanmadi (Bax, p=0.991; Fas, p=0.503; Bcl-2, p=0.173) (Cizelge 4.1, 4.2 ve
4.3). EGF uygulanan ve uygulanmayan petriler arasindaki ana etkiye (mean effect)
bakildiginda da fark olmadigi goriildii (Bax, p=0.591; Fas, p=0.768; Bcl-2, p=0.803)
(Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3) (Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6).

Cizelge 4.1. EGF uygulanan hiicrelerde Bax geni i¢in ekspresyon orani (E) degerinin
ortalamalart ve standart sapmalari. (GDU: Gastroduodenal {iilserli hasta grubu;
GDUK: Kontrol grubu)

Bax Ekspresyonu

Uygulanan .
Grup | EGF Miktar: N E Degeri Standart | Standart
Ortalamasi Sapma Hata
(ng/ul)

0 27 0.310 0.740 0.1424
20 29 0.458 0.874 0.1624

GDU
50 29 0.295 1.436 0.2668
100 28 0.309 0.295 0.055
0 12 0.205 0.152 0.442
20 12 0.269 0.366 0.105

GDU
K 50 11 0.209 0.427 0.128
100 11 0.133 0.105 0.031
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Sekil 4.4. EGF uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bax geni ekspresyon
diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamasi yok; 1 Doz EGF: 20

ng/ul; 2 Doz EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli

hasta grubu; GDUK: Kontrol grubu)

Cizelge 4.2. EGF uygulanan hiicrelerde Fas geni igin ekspresyon orani (E) degerinin
ortalamalart ve standart sapmalari. (GDU: Gastroduodenal {iilserli hasta grubu;
GDUK: Kontrol grubu)

Fas Ekspresyonu

Uygulanan L.
Grup | EGF Miktar N E Degeri Standart | Standart
Ortalamasi Sapma Hata
(ng/ul)
0 12 0,023 0344 0.009
20 15 0.149 0.038
GDU 0,053
50 13 0,049 0.192 0535
100 12 0,037 0072 0.020
0 7 0,097 0.190 0072
20 8 0.950 0.033
GDU 0,085
K 50 7 0,087 0.143 0.054
100 7 0,059 0177 0670
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Sekil 4.5. EGF uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Fas geni ekspresyon
diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamasi yok; 1 Doz EGF: 20
ng/ul; 2 Doz EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli
hasta grubu; GDUK: Kontrol grubu)

Cizelge 4.3. EGF uygulanan hiicrelerde Bcl-2 geni i¢in ekspresyon orani (E)
degerinin ortalamalar1 ve standart sapmalarn. (GDU: Gastroduodenal iilserli hasta
grubu; GDUK: Kontrol grubu)

Bcl-2 Ekspresyonu

Uygulanan o
Grup | EGF Miktar N E Degeri Standart | Standat
Ortalamasi Sapma Hata
(ng/pl)
0 17 0,537 1.479 0.358
20 20 0411 0.091
GDU 0,334
50 18 0,354 0.773 0.182
100 20 0,299 0.297 0.066
0 8 0,308 0.325 0.115
GDU 20 8 0,660 1.009 0.356
K 50 9 0,442 0421 0.140
100 8 0,851 1.166 0.412
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Sekil 4.6. EGF uygulamasi1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bcl-2 geni ekspresyon
diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamasi yok; 1 Doz EGF: 20

ng/ul; 2 Doz EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli
hasta grubu; GDUK: Kontrol grubu)

EGF’den bagimsiz olarak, tiim gruplar arasindaki apoptotik genlerin ekspresyon
diizeyleri degerlendirildiginde, primer kiiltiirleri yapilan hasta grubundaki Bax, Fas ve
Bcl-2 genlerinin ekspresyon diizeyleriyle kontrol grubu arasinda fark olmadigi
belirlendi (sirasiyla; p=0.090; p=0.263; p=0.368) (Sekil 4.7).

BGDU
OGUK

Sekil 4.7. EGF uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bax, Fas ve Bcl-2
genlerinin total ekspresyon diizeylerinin grafiksel gésterimi.
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N&7 hiicre hatt1 ile primer kiiltiirlerini hazirlamis oldugumuz {ilserli hastalardan
olusturdugumuz grup arasinda ise Bax geninin ekspresyon diizeyinin iilserli hastalarda,
Fas geninin ekspresyon diizeyinin ise mide kanseri hiicre hattinda artmis oldugu
belirlendi (swrasiyla, p=0.021; p=0.001) (Sekil 4.8). EGF uygulanan ve uygulanmayan
petriler arasindaki ana etkiye (mean effect) bakildiginda da iilserli hasta grubu ve hiicre
hatt1 arasinda fark olmadigi goriildii (Bax, p=0.785; Fas, p=0.472; Bcl-2, p=0.068)
(Cizelge 4.4).

0.4
BGDU

ONS7

0,3

0.2

NN NN\

0,0
BAX FAS BCL

Sekil 4.8. EGF uygulamasi yapilan iilserli hastalarin primer kiiltiirleri ve mide kanseri
hiicre hattindaki Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinin total ekspresyon diizeylerinin grafiksel
gosterimi. (GDU: Gastroduodenal tlserli hasta grubu; N87: Mide Kanseri Hiicre
Hattr)

Cizelge 4.4 Ulserli hastalarn primer kiiltiirleri ve mide kanseri hiicre hattindaki Bax,
Fas ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon orami (E) degerinin ortalamalar1 ve standart
sapmalari.. (GDU: Gastroduodenal iilserli hasta grubu; N87: Mide Kanseri Hiicre

Hatt1)
Apoptozis E Degeri Standart | Standart

Grup Genleri N Ortalamasi Sapma Hata
Bax 113 0,343 0.932 0.087

GDU Fas 52 0,406 0.132 0.018
Bcl-2 75 0,379 0.836 0.096

Bax 52 0,214 0.185 0.025

N 87 Fas 29 0.102 0.628 0.116
Bcl-2 32 0,375 0.786 0.139
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4.2. Real Time-PCR (Comparative Ct) Analiziyle lgili Bulgular

20 ng/ul, 50 ng/ul ve 100 ng/ul olmak iizere 3 farkhh dozda EGF uygulamasi
yapilan primer kiiltiirlerden ve hiicre hattindan elde edilen cDNA’lar ile Bax, Bcl-2, Fas
ve beta aktin’in gen ekspresyonlar1 Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
cihazi ile ve “Comparative Ct (AACt)” analizi yapilarak belirlendi. Real-Time PCR
cihazi ile her bir gen i¢in elde edilen PCR amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin
ekspresyon oranlar1 degerlendirildi (Swrasiyla Beta Aktin, Bax, Bcl-2, Fas; Sekil 4.9,
Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12). Elde edilen veriler SPSS (V.11.5) programina
aktarilarak istatiksel analiz yapild1.

Multicomponent Plot

3.000.000
2.500.000
2.000.000

1.500.000 /

Fluorescence
|

1.000.000 i~

500.000

0
0 10 20 20 20 50

Legend
‘{- Rox EHvIC HHFAM

Sekil 4.9. Beta Aktin genine ait, YAKIMA YELLOW ile isaretlenmis probun Real
Time PCRamplifikasyon egrisi.
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.10. Bax genine ait, FAM’la isaretlenmis probun Real Time PCR
amp lifikasyon egrisi.

Multicomponent Plot
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Sekil 4.11. Bcl-2 genine ait, FAM’la isarctlenmis probun Real Time PCR
amp lifikasyon egrisi.

42




Multicomponent Plot
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Sekil 4.12. Fas genine ait, FAM’la isaretlenmis probun Real Time PCR amplifikasyon
egrisi.

Istatistik analiz sonuglarina gore; primer hiicre kiiltiirlerinde uyguladigimiz EGF
dozlariyla, calismaya dahil edilen apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda bir
iliskiye rastlanmadi (Bax, p=0.069; Fas, p=0.877; Bcl-2, p=0.532) (Cizelge 4.5). EGF
uygulanan ve uygulanmayan petriler arasindaki ana etkiye (mean effect) bakildiginda da
fark olmadig1 goriildii (Bax, p=0.056; Fas, p=0.646; Bcl-2, p=0.961) (Cizelge 4.5)
(Sekil4.13, 4.14 ve 4.15).
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Sekil 4.13. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gére belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bax geni ekspresyon diizeylerinin
grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamasi yok; 1 Doz EGF: 20 ng/ul; 2 Doz
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EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli hasta grubu;
GDUK: Kontrol grubu)
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Sekil 4.14. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gore belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Fas geni ekspresyon diizeylerinin
grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamast yok; 1 Doz EGF: 20 ng/ul; 2 Doz
EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli hasta grubu;
GDUK: Kontrol grubu)
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Sekil 4.15. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gére belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bcl-2 geni ekspresyon diizeylerinin
grafiksel gosterimi. (Kontrol: EGF uygulamasi yok; 1 Doz EGF: 20 ng/ul; 2 Doz
EGF: 50 ng/ul; 3 Doz EGF: 100 ng/ul) (GDU: Gastroduodenal iilserli hasta grubu;
GDUK: Kontrol grubu)
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Cizelge 4.5. EGF uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bax, Fas ve Bcl-2
genlerinin Real Time PCR ile Comparative Cy Analizi yapilarak belirlenen
ekspresyon diizeyi ortalamalar1 ve standart hatalan. (GDU: Gastroduodenal
iilserli hasta grubu; GDUK: Kontrol grubu)

GRUP | EGF (ng/pl) BAX FAS BCL-2
Kontrol (0) Ortalama 5,273 0,623 115,839
Standart Hata | 2,614 | 0,086 21,866
Ortalama 4658 | 0,758 143,458
1doz (20) gandart Hata | 1,896 0,075 17,021
Ortalama 4,849 0,607 113,538
GDU | 2doz (50 ’ ’ ’
02(50) o dartHata | 1302 | 0,01 15,064
Ortalama 4607 | 0,626 158,938
3 doz (100 ’ ’ ’
02 (100) e dartHata | 2,008 | 0,081 32,529
om  |Ortalama 4869 | 0653 132,943
Standart Hata | 1,003 | 0,042 11319
Kontrol (o) |0 7610 | 0,585 79,969
Standart Hata | 3,836 0,144 12,155
Ortalama 20,450 0,533 103,117
1doz (20 ! ’ ’
02(20) SindartHata| 7.661 | 0,138 25563
Ortalama 12461| 0,661 95783
GUK | 2doz(50) Igrrdart Fata | 4,981 0,124 19,163
Ortalama 36.117| 0493 111,888
. , , ,
3d0z (100) o dart Hata | 22,312 | 0,139 21.794
Total Ortalama 19,160 0,568 97,689
Standart Hata | 6,114 0,066 9,916

EGF’den bagimsiz olarak, tiim gruplar arasindaki apoptotik genlerin ekspresyon
diizeyleri degerlendirildiginde, primer kiiltiirleri yapilan hasta grubundaki Bax geninin
ekspresyon diizeyi ile kontrol grubu arasinda fark oldugu goriildii. Bax geninin kontrol
grubundaki ekspresyon diizeyi, hasta grubuna gore daha yiiksekti (p=0.001). Fas ve
Bcl-2 genlerinin ekspresyon diizeyleri bakimindan ise, hasta ve kontrol grubu arasinda

fark olmadigi belirlendi (srasiyla; p=0.294; p=0.080) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gore belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan hasta ve kontrollerdeki Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinin total

ekspresyon diizeylerinin grafiksel gésterimi.

Petrilere uygulanan EGF dozlar1 bakimindan iilserli hasta grubu ile hiicre hatti
arasinda Bax ve Fas genlerinin ekspresyon diizeylerinde farklilik oldugu belirlendi. 1
doz EGF (20 ng/ul) uygulandiginda hiicre hattinda Bax geninin ekspresyon diizeyinde
belirgin bir artis oldugu (p=0.001), 2 doz EGF (50 ng/ul) uygulanmasmm ise hiicre Fas
geninin ekspresyonunu azalttigi goriildii (sirasiyla; p=0.001, p=0.033) (Sekil 4.17, Sekil

4.18) (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.17. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gore belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan iilserli hastalarm primer kiiltiirfleri ve mide kanseri hiicre

hattindaki Bax geni
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Sekil 4.18. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gore belirlenen, EGF
uygulamasi yapilan iilserli hastalarm primer kiiltiirleri ve mide kanseri hiicre
hattindaki Fas geni ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (GDU:
Gastroduodenal iilserli hasta grubu; N87: Mide Kanseri Hiicre Hatt1)

Cizelge 4.6. Ulserli hastalarin primer kiiltiirleri ve mide kanseri hiicre hattindaki
Bax, Fas ve Bcl-2 genlerinin Real Time PCR ile Comparative Ct Analizi
yapilarak belirlenen ekspresyon diizeyi ortalamalari ve standart hatalari. (GDU:
Gastroduodenal iilserli hasta grubu; N87: Mide Kanseri Hiicre Hatt1)

GRUP | EGF (ng/ul) BAX FAS BCL-2
Kontrol (0) Ortalama 5,273 0,623 115,839
Standart Hata | 2,614 | 0,086 | 21866
Ortalama 4658 | 0758 | 143.458
1doz (20) o dartHata| 1896 | 0075 | 17,021
Ortalama 4,849 0,607 113,538
GDU | 2doz(80) o o Fata | 1.302 | 0,001 15.064
Ortalama 4697 | 0626 | 158,938
3doz (100) o dart Hata | 2,008 | 0,081 32,529
o |Ortalama 4869 | 0653 | 132,943
Standart Hata | 1,003 0,042 11,319
Kontrol (0) | 01alama 2026 | 0417 | 108,592
Standart Hata | 1,188 0,238 62,966
Ortalama 58190 | 0664 | 150482
1doz (20 ' : :
02(20) IsandartHata | 50214 | 0267 | 79.234
Ortalama 0761 | 0024 | 50615
N87 | 2doz(80) o GartHata| 0195 | 0,011 16.894
Ortalama 9223 | 0780 | 112929
3 doz (100 ' ' ’
02 (100) o dart Hata | 6,462 | 0,199 | 32,755
Total Ortalama 17,775 0,471 105,654
Standart Hata | 12,812 0,115 26,033
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Bcl-2 geninin ekspresyon diizeyleri ile uygulanan EGF dozlar1 bakimindan ise,
mide kanseri hiicre hatt1 ve ilserli hastalar arasinda fark olmadigi belirlendi (p=0.407)
(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Real Time PCR ile Comparative Ct Analizine gore belirlenen, EGF
uygulamas1 yapilan ilserli hastalarm primer kiiltiirleri ve mide kanseri hiicre
hattindaki Bcl-2 geni ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (GDU:
Gastroduodenal iilserli hasta grubu; N87: Mide Kanseri Hiicre Hatt1)
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5. TARTISMA

Bu calismada insan mide kanseri hiicre hattinda ve iilserli hastalardan alinan
biyopsi Ornekleri ile hazirlanan primer kiiltiirlerde epidermal biiylime faktdriiniin
apoptozis lizerine etkileri arastirildi. Epidermal biiylime faktorii uygulanan deney ve
kontrol gruplarinda, apoptotik genler olan Bax, Bcl-2 ve Fas genlerinin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler incelendi. Calisma planlanirken, igerigine dahil edilmis
olan FasL geninin tiim hiicre kiiltiirlerinde genel olarak ekspresyonunun ¢ok az oldugu
belirlendiginden, istatistik analizi yapilamadi1 ve bu nedenle degerlendirmeye almamad.

RT-PCR ile semi-kantitatif olarak elde edilen wverilerin istatistik analiz
sonuglarma gore; hem primer hiicre kiiltiirlerinde hem de hiicre hattinda uyguladigimiz
EGF dozlartyla apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda bir iligkiye
rastlanmadi. EGF uygulanan ve uygulanmayan primer kiiltiirler arasindaki ana etkiye
bakildiginda da yine bir iliski olmadig1 goriildii. EGF’den bagimsiz olarak, tiim gruplar
arasindaki apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, primer
kiiltiirleri yapilan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda fark yoktu.

Primer hiicre kiiltiirii ve mide kanseri hiicre hattindaki gen ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda; EGF dozlarmmin ekspresyon diizeyleri iizerinde etkisi olmadigi,
ancak EGF’den bagmmsiz olarak gruplar arasindaki ekspresyon diizeyleri
karsgilastirildiginda Bax geninin ekspresyon diizeyinin ilserli hastalarda, Fas geninin
ekspresyon diizeyinin ise mide kanseri hiicre hattinda iilserli hastalara gére artmuis
oldugu belirlendi.

Real Time PCR ile “Comparative Ct Analizi” yapilarak elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirmesinin sonucunda ise; semi-kantitatif ekspresyon analizi
yaparak elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, primer hiicre kiiltiirlerinde
uyguladigimiz EGF dozlariyla, ¢alismaya dahil edilen apoptotik genlerin ekspresyon
diizeyleri arasinda bir iliskiye rastlanmadi EGF uygulanan ve uygulanmayan petriler
arasindaki ana etkiye (mean effect) bakildiginda da fark olmadigi goriildii. EGF’den
bagimsiz olarak, tim gruplar arasindaki apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri

degerlendirildiginde, primer kiiltiirleri yapilan hasta grubundaki Bax geninin ekspresyon
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diizeyi ile kontrol grubu arasinda fark oldugu goriildii. Semi-kantitatif yontemde tiim
gruplar arasindaki apoptotik gen ekspresyon diizeylerinde fark goriilmezken, Real Time
PCR sonucunda, Bax geninin kontrol grubundaki ekspresyon diizeyinin, hasta grubuna
gore daha yiksek oldugu belirlendi. Fas ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon diizeyleri
bakimindan ise, hasta ve kontrol grubu arasinda ise semi kantitatif yontemle benzer
sekilde fark yoktu.

Primer hiicre kiiltiirii ve mide kanseri hiicre hattindaki gen ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda; semi kantitatif yontemde EGF dozlarmm ekspresyon diizeyleri
tizerinde etkisi olmadigi belirlenirken, Real Time PCR ile Comparative Ct analizinde,
petrilere uygulanan EGF dozlar1 bakimindan iilserli hasta grubu ile hiicre hatt1 arasinda
Bax ve Fas genlerinin ekspresyon diizeylerinde farklilik oldugu belirlendi. 1 doz EGF
(20 ng/ul) uygulandiginda hiicre hattinda Bax geninin ekspresyon diizeyinde belirgin bir
artis oldugu (0 doza gore yaklasik 25 katlik bir artis), 2 doz EGF (50 ng/ul)
uygulanmasmin ise hiicre hattinda Fas geninin ekspresyonunu azalttigi (0 doza gore
yaklagik 18 katlik bir azalig) goriildii. Bcl-2 geninin ekspresyon diizeyleri ile uygulanan
EGF dozlar1 bakimindan ise, mide kanseri hiicre hatt1 ve ilserli hastalar arasinda fark
olmadig belirlendi.

Gastrik mukoza normalde ¢ok ¢esitli zarar verici maddeye maruz kalir ve doku
hasarmni tamir edecek etkili mekanizmalar gelistirmistir. Yiizeyel hasarin olmasi
durumunda epitel yiizeyin rejenerasyonu ¢ok hizla gergeklesir. Bu, epitel hiicrelerinin
komsu mukozadan hasar gormiis membran tabanma goci ile gergeklestirilir ve
proliferasyondan bagimsiz olarak meydana gelir (60).

Ulser gibi daha derin bir mukozal hasarin olmasi durumunda subepiteliyal
miyo fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, damarlar ve sinirlerde oldugu gibi epiteliyal ve bag
doku bilegenleri de hasar goriir ve rejenere olmak zorundadirlar. Yiizey epitelyumun
yeniden yapilmasi (re-epitelizasyon), iilser smirindan graniilasyon dokusu i¢ine go¢
eden farklilagmamuis epiteliyal dnciilerinin proliferasyonu ve iilser yatagmi kaplamalar
ile gerceklestirilir. Gastrik bezlerin rejenerasyonu iilser smirmin tabanindan grantilasyon
dokusu i¢ine penetre olan ve glandular tiibiillerde farklilagan epitel hiicrelerinin gocii ve
proliferasyonun bir sonucudur.

Bu karmasik olaylar dizisi, farkli hiicre tipleri arasmda yiiksek oranda

koordinasyonu gerektirir ve ¢esitli faktorler tarafindan diizenlenir. Bu faktorler arasinda
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polipeptid biiyiime faktorleri, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasi dahil
olmak tizere doku iyilesmesine katillan baslica hiicresel fonksiyonlar1 diizenleme
ozelliklerinden dolay1 son yillarda ¢ok dikkat cekmistir. Baz1 veriler, birka¢ polipeptid
biliylime faktorii ve onlarm reseptorlerinin gastrik iilser iyilesmesi siirecinde eksprese
edildigini ve dogal ya da rekombinant analoglarmin tamir mekanizmasini
hizlandirdigini gostermistir (61).

Bu biiylime faktorlerinden birisi olan EGF de normal insan gastrik mukozasinda
belirlenmistir (8). Epidermal biiyiime faktori, biiyik transmembran oOnciilleri ve
proteolitik olarak aktive edilmis daha kiiciik olgun formlar olarak sentezlenen 53
aminoasitlik bir polipeptiddir (42). Hiicre proliferasyonunu ve hiicre gog¢iinii uyarr (61),
gastrik asit salgilanmasini inhibe eder (47, 62) ve mukus salgisini arttirir (63).

EGF, bashca tiikiirik bezlerinden salgilanir. Ayni zamanda gastrointestinal
sistemin iist kismmdaki Brunner bezleri de EGF igerir (62, 64). Onceki calismalarda
deneysel olarak indikklenen gastrik lezyonlarin kapsaikin duyarl sinirler araciligtyla bir
refleks olusmasiyla iliskili olan tikiiriikk bezlerindeki EGF igerigini arttirabilecegini
gostermistir (8, 10). Bu tikiiriikteki EGF’nin {ilsere kars1 korunma ve {iilser iyilesmesi
ile iligkisioldugu gosterilmistir (12). EGF kendi reseptoriiyle interaksiyonu aracihigiyla
epitel hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu stimiile eder ve gastrointestinal
mukozanin biitiinliigiinii korur (46, 61). H. pylori enfeksiyonu ve tedavisinin gastrit ve
gastroduedonal iilser hastalarindaki EGF seviyesi ilizerindeki etkisi ile ilgili celiskili
sonuglar bildiren bazi ¢alismalar vardwr. Bununla birlikte, immiinohistokimyasal
caliymalar EGF’nin gastroduodenal mukoza hasarinda eksprese edildigini gostermistir
(50). Bu nedenle, EGF’nin gastrik mukozada reseptorii araciligiyla gastroduodenal
hasarm iyilesmesine dogrudan katilmasiolasidrr.

Gastrik mukoza biitiinliigiiniin korunmas1 ve ilser iyilesmesinde EGF’nin rolii
cesitli gozlemlerle desteklenmistir. Gastrik sividaki EGF’nin major kaynagi olan
submandibular bezlerin ratlarda ¢ikarilmasi, spontan iilser gelisime sebebi olarak yeterli
olmamasmna ragmen, gastrik iilser iyilesmesini geciktirebilir (65). Insanlarda EGF ’nin
tikiiriikteki diizeyi (64) ve gastrik sividaki yogunlugu (66), peptik iilser hastaligmm
aktif faz1 siiresince azalir fakat {ilser iyilesmesi sonrasinda normal diizeyine yeniden

ulasir. Ayrica, sigara kullanimmin muhtemelen graniilasyon dokusunda ve mukus
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sentezinde anjiogenik yaniti inhibe ederek hem tikiiriikkte hem de duodenal bezlerde
EGF salmmini azalttigi ve ilser iyilesmesini geciktirdigi bildirilmistir (61).

Cesitli ¢alismalar EGF ve TGF-a’nin her ikisinin de gastrik mukozal hasar
sonrasinda tamir olaylarinda 6nemli bir rol oynayabileceklerini gdstermistir. Wright ve
ark., gastrointestinal sistemde ilser olusumunun, ilser smirlarinda EGF
immiinoreaktivitesini indikledigini bildirmistir (67). Lee ve ark., asetik asitle muamele
edilip hasarlanan rat gastrik mukozasinda EGF immiinoreaktivitesinde artis oldugunu
bildirmistir (68). Bu calismalarin her ikisi de insan gastrointestinal sistemindeki iilser
Olusumunun, EGF salgilayan kok hiicrelerden yeni hiicre soylar1 gelismesini
indikledigini gostermektedir. Ote yandan, Polk ve ark., hidroklorid ve taurokolat’la
akut hasar olusturulan rat gastrik mukozasinda TGF-a mRN A ve protein ekspresyonunu
arttirrken, EGF ekspresyonunda bu akut gastrik hasar siirecinde artis olmadigim
gozlemlemistir (47).

EGF, in vitro’da ¢esitli hiicre hatlarindaki hiicre proliferasyonu i¢in bir uyarandir
ve in vivo’da da gut’un her tarafinda DNA sentezini stimiile eder. Bu nedenle, EGF 'nin
gut limeninde bir gastrointestinal biliylime faktorii olarak aktivite gosterdigi
distinilmiistiir (41).

EGF’nin mukozal tamire katilan bir gastrointestinal peptid olarak aktivite
gosterdigi One strilmiistir (49). Ratlarin tikiirik bezlerinin alinmasi, luminal EGF
konsantrasyonunu biiyiik dlciide azaltir ve bu, normal gutta ¢cok kii¢lik bir etkiye sahip
olmasina ragmen yapay yoldan indiiklenen {ilserin iyilesmesini azaltir (69).

Peptik iilser iyilesme siirecinde luminal EGF konsantrasyonunun azalmasina
neden olan mekanizmalar heniiz tanimlanmams olmakla birlikte, bu veriler intragastrik
EGF’nin mukozal tamirin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigmma ve azalismm peptik
iilser gelisimine zemin hazirladigma isaret etmektedir.

Sukralfat ve koloidal bizmut subsitrat gibi anti-iilser ilaglari, ilser yataginda
EGF’yi baglayp yogunlastirrken (60), omeprazol, muhtemelen gastrik asit
salgilanmasininin  inhibisyonunun bir sonucu olarak gastrik sividaki EGF
konsantrasyonunu arttirabilir (70). Bu gézlemler EGF’nin tikiiriikte salgilanmasinin ve
gastrik sividaki konsantrasyonunun iilser iyilesmesinin ilerleyisinde dnemli oldugunu
gostermektedir. lyilesen doku icersinde ekstra EGF kaynaklar1 tanimlanmustir.

Ozellikle, EGF diger biiyiime faktdrleri ile birlikte iilser smmrmdan graniilasyon
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dokusuna dogru biyiiyen epiteliyal hiicre soyu tarafindan sentezlenir (67).
Kemirgenlerde kriyoprob ile deneysel olarak indiikklenen iilserden 10 giin sonra EGF
mRNA ekspresyonunun artmis oldugu gosterilmistir (71). Ayrica ratlarda deneysel
olarak olusturulan iilser smirinda EGF mRNA ekspresyonunun oldugu gosterilmistir
(72).

EGF, etkisini spesifik hiicre membran reseptorii (EGFR) ile etkilesime girerek
gosterirler. EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip yaklasik 1200 aminoasit residiisiinden
olusan bir transmembran glikoproteinidir. EGF’nin EGFR’nin ekstraseliiler domainine
baglanmas1 reseptdriin dimerizasyonuna neden olan bir konformasyonal degisiklige ve
EGFR’nin intraseliiler domaininin spesifik rezidiilerinde fosforilasyonuna yol agar ve
sonugta gen transkripsiyonunun regiilasyonunu saglayan kompleks bir sinyal yolagi ile
baglanti olusturur (44).

Normal gastrik mukozada EGFR’nin fazla miktarda ekspresyonunun oldugu
gosterilmigti. EGFR bu dokuda Iluminal membran {izerinde hemen hemen hig
bulunmazken yaygm olarak glandular hiicreler ve basolateral membran boyunca
dagilmistr (45, 73). Bu 6zel dagiim, luminal EGF’nin reseptoriiyle sadece epitel
hiicrelerinin basolateral membranlarina geg¢is olusturan bir mukozal hasar sonrasinda
baglanabildigini gostermektedir. Bu durum kronik gastrik {ilserli ratlarda EGF ’nin oral
almi sonrasinda iilser yilizeyi tizerinde ve kiicik epiteliyal hasar bdlgelerinde
birikkmesine karsilik sadece c¢ok kiicik miktarda peptidin hasarsiz mukozaya
baglanabildiginin belirlenmesi ile de dogrulanmistir (41). Bu, gastrik sividaki EGF ’nin
fonksiyonlarmi sadece mukozal biitiinlik bozulduktan sonra gdsteren bir luminal
gozetim faktorii oldugunu diistindiirtmektedir.

EGFR’nin ekspresyonu {ilser iyilesmesi siirecinde 6zellikle de iilser smirindaki
mukozada 6nemli dl¢iide artar (45, 72). EGFR aktivasyonunun ardindan intraseliiler
sinyallerin analizleri, akut mukozal hasar sonrasinda ekstraseliiler sinyal diizenleyen
kinaz (Erkl ve Erk2) ve EGFR tirozin kinazmn ¢ok erken bir siirede arttigini (74-76)
gostermistir. Bu gbézlemler, EGFR’nin aktivasyonunun gastrik mukozal rejenerasyon
stirecinde en erken meydana gelen olay oldugunu 6ne stirmektedir.

Mukozal hasarin olmasi durumunda EGF, bazolateral enterositte EGFR’ye
ulagabilir. Mukozadaki {ilser olusumunun kok hiicrelerden yeni hiicre soylari

gelismesini indikledigi ve bu yeni hiicre soylarmin da EGF salgiladig kesfedilmistir
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(67). Bu “ilser-iliskili hiicre soyu”, kiigik bir bezden gelisir ve daha sonra mukozal
yiizeyi kaplar. Ulser sinirlar1 etrafinda bu tiir bezler olusur. Bu durum, EGF ’nin iilser
tyilesmesinde en onemli role sahip oldugunu diisiindiirtmektedir. Yapilan ¢aligmalar,
EGF’nin oral almminmn yetiskin ratlarda gastrik ve duodenal mukoza biiylimesini
stimiile ettigini gostermistir ve neonatal Ratlarin kolon, ince bagirsak ve mide gelisimini
arttirdig1 bildirilmistir (41).

EGF ailesi biiyiime faktorleri de dahil olmak {iizere, ¢esitli polipeptid biiylime
faktorleri, hasar sonras1 doku tamirinde rol oynarlar. Epidermal biiylime faktoriiniin,
gastrik llser iyilesme siirecinde mukozal hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle, gastrik iilserin ardindan rejeneratif
epitel hiicrelerinin gelisiminde muhtemel rolii olan g¢esitli biiyiime faktorlerinin
anlagilmas1 onemlidir. EGF’nin saglkta ve hastaliktaki 6nemi ile ilgili hala bazi
celiskiler bulunmaktadr. EGF ailesi biiylime faktorleri gibi ¢esitli polipeptid biiyiime
faktorleri, hasar sonrasi doku tamirinde rol oynarlar. Bu nedenle, gastrik iilserin
ardindan rejeneratif epitel hiicrelerinin gelisiminde muhtemel rolii olan gesitli biiylime
faktorlerinin anlagilmasi 6nemlidir.

Apoptozisin, midenin tiim bdlgelerinde oldugu ve akut mukozal hasarin
ardindan ve gastrik llser iyilesme siirecinde indiklendigi gosterilmistir. Deneysel
olarak {lserin indilkklenmesinden 2 saat kadar sonra kaspaz 3’lin mukozadaki
ekspresyonunun 3,9 kat arttig1 belirlenmistir (77). Bax, bak ve p53 ekspresyonunun,
ilerlemis gastrik iilserde arttigi, Bcl-2 ekspresyonunun ise kontrollerle benzer oldugu
bulunmustur (1).

Bcl-2 ailesinin proteinleri, normal gastrik epitelyumda farkli patternlerde eksprese
edilir. Immiinohistokimya araciigiyla, Bcl-2 ailesinin diizenleyici proteinlerinin
ozellikle boyun bdlgesindekiler olmak {lizere normal midenin tiim epitel hiicre tiplerinde
eksprese edildigi bulunmustur (28). Fakat baska bir ¢alismada, immiinoboyama
sonuglarina gore, ekspresyonlarinin boyun bdlgesindeki mukozada sadece birkag
hiicrede smirli oldugu bulunmustur (29). Bizim calismamizin sonucunda, Bcl-2
ekspresyonun normal mide hiicrelerindeki ekspresyon orani ile iilserli hastalarin mide
hiicrelerindeki ekspresyonu arasinda fark olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde mide
kanseri hiicreleriyle, llserlesmis dokudaki mide ve duodenum epitel hiicrelerinde de

Bcl-2’nin ekspresyonunun degismedigi gdzlenmistir.
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Calismanin sonucunda, hem semi kantitatif analizler hem de Real Time PCR ile
yapilan analizler, EGF ’nin iilserli hastalarda apoptotik genlerin ekspresyon diizeylerini
etkilemedigini ortaya koydu. Ancak, Real Time PCR ile yapilan analizlerin sonucunda,
EGF’den bagimsiz olarak, Bax geninin ekspresyonunun saglikli bireylerde iilserli
hastalardan daha yiiksek oldugu belirlendi. Semi kantitatif yontemle yapilan analizlerde
boyle bir farkin bulunmamasmm, Real Time PCR’la yapilan analizlere gore semi
kantitatif analizlerin daha az hassasiyet gosterdigini diistindiirtmektedir.

Mide kanseri hiicre hatt1 ve tlserli hastalar arasinda, EGF’nin Bax, Bcl-2 ve Fas
genlerinin ekspresyonuna etkisini degerlendirdigimizde, yine semi kantitatif analizler
EGF’nin apoptotik genlerin ekspresyonunu etkilemedigini fakat, EGF’den bagimsiz
olarak Bax geninin ekspresyonun {ilserli hastalarda, Fas geni ekspresyonunun ise mide
kanseri hiicre hattinda artmis oldugunu gosterdi. Ancak, Real Time PCR ile
Comparative Cy analizinde, petrilere uygulanan EGF dozlarmm Bax ve Fas genlerinin
ekspresyon diizeylerini etkiledigini ortaya koydu. 1 doz EGF (20 ng/ul) uygulandiginda
hiicre hattinda Bax geninin ekspresyon diizeyinde belirgin bir artis oldugu, 2 doz EGF
(50 ng/ul) uygulanmasmnmn ise hiicre hattinda Bax ve Fas genlerinin ekspresyonunu
azalttig1 goriildii.

Bu veriler, iilseratif lezyonlarin uzun donemde mide kanseriyle sonuglanmasi ile
ilgili tartigmalar agisindan bilgi verici olabilir. EGF’nin ilser iyilesmesinde etkili
oldugu ve iyilesme siirecine katildig1 bilinmektedir. BckF2 geni apoptozisi baskilarken,
Bax ve Fas genlerinin her ikisi de apoptozisi aktive edici fonksiyona sahip olan
genlerdir. Mide kanseri hiicre hattinda EGF’nin 20 ng/ul’sinin, Bax geninin
ekspresyonunda belirgin bir artisa (0 doza gore yaklasik 25 kathik bir artisa) neden
olmasi, mide karsinogenezi siirecine Bax geninin EGF’nin de katkisiyla katildigini
diisindtirtmektedir. EGF’nin 50 ng/ul’sinin, Fas geni ekspresyonunu ani olarak
disiirmesi (0 doza gore yaklagik 18 kathk bir diisiis), 6zellikle tedavi diisiiniildiigiinde
onemli olabilir. Clinkii Fas geni, apoptozisi aktive eden, o nedenle iilserlesme siirecinde
etkili olan bir apoptotik gendir. Belki de EGF’nin hastalara 6zellikle bu dozda
uygulanmasi, Fas’m etkinligini azaltarak tedaviye katkis1 olabilir. ~ Semi kantitatif
ekspresyon analizlerinin, Real-Time PCR analizinin aksine, EGF uygulamasmnmn Bax,
Fas veya Bcl-2 genlerinin ekspresyonu iizerinde etkili olmadigini gdstermesi, iki

yontem arasmdaki hassasiyet farkmi ortaya koymas1 bakimindan 6nemlidir. O nedenle,
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buna benzer ekspresyon analizine dayanan ¢alismalarin Real-Time PCR ile
planlanmasmin, sonuglarm giivenilirligi agisindan 6nemli oldugu sdylenilebilir.

EGF ’nin Bcl-2 geninin ekspresyonu lizerinde etkili olmadigi hem semi kantitatif
analizlerle, hem de Real Time PCR ile yapilan analizlerle ortaya konmustur. Bu
nedenle, Bcl-2 geninin ilserlesme ve mide karsinogenezi siireglerinde EGF’den
etkilenmeksizin eksprese edildigi diisiiniilebilir.

Apoptozisle iliskili genlerin gen ve protein ekspresyonlar1 gastrik kanser de
dahil bircok kanser tiiriinde calisilmistir fakat mide iilserinde epidermal biiyiime
fak toriiniin bu genlerin ekspresyonu tlizerindeki etkisiyle ilgili yaymlanmis bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligma, iilserli hastalarda EGF’nin apoptotik etkisini inceleyen
ilk ¢calisma olmas1 nedeniyle dnemlidir ve elde edilen sonuglar bu konuda yol gosterici

olabilir.

56



6. SONUCLAR ve ONERILER

Gastroduodenal iilser, 6zellikle belli bir yasmn lizerindeki insanlar arasinda
oldukca sik goriilebilen bir gastointestinal sistem hastaligidir. Bu hastaligin olus
nedenleri arasinda, genetik faktorlerin, Helicobacter pylori enfeksiyonunun ve diyetin
onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Ulser olusumuna yol agan bu faktodrlerin etkileri,
bliylime faktorleri gibi koruyucu faktdrler ve hiicre proliferasyonu gibi iilserlesme
sonucu olusan hasar1 iyilestiren faktorler tarafindan giderilmeye calisilir. Gastrik
mukoza ve duedonum yenilenme orani yiiksek olan dokulardir. Bu dokulardaki
biitiinliiglin korunmas1 epitelyum hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki denge ile
saglanir. Ayrica, EGF de gastroduedonal f{ilserlerin iyilesme siirecinde hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Bu ¢aligmada, iilserli hastalarda EGF’nin, apoptozis ile iligkili, Bax, Fas ve Bcl-
2 genlerinin ekspresyonu tizerindeki etkisini arastirmak ve hiicre hattindaki ekspresyon
diizeyleri arasindaki varsa benzerlik ya da farklihig1 ortaya koymak amaglanmistir. Bunu
yaparken ayn1 zamanda ekspresyon analizi i¢in ki farkli yontem segilmis ve etkinlikleri
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, hem semi kantitatif analizler hem de Real
Time PCR ile yapilan analizler, EGF’nin {ilserli hastalarda apoptotik genlerin
ekspresyon diizeylerini etkilemedigini ortaya koymustur. Ancak, Real Time PCR ile
yapilan analizlerin sonucunda, EGF’den bagimsiz olarak, Bax geninin ekspresyonunun
saghkli bireylerde iilserli hastalardan daha yikksek oldugu belirlenmistir. Iki yontem
arasinda benzer bir fark mide kanseri hiicre hattinda da ortaya ¢ikmstr. EGF
uygulamasinin semi kantitaif analizlerde hiicre hattinda da ekspresyonu etkilemedigini
gostermesine ragmen, Real Time PCR ile yapilan analizlerde EGF dozlarmm Bax ve
Fas genlerinin ekspresyonunda belirgin bir etken oldugu belirlenmistir. Bu ki yontem
arasinda, oldugu disiiniilen hassasiyet ya da etkinlik farki kesin bir sekilde ortaya
konmustur. Bu nedenle, 6zellikle ekspresyon analizine dayanan ¢alismalarda Real-Time
PCR’m tercih edilmesinin 6nemli oldugu sdylenilebilir.

Apoptozisle iliskili genlerin gen ve protein ekspresyonlari gastrik kanser gibi
bircok kanser tiirlinde cahisilmistir fakat epidermal biiyiime faktoriinliin bu genlerin
ckspresyonu lizerindeki etkisi {ilserli dokularda incelenmemistir. Bu nedenle,
calismamizin sonucunda elde edilen tiim veriler, ilk olmas1 bakimindan 6nemli olabilir.

Ozellikle mide kanseri hiicre hattinda, uyguladiginiz EGF dozlariyla, Bax ve Fas
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genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen belirgin artis ve azaliglarla ilgili elde
edilen bulgular, hem mide karsinogenez siireci hem de tedavisiyle ilgili 6nemli bilgiler

iceriyor olabilir.
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