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in vitro Gama Radyasyon Maruziyeti Sonrasi Periferal Kan
Lenfositlerinde MDM2 Gen Ekspresyon Degisikliginin
Arastiriimasi

Amag: Murine double minute 2 (MDM2) p53 timor baskilayici genini negatif olarak kontrol altinda
tutar ve E3 ubikitin ligaz aktivitesi ile p53'l yikar. Bu galismada insan periferal lenfositlerinde in vitro
olarak farkli gama radyasyon dozlarindan meydana gelen DNA hasarinin MDM2 gen seviyesine
etkisi arastiriimistir.

Gereg¢ ve Yontem: Gen ekspresyon degisiklikleri, B2M referans gen olarak kullanilarak kantitafif
real time polimeraz zincir reaksiyonu ile (KRT PZR) degerlendirilmistir. Bu amagla geng, saghkl ve
sigara icmeyen 10 kisiye ait kan ornekleri toplanmigtir. Her birey igin bes tipe bdélinen érneklerden
ilki kontrol olarak ayrilmis diger dérdii sabit gama kaynaginda (Co®) 0327 kGy/sa doz hizina gére
hesaplanmis 0.5 Gy, 1 Gy ve 3 Gy gama radyasyonuna maruz birakilmistir.

Bulgular: Sonuglar esik degerinin asildigi déngi degerlerine (CT) gére REST 2009 (Relative
Expression Software Tool V. 2.0.13 ) programinda degerlendiriimis, hedef genin ve referans genin
CT degerleri arasindaki farkliliklara gére hesaplanmistir.

Sonug: KRT PZR sonuglari MDM2 geninin maruz kalinan dozlarda up-reglle oldugunu
gostermistir.  Elde edilen sonuglar MDM2 geninin iyonize radyasyonun etkilerinin
degerlendiriimesinde kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: MDM2, KRT PZR, iyonize radyasyon

Investigation of MDM2 Gene Expression Changes in Peripheral Blood
Lymphocytes After In-Vitro Gamma Radiation Exposure

Objective: The murine double minute 2 (MDM2) negatively controls the p53 tumor suppressor
gene and destroys the p53 with E3 ubiquitin ligase activation. In this study, effect of DNA damage
caused by different in vitro gamma radiation doses in peripheral human lymphocytes on MDM2
gene expression was investigated.

Material and Methods: Gene expression changes were evaluated with quantitative real time
polymerase chain reaction (QRT PCR) using B2M as a reference gene. For this reason, whole
blood samples of ten young, healthy and non-smoking donors were collected. The first tube of the
blood samples which were divided in five tube for each individual, was used as control and other
four tubes were irradiated using a constant gamma irradiation source (*°Co) giving the doses of 0.5
Gy, 1 Gy and 3 Gy, which were calculated according to dose rate of 0,0327 kGy/h.

Results: Results were expressed in terms of the threshold cycle value (CT) in REST 2009
(Relative Expression Software Tool V. 2.0.13) program and the difference between the CT values
of the target gene and the reference gene was calculated.

Conclusions: QRT PCR results showed that MDM2 gene was up-regulated after radiation
exposure. The results of the present study suggest that MDM2 gene can be used to determine the
effects of exposure to ionized radiation.

Key Words: MDM2, QRT PCR, ionizing radiation.

Giris

iyonize radyasyonun dolayh veya direk olarak DNA hasarina yol agtigi bilinmektedir
ve DNA'da nispeten kolay olan tek zincir kiriklarina yol agtigi gibi, onarimi olduk¢a gl
olan ve g¢ogunlukla onarimi mimkiin olmadigdi i¢in hiicre 6limiine neden olan ift zincir
kiriklari, alkali-labile lezyonlar, protein ¢apraz baglanmalari ve purin-pirimidin bazlarinin
hasar gibi gok gesitli lezyonlara yol agmaktadir (1, 2). iyonize radyasyon maruziyetinin
ardindan DNA’da meydana gelen hasarlardan dolayi memeli hlcrelerinde bir¢ok yolak
devreye girmektedir (3). Bu hasarlar hiicre kontrol noktalarinda iglev gdsteren yolaklari
aktive eder ve hicrelerin G1 ve G2 fazina dogru ilerlemesini inhibe ederek S fazina
gegcis slrecini geciktirir (4). DNA hasari, hiicre dénglsini dizenleyen bir transkripsiyon
faktori olan p53 timaor baskilayici geninin ¢gok fazla miktarda eksprese olmasina neden
olur. TP53 ¢ok kisa émuirli bir proteindir (5). Genomun stabilitesini saglayan p53 geni
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DNA hasarinda aktive olarak siklusun G1'den S’e
gecmesini engeller ve bu sekilde hucreye hasarin
onarilmasi icin gerekli olan zamani saglamig olur. p53
ekspresyonunun artmasiyla birlikte pek ¢ok genin
transkripsiyonuda stimile edilir. Meydana gelen hasar
onarildiysa p53 tumodr baskilayici geninin énemli bir
dizenleyicisi olan Murine double minute 2 (mdmz2) geni
aktive olur. MDM2 proteini E3 ubikitin ligaz aktivitesi ile
p53'U N-terminal trans-aktivasyon domaininden taniyarak
proteozomal yilkimina sebep olur ve p53’ln
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder (6). Bu sekilde
hiicre dénglsini negatif olarak dizenler (7). Hucrede
DNA hasari meydana geldiginde MDM2 proteininin p53’e
baglanma yerinde asetilasyon ve fosforilasyon gibi
yapisal degisiklikler olur ve MDM2 p53'u baglayamaz (8).
Dolayisiyla serbest p53 siklusun durmasini saglar.
Hasarin onarilamamasi durumunda p53 hicreyi
apoptoza sulrikler. Bu c¢alismada insan periferal
lenfositlerinde in vitro olarak farkli gama radyasyon
dozlarindan kaynaklanan DNA hasarinin MDM2 gen
seviyesine etkisi arastirilmistir.  Lenfositler insan
vucudundaki en radyosensitif hiicrelerden biri oldugu igin
tercih edilmistir (9). MDM2 geninin ekspresyonunda
meydana gelen degisiklikler, B2M referans gen olarak
kullanilarak  kantitafif real time polimeraz zincir
reaksiyonu ile (KRT PZR) degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem

Hastalar

Herhangi bir hastaliyi olmayan, sigara kullanmayan
geng ve saghkh 10 gondllinin periferik kanlar
venipunktir araciligi ile toplanmig ve her bir olgunun kan
érnedi 5 ayr lityum heparin igeren tiipe béliinmiistiir. ilk
tip kontrol olarak ayriimig, diger dort tip sabit gama
kaynagi kobalt 60 (Coeo) kullanilarak iyonize radyasyona
maruz birakilmistir. Her bireye ait dort farkl tip 0.0327
kGy/sa doz hizina gore hesaplanmis 0.5 Gy, 1 Gy and 3
Gy dozlarda iginlanmistir.

Lenfositlerin ayriimasi

Lenfositler saglikh  bireylerden heparinle alinan
periferik kandan Histopaque-1077 (Sigma, Amerika) ile
yogunluk gradiyenti uygulanarak izole edilmistir. Kan
o6rnegi Histopaque-1077 Uzerine esit hacimde ilave
edilmis ve oda sicakhiginda 400xg’de 30 dakika santrifij
edilmistir. Lenfositleri iceren ara faz baska bir temiz tlipe
aktarilmig, ardindan fosfat tampon solisyonu (PBS) ile
karistinimis ve 250xg’de 10 dakika santriflij edilerek
yikanmistir.

RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi

Total RNA, RNeasy plus mini kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak lenfositlerden izole edilmisti. RNA
orneklerinin miktari GeneQuant 1300 spektorfotometrede
(GE Healthcare) 260 ve 280 nm dalga boyunda kuvartz
kivetler kullanilarak o6lgilmis ve ornekler —80°C’de
saklanmistir. cDNA, QuantiTect® Reverse Transcription
Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak sentezlenmigtir.
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Genomik DNA'nin eliminasyon reaksiyonu 2 ul gDNA
wipeout tamponu kullanilarak, 14 ul toplam hacimde, 1
pug kalip RNA ve RNase igermeyen su ile 42°C'de 2
dakika inkiube edilerek gerceklestiriimistir. Reverse
transkripsiyon reaksiyonu ise 1 pl quantiscript reverse
transkriptaz, 4 ul 5x quantiscript RT tamponu, 1 pl RT
primer mix ve 14 pl kalip RNA kullanilarak ve 42°C’'de 15
dakika ve 95°C'de 3 dakika inkiibe edilerek
gercgeklestirilmistir. Elde edilen cDNA 0Ornekleri -20°C’de

saklanmigtir.  MDM2 geninin  amplifikasyonu igin
kullanilan primerler ve prob soéyledir: ileri primer
5GAGCTTGGCTGCTTCTGGG’3; geri primer
5TCGGCTTCTTGCTCCATCTT'3, prob

5CCTGTGTGGCCCTGTGTGTCGG’3. Kantitatif Real
Time polimeraz zincir reaksiyonu 2 pl cDNA, 5 pl 2x
QuantiFast RT-PZR master mix (Qiagen), her primerden
1 ul ve 1yl prob kullanilarak toplam 10 pl reaksiyon
hacminde ve RotorGene RG6000 real-time PZR aletinde
(Corbett Research, Sydney, Australia) calisiimistir.
Reaksiyon kosullari 5 dakika 94°C’de denatirasyon ve
ardindan 45 déngu 94°C’de 10 saniye ve 60°C’de 30
saniyedir.

istatistiksel analiz

Gergek-zamanli PZR reaksiyonu sonunda elde edilen
CT degerleri REST 2009 (Relative Expression Software
Tool V. 2.0.13 ) programinda standart mod’da referans
gen (B2M) normalizasyonu ile degerlendirilmigtir. MDM2
geninin ekspresyon dizeyleri ile maruz birakilan gama
radyasyonu dozu arasindaki iligkinin belirlenmesinde
SPSS 16.0 istastistiksel analiz paket programi
kullanilarak, "Spearman Sira Korelasyonu Analizi" ile
degerlendirilmistir.

Bulgular

Gergek-zamanli PZR analizi sonucunda her &rnek
icin kontrol geni olan B2M ve MDM2 genlerine ait CT
degerleri tespit edilmisti. Bu degerler REST 2009
yazilimi kullanilarak degerlendiriimis ve s6z konusu
genlerin ekspresyon dizeyleri belirlenmistir. In-vitro
gama radyasyona maruz kalan periferal kan
lenfositlerinde MDM2 ekspresyon degisimi Tablo 1'de
gOsterilmistir. Sonuglar ayni zamanda grafiksel olarak
Sekil 1'de gobsterilmistir. Elde edilen sonuglara goére
kontrol érneklerinde up regile olmadigi gézlenen MDM2
orneklerinin artan dozlarla birlikte linear bir artis
gosterdigi belirlenmistir. MDM2 ekspresyon dlzeyi artisi
ile maruz kalinan doz arasindaki iligkinin istatistiksel
analizi sonucunda, ekspresyon dizeyleri ile doz artisi
arasinda istatistiksel olarak, olumlu, ¢ok gulgli ve anlamli
bir korelasyon saptanmistir (Spearman r: 0.920,
p=0.001).

Tablo 1. In-vitro gama radyasyona maruz kalan periferal
kan lenfositlerinde MDM2 ekspresyon degisimi.

Gen 05Gy Soru¢ 1Gy Sonu¢ 3Gy Sonug

MDM-2 5.421 UpP 7.930 upP 11.346 upP
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Sekil 1. In-vitro gama radyasyona maruz kalan periferal
kan lenfositlerinde MDM2 ekspresyon degisiminin
grafiksel gosterimi.

Tartigsma

Bu c¢alismada, saglikli bireylere ait periferal kan
Ornekleri toplanmig, in vitro olarak iyonize radyasyona
maruz birakilan kan érneklerinden lenfositler ayristiriimis
ve bu lenfositlerde radyasyonun meydana getirdigi DNA
hasarinin etkisi iyonize radyasyon cevabinin énemli bir
bileseni olan MDM2 geninin ekspresyonu ile
degerlendirilmistir. Gen ekspresyon c¢alismasi KRT PZR
ile yapimistir. KRT PZR kantitatif verilerin elde
edilmesinde ylksek hassasiyetle ¢alisan guvenilir, hizh,
az miktarda ornek gerektiren ve genis doz aralig
degerlendirebilme  kapasitesinde olan bir 6lgme
yontemidir. Periferal kan lenfositlerinde gen ekspresyon
profillerinin belirlenmesi lenfositlerin iyonize radyasyona
olan hassasiyeti g6z Onudne alindiginda mevcut
radyasyon biyodozimetrilerine alternatif olarak
Onerilmektedir (10).
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Bu calismanin sonucunda p53‘in inhibitdéri olan
MDM2 geninin ekspresyonunun radyasyona maruz
kaldiktan sonra hizla degistidi gbzlemlenmistir.
MDM2‘nin asiri ekspresyonunun sebebinin, radyasyona
cevap olarak hlcre doénglsinin G1 fazinda tutuklu
kalmasina aracilik eden p53’'Un aktivitesini inhibe etmek
ve Dboylelikle hucre o6limunid baskilamak oldugu
digtndlebilir (11). MDM2 ekspresyonu azaltilmis olan
farelerde vyapilan c¢alismalarda, MDM2 seviyesinin
sadece %20 azaltiimis olan farelerin hepsinin iyonize
radyasyona maruz kaldiktan sonra éldugu, buna karsilik
olarak ayni dozu alan yabanil tip farelerin %50’sinin
hayatta kaldig1 gosterilmistir (12).

MDM2, p53’in hem transkripsiyonunu ve hem de
degredasyonunu kontrol eder. Yapilan ilk g¢alismalarda
p53’ln 1s1 duyarli formu, MDM2 ekspresyonunun yabanil
tip p53 aktivitesi ylksekken indiklendigini gostermek igin
kullanilmistir (13, 14). Bundan kisa sire sonra da
ultraviyole ve iyonize radyasyonun MDM2
ekspresyonunu p53 bagimh olarak indlkleyebilecegi
bulunmustur (15, 16). Ancak disik doz iyonize
radyasyonun etkisi hilcrelerde hala tam olarak
anlasilamamistir (17). MDM2, radyasyona cevap olarak
kontrolstiiz hicre 6liminin 6énlemesinde kritik bir role
sahiptir. MDM2, p53'Ui iki yolla yikabilir. ilk yolda direk
olarak p53’lin amino terminal ucuna baglanir ve p53’in
bazal transkripsiyon sistemi ile etkilesimini bloke eder
(18,19). Ikinci yoldaysa ubikitin aktivitesi ile p53’iin
yikimini saglar ve buna ilaveten niikleustan sitoplazmaya
translokasyonunu tesvik eder. Sitoplazmada ise p53 bir
transkripsiyon faktoru olarak islevini yerine getiremez (5,
20-22). p53’ln yikimasi veya bloke edilmesi icin her
halllkarda MDM2'nin p53’e direk olarak baglanmasi
gerekir.

Sonug olarak radyasyona cevabin dizenlenmesinde
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