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Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) Ekspresyonu Uzerindeki Etkileri
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Ozet: Bu calismada, iyonlastirici radyasyonun albino farelerde hepatosit proliferasyon oranina etkisinin arastiriimasi
amaglandi. Normal ve iyonlastirici radyasyona maruz kalan albino fare hepatositlerindeki prolifere hiicre gekirdek anti-
jeni (PCNA) ekspresyonu immiinoperoksidaz boyama teknigiyle belirlendi. Radyasyon grubundaki fareler, galismanin
bir ve yedinci glinlerinde 30 dakika siire ile Kobalt 60-gama (1,333 MeV) isini ile 10 Gy dozunda radyasyona maruz
birakildi ve onbesinci glin hayvanlarin nekropsileri yapildi. Kontrol grubu fare hepatositlerinde PCNA immunopozitifligi
sadece hicre gekirdeginde goézlenirken, radyasyon grubu albino farelerde hem gekirdek hem de sitoplazmada tespit
edildi. Kontrol grubunda, PCNA imminopozitif hepatositlerin orani (%27,76+20,4), radyasyon grubuna oranla
(%7,53+5,43) daha ylksekti (p<0,007). Kontrol grubunda cift ¢ekirdekli (dikaryotik) hepatositlerin ylzdesi (%10,22+
3,54) radyasyon grubuna oranla (%16,61+7,01) daha disikti (p<0,019). Radyasyona maruz kalan farelerin karacige-
rinde iri gekirdekli hepatositlere ve piknotik hepatositlere siklikla rastlandi. Gift gekirdekli hepatositlerdeki PCNA
immunoreaktivitesi cogunlukla her iki ¢cekirdekte, daha az siklikla da tek ¢ekirdekte gériildi. Sonug olarak, PCNA eks-
presyonu normal albino fare hepatositlerinde ¢ekirdekte eksprese olurken, radyasyona maruz kalmis fare
hepatositlerinde genellikle hem cekirdek hem de sitoplazmada gézlendi. Ayrica,10 Gy iyonlastirici gama radyasyon
prolifere olan hepatosit sayisinda azalmaya ve cift gekirdekli hepatosit sayisinda artisa neden olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fare, hepatosit, immunohistokimya, iyonlastirici radyasyon, PCNA

The Effects of lonizing Radiation on the Hepatocyte Morphology and Proliferating
Cell Nuclear Antigen (PCNA) Expression in Albino Mice

Summary: In this study, it was aimed to investigate the effect of ionizing radiation on hepatocyte proliferation in albino
mice. Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression was determined in hepatocytes of the normal mice and
those exposed to ionizing radiation by means of immunoperoxidase staining technique. Mice in the radiation group
were exposed to Cobalt 60-gamma (1.333 MeV) rays for 30 min at a dose of 10 Gy on the first and the seventh day of
the study, and were necropsized on day 15. While PCNA immunoreactivity was observed in the hepatocyte nuclei of
the control mice, the reaction was determined not only in nuclei but also in cytoplasms of hepatocytes of the irradiated
mice. The percentage of PCNA immunoreactive hepatocytes was significantly higher in the control mice
(%27.76120.4) than that of the irradiated mice (%7.53+5.43) (p<0.007). The percentage of binucleated cells in the
control mice (%10.22+ 3.54) was significantly lower than that of the irradiated mice (%16.61+7.01) (p<0.019). In the
liver of the irradiated group, hepatocytes with either a larger nucleus or picnotic nucleus were frequently seen. PCNA
immunoreactivity in binucleated cells was observed frequently in both nuclei, but rarely in one of the nuclei. As a result,
hepatocytes of the normal albino mice displayed nuclear PCNA expression whereas the irradiated mice usually
showed both nuclear and cytoplasmic expressions. In addition, 10 Gy ionized gamma radiation reduced the number of
the proliferating hepatocytes, but increased the number of the binucleated hepatocytes.
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Girig

Prolifere  hiicre c¢ekirdek antijeni (PCNA-
Proliferating cell nuclear antigen), genomik DNA
replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde énemli
roli olan 36 KD agirliginda temel bir proteindir (16,

25). PCNA, hicre siklusunun Gy fazinda sentez-
lenmeye baslar, S fazinda en ylksek seviyesine
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ulasir ve DNA polimeraz &’ya yardimci olarak go-
rev yapar (4, 18). interfazdaki hiicrelerde PCNA
¢ozunur formdadir ancak UV isik gibi tetikleyiciler,
¢6zinmeyen kromatin-PCNA kompleksi olusumu-
na neden olur ki, hiicre siklusunun S fazindaki
PCNA bu formdadir. Prolifere hlicre ¢ekirdek anti-
jeninin ¢éziinmez forma gegmesi de PCNA-temelli
DNA polimeraz & aktivitesi igin bir gdstergedir (2).
Tanno ve Taguchi (1999) PCNA’nin disik veya
yluksek konsantrasyonlu Potasyum klorir ile
ekstraksiyonuna goére, nikleoplazmada L ve H,
sitoplazmada ise L ve P formlarinin bulundugun-
dan s6z etmektedirler (24). Yeni sentezlenen P ve
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L formundaki PCNA’nin bir kismi sitoplazmada
kalirken, L formundaki PCNA’nin bir kismi da
nukleoplazmaya transfer olur ve DNA’ya baglana-
rak H formuna cevrilir (24).

Son yillarda parafinde bloklanan doku &rneklerin-
den hazirlanan kesitlerde, PCNA ekspresyonunun
belirlenmesinde monoklonal PCNA antikorlari yay-
gin  olarak kullaniimakta ve bu teknikler
otoradyografik teknikler H3 timidin ve 5-bromo-2’-
deoksilridin - BrdU tekniklerine ciddi alternatif
olusturmaktadir (6). Fare ve sigan PCNA’sI da bu
tarlerin hepatosit proliferasyonu igin uygun bir isa-
retleyicidir (7). immiinohistokimyasal boyamalarda
6nemli o6lcude cekirdek lokalizasyonu gdsteren
PCNA’nin, lenfoma (15) ve osteosarkoma hiicrele-
rinde (13, 26), fotal donemdeki ylksek derecede
farklilasma kapasitesine sahip hilcrelerde (5), pla-
sentanin sitotrofoblastlarinda (3) hem g¢ekirdek
hem de sitoplazmada lokalize oldugu bildiriimekte-
dir. Cekirdekteki PCNA’nin hiicre gogalmasindaki
roli kismen anlasiimis olmasina ragmen sitoplaz-
madaki PCNA fonksiyonu yeterince anlasilama-
mistir (3).

Gerek cevresel, gerekse tedavi amagli uygulanan
iyonlastirici radyasyonun, normal hepatositler lize-
rindeki etkilerinin belirlenmesi ve azaltilmasina
yobnelik galismalara ilgi gin gectikge artmaktadir
(15, 17, 19, 21). Iyonlagtirici radyasyon, hiicreler-
de DNA hasarina yol agan reaktif oksijen radikalle-
ri araciligr ile Unit membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir (19,21). Ma-
ruz kalinan doz ve slreye bagl olmakla birlikte
iyonlastirici radyasyon verilen kemirici karacigerin-
de, piknotik ve gift ¢ekirdekli (dikaryotik) hepatosit
sayisinda artis goérilmektedir (14, 19, 21).
Oksidatif hicre hasarlarinda kromatin-PCNA
komplekslerinin olusumunda aksakliklar olabilece-
gine dair bazi bulgular vardir (2). Kompleks sekil-
lenmesindeki aksamanin PCNA ekspresyonunda
herhangi bir degisiklige yol agip agcmadigina dair
bulgular ise yetersizdir.

Bu ¢alismada, saglikli ve iyonlastirici gama isinla-
rina maruz birakilan albino farelerde hepatosit
morfolojisinin ve PCNA ekspresyonunun belirlen-
mesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem

Calismada kullanilan 10 erkek albino fare (Mus
musculus var. albinos), her birinde 5’er fare bulu-
nan kontrol ve radyasyon gruplarina ayrildi. Calis-
ma boyunca tim hayvanlar pelet halindeki stan-
dart fare yemiyle beslendi ve suya serbestcge ula-
sabildiler. Tim deneysel uygulamalar, Kirikkale

62

Erciyes Univ Vet Fak Derg 5(2) 61-66, 2008

Universitesi Etik Kurul Yénergesi esaslarina uygun
olarak gergeklestirildi. Radyasyon grubundaki hay-
vanlar, Ankara Universitesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dal’'nda, ¢alismanin bir ve yedinci glnle-
rinde iki kez, Kobalt 60-gama (1.333 MeV) isinlari
ile (ATC Cobalt 60 SSD ) 10 Gy dozundaki radyas-
yona 30 dakika slreyle maruz birakildi.

Onbes gUnlUk deney sliresi sonunda fareler letal
dozda pentobarbital verilerek étenazi edildi. Alinan
karaciger érnekleri % 2.5’ lik glutaraldehitte tespit
edildi ve 0.1 M kakodilat tamponunda (pH: 7.4) ile
yikanarak, 2 saat % 1lik ozmik asitte
postfikzasyon gerceklestirildi. Alkol ve ksilol serile-
rinden gegcirilerek parafine bloklanan dokulardan
alinan seri kesitlerin bir kismi hematoksilen-
eozinle  boyanirken,  kalan  kesitleri  de
immunohistokimyasal yéntemle PCNA demonstre
edildi (27).

immunohistokimyasal islemler

Kesitler bir gece 37 °C de kurutulduktan sonra
ksilolde iki kez 10’ar dakika tutularak parafin uzak-
lastirildi. Sonrasinda absoll alkolden baslayarak
distile suya kadar sirasiyla 10’ ar dakika % 95 ve
%70 alkollerde tutularak rehidrasyon gergeklestiril-
di. Bitlin asamalar oda sicakliginda (20°C) ve
nemli ortamda gerceklestirildi. Endojen
peroksidaz, kesitler distile suda hazirlanan %3’ lik
hidrojen peroksitte 5 dakika tutularak bloke edildi.
Antijen geri kazanim islemi kesitlerin retrival solls-
yonunda (Dako Urtn kodu: 2031, ABD) 40 dakika
slreyle kaynatiimasiyla gergeklestirildi. Non-
spesifik blokaj islemi igin kesitler protein bloke edi-
ci soliisyonda (Labvision; ingiltere, ultravision
detection system, TP-125-HL) 5 dakika sireyle
tutuldu. PCNA antikoruyla (Dako; 0rin kodu:
N1529) 50 dakika slreyle ile inkibe edilen kesitler
biyotinli polivalent anti-mouse sekonder antikorla
(Labvision; ultravision detection system, TP-125-
HL) 10 dakika inkibasyonu takiben streptavidin
peroksidaz enzimi (Labvision; ultravision detection
system, TP-125-HL) ile 10 dakika inklbe edildi.
Renk reaksiyonu igin Amino etil karbazol (AEC)
kromojeni kullanildi ve Mayer’s hematoksilen ile 1-
2 dakika karsit boyama yapildi. Distile suyla yika-
nan preperatlar su bazl yapistiriciyla kapatildi.
Kontrol preperatlari, birer kesitte primer antikor,
digerinde ise sekonder antikor eklenmeden yapi-
lan boyamayla hazirlandi.

Hiicre sayimi ve istatistiksel analizler

Dijital goérintileme sistemi ve Olympus DS2 go6-
rintd analiz sistemi yardimiyla her bir olguda seri
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olarak alinan 3 kesitte farkli 10 mikroskop sahasin-
da tek ve gift cekirdekli hepatositlerle PCNA
imminopozitif hepatositler sayildi. Gift ¢ekirdekli
hepatositler ve PCNA immiinopozitif hepatositlerin
tek cekirdekli ve PCNA-immUnonegatif
hepatositlere orani hesaplandi. Sonuglar ortalama
* standart sapma olarak ifade edildi. Cift gekirdekli
hepatosit orani, PCNA pozitif hicre orani ve
PCNA pozitif ¢ift ¢cekirdekli hepatosit orani agisin-
dan gruplar arasi farkhliklarin énem derecesi
student t testi ile degerlendirildi. istatistiksel 6nem
derecesi olarak p<0.05 dikkate alind1.

Bulgular

Radyasyon grubunda ¢ift ¢ekirdekli hepatosit orani
(%16,61£7,01)  kontrol grubuna goére (%
10,2213,54) 6nemli derecede fazlaydi (p<0.019).
Ayrica radyasyon grubundaki farelerde iri ¢ekir-
dekli (poliploidi) hepatositlere siklikla rastlandi
(Sekil 1A ve 1B). Bunun yaninda yine radyasyon
grubu farelerin hepatositlerde hidropik dejeneras-
yon ve piknotik cekirdeklerin sikligi dikkati cekti.
Baz iri ¢ekirdekli hepatositlerde ise hiperkromazi
g6zlendi (Sekil 1B).

S. KARAHAN, K. CAVUSOGLU, H.T. ATMACA, E. YALCIN

(%16,54+9,33) kontrol grubuna (%23,89+11,05)
g0re distk olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
6neme sahip degildi (p> 0.05). Cift cekirdekli
hepatositlerde PCNA immiinopozitifligi cogunlukla
her iki gekirdekte daha az siklikla da tek gekirdekte
tespit edildi (Sekil 1C).

Tartisma ve Sonu¢

imminoperoksidaz  teknigiyle  gerceklestirilen
PCNA immunopozitifligi genellikle ¢ekirdekte loka-
lize olmaktadir. Ancak lenfoma (13, 15) ve
osteosarkoma (26) hcrelerinde, plasentanin
sitotrofoblastlarinda (3) ve embriyodan farklilas-
makta olan epitel hicrelerinde (5) hem c¢ekirdek
hem de sitoplazmada lokalize oldugu bildirilmistir.
Sitoplazmik PCNA lokalizasyonunun nedeni tam
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte yUksek
konsantrasyonlarda sitoplazmik PCNA sentezi
veya hiicre dejenerasyonu ile ilgili olabilecegi ileri
surllmektedir (3). Sunulan ¢alismada, PCNA
imminopozitifligi kontrol grubunda sadece cekir-
dekte gbzlendigi halde, radyasyona maruz biraki-
lan farelerde hem cekirdek hem de sitoplazmada
g6zlendi. Bununla birlikte, yalnizca ¢ekirdek lokali-

Tablo 1. Kontrol ve Iyonlastirici Radyasyona Maruz Birakilan Farelerde Gift Cekirdekli ve PCNA immiinopozitif

Hepatosit Oranlari.

Grup Cift cekirdekli hepatosit PCNA immiinopozitif PCNA immiinopozitif gift
(%) hepatosit (%) cekirdekli hepatosit (%)
Kontrol 10,22 £3,5 27,76 £ 20,4 23,89 £ 11,05
Radyasyon 16,61 £7,01" 7,76 £543 * 16,54 £ 9,33
P<0,019 P<0,007 P>0,05

* Isaretli gruplar arasinda istatistiki farka isaret etmektedir.

Kontrol grubu fare hepatositlerinde PCNA
imminopozitifligi, sadece c¢ekirdekte gbézlenirken,
radyasyon grubundaki albino farelerin
hepatositlerinde hem ¢ekirdek hem de sitoplazma-
da tespit edildi (Sekil 1C ve 1D). Radyasyon gru-
bundaki PCNA imminopozitif hepatositlerin orani
(%7,5345,43)  kontrol grubuna gbére (%
27,76x20,4), 6nemli derecede disiktl (p<0.007).
PCNA pozitif hepatositlere ¢cogunlukla portal alan-
lara komsu bélgelerde rastlandi, bu durum 6zellik-
le radyasyona maruz birakilan fare karacigerlerin-
de daha belirgindi.

Radyasyona maruz birakilan farelerin karacigerin-
deki PCNA pozitif ¢ift ¢cekirdekli hepatosit orani

zasyonu goésteren hepatosit sayisi oldukga sinirliy-
di. Bu bulgulara dayanilarak, 10 Gy gama radyas-
yonuna maruz birakilan albino farelerin
hepatositlerinde asiri PCNA sentezlendigi ve/veya
yikimlandigi ileri surtlebilirse de bu durumun ilave
molekller calismalarla desteklenmesi gereklidir.
Elde edilen sonuglar, ayrica 10Gy gama radyasyo-
na maruz birakilan farelerde  hepatosit
proliferasyonunun baskilandigini géstermektedir

Kemirici karacigerinde hepatositlerin yaklasik %
30'u cift gekirdeklidir. Cift gekirdekli hiicreler, mitoz
bélinmenin sitokinezis evresinin tamamlanama-
masl yani asitokinez sonucu meydana gelir. Do-
gumda oldukca sinirli sayida olan cift gekirdekli
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Sekil 1. Albino fare karacigeri. A) Iyonlastici radyasyona maruz birakilan fare hepatositleri arasinda iri gekirdekli
hepatositler (oklar) ve gift gekirdekli hepotositler (ok baglari) gérilmektedir. H&E X320; B) Yogun boyanmisg iri
cekirdekli hepatosit (ok) ve cift cekirdekli hepatositler gérilmektedir (ok baslar) H&E X320; C) PCNA
immunopozitiflidi, kontrol grubundaki albino fare hepatositlerinin sadece ¢ekirdeginde (ince ok) gézlenmektedir.
Gift cekirdekli hepatositlerde gogunlukla her iki gekirdek de PCNA immiinopozitif (ok baslari) iken tek ¢ekirdegi
PCNA immiinopozitif olan hepatositler azinliktadir (kalin ok). immiinperoksidaz & hematoksilen X320; D) iyon-
lastirici radyasyona maruz birakilan farelerin hepatositlerinde PCNA hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada eks-
prese olmaktadir. Tek ¢ekirdekli (ok) ve ¢ift ¢cekirdekli (ok basi) PCNA immunopozitif hepatositler gérilmektedir.

immunperoksidaz & hematoksilen X 320

hepatosit sayisi yasla birlikte artar ve dogumdan
4-7 hafta sonra tekrar azalma egilimi gésterir (8,
11, 23). Gift ¢ekirdekli hepatositlerin bélinerek tek
cekirdekli tetraploid (4n) 6zelligi gdsteren hicreleri
meydana getirdikleri de rapor edilmistir (11). Gerek
cift cekirdeklilik, gerekse poliploidi rodent karacige-
rinin normal morfolojik ve fizyolojik bir &zelligidir (9,
11). Poliploidi bir hiicrenin terminal farkhlasma ve
yaslanmasiyla ortaya ¢ikar (22). DNA reaksiyonu-
na giren Kkarsinojenler hepatositlerin sitokinezini
saglayarak cift cekirdekli hepatositlerin oraninda
azalmaya neden olur (23). Diger taraftan, kursun
sitrat ve X i1sinlari ¢ift ¢cekirdekli hepatosit sayisin-
da artisa yol acar (1,20). Bir calismada (12), 0.78
cGy dozundaki radyasyona maruziyet sonucu gift
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cekirdekli hepatosit orani arttigi, diger bir ¢calisma-
da ise (21) 6 ve 8Gy dozundaki maruziyeti takip
eden 7 nci glne kadar artisin devam ettigi, daha
sonra bu oranin kismen azalma egilimi géstermek-
le birlikte 14. giinde normal diizeyden hala yUksek
oldugu belirtiimektedir.

Maharwal ve ark. (2005), 6Gy, 8Gy ve 10 Gy ile
Swiss albino farelerinde iyonlastirici radyasyonun
cift cekirdekli hiicre sayisinda uygulamanin 1’nci
glninde artiga ve daha sonraki ginlerde hafif bir
dususle birlikte 7’nci glinde tekrar artisa neden
oldugunu bildirmektedirler (19). Gift ¢cekirdekli hiic-
re sayisinin 6Gy uygulanmis farelerde 30’ncu gln
kontrol grubunun seviyesine indigini de ifade et-
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mektedirler (19). Sunulan g¢alismada da 10 Gy
iyonlastirici radyasyona maruz birakilan farelerde
Gift cekirdekli hepatosit sayisi arttigi ve bu hicre-
lerde PCNA ekspresyonun genellikle her iki ¢ekir-
dekte, daha az siklikla da tek cekirdekte oldugu
tespit edilmistir. Bir hiicre proliferasyonu gdsterge-
si olarak kabul edilen PCNA ekspresyonu gdsteren
hepatosit sayisi azalirken gift gekirdekli hiicre sayi-
sindaki artis, hepatositlerin sitoplazmik flizyonuna
baglanabilir (8).

Poliplodi, hiicrenin haploid veya diploid kromozom
seti yerine Ug, dort veya daha fazla kromozom
setine sahip olmasi durumudur. Hepatositlerde
gec fotal ve postnatal dénemlerde ortaya gikan
poliploidi, normal rodent karaciger dokusunda ol-
dukga yaygindir (9, 11). Gorla ve ark. (2001) gama
radyasyonun neden oldugu oksidatif DNA hasari-
nin siganlarda poliploid hepatosit sayisini artirdigi-
ni bu hdcrelerin iri ¢ekirdekli ve hiperkromatik oldu-
gunu bildirmiglerdir (10). Bu ¢alismada da, radyas-
yona maruz birakilan farelerde iri g¢ekirdekli
hepatositlere siklikla rastlandi ve bunlarin bazilari-
nin ¢ekirdekleri oldukga yogun boyandi. Bununla
birlikte, s6z konusu ¢ekirdeklerin poliploidi gdsterip
gOstermedikleri ise kesin olarak bilinmemektedir.

Sonug olarak, PCNA ekspresyonu normal albino
fare hepatositlerinde cekirdekte, radyasyona ma-
ruz birakilan fare hepatositlerinde ise genellikle
hem cekirdekte hem de sitoplazmada gdzlendi. 10
Gy iyonlastirici gama radyasyon prolifere olan
hepatosit sayisinda azalmaya ve cift cekirdekli
hiicre sayisinda artisa neden olmaktadir.
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