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OZET

Wi-Fi Elektromanyetik Dalga (WI-FI RF-EMF) Uygulanmis Ratlarda Tiroid

Dokularinda Gen Ekspresyonu Seviyelerinin incelenmesi

Dr.Musa Serin

Genel Cerrahi Anabilim Dali, Sivas 2022

Amag: Bu calismada; ratlarda wireless uygulamasi ile meydana gelen degisimlerin,
tiroid dokularinda bazi genlerin aktiflesen veya inaktive olan gen ifadesi
parametrelerine yansimalari arastirilacaktir. Dolayisiyla bu ¢calisma kapsaminda ratlara
uygulanan wireless dalgalarinin etkilerinin, tiroid dokusundaki cesitli enzim diizeylerine
yansimalari, total RNA miktar1 ve belirlenmis 12 gen bolgesi tizerindeki ekspresyon
derecesi belirlenecektir. Bu analizler; son derece hassas ve giivenilir 6l¢iim yapabilen
arastirma kitleri kullanilarak gergeklestirilecektir. Sonucta bu ¢aligmalardan elde edilen
verilerin sunumu neticesinde bilim diinyasina katki saglamasi beklenmektedir. Bu
kapsamda, son derece orijinal, giivenilir ve hassas dl¢timlerin kullanilacagi bu
arastirmanin; bu alanda bundan sonra yapilacak olan bir¢ok ¢aligma i¢in de yol gosterici

ve 151k tutucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Materyal Metod: 20 adet 16 haftalik 200-220 gr agirliginda saglikli Wistar albino disi
rat kullanilmistir. Deneylerde kontrol ve deney grubu olmak iizere, 2 grup hazirlanmistir
ve her bir grupta 10’ar disi rat kullanilmistir. Bu ratlardan deney grubuna WI-FI
elektromanyetik alan1 uygulanmis, kontrol grubuna uygulanmamuistir. Deney grubundaki
ratlara evlerde, ofislerde kullanilan kablosuz internet cihazlarinin en ¢ok kullandigi 3
GHertz Elektromanyetik dalga uygulamasi, 30 giin siiresince giinde 12 saat maruz
kalacaklart sekilde yapilmistir. Kontrol grubundaki ratlar ise herhangi bir
elektromanyetik ortama maruz kalmayacak sekilde 30 giin siiresince Faraday Kafesi
ortaminda korunarak yasatilmigtir. 30 giiniin sonunda ratlar sakrifiye edilmis ve
diseksiyon yapilarak, tiroid dokular1 aragtirmada kullanilmak iizere alinmistir. Elde edilen
orneklerin pL'sinde ka¢ nanogram RNA oldugunu hesaplamak icin ve saflik kontrolii
yapmak igin spektrofotmetrik 6l¢iim gergeklestirildi ve konsantrasyon tayinleri yapildi.
Yaklagik olarak her bir 6rnek i¢in 20-40 ng araliginda total RNA oldugu goriildii. RNA



safligint dogrulamak i¢in A260/280 orani kullanildi. Sonraki basamaklarda expresyon
analizleri i¢in kullanilabilecek nitelikte kalitede saf RNA’ larin oraninin 1.8 -2.2 arasinda
olmasina dikkat edildi.

cDNA eldesi i¢in WizScript™ c¢DNA Synthesis Kit (South Korea) kullanildi. Gen
ekspresyon analizleri i¢in Applied Biosystem Step One Plus real time PCR (USA) cihazi
kullanildi. Real Time qPCR asamasinda GeneAll Real Amp TM SYBR master mix
(Seoul, Korea) kullanildi. Sentezlenen cDNA 6rneklerinin kantitatif analizi i¢in SYBR
Green ve pasif referans boyast ROX kullanilarak, boyalarin floresan 1sima
ozelliklerinden yararlanarak real-time PCR gergeklestirildi. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
gen ifadelenmesi (ekspresyon) degerlerinin belirlenmesi amaciyla, Beta catenin-Axin,
beta-aktin, GAPDH, GSk-3B, TCF, WNT7A, WNT10A, WNT2, Beclin 1 ve 2, ATG5 ve 12
olmak {lizere ¢ok sayida farkli gen bolgesinin incelenmesi soz konusudur. Real Time
qPCR asamasinda house keeping gen olarak ACTB geni primerleri kullanildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra veriler kaydedilerek analizler gerceklestirildi. Gen ekspresyon
sonuclarindan elde edilen fold change degerlerine gore istatistiksel hesaplamalar yapildi.
Kontrol grubu ve deney grubu arasinda her bir gen ifadelenme katsayisi arasinda
istatistiksel anlamli farkliliklarin olup olmadigi GraphPad-Prism programi ile
degerlendirildi. Gruplarin normalite ozellikleri, Shapiro-Wilk testi ve Kolmogorov-
Smirnov testleri ile degerlendirildiginde non parametrik test varsayimlarini yerine
getirdigi belirlendigi igin, gruplar arasi karsilagtirmalar Mann-Whitney istatistiksel analiz
testi ile yapildi. P degerinin <0,05 olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari
arasinda anlamli farklilik bulunan gruplar *isareti ile isaretlendi. Farkliliklari en iyi ifade

edebilmek i¢in veriler GraphPad-Prism programinda grafiklere doniistiiriilerek sunuldu.

Bulgular: Kontrol grubuna gore deney grubunun ¢alismada arastirilan pek ¢cok gen
bakimindan, gen ifadelenme degerlerinde ciddi yiikselisler oldugu bulundu. Gruplar
arasinda gen ifadelenme degerleri bakimindan bulunan farkliliklarin istatistiksel

bakimdan 6nemli oldugu belirlendi (P<0,05).

Sonu¢: Calisma gruplar1 arasinda literatiire gore belirlemis oldugumuz, otofaji ve
oksidatif stresle ilgili oldugu bilinen Beta catenin-Axin, beta-aktin, GAPDH, GSk-3B,
TCF, WNT7A, WNT10A, WNT2, Beclin 1-2 ve ATG5-12 gibi 12 farkli genin ifadelenme
dereceleri arastirildiginda, Wi-Fi EM alanina maruz birakilan deney grubu ratlarinda

wnt/BB katenin yolagindaki ¢alisilan ATG5 ve ATG12 disindaki tiim genlerin ifadeleme

iv



katsayilarinin oldukca yiiksek oldugu ve kontrol grubuna goére aralarinda anlamli

farkliliklar bulundugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gen ifadelenmesi, RT-PCR, RNA, Wi-Fi maruziyet, tiro



ABSTRACT
Investigation of Gene Expression Levels in Thyroid Tissues in Rats Treated with WI-FI
Electromagnetic Wave (WI-FI RF-EMF)

Dr. Musa Serin

Department of General Surgery, Sivas 2022

Objective: In this study; the effects of wireless waves exposure to rats, their reflections on various
enzyme levels in the thyroid tissue, the amount of total RNA and the effects of the expression
degree on the determined 12 gene regions will be investigated. These analyzes will be carried out
using research kits that can make extremely sensitive and reliable measurements. As a result, it is
expected to contribute to the scientific world as a result of the presentation of the data obtained
from these studies. In this context, this research, in which extremely original, reliable and sensitive
measurements will be used; It is thought that it can be a guide and light shedder for many future

studies in this field.

Material and Method: 20 healthy Wistar albino female rats, 16 weeks old, weighing 200-220 g,
were used. In the experiments, two groups, control and experimental group, were prepared and 10
female rats were used in each group. Wireless electromagnetic field was applied to the
experimental group. The rats in the experimental group were exposed to 3 GHertz Electromagnetic
waves, most commonly used by wireless internet devices used in homes and offices, for 12 hours
a day for 30 days. The control group, on the other hand, was kept alive in a Faraday Cage
environment for 30 days without being exposed to any electromagnetic environment. At the end
of 30 days, the rats were sacrificed and dissected, and their thyroid tissues were taken to be used
in the research. In order to calculate how many nanograms of RNA are in pL of the samples
obtained and to control the purity, spectrophotometric measurement was performed and
concentration determinations were made. Approximately 20-40 ng of total RNA was found for
each sample. A260/280 ratio was used to verify RNA purity. In the next steps, attention was paid
to ensure that the ratio of pure RNAs of quality that could be used for expression analysis was
between 1.8 and 2.2. WizScript™ cDNA Synthesis Kit (South Korea) was used to obtain cDNA.
Applied Biosystem Step One Plus real time PCR (USA) device was used for gene expression

analysis. GeneAll Real Amp TM SYBR master mix (Seoul, Korea) was used in Real Time gPCR
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stage. For the quantitative analysis of the synthesized cDNA samples, real-time PCR was
performed by using SYBR Green and the passive reference dye ROX, taking advantage of the
fluorescent luminescence properties of the dyes. Within the scope of this thesis, in order to
determine gene expression values, many different genes, including Beta catenin-Axin, beta-actin,
GAPDH, GSk-3B, TCF, WNT7A, WNT10A, WNT2, Beclin 1 and 2, ATG5 and 12 ACTB gene
primers were used as house keeping gene in Real Time gPCR stage. After the reaction was
completed, the data were recorded and analyzed. Statistical calculations were made according to
the fold change values obtained from the gene expression results. Whether there were statistically
significant differences between each gene expression coefficient between the control group and
the experimental group was evaluated with the GraphPad-Prism program. When the normality
characteristics of the groups were evaluated with the Shapiro-Wilk test and Kolmogorov-Smirnov
tests, it was determined that the non-parametric test assumptions were fulfilled, so the comparisons
between the groups were made with the Mann-Whitney statistical analysis test. A P value of <0.05
was considered significant. Groups with significant differences in gene expression coefficients
were marked with *. In order to best express the differences, the data were presented by converting
them into graphs in the GraphPad-Prism program.

Results: Compared to the control group, it was found that the experimental group had significant
increases in gene expression values in terms of many genes investigated in the study. It was
determined that the differences in gene expression values between the groups were statistically
significant (p<0,05).

Conclusions: Among the study groups, 12 different genes such as Beta catenin-Axin, beta-actin,
GAPDH, GSk-3B, TCF, WNT7A, WNT10A, WNT2, Beclin 1-2 and ATG5-12, which are known to
be related to autophagy and oxidative stress, were determined according to the literature. When
the expression levels were investigated, it was determined that the expression coefficients of all
genes in the wnt/} catenin pathway, except ATG5 and ATG12, were quite high in the experimental
group rats exposed to Wi-Fi EM field, and there were significant differences between them

compared to the control group (p<0,05).

Keywords: Gene expression, RT-PCR, RNA, Wi-Fi exposure, thyroid.
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1. GIRIS

Iletisim teknolojilerinin gelismesi ile birlikte internet ve mobil telefon kullanimimin,
ayrica kullanim kolayligi saglamasi nedeniyle o6zellikle wireless (wi-fi) teknolojisinin
yayginlagsmas1 ile birlikte etrafimizi saran bu teknolojinin insan sagligina olan etkisi
aragtirllmaya baglanmistir.  Wi-Fi cihazlar bir non iyonize radyasyon ¢esidi olan
elektromanyetik alan iiretirler. Iyonize radyasyonun DNA iizerinde yaptig1 hasar bilinirken
non-iyonize radyasyonun insan sagligina olan zararl etkileri heniiz bilinmemektedir. Yapilan
caligmalarin bir kisminda anlamli sonuglara ulasilmistir ancak aksini ispat eden calismalar da
mevcuttur (1,2). Biz bu ¢alismamizda wi-fi’nin canli dokular iizerindeki etkilerini genetik
diizeyde arastirmak istedik. Calismamizda hedef doku olarak da son yillarda klinikte goériilme
siklig1 artan tiroid kanserleri nedeniyle tiroid dokusu secilmistir. Diisiik miktarda
Elektromanyetik alana maruz kalmanin DNA, RNA, protein sentezi, hiire boliinmesi ve
karsinogenezde etkili oldugu gosterilmistir (3,4,5). Aym sekilde farkli calismalarda da non-
iyonize radyasyonun hiicresel solunumu, hormonal ve immun cevaplart etkiledigi ortaya

konmustur (6).

Halen bu teknoloji yayginlasmakta, wi-fi yaninda benzer elektromanyetik dalga yayan
mobil telefonlarin da kullanimi ve 6zellikle maruz kalinan siirenin uzunlugu ve sikligi
artmaktadir. Farkli sonuglar veren ¢alismalar mevcut olup bu sik kullanilan teknolojinin insan
saglhigina olan etkisi netlestirilememistir. Bu ¢alismada 6zellikle ¢ok arastirilmamis olan tiroid

dokusu iizerine wi-fi’nin etkisi arastirilmistir.

2.GENEL BILGILER
2.1.1 Tiroid Anatomisi Ve Embriyolojisi

Tiroid bezi gestasyonun 3. Haftasinda primitif 6n bagirsaktan (foregut) ¢ikar ve dil
tabaninda foramen ¢ekum diizeyinden koken alir. Hiyoid kemik ve larinksi olusturacak olan
yapilarin 6niinden orta hat boyunca epitelle doseli olan tiroglossal kanal boyunca asagi iner.

Sekizinci haftada tiroid follikiilleri olusur. Gebeligin 11. Haftasinda ise kolloid olugsmaya baslar

(7).



Erigskinde boyun 6n kisminda tiroid kikirdagin 6niinde bulunur. Sag ve sol olarak iki
lobdan olusur ve isthmus adi verilen bir parca ile biribine baglidir. Bez kahverengi sert
kivamlidir. Normalde yaklasik 20 gr agirligindadir. Bu yas, viicut agirligi ve iyot alimina gore
degisiklik gosterebilir. Popiilasyonun %50 sinde piramidal lob bulunur. Bezin 6niinde strep

kaslar bulunur. Bu kaslar ansa servikalis tarafindan innerve edilir.

Tiroid bezi eksternal tiroid arterin siiperior tiroid arter ve subklavyan arterin tiroservikal
trunkusunun inferior tiroid arter dali tarafindan beslenir. Venoz doniisii ise tiroid kapsiiliindeki
vendz pleksustan siiperior, medial ve inferior venlere oradan da internal juguler venlere drene
olur. Lenfatikleri ise tirod bezinden perikapsiiler, internal juguler, pretrakeal, paratrakeal,

prelaringeali retrofaringeal ve retrodzofageal nodlara drene olur (7).
2.1.2 Tiroid Histolojisi

Tiroid bezi her birinde etrafi kuboid epitelle ¢evirili 20-40 follikiil igeren lobullerden
olusur. Bu follikiillerin ortasinda epitel hiicrelerince salgilanan kolloid bulunur. Tiroid bezinde
ayrica iist polde interfollikiiler stromada yerlesmis c hiicreleri (parafollikiiler hiicreler) bulunur.

Bu hiicreler de kalsitonin depolayip salgilarlar (7).
2.1.3 Tiroid Fizyolojisi

Gidalarla alinan iyot follikiil hiicrelerine ATP bagimli bir islemle alinir. Daha sonra
iyodid iyodine okside edilir Tiroglobulin lizerindeki tirozin kokleri iyodinasyon yoluyla
monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) iiretilir. Iki adet DIT birleserek Tiroksini
(T4) olusturur. Bir adet DIT ve bir adet MIT in. Bilesmesi ile Triiyodotirozin(T3) veya
trityodotironin revers olusur. (rT3) Olusan T3 ve T4, TSH uyaris1 altinda kana salinir.
Kandaki T4iin tamamu tiroid bezi tarafindan tretilirken, T3’lin biiyilik kismi periferde T4 {in
deiyodinasyonu ile olusur.

Hipotalamustan salinan Tirotropin Releasing Hormon (TRH) Hipofiz Bezini Tiroid
Stimulan Hormon (TSH) salgilamasi i¢in uyarir. TSH ise tiroid bezinden iyot tutulumunu ve
tiroid hormon salglanmasini saglar. Buna hipotalamik-pituiter-tiroid aks1 denir (7). TSH

salgis1 T3 ve T4 tarafindan negatif feedback mekanizmasi ile diizenlenir.
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Sekil 1: Tiroidin anatomisi (29)
2.2. Tiroid Tamorleri

Tanim Ve Siiflama

Tiroid Tiimérleri;

1)Folikiil Epiteli



2) Parafolikiiler Hiicre

3) Yumusak Doku

4)Metastaz

5) Ektopik Timus

6) Germ Hiicre

7) Hematolenfoid kaynakli olabilirler (30).
2.2.1. Epidemiyoloji

En sik goriilen endokrin malignitedir. Tiirkiye’de tiim maligniteler arasinda 5. Sirada
goriilmektedir (19). ABD’de tiim malignitelerin <%1’ini olusturmaktadir. Kadinlarda
erkeklerin yaklasik 4 kat1 goriiliir. Tiroid kanserlerinin ¢ogunun prognozu iyi olup her y1l

milyonda 6 kisinin 6limiinden sorumludur (7).
2.2.2 Tiroid tiimorogenezisi

Tiroid tlimorogenezisinde pek ¢ok onkogen ve tiimor supressor geni igermektedir.
Bunlardan bilinen bazilar1; onkogenlerden, RET , MET, TRK 1, TSH-R, gS-alfa, Ras,
PAXS8/PPAR¥1, BRAF ve CTNNBI; timor supressor genlerden pS3, pl16 ve PTEN olarak

sayilabilir. Bu onkogen fiizyonlarinin en sik sebebi iyonze radyasyon maruziyetidir (16).

Bunlarin en 6nemlilerinden olan RET, sporadik ve ailesel tip mediiller tiroid kanseri
ve papiller tiroid karsinomunda rol oynamaktadir. RET in tirozin kinaz alaninin rearanjmani
ile onkogen gorevi goriir. En az 15 adet RET/PTK rearanjmani tanimlanmistir (7).
Radyasyona maruz kalma ve geng yas bu rearanjmanin gelismesinde rol oynamaktadir.
RET/PTK sinyali Mitojen Aktive Protein Kinaz( MAPK) yolagini icermektedir. Benzer
sekilde Ras ve BRAF geni mutasyonlart da MAPK yolagini aktive ederek karsinogeneze
katilabilir. Bir timdr supressor geni olan p53 mutasyonlari ise daha sik olarak undifferansiye

tiroid kanser hiicrelerinde goriiliir (11).



2.2.3. Papiller Tiroid Karsinomu

Papiller tiroid karsinomu iyotun yeterli oldugu bélgelerde tiim tiroid malignansilerinin
%80’ini olusturur. Genelde iyi prognozludur ve 5 yillik mortalitesi %2 civarindadir (12).
Cogunlukla 3. Ve 4. Dekatlarda goriilmektedir.Kadinlarda erkeklere gore 4 kat daha fazla
goriilme siklig1 vardir (13). En sik goriilen etmenler arasinda iyonize radyasyona maruz

kalma, sigara, obezite, diyabet, alkol ve yiiksek iyot alimi bulunmaktadir (14).

Cogu hastada boyunda kitle ile tespit edilir. Yavas biiyiir ve agrisizdir.bunun yaninda

cok biiyiiyen kitleler disfaji, disfoni veya trakeaya basiya bagli dispne sikayetiyle gelebilirler.

Makroskopik olarak sert ve beyaz renkli olup makroskopik olarak kalsifikasyon,
nekroz ya da kistler gortilebilir. Histolojik olarak papiller, follikiiler veya her ikisinin karig1
olan bir varyant seklinde olabilirler. Tan1 niikleer ve hiicresel 6zelliklerine gore konulur.
Intraniikleer inklzyonlar iceren yapis1 Orphan Annie goriiniimiine neden olur. Hiicrelerde
kiime yapmus kalsifiye depozitler psammoma cisimecikleri olarak adlandirilir (13). Miks
yapidaki papiller-follikiiler timdrler de papiller tiimorler gibi degerlendirilir. Vakalarin
%85’inde multifokalite goriiliir (7). Multifokalitenin, kapsiil invazyonu ve lenf nodu

metastazlari ile dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir (15).

PTK’nin uzun hiicreli, insular, diffiiz sklerozan, trabekiiler, kolumnar, clear hiicerli

tirler1 bulunmaktadir ve bu tiirlerin prognozu daha kotiidiir.
2.2.4. Folikiiler Tiroid Karsinomu

En sik iyot eksikligi olan bolgelerde goriilen Folikiiler Tiroid Karsinomu tiim tiroid
malignitelerinin %10 unu olusturur. Goriilme siklig1 kadinlarda erkeklere oranla 3 kat

fazladir. En sik 5. dekadda goriiliir (7).

FTK, siklikla soliter tiroid nodiilii olarak saptanan, kapsiillii malign bir timordiir.

Follikiiller icerse de liimeninde kolloid az goriiliir.

FTK’nin lenf nodu metastazi tan1 aninda oldukga azdir. Tan1 amagli yapilan
[IAB’lerinde Follikiiler adenom ile histopatolojik agidan benzestikleri igin sitolojik inceleme

ile malign benign ayrimi1 yapmak da oldukga zordur. Ancak ¢ikarilan tiimdriin kapsiil ve



damar invazyonu agisindan degerlendirilmesiyle tan1 konulabilir. Bu nedenle pre-operatif

yapilan ince igne aspirasyon biyopsilerinde tant amagl spesifik biyomarkerlar kullanilir.

FTK tanisinda oldukg¢a farkli mutasyonlar goriilmiis olup bunlarin birinin varligi
kanser tanisinda 6nemli bir kanit olmakla birlikte farkli mutasyonlarin bir arada tespit
edilmesinin taniy1 gliglendirdigi kanisina varmistir. Tespit edilen mutasyonlardan BRAF,
RAS, RET/PTC ve PAX/PPARY maligniteyi gosteren DNA mutasyonlari agisindan anlaml
bulunmustur (17).

Bunlarin diginda karsinogenezde énemli bir yeri olan microRNA’lar da malignite
tanisinda 6nemli olmasi agisindan arastirilmaktadir. Ozellikle miR-197 ve miR-346 yapilan
caligmalarda tiroid kanserinde artig gosterdigi tespit edilmistir. Biyokimyasal marker olarak

kullanilmasi agisindan ¢aligmalar yapilmaktadir (18).

2.2.5. Hiirthle Hiicreli Tiimaorler

Hiirtle hiicresi karsinomlar oksifilik hiicrelerden kdken alir. Sitoplazmalarinda ¢ok
sayida mitokondri igerirler ve eozinofilik yapiya sahiptirler. FTK gibi kapsiiler ve vaskiiler
invazyon ile tani aldiklarindan daha 6nce FTK nin bir varyanti olarak kategorize edilmis olup
daha sonra genis 2017 28 DSO smniflamasi ve 2015 ATA kilavuzunda FTK alt basligindan
ayrilmistir (19).

HHK’lar FTK’lardan daha sik bilateral goriilmesi, multifokalite, lenf nodu metastazi,
uzak metastazlari ve RAI’ye direncleri nedeniyle ayrilmaktadir.10 yillik mortalite oranlari
FTK’lardan oldukga yiiksektir. Ancak cerrahi tedavisi a¢isindan FTK’lar gibidir. Her ne kadar
RAI direncli olsalar da tedavide yine de kullaniimaktadir.

2.2.6. Mediiller Tiroid Karsinomu

MTK lar tiroidin superolateralinde toplanmis olan noral krest orijinli Parafollikiiler C
hiicrelerinden kdken alir.C hiicreleri Kalsitonin salgilar ve kalsiyum metabolizmasinda rol
oynar. Tiim tiroid malignansilerinin %5-7 arasini olusturur. %751 sporadiktir. Kalan %251
ise multiple endokrin nepolazi sendromu MEN2A ve MEN2B kdokenlidir. Bu sendromlar RET
proto-onkogeni mutasyonuna baglidir. Negatif aile dykiisii germline sendromlari

dislamamaktadir ¢linkii jenerasyonlar arasinda atlama olabilmekte veya de novo mutasyonlar
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da goriilebilmektedir. Bu nedenle tiim yeni tan1 alan hastalar RET mutasyonlar1 agisindan

taranmalidir (20).

MTK ’lar eger sporadikse genel olarak unilateral, sendromlarda ise multisentrik olarak
goriiliir. Histolojik olarak kanser hiicreleri aralarinda kollajen ve amiloidle ayrilmis tabakalar

halinde gériiliir. Sitolojide CEA ve Kalsitonin Gen iliskili Peptid (CGRP) pozitif boyanr.

2.2.7. Anaplastik Tiroid Karsinomu

Anaplastik tiroid karsinomu (ATK), andisferansiye karsinom olarak da adlandirilan
hizli biiyiiyen agr1 disfaji disfoni, dispne gibi semptomlar gosterebilen kotii prognozlu bir
tiimordiir. Tlim tiroid kanserlerinin %1’ini olusturur. Ortalama siirvisi tanidan sonra 5 aydir.

En ¢ok 7 ve 8. Dekatlarda bulgu verir. Kadinlarda erkeklere gore 2 kat fazla goriiliir (21).

ATK, etrafa fikse nekrozlar igeren palpable bir kitle olarak tespit edilir. Tan1 aninda
siklikla lenf nodu pozitifligi ve metastazlar goriiliir. Makroskobide sert beyaz renkli kitle
seklindedir. Nekroz odaklar igerirler. Mikroskobide belirgin heterojenite mevcuttur. Hiicreler
biiyiik multiniikleer 6zelliktedir. igsi, skuamoid ve pleomorfik dev hiicre paternleri gériiliir.
Biyopsilerde follikiiler ve papiller paternler de goriiebilir. Diger tanilarin diglanmasi i¢in

immunohistokimyasal markerlar kullanilabilir.
2.3. Wi-Fi Elektromanyetik Dalga (Wi-F1 Rf-Emf)
2.3.1. Wi-fi tanim

Kablosuz aglar teknolojinin gelismesiyle diinyada yaygin bir sekilde kullanilir hale
gelmistir. Kablosuz iletisim aglar1 (WLAN [Wireless Local Area Network]), iki veya daha
fazla bilgisayar veya dijital (sayisal) cihazin birbirleriyle kablosuz olarak veri iletisimini
saglayan yapilardan olusmaktadir (8). Wi-Fi; 802.11 standardini kullanan, Elektrik ve
Elektronik Miihendisleri Enstitiisii’niin (IEEE’nin) ortaya koydugu wireless radio haberlesme
protokiiliidiir. Wireless Fidelity’ nin toplumda kullanilan kisaltmasidir ve Tiirk¢esi Kablosuz
Baglantidir. Bilgisayar, cep telefonu, tablet ve pek ¢ok elektronik cihazin kablo olmadan bir
tarafin verici ve diger tarafin bir alic1 anten yardimiyla birbirine veri aktarmasini saglar. Bu

aktarimi saglayan ise elektromanyetik dalgalardir (EMD).

EMD’nin insan saghig1 tizerindeki etkilerinde bilinen ayirici ¢izgi iyonlastiran ve

iyonlastirmayan 1sinlardir. Diinya da genel kabuliin RF spektrumunun 300 GHz’ den



boliinmesidir. 300 GHz’ in altinda kalan RF dalgalar1 iyonlastirmayan (non-ionizing),
tizerindeki RF dalgalari ise iyonize (ionizing) olarak tanimlanmaktadir (8). Wi-Fi
elektromanyetik spektrumun iyonize edici olmayan 2,45 GHz frekansl radyo frekans
dalgalar1 béliimiinde yer almaktadir. Iyonize edici olmayan 1sinimlar ise biyolojik sistemleri

1s1l ya da 1s1l olmayan yontemlerle etkilemektedir (9,10).

2.4. Otofaji

Canliligin devami i¢in hiicre i¢erisinde yasam ve 6liim dongiisii belirli fizyolojik sinirlar
igerisinde bir dengede bulunmaktadir. Bu dengenin ¢ogalma lehine artis1 durumunda kanser ve
otoimmun hastaliklar, azalma lehine artisinda dejeneratif hastaliklarla karsilasiimaktadir. Bu
dengenin saglanmasi adina hiicrede bulunan pek c¢ok 6lim mekanizmalari tespit edilmistir.
Genetik programli hiicre 6liimii olan apoptozis, programsiz hiicre dliimiim olarak tanimlanan
nekrozis ve bunlarin yaninda 6nemli 6liim yollarindan birisi de otofajidir. Otofaji Yunanca
“kendi kendini yeme” anlamina gelmektedir. Otofaji, hiicresel stres ve besin yoklugu
durumlarinda hiicre i¢i dengenin saglanmasi amaciyla organellerin yikimidir (27). Otofajinin
ayn1 zamanda canlida embryogenez, organogenezde ve eritropoezde de dnemli rol oynadigi
gosterilmistir (30). Ayrica kemoterapi, radyoterapi, hipoksi gibi stress durumlarinda timor

hiicrelerinin hayatta kalmasini saglamaktadir (31).

Otofaji 3 farkli sekilde gergeklesebilir. 1) Mikro otofaji: Kiigiik partikiillerin hiicre
membraninda olusan yapilar tarafindan alinip lizozomlarda parg¢alanmasidir. 2) Makro otofaji:
Otofajik hiicre 6liimii olarak adlandirilir. Biiyiik organellerin yine membrandz yapilar igerisine
alindiktan sonra lizozomlarla birleserek yikimidir. 3) Sapheron aracili otofaji: Sitozoldeki bazi
peptid yapilarin saperonlar aracilifiyla lizozomlara tagimarak parcalanmasidir. Bu asamada

tasinan yapilar herhangi bir zar ile gevrili degildir (28).
2.4.1. Otofaji ile Tlgili genler (ATG)

Otofaji ile ilgili genler ATG (Autophagy Related Genes) olarak adlandirilmiglardir.
Otofaji siirecinin farkli agsamalarinda gorevli yaklasik 30 proteini i¢eren bir gen ailesidir. Otofaji
slirecinde, otofajinin baslamasinda (unc-51/ATG1), vezikiil niikleasyonunda (beclin-1/ATG6,
vps-34/\VVPS34), protein Kkonjugasyon sisteminde (atg-7/M7.5/ATG7, lgg-1/ATGS, Igg-
3/ATGI12), ahm ve vezikil donistirmede (atg-18/F41E6.13/ATG18) fonksiyon
gostermektedir (29).



Otofajinin bilinen bes basamag1 mevcuttur : 1) Indiiksiyon (membranin olusmas1) 2) Genisleme
(membranin uzamasi) 3) Olgunlasma (Otofagozomun tamamlanmasi) 4) fiizyon (lizozom ve
otofagozomun birlesmesi) 5) Yikim (otofagozomun igeriginin lizozom igerisinde yikimi).
Hiicresel stres veya besin azligi ortaminda tip I PI3K-AKT-mTOR sinyalinin inhibisyonuna ve
tip 1l PI3K hVPS34/Beclin 1 (Drosophilada Atgé6 ve Mayada Atg6/Vps30)’nin da
aktivasyonuna neden olur. Beclin-1, Atg6’nin, memelilerdeki homologudur ve otofajinin
belirteci olarak kabul edilir (30). Tip 1l PI3K hVVPS34/Beclin 1 (Atg6) aktivasyonuyla ¢ift
tabakali membran olusmaya baslar. Atg 7 aktive olunca Atg 12 aktiflesip Atg 5 ile baglanir.
Atg 16 da bu komplekse karisarak Agl12-Atg5-Atgl6 kompleksi olusur. Olusan bu kompleksle
vezikiil genisler. Daha sonra bu vezikiiliin kapanarak olgunlasmasi ise iki konjugasyon sistemi
(ATG5-ATG12 ve LC3) ile gergeklesir. Otofagozomlarin membranlarindan izole edilen LC3
(Light chain 3) (hepsi LC3 olarak anilan LC3A/B/C, GATE-16 ve GABARAP 1/2/3) ATGS8
ortologudur (32). Bu olusan otofagozomlar sonradan lizozomlarla birleserek otolizozomlar1
olustururlar. Otolizozom igersinde parcalanan yapilar tekrara kullanilmak igin sitozole

tasinirlar. Gorevlerini tamamlayan otolizozomlar ise pargalanirlar (33).

2.4.2. WNT Sinyal yolag:

WNT sinyal yolagi embryogenezde ve hiicre hemostazisinde 6nemi rol oynamaktadir.
Ik olarak Int-1 farede bir proto onkogen olarak kesfedilmis olup daha sonra Drossophila’da
wingless adiyla homologu kesfedilmistir. Bu iki gen daha sonra birlikte Wnt olarak anilmistir
(34). Daha sonra bu gen {iizerine yapilan caligmalarda genin Tip II diyabet, Parkinson,
Alzheimer, hepatokarsinom, kolon kanseri, 16semi gibi hastaliklarla iliskileri bulunmustur

(35). Simdiye kadar 3 adet WNT sinyal yolagi bulunmustur. Bunlar, Wnt/p-katenin

(Kanonik/Klasik), Wnt/Ca*? (Kanonik olmayan) ve Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP)
(Kanonik olmayan) olarak adlandirilmistir (36).

Whnt/B-katenin sinyal yolaginda, hiicre i¢i sinyalizasyonun ilk basamagi Wnt ligandinin
Frizzled (Fz) reseptoriine ve Fz’nin ko-reseptorii olan diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor
iliskili proteine (LRP5/6) baglanmasidir. Daha sonrasinda sinyal sitoplazmaya geger ve DVL
(dishevelled) fosforile edilir. Ardindan bu fosforilasyon Axin, APC (adenomatous polyposis
coli), CK1 (casein kinase 1) ve GSK-3 (glycogensynthase kinase 3)’den olusan yikim

kompleksinin yapisinm1  bozarak, [-katenini stabilize eder ve p-kateninin niikleer
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translokasyonunu saglar. Intraniikleer bolgede B-katenin, transkripsiyon faktor ailesi tiyelerine
baglanarak (TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor)), hedef genlerin
transkripsiyonunu saglar (34). Bazi1 B-katenin ve TCF hedef genleri insanda ve ratlarda timor
olusumuna ve ilerlemesinde rol oynarlar (37). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Aspirin tiirevi
olan NO-ASA’nin normal bagirsakta toksik etki olusturmaksizin -katenin/TCF kompleksini

bozarak polip olusumunu azalttigina dair sonuglara ulagilmistir (38).

Tiimorogenezis ile iligkili bir diger gen olan WNT-2 geni de pek c¢ok kanser tiiriinde
izole edilmistir. Rat meme tiimorogenezisinde gosterildikten sonra gastrik kolorektal
kanserlerde, kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomunda ve melanomlarda upregule oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle Wnt-2 antikorlarinin kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomlarinda

kullanilmasinin fayda saglayacagi diisiiniilmektedir (39).

WNT7a ise kanonik wnt/B katenin yolagini aktive ederek hiicre proliferasyonunu

arttirir. Yapilan ¢alsmalarda WNT7a’nin over kanserlerinde oldukca arttigini gosterilmistir
(40).

WNT sinyal yolagindaki bir diger gen olan WNT10a’nin ise 6zofageal, gastrik ve
kolorektal kanser hiicrelerinde giiglii bir sekilde eksprese oldugu gortilmistiir (41).

Solid tiimdrlerde sik goriilen hipoksi durumu, hizli biiyiiyen tlimorlerde
vaskiilarizasyonun yetersiz olmasi durumunda ortaya ¢ikar ve hipoksiye yanit olarak tiimor
hiicreleri, oksijendeki degisikliklere, ¢cok sayida temel hiicresel fonksiyonunu diizenlemek icin
transkripsiyonel faktor HIF-la'y1 kullanarak yanit verir. HIF-la'nin gen ekspresyonu yoluyla
kanser ilerlemesi lizerindeki derin etkileri ve kemoterapinin tatmin edici olmayan etkinligi
g6z Oniine alindiginda, HIF-1a yolunun biyolojisine ve dogrudan veya dolayli HIF-1

inhibitorlerinin gelistirilmesine biiyiik bir ilgi olmustur (42).

Beta-aktin (ACTB) ise tiim dkaryotik hiicrelerde yaygin olarak bulunan ve hiicre
gdbcl, hiicre boliinmesi, embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, bagisiklik tepkisi ve gen

ekspresyonunda kritik roller oynayan bir hiicre iskeleti proteinidir. Bu iglevler, ACTBnin

10



hiicrelerin ihtiyaglarina yanit olarak hizli bir sekilde bir araya getirilebilen ve sokiilebilen
filamentler olusturma yetenegine atfedilir. Hiicre gocti genellikle, zar ileri iten ¢ikintilt
kuvvetleri saglayan 6n kenardaki ACTB polimerizasyonu tarafindan yonlendirilir. ACTB
hiicre iskeleti organizasyonu ve tiimdr hiicrelerinin invazivligi ve metastatik kapasitesi,
ACTB'nin heniiz anlagilmamais bir sekilde kanser patogenezinde rol oynadigini
gostermektedir. ACTB'nin karaciger, melanom, bobrek, kolorektal, mide, pankreas, 6zofagus,
akciger, meme, prostat, over kanserleri, 16semi ve lenfomada anlamli sekilde eksprese oldugu

bulunmustur. (43)

2.5. Ama¢ Ve Kapsam

Bu ¢alismada; ratlarda wireless elektromanyetik dalgalarina maruziyet sonrasinda meydana
gelen degisimlerin, tiroid dokularinda otofaji ve oksidatif stresle ilgili oldugu belirlenmis bazi
genlerin aktiflesen veya inaktive olan gen ifadesi parametrelerine yansimalarinin arastirilmasi
amaglanmistir. Dolayisiyla bu c¢alisma kapsaminda ratlara uygulanan wireless dalgalarinin
tiroid dokusundaki etkilerinin, literatiire gore otofaji ve oksidatif stres ile iligkili oldugu
belirlenmis, 12 farkli genin ifadelenme derecelerindeki farklilagmalarimin kantitatif gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu metoduyla (qRT-PCR) belirlenmesi ile ortaya

konulmasina calisilmistir.

3.Materyal Metod

3.1.Hayvan Deneylerinin Dizayni:

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Laboratuarinda hayvan etik kurali olarak benimsenen 3R (Reduction: azaltma,
Replacement: yerine koyma, Refinement: 6zen gosterme) kurallarina uygun olarak, 20 adet 16
haftalik 200-220 gr agirhginda saglikli Wistar albino disi ratlar kullanilmistir. Hayvan
deneylerine Sivas Cumhuriyet Universitesi, Deney Hayvanlar1 Kullanimu ile ilgili olarak yerel
etik kurul kararinin alinmasiyla birlikte baglanmistir (21.12.2021- 65202830-050.04.04-613).
Deneylerde kontrol ve deney grubu olmak {izere, 2 grup hazirlanmistir ve her bir grupta 10 disi
rat kullanilmistir. Bu ratlardan deney grubuna wireless elektromanyetik alan1 uygulanmis,
kontrol grubuna uygulanmamuistir. Deney grubundaki 10 adet Wistar Albino tiirii 16 haftalik

200-220 gram agirhigindaki disi ratlara evlerde, ofislerde kullanilan kablosuz internet
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cihazlarinin en ¢ok kullandig1 3 GHertz Elektromanyetik dalga uygulamasi, 30 giin siiresince
ginde 12 saat maruz kalacaklar1 sekilde yapilmistir. Kontrol grubu ise herhangi bir
elektromanyetik ortama maruz kalmayacak sekilde 30 giin siiresince Faraday Kafesi ortaminda
korunarak yasatilmistir. 30 giiniin sonunda ratlar sakrifiye edilmis ve diseksiyon yapilarak,

tiroid dokular1 arastirmada kullanilmak tizere alinmistir.

3.2.Dokularin Saklanmasi:
Elde edilen dokular, daha 6nceden steril edilmis ve etiketlenmis 1.5 mL’lik eppendorf
tiiplere alind1 ve tizerlerine 1 mL Ribo Saver (Gene All, Seoul, Korea) ¢ozeltisi eklendi. Total

RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C de saklandh.

3.3.Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin GeneAll® Hybrid-R™ Kit kullanildi (GeneAll® Hybrid-R™ -
Seoul, Korea. Cat. No.: 305-101- Lot. No. : 30519L.09056).
Calismaya baslamadan once RNA izolasyonunda kullanilacak
laboratuvar ekipmanlar1 otoklavlanip sterilize edildi. Tiim ornekler etiketlendi. -80 °C de
ependorf tiip i¢erisinde bulunan doku 6rnekleri oda 1sisinda ¢oziindiiriildii, RNAlater (GeneAll
RiboSaver, Seoul, Korea. Cat. No. : 351-001- Lot. No. : 35119K20013) ¢ozeltisi uzaklastirildi.
Dokular steril lam tizerinde bistiiri ile kii¢iik pargalara ayrildi, etiketlenmis temiz ependorf tiiple
icine alind1 (Sekil 1). Uzerine 1mL Riboex ™ soliisyonu eklendi. (100 mg doku i¢in 1mL
Riboex ™) 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Manyetik bilye kullanilarak mekanik
homejenizasyon ile fiziksel par¢alama islemi tamamlandi. Her tiipe 200 uL. kloroform eklendi.
15 saniye vortekslenerek 2 dk oda isisinda bekletildi (Sekil 2). 12000 g de 15 dk 4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant Steril yeni bir tiip igerisine alindi, {izerinde siipernatantin hacmi
kadar RBI tamponu eklenerek vortekslendi. Elde edilen 700 pL kadar karigim, kit i¢erisinde
bulunan kolon tiiplere aktarildi ve 10000 g de 30 sn santrifiij edilip alttaki toplama tiipii atildu.
Kolon ise yeni temiz bir toplama tiipii i¢ine yerlestirildi. Geri kalan 6rnekler i¢in ayni islemler
gergeklestirildi. Kolon tizerine 500 pL SWI ¢ozeltisi eklendi. 10000 g de 30 sn oda sicakliginda
santrifiij yapildi. Toplama tiipii atildi, kolon yeni bir toplama tiipii iizerine yerlestirildi. Kolon
icine 500 uL RNW ¢ozeltisi eklendi. 10000 g de 30 sn oda sicakliginda santrifiij yapildi. Alttaki
toplama tiipii i¢indeki faz dokiilerek, kolon iginde kalan sivinin tamemen uzaklastirilmasi i¢in
tekrar 1 dk 10000g de santrifiij yapildi. Toplama tiipleri atildi, kolonlar steril 1,5 mL lik
ependorf tiiplere transfer edilerek iizerine 100 uL of RNase-free water eklendi. 1 dk. oda

sicakliginda bekletildi. Calismamizda daha sonra gerekli olan tiim mRNA’larin eldesi i¢in

12



10000 g de 1 dk oda sicakliginda santrifiij yapildi. Total RNA 6rnekleri bir sonraki adim igin -
80°C’ ye kaldirilarak saklandi.

Resim 2. Dokularin manyetik bilye kullanilarak homojenize edilmesi ve vortekslenmesi

3.4.Total RNA Cozeltisinin Kalite Kontrolii

Elde edilen 6rneklerin pL'sinde ka¢ nanogram RNA oldugunu hesaplamak i¢in ve saflik
kontrolii yapmak i¢in spektrofotmetrik Ol¢iim gergeklestirildi ve konsantrasyon tayinleri
yapildi. Yaklagik olarak her bir 6rnek i¢in 20-40 ng araliginda total RNA oldugu goriildii. RNA
safligin1 dogrulamak ig¢in A260/280 orani kullanildi. Sonraki basamaklarda expresyon
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analizleri i¢in kullanilabilecek nitelikte kalitede saf RNA’ larin oraninin 1.8 -2.2 arasinda
olmasina dikkat edildi. (Resim 3).

Resim 3. Denovix DS-11+ Microvoliim Spectrophotometer

3.5.cDNA Eldesi:
cDNA eldesi igin WizScript™ cDNA Synthesis Kit (South Korea) kullanildi. Bu kit
icerisinde 10X Reaction Buffer, 20X dNTP mix, RNase Inhibitor, RNase free steril su, Random

hekzamer, ve Wiz Script™ RTase ¢ozeltileri bulunmaktadir. Her bir 6rnek igin kit
prosediiriinde belirtilen dl¢iilerde hazirlanan Reverse transcriptaz master mix tiim orneklere
yetecek sekilde stok halinde hazirlandi. Sonra stok master mix, her bir 6rnegin konulacagi
mikro tiiplere 10 uL olacak sekilde dagitildi. Onceden elde edilen RNA orneklerinden de,
etiketlenmis mikro tiiplere uygun olacak sekilde, 10 puL total RNA ¢ozeltisi eklenerek pipetleme
yapildi. Bilesenlerin daha iyi karismasi ve hava kabarciklarin1 engellemek icin mikro
santrifiijde hizlica bir spin yapildi. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler mikrotiipler i¢inde
birlestirildikten sonra, revers transkripsiyonun gerceklesmesi igin; 25°C de 10 dk, 37°C de 120
dk ve 85°C de 5 dk olacak sekilde ardisik 3 basamakli bir inkiibasyon reaksiyonu ayarlandi.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra elde edilen cDNA’ lar gen ekspresyonu analizlerinin

yapilmasi i¢in Real-Time gPCR de kullanilmak tizere —20 °C ye kaldirildi.

3.6.Gen Expresyon Analizleri
Gen ekspresyon analizleri i¢in Applied Biosystem Step One Plus real time PCR (USA)
cihazi kullanildi. Real Time qPCR asamasinda GeneAll Real Amp TM SYBR master mix
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(Seoul, Korea) kullanildi. Sentezlenen cDNA 6rneklerinin kantitatif analizi icin SYBR Green
ve pasif referans boyast ROX kullanilarak, boyalarm floresan 1sima &zelliklerinden
yararlanarak real-time PCR gergeklestirildi. Real Time gPCR asamasinda reaksiyon ortami
toplamda 10 pL hacimde hazirlanmis olup, bilesenleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 1).
Bu tez ¢alismasi kapsaminda gen ifadelenmesi (expresyon) degerlerinin belirlenmesi amaciyla,
Beta catenin-Axin, beta-aktin, GAPDH, GSk-3B, TCF, WNT7A, WNT10A, WNT2, Beclin 1

ve 2, ATGS ve 12 olmak iizere ¢ok sayida farkli gen bolgesinin incelenmesi s6z konusudur.

Tablo 1. Real Time qPCR reaksiyonunda hazirlanan mikrotiiplerin icerik bilgisi

Bilesenler Miktar
Master mix (2X) 5ul
ROX (50X) 0,2 uL

fleri yonlii primer (10pmol)
Geri yonlii primer(10pmol) | 0,4 uL

Nuclease free water | 0,4 uL

Kalip DNA(cDNA) 3uL
1uL
Toplam hacim 10 uL

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan Real Time PCR mixi Applied Biosystem qPCR 96
well mikroplaka’ya dagitildi ve dikkatlice pipetlendi. Mikroplaka iizeri optik yapiskan film
(seal) ile kaplandi. Mikro plaka Real time PCR cihazina yerlestirildi ve daha sonra real-time
PCR cihzinda reaksiyonlar i¢in sicaklik kosullar1 ayarlandi. Her bir gen bolgesi i¢in Real time
PCR asamasindaki sicaklik kosullari, primerlerin tasidigi N’lu organik bazlarin miktarina ve
¢esidine gore ayarlanmistir. Baglangi¢ denatiirasyonu igin 95°C de 10 dk inkiibasyon yapilarak,
gergek zamanli PCR dongiisiinlin denatiirasyon basamaginda 95°C de 15sn ve Baglanma
(Annealing)/Uzama (Extention) basamaginda 60°C de 1 dk olacak sekilde sicaklik ve zaman
sartlar1 uygulanda.

Bu calisma kapsaminda gen ekspresyonlar1 (ifadeleri) arastirilan gen bdlgelerinin
cogaltilmasi i¢in kullanilan primerlere ait bilgiler asagida verildi (Tablo 2). Real Time qPCR
asamasinda house keeping gen olarak ACTB geni primerleri kullanildi.  Reaksiyon

tamamlandiktan sonra veriler kaydedilerek analizler gerceklestirildi.
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Tablo 2. Calisma kapsaminda arastirilan gen bolgelerine iliskin primer dizileri

PRIMER ADI PRIMER DIiZiSI

LC3BII-F TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG
LC3BII-R CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG
Beclinl-F ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC
Beclinl-R TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT
ATG5-F AGCCAGGTGATGATTCACGG
ATG5-R GGCTGGGGGACAATGCTAA
ATG12-F? TCCCCGGAACGAGGAACTC
ATG12-R? TTCGCTCCACAGCCCATTTC
Beclin2-F TCAGCCGGAGACTCAAGGT
Beclin2-R CACAGCGGGTGATCCACATC
HIFla-F ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG
HIF1a-R ACTGTTAGGCTCAGGTGAACT
CateninB-F ATGGAGCCGGACAGAAAAGC
CateninB-R CTTGCCACTCAGGGAAGGA
GSK3b-F TGGCAGCAAGGTAACCACAG
GSK3b-R CGGTTCTTAAAATCGCTTGCCTG
TCF-F CGCACCAGCAGTACAGATGAG
TCF-R CAGCTTGGTCTGCGCCTTA
WNT7a-F TCAGTTTCAGTTCCGAAATGGC
WNT7a-R CCCGACTCCCCACTTTGAG
WNT10a-F GCTCAACGCCAACACAGTG
WNT10a-R CGAAAACCTCGGCTGAAGATG
WNT2-F CTCGGTGGAATCTGGCTCTG
WNT2-R CACATTGTCACACATCACCCT
ACTB-F GGCTGTATTCCCCTCCATCG
ACTB-R CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

3.7.Gen expresyonlari icin realatif Kantitasyonun hesaplanmasi:



Her bir gen bolgesi i¢in mesajct RNA (haberci, mRNA) expresyonu miktarlarinin
belirlenmesinde, Aktin Beta (ACTB) referans geni ekspresyonu referans olarak kullanildi.
Mesajc1 RNA expresyonunun kantitasyonlart i¢in ACTB transkripti referans olarak
kullanilip kontrol grubuna gore normalize edildi. Realatif kantifikasyon hesaplanmasinda
“Delta delta Ct Yontemi (AACt)” kullanildi. AACt yOnteminin hesaplamasi asagida
belirtildigi gibi gergeklestirildi.

1. Hem hedef grupta (ila¢ uygulanan gruplar) hem de referans grupta (kontrol grubu) her
bir 6rnegin hem hedef mRNA (arastirilan genler) hem de referans mRNA (house
keeping gen; ACTB) i¢in Real Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edildi. Her bir
ornek 3 tekrarli olarak yapildigindan her bir 6rnek icin her bir gen bolgesine iligskin 3
farkli Ct degeri bulundu. Teknik tekrarli ¢aligmalarda Ct degerlerinin ortalamasi
alinarak hesaplamaya devam edildi. (Her bir 6rnek i¢in Ortalama: mean Ct hesaplanmis
oldu).

2. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden, referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak hedef
grup ACt degerleri elde edildi.

3. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden referans mRNA Ct degeri ¢ikarilarak
referans grup ACt degerleri elde edildi.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri
elde edildi.

5. AACt degerleri 2 2t seklinde isleme alinarak, ekspresyon seviyesinin kat degisimi
(Fold Change) hesaplanmasi yapildi.

6. Fold change degerinin 1’in {iizerinde ¢ikmast durumunda hedef grubu mRNA
ekspresyonunun, referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artig
gosterdigi seklinde yorumlanmaktadir. Fold change degerinin 1’in altinda ¢ikmasi
durumunda ise hedef grubu mRNA ekspresyonunun, referans grubun mRNA

ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde yorumlanmaktadir.

3.8.Istatistiksel Hesaplamalar:

Gen expresyon sonuglarindan elde edilen fold change degerlerine gore istatistiksel
hesaplamalar yapildi. Kontrol grubu ve deney grubu arasinda her bir gen ifadelenme katsayis1
arasinda istatistiksel anlamli farkliliklarin olup olmadigi GraphPad-Prism programi ile

degerlendirildi. Gruplarin normalite 6zellikleri, Shapiro-Wilk testi ve Kolmogorov-Smirnov
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testleri ile degerlendirildiginde non parametrik test varsayimlarini yerine getirdigi belirlendigi
icin, gruplar arast karsilagtirmalar Mann-Whitney istatistiksel analiz testi ile yapildi. P
degerinin <0,05 olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 arasinda anlamli
farklilik bulunan gruplar *isareti ile isaretlendi. Farkliliklari en iyi ifade edebilmek i¢in veriler

GraphPad-Prism programinda grafiklere doniistiiriilerek sunuldu.
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4 BULGULAR

Bir ay siiresince giinde 12 sa Wi-Fi elektromagnetik alanina maruz birakilan farelerde, tiroid
dokularinda otofaji ve oksidatif stresle ilgili oldugu belirlenmis farkli genlerin ifadelenme
degerlerinin karsilastirilmasini amaglayan bu ¢alisma kapsaminda deney grubunda (n:10 ) ve
kontrol grubunda (n:10) toplamda 20 adet fare 6rnegi kullanilmistir. Deney grubunda ve kontrol
grubunda bulunan fareler esit sekilde ve esit 6zellikte olacak sekilde gruplara yerlestirilmis
olup, beslenme, barinma vb. gibi 6zelliklerinde esit kosullarin saglanmasina dikkat edilmistir.
Fareler standart boyda ve agirlikta olmasina dikkat edilmistir. Deney grubunda Wi-Fi
maruziyeti yapilmasiyla birlikte, gruplar arasinda farelerin tiroid dokularinda 12 farkli genin
ifadelenme (ekspresyon) miktarlar1 {izerindeki etkileri gosterilmistir. Calismada arastirilan
genlerin hepsinde, Wi-Fi elektromanyetik alana maruz birakilan deney grubu bireylerinde gen
ifadelenme derecelerinde onemli artislar oldugu belirlenmistir (p<0.05). Her bir gen bolgesi
i¢in deney grubu ve kontrol grubunun gen ifadelenme farkliliklari asagida ayrintili olarak
gosterilmistir.

Calisma gruplarinin otafaji ile iliskili gen (autophagy related 5, ATGS ) gen ifadelenme
katsayilar1 karsilagtirildiginda genel olarak aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (p<0.05). Wi-Fi EMF uygulamasi yapilan ratlardan olusan deney grubunun gen
ifadelenme katsayilarinin 2.648+0.315 degeri ile, kontrol grubunun 0.393+0.112 degerine gore
daha yliksek oldugu goriilmistiir (p<0,05). ATG5 geni ifadelenme katsayis1 bakimimdan gruplar
aras1 bireylerde biiyiik farkliliklar gézlenmekle birlikte grup ortalamalarina bakilirsa, deney
grubunun kontrol grubuna gore 6 kattan daha fazla oranda ifadelenme gosterdigi ve her iki grup
arasindaki ATGS geni ifadelenme farkinin 2.256 degerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4).

Sekil 4° te deney ve kontrol gruplarinin otafaji ile iligkili gen (autophagy related 12 ,
ATG12 ) gen ifadelenme katsayilar1 gosterilmistir. Bu gen bolgesinin ifadelenme diizeyi
bakimindan gruplar arasindaki farklar istatiksel olarak anlamli gériilmemistir (p>0,05). Deney
grubunun ATG12 gen ifadelenme katsayisinin ortalamasi 1.279+0.441 bulunmus olup,
kontrol gurubunun gen ifade katsayisi olan 1.1244+0.347 degerine yakin oldugu goriilmektedir.
Ayrica otafaji ile iliskili gen 12 (ATG 12) igin expresyon seviyesinin diger genlerin ifadelenme
katsayilarina gore oldukea diisiik oldugu bulunmustur (p>0,05, Sekil 4).

Deney grubunun, glikojen sentaz kinaz 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3B)
gen ifadelenme katsayis1 12.98+1.639, kontrol grubunun ifadelenme katsayisi ise 0.362+0.059
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olarak bulunmustur. Tiroid dokusunda ekspresyonu incelenen GSK3B geni bakimindan gruplar
arasinda genel olarak istatistiksel seviyede anlamli fark goriilmektedir (p<0.05). Tiroid
dokusunda Wi-Fi maruziyeti sonrasinda GSK3B geninde ekspresyon derecesinin, Wi-Fi
uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna gore yaklasik 35 kattan daha fazla artig gosterdigi ve

gruplar arasindaki farkin 12.62 degerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 2. Deney ve kontrol gruplari arasindaki ATG5, ATG12, WNT2, WNT7, WNT10 ve

GSK3B genlerinin ifadelenme sonuglart.
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Kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi ziyesi 2 (wingless- type MMTV integration
site family member 2, WNT2) geni ifadelenme katsayilar1 deney grubu ve kontrol grubu arasinda
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel 6onemli fark goriilmistiir (p<0.05). Deney grubunun
WNT2 geni ekspresyon degeri 4.100+1.124 olarak bulunurken; kontrol grubunun WNT2 geni
ifadelenme derecesi 1.026+0.737 olarak tespit edilmistir. (p<0.05). Her iki grup arasindaki
median degerleri farkinin 3.074 oldugu ve yaklasik 4 katlik bir fazla ekspresyon oldugu
goriilmektedir (Sekil 4).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen gruplarin, tiroid dokusundaki kanatsiz tip-
MMTYV entegrasyon sitesi ailesi tiyesi 10 alfa (wingless- type MMTV integration site family
member 10 alpha, WNT10a) gen ifadelenme katsayilar1 incelendiginde, gruplar arasinda
WNT10a gen ifadelenme katsayilar1 bakimindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Deney grubu 6rneklerinde tiroid dokusundaki WNT10a gen ifadelenme katsayisinin
8.195£1.995 oldugu ve kontrol grubunun tiroid dokusundan elde edilen WNT10A gen
ifadelenme katsayisinin ise 1.199+0.538 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4). Deney ve kontrol
gruplarimin WNT10a gen ifadelenme katsayilari arasindaki farkin 6.995 degerinde oldugu
goriiliirken, deney grubunun, kontrol grubuna gore 6 kattan daha fazla olacak sekilde ciddi bir
ifadelenme farki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4).

Orneklem gruplarimizin tiroid dokularindaki, kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi
ailesi tiyesi 7 alfa (wingless- type MMTV integration site family member 7 alpha, WNT7a ) gen
ifadelenme katsayilari incelendiginde, gruplar arasindaki farkliliklarin istatiksel olarak anlaml
oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Deney grubu dokularindan elde edilen WNT7a gen ifadelenme
katsayisinin 5.945+1.389 oldugu ve kontrol grubu tiroid dokularindan elde edilen WNT7A gen
ifadelenme katsayisinin ise 0.765+0.138 oldugu belirlenmistir (Sekil 4). Deney grubunun
WNT7a gen ifadelenme katsayisinin, kontrol grubuna goére 5.180 degerinde farkli oldugu
goriiliirken, deney grubunun, kontrol grubuna gore 7 kattan daha fazla olacak sekilde ciddi bir

ifadelenme farki gosterdigi belirlenmistir (p<0.05; Sekil 4).
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Sekil 3. Deney ve kontrol gruplart arasindaki Beclinl-2, Catenin B, TCF, HIF1A ve LC3B

genlerinin ifadelenme sonugclari.
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Sekil 5’ te deney ve kontrol gruplarinin tiroid dokularindaki Beclin 1 geni ifadelenme
katsayilar1 arasindaki iliski gosterilmis olup, deney grubundaki Beclin 1 geni ifadelenme
diizeyinin, kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkliliklar gosterdigi belirlenmistir
(p<0,05). Deney grubundaki ratlarda tiroid dokularindaki Beclin 1 geni ifadelenme katsayisinin
3.855+0.7344 oldugu goriiliirken, kontrol grubundaki ratlarin tiroid dokularinda Beclin 1 geni
icin belirlenen ifadelenme katsayisinin 1.245+0.256 oldugu gorilmiistiir (p<0,05). Deney
grubu ve kontrol grubu arasindaki gen ifadelenme farkinin 2.610 degerinde oldugu ve
aralarinda 3 kattan daha fazla olacak sekilde bir ifadelenme farkliliginin bulundugu
gorilmektedir (Sekil 5).

Bu arastirma kapsaminda incelenen gruplar arasinda tiroid dokularinda Beclin 2 geni
ifadelenme diizeyi bakimindan bulunan farkliliklarin istatiksel olarak anlamli oldugu
gorilmistiir (p<0.05) (Sekil 5). Deney grubuna ait ratlarin tiroid dokularindaki Beclin 2 geni
ekspresyon katsayisi 4.244+0.956 olarak ve kontrol grubu ratlarindan elde edilen Beclin 2 gen
ekspresyon katsayisi ise 0.686+0.122 olarak bulunmustur (p<0,05). Beclin 2 geni ifadelenme
katsayis1 bakimindan gruplar arasi bireylerde biiyiik farkliliklar gozlenmekle birlikte grup
ortalamalarina bakilirsa, deney grubunun kontrol grubuna gore 6 kattan daha fazla oranda
ifadelenme gosterdigi ve her iki grup arasindaki ATG5 geni ifadelenme farkinin 3.559
degerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 5).

Tiroid dokularindaki beta katenin (B-catenin, catenin B) geni ifadelenme katsayilari
kontrol grubu ve Wi-Fi uygulamasi yapilan deney grubu ratlarinda karsilastirildigi zaman,
gruplar arasindaki farkliligin istatiksel olarak énemli ve anlamli oldugu goriilmistiir (p<0.05,
Sekil 5). Wi-Fi maruziyetine ugratilan ratlarin bulundugu deney grubu bireylerinin tiroid
dokularindaki catenin B geni ifadelenme katsayisinin 9.995£1.359 oldugu ve Wi-Fi
elektromagnetik dalgalarindan korunmus kafes ortaminda yetistirilen kontrol grubu ratlarinin
catenin beta gen ifadelenme katsayilarinin ise 0.856+0.213 oldugu gériilmiistiir. Beta catenin
geni ifadelenme katsayis1 bakimindan gruplar arasi bireylerde biiyiik farkliliklar gézlenmekle
birlikte grup ortalamalarina bakilirsa, deney grubunun kontrol grubuna goére 11 kattan daha
fazla oranda ifadelenme gosterdigi ve her iki grup arasindaki beta catenin geni ifadelenme
farkinin 9.137 degerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 5).

Ince zincir 3 beta (light chain 3 beta, LC3BII ) geni ifadelenme katsayilar1 bakimindan
kontrol grubu ve deney grubuna ait ratlarin tiroid dokular1 karsilastirildigi zaman, gruplar
arasinda onemli bir istatiksel farkin bulundugu tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 5). Wi-Fi
maruziyeti olusturulan deney grubuna ait ratlarin tiroid dokularinda genel olarak LC3BII

geninin ekspresyonunun arttigi ve deney grubunun ifadelenme katsayisinin 5.321+1.058
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oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun LC3BII geni ekspresyon miktarinin ise 0.662+0.039
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ve deney grubu LC3BII geninin ifadelenme verileri
arasinda 4.660 degerinde bir farkin bulundugu ve gen ekspresyonlar1 bakimindan deney
grubunun, kontrol grubuna gore 8 kattan daha fazla bir artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5).

Bu ¢alisma kapsaminda Wi-Fi EMF uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda tiroid
dokusunda ifadelenme miktarlarin1 arastirdigimiz diger bir gen olan Transkripsiyon faktor
(transcription factor, TCF) geni ifadelenme katsayilart karsilastirildiginda, kontrol grubu ve
deney grubu arasindaki ekspresyon miktarlarinin istatistiksel énemli oldugu bulunmustur
(p<0.05; Sekil 5). Wi-Fi maruziyeti sonucunda tiroid dokularindaki TCF gen ekspresyonunun
kontrol grubuna kiyasla arttig1 ve grubun ortalama ekspresyon seviyesinin 4.467+1.012 oldugu
goriilmustiir. Diger taraftan WI-FI EMF maruziyetinden korunan kafes ortamlarinda yetistirilen
ratlardaki TCF gen akspresyonunun ise 0.827+0.167 oldugu gértlmiistiir. Kontrol grubu ve
deney grubu TCF geninin ifadelenme verileri arasinda 3.640 degerinde bir farkin bulundugu ve
gen ekspresyonlart bakimindan deney grubunun, kontrol grubuna gore 5 kattan daha fazla bir
artig gosterdigi belirlenmistir (p<0.05; Sekil 5).

Gruplar arasindaki hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor | alpha, HIF1a)
geni ifadelenme katsayilar1 karsilastirildiginda ise gruplararasinda istatiksel olarak 6nemli ve
anlamli fark bulunmustur (p<0,05; Sekil 5). Deney grubunda bulunan ratlarin tiroid
dokularindaki HIF1a gen ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla arttig1 ve grubun ortalama
ekspresyon seviyesinin 5.868+1.218 oldugu goriilmistiir. Diger taraftan kontrol grubuna ait
ratlardaki HIF1a gen akspresyonunun ise 0.73540.215 oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ve
deney grubu arasinda HIFla geninin ifadelenmesi bakimindan 5.133 degerinde bir farkin
bulundugu ve gen ekspresyonlart bakimindan deney grubunun, kontrol grubuna gore 8 kata

yakin bir artig gosterdigi belirlenmistir (p<0.05; Sekil 5).
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5. TARTISMA VE SONUC

I¢inde bulundugumuz ¢agda internet, mobil bilgisayarlar ve akilli telefonlar, yeni enerji
teknolojileri gibi pek c¢ok alanda teknolojik atilimlar gergeklesmektedir. Biitiin bu teknolojik
atitlimlar insan yasantisin1 bliyiik ¢ogunlukla kolaylastirmak, kisa zamanda biiyiik isler
yapabilmeyi saglamak iizere tasarlanmaktadir. Ancak hizla degisen teknolojiler kiiresel
ekonomiyi ve insan yasaminida, olumlu veya olumsuz yonde degistirmistir. Bununla birlikte,
insan hastaliklarina yonelik tedaviler, diger alanlardaki ilerlemelere ayak uyduramamistir.
Belki de teknoloji bas dondiiriicli hizla gelisirken, biitiin bu teknolojinin canlilik iizerinde ne
tiir etkiler yaratabilecegi goz ardi1 edilmektedir, ya da yeterince arastirilmamaktadir.

fletisim alt yapilarmin gelistirilmesi konusunda elektromanyetik dalgalardan fazlaca
yararlanilmasi son yillarin en énemli gelismelerinden birisidir. Kablosuz internet altyapilari
kullanim kolayliklar1 nedeniyle ¢ok daha fazla tercih edilir olmustur. Cep telefonu, televizyon,
mikro dalga vb gibi ¢esitli teknolojik araclarin canlilar tizerindeki etkileri ¢esitli ¢aligmalarda
incelenmesine ragmen, wireless kaynakli elektromanyetik dalgalarin ve wireless alt yapilariin
canlilara etkileri {izerinde yapilan ¢ok az sayida calisma mevcuttur. Bu c¢aligmalarin bir
kisminda Elektromanyetik dalgalarin canlilardaki etkilerinin 6nemli oldugu belirtilirken
(1,2,46), bir kisminda ise 6nemli etkiler tespit edilemedigi belirtilmektedir (22,23). Doku ve
hiicre sistemleri ile yapilan calismalarda diisiik siddette EM alanlara maruz kalmanin;
biyomolekiillerin (DNA, RNA ve protein) sentezi, hiicre boliinmesi, kanser olusumu, hiicre
yiizeyine ait Ozelliklerine, membrandan kalsiyum giris-¢ikisi ve baglanmasi lizerine etkili
oldugu gozlenmistir (3-5). Epidemiyolojik ¢alismalardan bazilari, RF-EMF'ye uzun siire maruz
kalmanin belirli kanser tiirlerindeki ve diger hastaliklar {izerinde artis olusturdugunu
gostermektedir (46, 48, 49). Ote yandan, diger baz1 calismalar bu tiir iddialar
desteklememektedir (50, 51). Bununla birlikte, konu iizerindeki endiseler her gegen giin
belirgin hale gelmektedir. Baz1 arastirmalarda, RF-EMF maruziyetinin olas1 epigenetik etkileri
ile birlikte 1s1 soku proteini (HSP) ailesi, ornitin dekarboksilaz (ODC), p38 mitojenle aktive
protein kinaz (MAPK), c-jun, c-myc, p21, bax, GADD45 ve Nurrl genleri ve bunlarin
ifadelettigi proteinlerinin radyofrekans dalgalarina kars1 duyarli olabildiklerini gostermistir (52,
53, 54).

Biz bu caligmada insanlarin kendi kullandiklar1 teknolojik aletlerinin {irettigi wireless
dalgalarina maruziyeti veya etrafinda bagka insanlarin kullandig1 teknolojik esyalarin iirettigi
wireless EM alanlarina topluca maruziyetleri sonucunda, maruz kalman 3G, 4G veya 5G
enerjisindeki elektromanyetik alanlarin canlilarin  tiroid dokusunda ¢esitli genlerin

ifadelenmesinde farkliliklara neden olup olmadigini degerlendirmeyi hedefledik. Bu ¢alismada
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expresyon profillerini arastirdiZimiz genler, genel olarak embryogenez, doku yenilenmesi,
hiicre ¢cogalmast ve otofaji gibi yasamin temel olaylarinda 6nemli gorevi olan WNT/beta-
katenin yolagi lizerindeki genlerden se¢ilmistir. Ayrica oksidatif hasar durumunda canliligin
stirdiiriilmesi ve hasarin en aza indirgenmesi hususunda goérevleri oldugu diistiniilen genler
tercih edilmistir.  WNT / PB-katenin yolu, embriyonik gelisimde, dokunun kendini
yenilemesinde ve gesitli hastaliklarda 6nemli rollere sahiptir (24,25). Literatiire bakildiginda
WNT sinyal iletiminin programlanmis hiicre 6liimiinii bir¢ok farkli yolaklardan regiile ettigini
gostermistir.

Genel olarak bu ¢alisma kapsaminda Wi-Fi elektromagnetik alan dalga boylarinin 1 ay
boyunca ve uzun siireli ratlara uygulanmasi sonucunda, tiroid dokusunda 12 farkli genin
ekspresyon profillerinin ortaya konulmasina ¢alisilmistir. Calisma sonuglarina gore ¢ogunlukla
arastirilan bu 12 genin ifadelenme katsayilarinin Wi-Fi maruziyetiyle birlikte arttigi, deney
grubu gen ekspresyon sonuglarinin kontrol grubu sonuglarina gére, calismamizdaki ATG12
disindaki hemen hemen diger tiim genler i¢in yiikseldigi gozlemlenmistir (Sekil 4 ve sekil 5).
ATG5 geninde de deney grubunda gen ekspresyonunun arttigi goriilmekle beraber, grup
iclerindeki ATGS geni ekspresyon degerlerinin bireysel olarak dalgalanma gostermesi ve
verilerin homojen olmamasi nedeniyle, gruplar arasinda 6 kat gibi biiyiik bir farkinin
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak farkin p<0.05* diizeyinde oldugunu g6z Oniinde
bulundurmak gereklidir. Diger genlere bakildiginda deney grubu ve kontrol grubu arasinda
benzer oranda ekspresyon katsayilarmin oldugu goriilsede, istatistiksel olarak anlamlilik
degerleri ¢ok daha dikkat ¢ekicidir (p<0.01** ve p<0.001*** vb. gibi) (Sekil 4-5).

Yine bu tez kapsaminda arastirdigimiz genler literatiire gore canli sistemlerde oksidatif
stresin gostergesi olabilen veya oksidatif stres durumunda hiicre homeostasisini saglamak tizere
ekspresyon farkliliklar1 gosterdigi bilinen genler arasindan en ¢ok yaygin olan genlerden
se¢ilmistir. Ayrica calismada arastirtlan bu genlerin hiicrelerde otofaji mekanizmalariyla
yakindan ilgili oldugu bilinmektedir. Otofaji isleminin en onemli yarar1 hiicresel diizeyde
yaslanma etkilerine karsi ¢alismasindan kaynaklanmaktadir. Hiicresel diizeyde stres arttikca
viicudu korumak i¢in otofaji de artmaktadir. Boylece hiicrelerde iiretilmis toksik olabilecek
metabolitler temizlenmis olur. Bununla birlikte, disfonksiyona ugramis hiicrelerin belirli bir
kismin1 yeniden olusturarak hiicrelerin yasam siirelerini uzatmis olur.

Daha 6nce yapilan farkli ¢alismalarda WNT/B katenin yolaginin meme, prostat, renal,
servikal gibi pek cok kanser tiirlerinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda RF-
EMF’nin tiroid dokularinda farkli yolaklardan kanserojen etkileri oldugunu gosteren ¢aligmalar

da mevcuttur (44). Biz bu yaptigimiz ¢alismada WNT sinyal yolagindaki genleri detaylica tespit
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ederek RF-EMF’ye maruz kalan ratlardaki tiroid hiicrelerinde bu yolaktaki gen
ekspresyonlarinda anlamli artislar tespit edip edemeyecegimizi arastirdik. Wnt/p-katenin sinyal
yolaginin onemi kanser kok hiicrelerin  “self renewal” ve farklilasma 6zelliklerinin
diizenlemesidir. Bu yolagin upregiilasyonu cesitli kanserler ile iliskilendirilmis ve boylelikle
bu yolagin elemanlar1 anti-kanser terapétikler i¢in iyi birer hedef olarak kullanilmaya
baslanmistir. Son 5 yilda Whnt sinyal yolaginin degisik basamaklarini hedef alan ajanlar (Wnt
salgilanmasi, sinyal transdiiksiyonu ya da (3-katenin transkripsiyonel aktivitesi) gelistirilmis ve
bu ajanlar klinik ¢alismalara yavas yavas girmeye baslamistir. Wnt/B-katenin yolag ile iliskili
hastaliklar i¢in etkili tedavi yollar1 bulabilmek amaciyla bu yolagin kendisi ve diger yolaklarla
iliski halinde bulunan mikrogevreyi kapsayan ag iizerinde galismalar halen devam etmektedir.
Gelecekteki caligmalar Wnt sinyal yolaginin yeni hedef genlerinin kesfine ihtiya¢ duymaktadir.

Calismamizin sonuglarina gore wireles elektromagnetik alan uygulamasinin WNT/beta
katenin yolag: ile iligkili inceledigimiz bazi genlerin ifadelenme katsayilarinda degisiklik
yapabildigini gostermistir. Ancak gen lizerindeki bu etkilerin hiicre diizeyinde olusturdugu
etkilerin belirlenebilmesi icin protein, enzim gibi diger molekiillerle de yapilacak arastirmalara
ihtiya¢c vardir. Ciinkii WNT yolagi incelendiginde genel olarak WNT sinyal yolaginin
embriyonik kok hiicreler lizerine olan etkileri konusunda birbirine zit bulgularin oldugunu
gormekteyiz. Bazi ¢caligmalar WNT sinyal yolaginin embriyonik kok hiicrelerde pluripotensi ve
kendini yenileme 6zellikleri i¢in gerekli oldugunu gdstermektedir. Ancak diger bazi ¢aligmalar
ise aksine WNT sinyal yolaginin bu hiicrelerde farklilagsmayr uyardigi ve farklilasmanin
engellenmesi i¢in WNT inhibisyonunun gerektigini savunmaktadir (47). Aslinda bu durum
sinyal yolaginin molekiiler mekanizmasinin karmasikligi ve diger mekanizmalarla olan
etkilesimleri nedeniyle gézlenen dogal bir sonuctur. Clinkii embriyonik gelisim esnasinda farkl
basamaklarda farkli WNT ligandlari, reseptorleri, aktivatorleri veya antagonistleri eksprese
edilmektedir ve bunlara bagl olarak farkli etkiler gozlenmektedir (26). Bunun haricinde bir gen
ifadelenmesiyle birlikte baslayan degisikliklerin, hiicre tarafindan degerlendirilmesi sirasinda,
canlinin bulundugu mikrogevreye ve mikrogevrenin sagladigi diger sinyallerin etkisine bagh
olarak da degisebildigini unutmamak gerekmektedir. Yine de g¢alismamizin sonuglarinin,
insanlarda klinik uygulamaya sokulabilecek yeni tedavilerin ve yeni tedbirlerin
gelistirilmesinin Oniinii agacak nitelikte oldugu ve farkindalik olusturacak nitelikte veriler

saglamasi nedeniyle dnem arz etmektedir.
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