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OZET

Hirschsprung hastaligi (HH) etyolojisi netlik kazanmamig, histopatolojik
tanisi gug¢ bir hastaliktir. Hastalikla iligkili Hirschsprung enterokoliti (HEK)
etyolojisi de belirsizligini korumaktadir.

intrauterin dénemde néral krest hiicrelerinin enterik sinir sistemini
olusturmak Uzere, kraniokaudal yondeki gogunde gorevli ekstraselltler matriks
proteinlerinden  Laminin  ve  anti-apoptotik, = noroprotektif = BCL-2
ekspresyonunun, post-operatif HEK geciren ve gegirmeyen hastalardaki
durumu karsilastirmali olarak incelenmigtir.

Merkezimizde opere olmusg, histopatolojik tanih 20 rektosigmoid
Hirschsprung hastasina (post-operatif HEK gorulen 10, goralmeyen 10 hasta)
ve kontrol grubu olmak Gzere, HH disi nedenlerle opere edilmis 10 hastaya ait,
patoloji arsivinde bulunan bagirsak dokusu retrospektif olarak incelenmigir.
Dokular immunohistokimyasal yontemlerle protein ekspresyonu, molekuler
genetik incelemelerle MRNA ve DNA duzeyinde degerlendirilmis, BCL-2 ve
Lamininin, HH ve HEK iligkisi arastinlmig, yontemlerin sonuglari
karsilagtiriimigtir.

BCL-2 immunohistokimyasinda HH'de aganglionik dokulardaki
ekspresyonun, ganglionik dokulara gore anlamli sekilde azaldigi géralmustur.
BCL-2 mRNA ekspresyonu ise hem aganglionik hem ganglionik dokularda,
kontrol grubuna kiyasla anlamh olgude dusuk belirlenmigtir. Laminin
immunohistokimyasinda aganglionik dokular anlamli dizeyde pozitif
boyanirken, ganglionik dokular negatif-hafif boyanmigtir. Laminini mRNA
duzeyinde degerlendirmede kullanilan LAMA71 molekulinin ekspresyonu,
aganglionik dokularda daha yuksek olma egilimi gosterse de her dokuda farkli
degerler elde edilmigtir. BCL-2 ve Lamininin HEK ile iligkisine yonelik
incelemelerde immunohistokimyasal ve molekuler anlamhlik
belirlenememistir. BCL-2 geninde mutasyon aragtirmak amaciyla yapilan DNA
dizi analizinde, bir olguda HH igin literatirde tanimlanmamig bir degisim tespit



edilmigtir. Bu hastanin aganglionik bagirsak dokusundaki BCL-2 mRNA
ekspresyonu da ganglionik dokusuna gore belirgin olarak azalmigtir.

Bunlarin sonucunda BCL-2'nin, HH ve HEK etyopatogenezinde Uzerine
dusulmesi gereken bir molekll oldugu kanaatindeyiz. Elde edilen sonuglar,
genis hasta serileriyle yapilacak c¢aligmalarla anlamlilk gosterebilecek

potansiyeldedir.

Anahtar Kelimeler: Hirschsprung hastahgi, BCL-2, Laminin, Hirschsprung
enterokoliti



SUMMARY

Retrospective Analysis of BCL-2 and Laminin Expression in Cases of
Rectosigmoid Hirschsprung Disease with Histopathological Diagnosis
and Its Relationship with Hirschsprung-Associated Enterocolitis

Hirschsprung's disease (HD) is a condition whose etiology has not been
clarified and its histopathological diagnosis is tough. The etiology of the
Hirschsprung associated enterocolitis (HAEC) also remains unclear.

The expression of Laminin which is extracellular matrix protein involved
in the craniocaudal migration of neural crest cells in the intrauterine period to
form the enteric nervous system and BCL-2 which is anti-apoptotic,
neuroprotective were compared in patients with and without post operative
HAEC.

Retrospective analysis was performed on the intestinal tissue from 20
patients with the histopathological diagnosis of Rectosigmoid Hirschsprung
who underwent surgery in our center (10 patients with post-operative HAEC,
10 patients without) and 10 patients as the control group who underwent
surgery for an unrelated condition. Immunohistochemical techniques were
used to evaluate the protein expression in tissues and molecular genetic
studies were used to evaluate in the terms of mMRNA and DNA analyses.
Investigations were done into the connections between BCL-2, Laminin, HD
and HAEC. The outcomes of the various procedures were compared.

When compared to ganglionic tissues, BCL-2 immunohistochemistry
revealed that HD patients' aganglionic tissues had significantly lower levels of
BCL-2 expression. In HD patients' aganglionic and ganglionic tissues, BCL-2
MmRNA expression was shown to be considerably lower than in the control
group. Aganglionic tissues stained strongly positively with Laminin
immunohistochemistry, whereas ganglionic tissues stained lightly or
negatively. Although aganglionic tissues tended to have increased levels of
LAMA1 molecule expression, which is used to evaluate Laminin at the mRNA

level, various values were found in each tissue. Immunohistochemical and



molecular significance could not be determined in the investigations regarding
the relationship between BCL-2 and Laminin and HAEC. During DNA
sequencing analysis for BCL-2 gene mutation investigations, a mutagenic
change for HD that has not yet been identified in the literature was detected.
Aganglionic tissue from this patient expressed BCL-2 mRNA substantially less
than ganglionic tissue appears to have done.

Hence, we conclude that BCL-2 is a molecule that should be considered
while figuring out the etiopathogenesis of HD and HAEC. Results from
research studies with larger patient series could discover the outcomes to be

meaningful.

Keywords: Hirschsprung's disease, BCL-2, Laminin, Hirschsprung associated
enterocolitis
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GiRrRiS

1. Giris ve Amag

Hirschsprung hastahgr (HH), c¢ogunlukla gastrointestinal sistemin
distalinde, myenterik ve submukozal sinir pleksuslarinda ganglion hicrelerinin
bulunmamasi, etkilenen bagirsakta normal peristaltik hareketlerin
gorulmemesi ve fonksiyonel bagirsak obstriuksiyonu ile karakterize konjenital
bir hastaliktir (1,2).

Hirschsprung enterokoliti (HEK) ise Hirschsprung hastaliginin en ciddi
ve yasami tehdit edici komplikasyonudur. Hastada yuksek ates, sepsis
bulgulari, bol-koti kokulu ishal seklinde digkilamaya ragmen karinda
distansiyon, hassasiyet ve direkt grafilerde genis tabanl hava sivi seviyelerinin
bulunmasi ile karakterize intestinal obstruksiyon tablosu goralur (1-4). HEK,
pre-operatif donemde gorulmesinin yanisira, post-operatif (definitif pull
through cerrahisi sonrasi) donemde de karsilasilabilen bir klinik durum olup,
etyolojisi hala belirsizligini korumaktadir (5).

Bu calismada intestinal BCL-2 ve Laminin ekspresyonunun post-
operatif HEK geciren ve gegirmeyen hastalarin biyopsi materyallerindeki
seviyesi ile normal kigilerdeki ekspresyon seviyesi kargilagstirmali olarak
incelenmigtir. Boylece HEK geciren ve gegirmeyen hastalar ve HH tagsimayan
kontrol grubu karsilastirlarak HH ve HEK etyolojisi ile iligkili mekanizmalar
hakkinda bilgi Uretilmesi amacglanmigtir.

2. Genel Bilgiler

2.1. Tarihge

HH ile ilgili ilk kayit, Hollandali Frederick Ruysch tarafindan 1691 yilinda
bildirilen otopsi bulgulari olup, klinik tanimlama ise 1886 yilinda Danimarkali
bir doktor olan Harald Hirschsprung tarafindan yapilmistir (6).

Hastaligin tanisi 1955-1960 tarihleri arasinda tam kat intestinal biyopsi
alinarak koyulurken, 1960 itibariyla rektal mukozal biyopsiler (punch biyopsi



(Bx) veya aspirasyon Bx) de populerlesmeye baglamistir (7). Tani amaciyla
Hemotoksilen-Eozin (H&E), Asetilkolinesteraz (AChE) boyamalari gibi enzim
histokimyasi, ¢esitli immunohistokimyasal boyamalar ve elektron mikroskobik
degerlendirmeler kullaniimaktadir. Ancak tum bu degerlendirmelerin cgesgitli
avantaj ve dezavantajlari mevcuttur. Avrupa Pediatrik Cerrahlar Birligi en ¢ok
kullanilan histolojik ve immin boyama yontemlerinin H&E boyama (%77),
AChE boyama (%74) ve kalretinin boyama (%31) oldugunu bildirmigtir (7,8).

HEK kavrami ise literaturde 1950'de ilk kez Burnard, Fisher ve Swenson
tarafindan ima edilmig, 1962'de Bill ve Chapman ilk kesin tanimi sunmustur
(9). Pek cok bilim insani o tarihten bu yana HEK etyopatogenezini
aydinlatmaya iligkin ¢alismalar surdurmektedir ancak; bu konu hala netlik
kazanmamistir.

HEK tanisi koymay! standardize etmek amaciyla, 2008 yilinda Delphi
yontemiyle (10,11) ve 2013 yiinda Amerikan Pediatrik Cerrahi Dernegi
tarafindan bir HEK kilavuzu gelistirilmigtir (11).

HH’nin cerrahi tedavisine yonelik ilk bagaril cerrahi girisim 1948 yilinda
Swenson ve Bill tarafindan yapilmistir. Takip eden yillarda Duhamel, Martin,
State, Rehbein, Soave, Boley kendi adlariyla anilan teknikler ve
modifikasyonlar tanimlamiglardir. Son yillarda ise klasik teknikler yerini,
transanal endorektal pull-through (TERPT), posterior eksizyonel anorektal
myektomi, submukozal sfinkteromyotomi gibi tekniklere birakmistir (12).

2.2. Embriyoloji

HH’deki temel problem olan aganglionozis; intrauterin donemde noral
krest hlcrelerinin enterik sinir sistemini olusturmak Uzere kraniokaudal yonde
ve bagirsak duvarinda uygun yerlere go¢ edememeleri, anormal yapida
olmalari, vyerlesecegi uygun bir mikrogevre bulamamalari, matriks
proteinlerindeki anormallikler ve immatar noral elemanlarin
olgunlasamamalari gibi nedenlerle ortaya gikmaktadir. Noronal go¢ herhangi
bir nedenle duraksadiginda, distaldeki bagirsaklar aganglionik olarak
kalmaktadir (1,2).

Noroenterik ganglion hucreleri, gestasyonun 4. haftasinda torasik
somitlerden ayrilarak kranial ve kaudal yonde gastrointestinal kanala gog eder.



Vagal noral krest hicreleri kraniokaudal yonde go¢ ederken, sakral noral krest
hdcrelerinin kaudalden kraniale dogru migrasyonu baslar. Bu migrasyonun
sonucu olarak kolonun distal yarisi hem vagal hem de sakral parasempatik
sistemden gelen ekstramural sinir lifleri tarafindan innerve olur (1,2,13).
Kraniokaudal yonde go¢ eden noroblastlar 6zofagusa 5-6. haftada, mide ve
duodenuma 7. haftada ve distal rektuma 12. haftada ulagir. Bagirsak visseral
bir organ haline gelince, noronlar bagirsak duvarinda derin tabakalara
ilerleyerek bagirsagin intrinsik otonom sinir sistemini olusturan ganglion
hdcrelerini meydana getirir. Ganglion hucreleri 6nce Auerbach (myenterik)
pleksusunu ardindan submukozal Meissner pleksusunu olusturur (1).

Noral oncu hucrelerin kraniokaudal yonde ilerleyerek bagirsak duvarina
ulasmasinda noral farklilagma ve enterik mikrogevrenin roll buayuktur (14).
Sekil-1, fetal noronal intestinal yapiyi sekillendirmek Uzere kraniokaudal yonde
g0¢ eden noral krest hucreleri ile bu goge BCL-2 ve Laminin molekulindn

etkisini sematize etmektedir.

v’

Gog Eden
Noral Krest
Hicreleri

BCL-2 Laminin

Fetal
Bagirsak

Sekil-1: Noral krestten fetal bagirsaga hucre gogu uzerine BCL-2 ve Laminin
etkisi



Noral migrasyona etkili mikrogevre elemanlarindan olan ekstraselltler
matriks (ECM) molekullerinin, biyolojik olarak aktif oldugu ve noral krest kok
hdcrelerinin  kaderini  degistirebildigi gosterilmistir. Bu duzenlemede rol
oynayan onemli yapilar: Laminin, tip 4 kollajen, fibronektin ve proteoglikanlar
gibi ECM molekulleri; NCAM ve L1CAM gibi noral hiicre adezyon molekulleridir
(13). Aganglionik segmentlerde bu molekullerin aktivitelerinin anormal oldugu
tespit edilmigtir (1,2,15).

2.2.1. Laminin

Laminin; epitel, endotel, kas ve yag hucreleri ile periferik ve merkezi
sinir sistemini gevreleyen, bir arada tutan, fonksiyonel bazal membranin
onemli bir bilesenidir. Farkh hucresel aktiviteler ve sinyal yolaklari ile bazal
membran komsulugundaki hucrelerle etkilesime girerler. Her bazal membran
yapisal ve fonksiyonel farkliliklari olan Lamininler igerir. Lamininler; her biri q,
B ve y zincirlerinden olugsan genis bir glikoprotein ailesidir. Su anda, igerdikleri
farkli aminoasit yapilarina goére bes a, u¢ B ve u¢ y Laminin zinciri
tanimlanmistir. Bunlarin farkli kombinasyonlari toplamda 15 Laminin izoformu
olusturur. Genetik tetkikler ve immunohistokimyasal boyamalarla farkliliklari
ortaya konabilen bu izoformlardan Laminin-1 (zincir kompozisyonuna gore
adlandinimig haliyle Laminin 111) (Sekil-2) embriyonik epitelyal gelisim ve
noral buyumede rol oynar. Laminin-1’in, enterik noronlarin gelisimini de
destekledigi bilinmektedir (16). Hirschsprung hastalarinin aganglionik
segmentinde Laminin-1 ekspresyonunun artmasi Laminin-1'in aganglionoziste
rol oynayan bir molekil oldugunu diisindirmektedir. Ozellikle Laminin-1’in
bagirsak dokusunda eksprese edilen a1 alt biriminin (LAMA7) bu bolgede
noral bliyumeyi destekledigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, Laminin-1'in
enterik noral sistem (ENS) gelisimi Uzerindeki kesin etkisi tam olarak

anlasilmamistir (17-19).
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Sekil-2: a1, 1, y1 den olugsan ¢apraz sekilli Laminin-1 yapisi (20)

Lamininin de bir pargasi oldugu ECM ve organizasyonu, dinamik olarak
degisir ve hucresel fonksiyonlarin duzenlenmesini etkiler. ECM dlzensizlikleri
HH'de sadece bir sonug degil, ayni zamanda HH etyopatogenezi i¢in bir sebep
olabilir.  Hirschsprung hastalarinda etkilenen bagirsakta ENS’nin
rejenerasyonu igin ekstraselliler matriks proteinlerinin kullanilabilecegi
ongorulmektedir (13).

2.2.2. BCL-2

Programlanmis hucre 6lumu (apoptozis) ile ilgili Snemli bir protein ailesi
olan BCL-2 ailesi, hem inhibitor (anti-apoptotik) hem de inhibitor etkiyi bloke
eden (pro-apoptotik) duzenleyiciler icerir (21).

BCL-2 ailesinin farkli Uyeleri, yapilarindaki BCL-2 homoloji (BH)
alanlarinda farkliliklar icerir ve ekspresyon analizleri ile tespit edilebilirler. Bu
ailenin anti-apoptotik 6zellik tagiyan en 6nemli Uyeleri BCL-2 ve BCL-x. iken,
pro-apoptotik etkili onemli Uyeler Bax, Bak, BCL- xs dir (21). Anti-apoptotik
BCL-2 protein ailesi $ekil-3'te sematize edilmigtir (22).



Anti-apoptotik BCL-2 molekiilleri

< O BCL-XL
MCL-1, CED-9
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Sekil-3: igerdigi BH alanlarina goére apoptozis lizerinde farkl etkiler gésteren
BCL-2 ailesi Uyeleri (Abgent tarafindan tasarlanmis ve Wikipedia'ya
bagislanmistir, Kosigrim tarafindan grafik uygulama yapilmistir) (22)

Gelismekte olan merkezi ve periferik sinir sistemlerinde yaygin olarak
eksprese edilen BCL-2 proteini, buradaki apoptozu bloke etmede islevsel bir
role sahiptir (23). Ayrica artan kanitlar BCL-2’nin noronal hucre farklilagsmasi
ve buyumesinde onemli bir islevi oldugunu gostermektedir. Yapilan bir
calismada BCL-2 ekspresyonunun, fetusin myenterik ve submukozal
pleksuslarinin enterik ganglion hucrelerinde ortaya ciktigi ve yetigkin
bagirsaginda korundugu gosterilmigtir (24).

Antiapoptotik Ozellik tagiyan BCL-2'nin azalmasi noéronal gelisimde
sorun yaratacaktir. Aganglionik dokularda BCL-2 duzeyleri dugik olacaktir.
Deneysel ve Klinik ¢calismalarla bu gorug desteklenmektedir (25,26).

Sigan aganglionik kolonuna BCL-2'yi agiri eksprese eden noroepitelyal
kok hdcre transplantasyonunun, asilanmig hucrelerin hayatta kalmasi,
farklilagsmasi ve iglevi Uzerindeki etkisini degerlendiren deneysel bir galismada
apoptozun 1 haftada azaldigi, néronal farklilagsmanin arttigi, kolon seritlerinde
elektriksel  stimulasyon ile induklenen relaksasyonun da arttigi
gOzlemlenmistir. Bu deneysel c¢alismanin sonucunda, BCL-2'nin noéronal
replasmani artirabileceg@i, gastrointestinal norodejeneratif hastaliklar igin
yararl bir tedavi olacagi dusunulmustur (25).

Pediatrik fonksiyonel bagirsak obstriksiyonu vakalarinda BCL-2
ekspresyonunun rolinu degerlendiren bir galismada BCL-2 ekspresyonu ile
ganglion hicre sayisi arasinda onemli bir korelasyon oldugu, hiperganglionik
numunelerde ylksek, hipoganglionik numunelerde dusik bulundugu
belirtilmigtir (26).



2.3. Fizyoloji ve Histoloji

Gastrointestinal kanalin sinir sistemi intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere
birlikte calisan iki yapilanma seklindedir. Ekstrinsik sinir sistemi; periferik sinir
sistemine ait otonom sinir sistemi tarafindan olugturulur. Bu sistem
gastrointestinal traktusun disindadir. Hem parasempatik hem sempatik
innervasyonu vardir (16).

intrinsik sistemi olusturan yapilanma, enterik noéral sistem (ENS)
seklinde isimlendirilen benzersiz bir yapidir. ENS, gastrointestinal sistem
duvarinda bulunan noéronlar ve onlari destekleyen hucrelerden olugan
sistemdir. Bu yapi kismen santral sinir sistemi tarafindan kontrol edilse de esas
olarak kendi icinde kisa refleks arklar ile fonksiyon gosterir. Normal
gastrointestinal motilitede oldukga onemli bir roli olan ENS’nin gelisiminin
anlasilmasi, pediatrik hasta populasyonuna ait motilite bozuklugu
patofizyolojisinin ve tedavisinin aydinlatiimasi icin nem arz eder (16).

Histolojik olarak ENS Auerbach (myenterik), Henle ve Meissner diye
adlandirilan tg¢ ganglion pleksusundan olugur. Bunlardan Auerbach pleksusu
sirkuler ve longitudinal kas tabakalarinin arasinda, Henle pleksusu
submukozanin derininde, Meissner pleksusu ise submukozanin ylzeyinde
bulunur (Sekil-4) (27).

Vena

4
Submukozal pleksus
(Meissner)
Arter

Sinir

Submukoza

Myenterik pleksus

Mukoza:

Epitelyum
Lamina propria
Muskularis mukoza

4

Gt

H

/N

N\
\ Sirkiiler kas

Longitudinal kas

Sekil-4: Gastrointestinal intrinsik sinir sistemini olusturan Submukozal
(Meissner) ve Myenterik (Auerbach) pleksuslarinin histolojik yapisi
(Wikimedia'dan alinan ve Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0
Unported lisansi altinda gogaltilan gorsel) (27)



24. Etyopatogenez ve Teoriler

HH etyopatogenezinde embriyolojik faktorler, genetik faktorler,
immunolojik faktorler ve edinsel nedenler olabileceg@i dusunulmustur.

2.4.1. Embriyolojik Nedenler

Kabul goren iki teori olmustur (1,2). Enterik sinir sistemini olusturmak
Uzere bagirsaklara go¢ eden noral krest hucrelerinin distale gogunin durmasi
sonucu HH'nin olugtugu teorisi bunlarin ilkidir. Bu teoriye gore aganglionik
segmentin uzunlugu ganglion hucre gogunin duraklama zamanina gore
degisir (1,2,28,29).

ikinci teoriye gdre hedeflerine ulasmasina ragmen uygunsuz
mikrogevre kosullarindan dolayr noral krest huacrelerinin sayisi artmaz,
differansiyasyon ve sag kalim sorunlari olur (1,2,28,29).

Noral hacre gelisimini, gogunu ve bagirsak duvarina yerlesmelerini
kolaylastiran Laminin ve BCL-2 gibi protein yapilarin bagirsaktaki anormal
dagihmi aganglionozis ile sonuglanabilir (13).

2.4.2. Genetik Nedenler

HH Ozellikleri cinsiyet ile degiskenlik gosterebilen, %80-90 sporadik,
%10 aile dykusu olan bir hastaliktir. Down sendromlu gocuklarda HH daha sik
gorulur (30).

Noral krest hiicre gocune ve bu hicrelerin bagirsakta yagamasina engel
olarak aganglionozis yarattigi dusunulen bazi durumlar tanimlanmisgtir. Bunlar;
RET proto-onkogenini etkileyen genetik mutasyonlar, glial-hucre-kokenli-
norotrofik-faktor  (GDNF) expresyonunun azalmasi nedeniyle RET
reseptorinin aktive olamamasi, endotelinlerin  endotelin-B-reseptor-
kompleksine (EDNRB) baglanamamasi ve aktive olamamasi, SOX70
genindeki mutasyonlardir (21,28,29).

BCL-2 gen durununun, apoptozda yer alan vyolaklarin kritik bir
duzenleyicisi oldugu bilinmektedir (24).

Artan kanitlar, anti-apoptotik 6zelliklerine ek olarak, BCL-2'nin hicre
farklilagsmasi ve buyumesinde dnemli bir iglevi oldugunu gostermektedir. Noral
krest hucrelerinin  sagkalimini  ve noronal farkhlasmay: iyilestirdigi
disinilmektedir. in vivo galismalar BCL-2 asiri ekspresyonunun sigan



striatumuna nakledilen fetal dopaminerjik néronlarin aksonal buylimesini
arttirdigini gostermigtir (25).

Enterik noral krest kaynakli hucreler fetal bagirsakta oldukga az
apoptotik 6lume maruz kalir. Bazi kanitlar, fetal bagirsaktaki bu hucrelerin
trofik destek gerektirdigini ve bunun en azindan kismen GDNF tarafindan
saglandigini gostermektedir. Ancak GDNF sinyali bozulursa ve trofik destek
kaybolursa BCL-2 gibi antiapoptotik bir mekanizmaya ihtiya¢ duyulacaktir
(21,31).

2.4.3. immiinolojik Faktorler

HEK gorulen hastalarda, immunolojik aktivite yukselmistir. Bagirsak
aganglionik segmentlerinde major doku uyumluluk komplekslerinin (MHC)
sinif 1l antijenlerinin ve ICAM-1'in artan ekspresyonu bu iliskiyi daha da
guclendirir (32).

2.4.4. Edinsel Nedenler

Gastrointestinal sistemde noronlarin dejenerasyonuna yol acan
otoimmun aracil inflamatuar enterik néropati (Chagas Hastaligi) ilk akla gelen
edinsel nedendir. Myenterik pleksusta immun infiltrasyona bagh olarak enterik
ganglionlarin dejeneratif kaybi ile karakterizedir (33,34).

2.5. Patoloji

Embriyonik donemde noral elemanlarin enterik sistem boyunca gog¢
etmeleri, bagirsak duvarindan girip submokoza ve kas tabakalari arasinda
dagilarak ENS’ye ait ganglion hucrelerini olusturmalariyla sonuglanir. Bu
ganglion hucrelerinin yoklugu HH’deki temel patolojidir. Bu suregte noronal
gocun herhangi bir nedenle duraklamasi, o segment distalindeki bagirsaklarin
aganglionozisi ile sonuglanir. Duraklama iglemi ne kadar erken olursa
aganlionik segment o kadar uzun olur (1,2).

Ganglion hucrelerinin gogundeki duraklama, bu hucrelerle birlesmesi
gereken preganglionik parasempatik liflerde hipertrofi ve hiperplaziye neden
olur (35).

HH'de aganglionik segmentte parasempatik ganglion pleksuslarinin
ucu de yoktur. Aganglionik segment ile ganglionik segment arasinda bulunan

transizyonel zonda ise ganglion hucreleri vardir; ancak sayica azdir.



Aganglionik bolgede, kolinerjik ve adrenerjik sinir lifleri sayica artmis ve
hipertrofiktir (1,2,35,36).

Nakazawa-Tanaka ve ark., 2018 yilinda yaptiklari galigmayla, Laminin
gibi ECM bilegenlerinin, aganglionik bolgedeki duz kas tabakasinda anormal
dagilim goOstermesinin yanisira bu anormalligin aganglionik segmentin
proksimaline uzandigini gostermistir (17). Bir bagka galismada HH’li olgularin
aganglionik bagirsaklarindaki Laminin konsantrasyonunun, ganglionik
bagirsaklarina oranla anlamli gekilde yuksek oldugunu, ganglionik dokulardaki
konsantrasyonunun ise ayni yastaki kontrol grubunun bagirsaklarina gore
daha yuksek oldugu gosterilmigtir (37).

HH'nin mevcut tani ve tedavisi aganglionik segmente odaklanirken,
gastrointestinal motor iglev bozuklugunun, cerrahi duzeltmeden uzun sure
sonra bazi hastalarda devam etmesi, bagirsaktaki morfolojik ve fonksiyonel
anormalliklerin aganglionik segmentle sinirli olmadigini gosterir. Bu durum
ameliyat sonrasi hastada kalan ganglionik bagirsak dokusunun normal olarak
innerve olmayabilecegini ve normal bagirsak fonksiyonunu
surduremeyebilecegini dusundurmektedir (18,38).

Post-operatif morbidite ve mortalite ile iligkili olabilecek histopatolojik
parametreleri belirlemek icin tasarlanan, rezeke edilen kolonun ganglionik
proksimal sinirini inceleyen galismalar mevcuttur. Sonugta artmis sinir demeti
kalinhgi, sinir demetlerinin fokal duzensizligi, miyelinsiz sinir demetleri varhgi
ve akut inflamasyon gibi patolojik bulgular suglanmistir (38,39). Buna ek olarak
HH'ye sahip bireylerin yalnizca cerrahi sinira komgu sahayi degil, tum
intestinal sistemlerini ilgilendiren patolojilere sahip olma olasiligi akilda
tutulmalidir. Bu baglamda Laminin-1 alt birimlerinden a1 ve 1 zincirlerinin
noral krest hiucre gelisimi ve gogu ile iligkisini inceleyen caligmalar (16-18)
konuyu molekiler diizeyde aydinlatmayi amaglamistir. Ornegdin hem hayvan
modellerinde hem insan noral krest hucreleri Uzerinde Laminin 31 zincirini
baglayan 37/67 kDa Laminin reseptorinin (LAMR) varhgini belirleyen bir
calismanin verileri, aganglionozisli hastalarda bu reseptoriin ekspresyonunda
azalma ve lokalizasyonunda degigiklik oldugunu gostermigtir. Ayrica, bu
reseptore baglanan Laminin B1 analogu (YIGSR) ile in vitro tedavinin, noral
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krest hicre gocunu arttirdigini ortaya koymustur. Boylece gastrointestinal
traktin tam kolonize edilebilmesinin veya aganglionozis uzunlugunun
azaltilmasinin mumkun oldugu 6ne surdlmustur (18).

Cerrahi ve cerrahi olmayan tedavinin dogru sekilde uygulanabilirligi
acisindan, HH histopatolojisinin butincul bakis agisiyla anlagilmasi bir
gerekliliktir. Genig ve karmasik bu sistemi anlamak igin arastirmalar
surmektedir.

2.6. Hirschsprung Hastaliginda Anatomik Tutulum

HH c¢ogunlukla rektosigmoid lokalizasyonda gorulur. Literatirde
aganglionik segmentin, hastalarin %51-81’'inde rektosigmoid lokalizasyonla
sinirli oldugu, %10-26’sinda rektosigmoid lokalizasyonun daha proksimaline
kadar uzandigi ve %3-10’'unda ise tum kolonu kapsadigi bilinmektedir
(1,2,11,12,40).

2.7. Tam

2.71. Klinik

HH’nin belirti ve bulgulari aganglionik segmentin uzunluguna ve
basvuru zamanina baglidir. Temel olarak 3 farkh klinik tablo go6zlenir.
Bunlardan ilki yenidogan doneminde gorulen intestinal obstriksiyon tablosu,
ikincisi kronik konstipasyon, bluyume ve gelisme geriligi bulgulari gorilen tablo,
sonuncusu ise enterokolit tablosudur (1,2,40,41).

2.7.2. Laboratuvar

HH tanisinda kullanilan baslica tetkikler; ayakta direkt karin grafisi,
kolon grafisi, anorektal manometri ve rektal biyopsi seklinde sayilabilir.

Rektal Biyopsi: Tam kat rektal biyopsi HH’nin tanisinda altin
standarttir. Dentat line’nin 1-3 cm proksimalinden alinan tam kat rektal biyopsi
materyalinde  Auerbach ve Meissner pleksuslarinin  gorilmemesi
(aganglionozis) taniyi kesinlestirir (1,2,8).

2.7.3. Doku Tanisi igin Kullanilan Yontemler

A. Histopatolojik Tani (Enzim Histokimyasi)

Enzim histokimyasi kullanilarak HH’nin morfolojik tanisi konabilir.
Hematoksilen-eozin (H&E), Asetilkolinesteraz (AChE), Laktat dehidrojenaz
(LDH), Suksinat dehidrogenaz (SDH), Nitrik Oksit (NO) ve NADPH-Diaforaz
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enzimleri kullanilarak histokimyasal boyamalar yapilabilmektedir (42). Boyama
sonrasi ganglion hicresinin 1gik mikroskobu altinda tanimlanmasi temeline
dayanmaktadir. Hipoganglionozisli olgularda yanlis pozitiflik riski mevcuttur.
Boyamanin yorumlanmasi Onemli deneyim gerektirir. Biyopside hipoksi,
basing ile mekanik hasar, diatermi kullanimi, yetersiz fiksasyon gibi nedenlerle
artefaktlar olugabilir. Biyopsi alinan bolgeye gore degiskenlik, gok kiguk yas
grubunda submukozanin ganglion hucreleri veya enzim sisteminin
immaturasyonu, yorumlanmasinin belirli bir uzmanlk duzeyi gerektirmesi
patologlarin igini zorlagtirmaktadir (7,8). Ayrica HH varyantlari (NID,
hipoganglionozis, immatur ganglion, internal sfinkter akalazyasi ve kronik
intestinal psoddoobstruksiyon) ile histopatolojik ayriminin yapilmasinda
guclukler mevcuttur. H&E boyamasi ganglion hicrelerini tanimlamak igin altin
standart yontem olsa da ganglion hicrelerinin tanimlanmasina yardimci olmak
icin cok sayida immunohistokimyasal boyama gundeme gelmigtir (8,43).

B. immunohistokimyasal Tani

Histokimyasal degerlendirmenin yanls veya yetersiz sonuglanabilecegi
durumlarda bagirsak orneklerinin arastiriimasinda kullaniimak Uzere cesitli
immunohistokimyasal noronal belirtecleri icerir. Genel olarak,
immunohistokimya, spesifik antikor-antijen reaksiyonu kullanilarak cesitli
antijenlerin arastiriimasi igin guclu bir aragtir. Temel immunohistokimyasal
yontemler, direkt veya indirekt immudnofloresan ya da enzim
immunohistokimyasidir (8,43).

Bu baglamda kullanilan belirtecler 7 farkli grupta toplanmaktadir.
Bunlar:

1) Genel belirtecler (No6ron Spesifik Enolaz-NSE, Protein gen Urinu

9.5-PGP, Kalretinin, Noéral hicre adezyon molekuli-NCAM, Noéral buyume
faktor reseptori-NGFR, Laminin, BCL-2, ...)

2) Kolinerjik belirtecler

3) Adrenerjik belirtecler

4) Non-adrenerjik, non-kolinerjik belirtecler (Nitrik oksit sentaz-NOS)

5) Noropeptidler (Vazoaktif intestinal peptid-VIP, Substans P, ...)

6) Noronal destek hiicre belirtecleri (S-100 proteini)
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7) Sinaptik belirtecler (Sinaptofizin)

Cok sayida segenek olmasina ragmen bu ¢alismada, BCL-2 ve Laminin
immunohistokimyasi kullaniimigtir.  Bunun sebebi BCL-2 ve Laminin
immunohistokimyasal boyalarinin kolay ulasilabilir olmasi, klinik ve hayvan
calismalarinda son donemde uzerinde galisilan, hastaligin patofizyolojisinde
rolu oldugu dusunulen molekuller olmalarndir. Ayrica anti BCL-2 boyamasi,
diger standart boyalarin aksine, myenterik ganglionlar igindeki sinir liflerini
zayif boyadigindan, sinir hucresi govdelerinin goruntilenmesi i¢in uygundur
(23). Enterik néronal referans marker olarak Laminin tercih edilmigtir.

Bununla birlikte, Hirschsprung hastaliginda noral ve noéral olmayan
antijenlerin immun boyama modellerine ayriimig ¢ok sayida c¢alismaya
ragmen, tek bir antikor veya c¢oklu antikor paneli olusturulamamis ve
immunohistokimya, HH'nin rutin tanisinda henuz genel kabul gérmemistir (7).

immunohistokimya c¢ok degerli bir yoéntem olarak kullaniima
potansiyelinin yanisira, Ozellikle genetik analizlerle desteklenerek, asamali
calismalarin O6nemli bir parcasi olabilecek, kantitatif veri sunumlari
saglayabilecek, HH’nin anlasilabilmesi, taninabilmesi, yonetilebilmesi igin
kaliteli veriler sunabilecek bir yontemdir.

C. Elektron Mikroskobik Galigmalar

Bu galigmalar fazla zaman alir ve numunelerin degerlendiriimesinden
once birkag prosedur gerektirir. Bu nedenle, HH histopatolojisini dogrulamak
icin ¢cok fazla tercih edilmez (44).

D. Genetik Caligsmalar

Enzim histokimyasinin yetersizligi nedeniyle immunohistokimyasal
degerlendirmelere, immunohistokimyanin da Ozellikle objektif kantitatif veri
sunma konusundaki yetersizligi nedeniyle genetik ekspresyon analizlerine
intiyag dogmustur. HH'’yi indukleyebilen anahtar genlerin tamaminin
tanimlanmasi ve hastaligin siddetini module eden etkilesimlerin anlasiimasi
hedeflenmektedir (9,45). Kullanilabilecek bazi molekuler/genetik yontemler
Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile mRNA duzeyinde analiz,
TUNEL assay ile apoptozis analizi, Western-blot ile protein dizeyinde analiz
ve DNA dizi analizi ile mutasyon analizi yontemleridir. HH supheli veya tanili
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bireylerde incelenmesine karar verilen molekullerin; hizli, kolay ve maliyet
acisindan rahat uygulanabilir bir yontem olan RT-PCR ile dokulardaki mRNA
ekspresyonlari Olgulerek molekuler dizeyde gen ifadesi degerlendirilebilir.
Ayni molekullerin protein duzeyindeki ekspresyonlarini, maliyeti oldukca
yuksek olan Western-blot analizleri ile degerlendirmek mumkinduir. Bu
hastalarin herhangi bir dokularindan elde edilen DNA orneklerinden ise
Sanger sekans, SSCP, MLPA gibi yontemlerle c¢esitli gen mutasyonlari
taranabilir. TUNEL assay ise apoptozis degerlendirmesi gibi spesifik bir isleve
sahiptir (24-26,31).

2.8. Komplikasyonlar

2.8.1. Enterokolit Tablosu

HEK, HHnin en ciddi ve potansiyel yasami tehdit edici
komplikasyonudur. Pre-operatif veya post-operatif donemde gorulebilen;
yuksek ates, sepsis bulgulari, bol, kétu kokulu ishal seklinde digkilamaya
ragmen karinda distansiyon, hassasiyet ve direkt grafilerde genis tabanli hava
sivi seviyelerinin bulunmasi ile karakterize intestinal tikaniklik tablosudur.
intestinal igerigin stazi, mukozal kan dolagiminin bozulmasina ve bakteriyel
translokasyona yol agarak enterokolit olusumuna neden olur (1,2,5,9).

HEK hem ganglionik hem de aganglionik segmentlerde gorulur (1-
5,10,11). Tedavi edilmezse toksik megakolona ve kolon perforasyonuna
neden olabilir (4,11).

HEK sikhginin  %17-50 arasinda olduguna dair farkh yayinlar
bildirilmistir. Bunun ana nedeni tanida farkl kriterlerin kullaniimig olmasidir.
HH’nin cerrahi tedavisi sonrasi HEK sikligi %5-35 civarindadir. Erken post-
operatif ddnemde veya daha sonra gorulebilir. Sendromik hastalarda sikligin
daha fazla oldugu dusunulmektedir. Erken ve dogru tani, uzamis ve sorunlu
hastane yatiglarinin 6nune gegebilir (5,9,11,40).

HEK tedavisinde ciddi basari saglanmis olsa da hala 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. HEK geciren hastalarin tibbi yonetimi,
gecirmeyen HH'li olgulara gore 2,5 kat daha maliyetlidir (46).

HEK geligsiminde etkili oldugu dusunulen genel risk faktorleri; uzun
segment HH, cinsiyet, genetik faktorler-aile oykusu, basta Down sendromu
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olmak uzere ek anomaliler-sendromlar, uzun segment hastalik, asamal
operasyonlar, operasyon tipi, mekanik nedenler, defonksiyone stoma seklinde
tanimlanmistir (9,47,48).

Gunumuzde HEK etiyolojisi net olarak aydinlatilamamigtir. Deneysel
kanitlara dayali birka¢ hipotez onerilmistir. Bunlar; bagirsak mikrobiyotasinin
degisimi, mukozal bariyer fonksiyon bozulmasi, dogal immun yanitin
degismesi ve bakteriyel translokasyondur (46).

Literatirde Laminin ve BCL-2'nin HEK ile iligkisini agiklayan bir calisma
yoktur. Bu galisma Hirschsprung hastalarinda Laminin ve BCL-2'nin hem
aganglionik hem de ganglionik bagirsak segmentlerindeki expresyonunda
saptanan degigsikliklerin, ENS Uzerine olan etkilerini degerlendirmektedir.
ENS’deki bu degisimlerin HEK gelisiminde rol oynayip oynamadigi sorusuna
cevap aramak hedeflemektedir.

Tanisi hususunda fikir uyusmazliklari olabilen bu klinik tablo igin 1995
yilinda bir grup arastirici tarafindan “Delphi analizi” yapmig, HEK tanisi igin bir
skorlama sistemi tanimlanmistir (Pastor Skorlamasi). Tablo-1'de belirtilen
oykdu, fizik muayene, radyoloji ve laboratuvar 6zelliklerinden pozitif olanlarin
kargilarinda yazan skorlarin toplami 10 ve daha fazla ise HEK kabul edilmesi
uygun bulunmustur (10,11).
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Tablo-1: HEK Tanisinda kullanilan klinik skorlama sistemi (Pastor Skorlamasi)
(10,11)

HH iliskili enterokolit Skor

Oykii

Patlar tarzda diyare

Pis kokulu diyare

Kanl1 ishal

Daha 6nce HEK oykiisii

Fizik muayene

Distansiyon

RT sonrasi patlar gaz ve gaita ¢ikisi
Peripheral perfiizyon bozuklugu
Ates

Letarji

Radyoloji

Multipl hava-siv1 seviyeleri

Dilate luplar

Mukozada testere disi goriintiisii
Rektosigmoid alanda Cut-off igareti
Pnomotozis

Laboratuvar

Lokositoz

Sola kayma 1
TOPLAM 20
HEK >10

—_—— = NN —_—— NN

S g Vg

[a—
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GEREG VE YONTEM

1. Gereg

Uludag Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunun 8 Haziran 2022
tarih ve 2022-12/7 no’lu karari ile uygun bulunan bu tez ¢alismasi igin Bursa
Uludag Universitesi Proje Siregleri Yénetim Sistemi (BAPSIS) (izerinden
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimine, Lisansustu Tez Projesi
bagvurusunda bulunulmustur. TTU-2022-847 numarali proje Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 27 Haziran 2022 tarihinde
onaylanmig, 1 Temmuz 2022 tarihinde resmi olarak proje iglemleri
baglatiimistir. Mevcut tez galismasinda immunohistokimyasal analizler Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali (AD)nda,
molekller genetik analizler ise Tibbi Biyoloji AD’nda gergeklestiriimistir.
Calismalar sirasinda bu anabilim dallarinda bulunan ve mevcut galismada

kullanilan cihazlar ve kullanilan malzemeler listelenmistir.

1.1. Kullanilan Cihazlar
e Isik Mikroskopu (Olympus CX 31, ABD)
e immunohistokimya Boyama Cihazi (Ventana Benchmark Ultra, Fransa)
e Kapama Cihazi (Sakura/Tissue-Tek Film Kapama Cihazi, Hollanda)
e Mikrotom (Thermo/Shandon Finesse, ingiltere)
e Yerli Su Banyosu Cihazi (Turkiye)
e Etlv Cihazi (Nulve, Turkiye)
e Sogutmali Santrifij (Beckman Coulter, ABD)
e Vorteks (VELP Scientifica, italya)
e -80°C Derin Dondurucu (Panosonic, Japonya)
e -20°C Derin Dondurucu (Bosch, Turkiye)
e UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
e Class Il Laminar Flow Steril Kabin (Labogene, Danimarka)
o StepOnePlus™ System Real-Time PCR (Applied Biosystems, ABD)
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e Plate Santrifuj (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e GenomelLab™ GeXP Genetic Analysis System (Beckman Coulter, ABD)
e Thermal Cycler (Bio-Rad, ABD)
1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
e Monoklonal Antikor, BCL-2; Klon 124, (Novocastra, ABD)
e Monoklonal Antikor, Laminin Ab-1 (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e UltraView Universal DAB Detection Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e Etanol (Sigma Aldrich, ABD)
e izopropanol (Sigma Aldrich, ABD)
o HIBRIGEN DNA Mini Kit (Hibrigen, Trkiye)
¢ Omega Bio-tek RNA Kit (Omega Bio-tek, ABD)
e MicroAmp™ Optical 96-Well (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e TagMan® Primer Assays (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e TagMan® Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e 10 pl, 200 pl ve 1000 pl Steril Pipet Ucu (Isolab, Almanya)
e 1.5 mlve 0.75ml ve 0.2 Steril Eppendorf Tup (Isolab, Almanya)

2. Yontem

2.1. Hasta Secgim Kriterleri

Mevcut tez galismasindaki hasta grubu; Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Cocuk Cerrahisi Klinigi'nde opere olmus, histopatolojik
olarak tani konmusg olan 20 Rektosigmoid Hirschsprung hastasi ve kontrol
grubu olmak Uzere, Hirschsprung disi bir nedenle bagirsak rezeksiyonu
yapilmis 10 hastadan olusmaktadir. HH grubunda yer alan hastalar; 10’u post-
operatif HEK gegirmis (HEK+), 10’'u HEK gecirmemis (HEK-) olan hastalardan
secilmistir. HEK degerlendirmesi Pastor skorlamasi baz alinarak yapilmigtir.

Uygun boyanabilme ozellikleri ve saglikh veri saglama agisindan,
histopatolojik preparatlarin yasi 10 yil olacak sekilde segim yapilmistir.

Orneklem hesaplamasi G Power programi ile yapilmistir. Gig 0.8, alfa
(yanilma payi) 0.05 ve etki buyuklugu 0.45 (orta) alindiginda gerekli olan
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orneklem sayisi 48 olarak bulunmustur (31). Bu baglamda 20 Hirschsprung
Hastasinin aganglionik (G-) ve ganglionik(G+) olacak sekilde ikiser bagirsak
segmenti (toplam 40) ile Hirschsprung disi nedenle opere olmus 10 hastanin
tek bagirsak segmenti alinarak toplamda 50 preparat incelenmigtir.

HH grubuna ait G+ ve G- dokularin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile
aralarinda yapilan degerlendirmede BCL-2 ve Lamininin, HH etyolojisindeki
rolinu degerlendirmek amacglanmigtir.

HEK+ ve HEK- gruplarin cerrahi sonrasi hastada birakilan G+
dokularinin kargilastirilarak incelenmesi ile BCL-2 ve Lamininin, post-operatif
donemde gelisen HEK etyolojisindeki rolunun incelenmesi amaglanmigtir. Bu
incelemede G- dokular devre digi birakiimistir.

Calismada verileri toplanan HH grubu hastalari; “H1, H2, ..., H19, H20"
seklinde, kontrol grubu hastalari “K1, K2, ..., K9, K10” seklinde
numaralandiriimistir. H1-H10 numarali hastalar HEK+, H11-H20 numarall
hastalar HEK- grupta yer almaktadir.

Caligmaya dahil edilme kriterleri su sekilde belirlenmistir:

HH grubu igin;

e Rektosigmoid Hirschsprung hastaligi nedeniyle opere olmus ve tanisi
histopatolojik olarak konmus olmak

e Operasyon sirasinda 0-18 yas arasinda olmak

e Post-operatif takipli olmak

e Son 10 yil igerisinde opere olmus olmak

o HEKH+ hasta grubu igin: Post-operatif takipte en az 1 kez enterokolit atagi
gegirmis olmak

e HEK- hasta grubu igin: En az 2 yildir enterokolit agisindan post-operatif
takipli olmak ve bu surede enterokolit atagi gecirmemis olmak

Kontrol grubu igin;

e 0-18 yas arasinda olmak
e Hirschsprung disi bir nedenle kolonik rezeksiyon gegirmis olmak
e Malignite, anal atrezi, intestinal atrezi ve inflamatuar bagirsak hastaliklari

digi bir nedenle opere olmus olmak
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Calismada, belirlenen hastalarin patoloji argivinde bulunan parafinize
kalin bagirsak dokulari retrospektif olarak hem immunohistokimyasal
boyamalarla protein diuzeyinde hem de PCR, SSCP ve DNA dizi analizleri ile
DNA ve RNA expresyonu duzeyinde degerlendirildi.

2.2. Parafinize Doku Materyalinin Temini ve

immiinohistokimyasal Boyama

Deney Siirecinde Kullanilan Parafinize Doku Ornekleri: Toplamda
30 hastaya ait 50 adet patoloji materyali uzman patalog tarafindan incelenerek
calismaya dahil edildi.

Universitemiz patoloji laboratuvarinda HH tanisi igin H&E boyasi
yaninda Kalretinin, Sinaptofizin, CD-117 ve S-100 immun boyalari ile hasta
sonuglari dogrulanmaktadir. Bu ¢alismada benzer yontemlerle tani konmus
hastalarin parafin bloklari arsivden gikarilip her bir antikor igin uygun protokolle
deneme yapildiktan sonra tum hastalara uygun immunohistokimyasal boyama
yapildi.

immunohistokimyasal Boyama Yoéntemi: Her numune igin uygun
etiketler basildiktan sonra mikrotom cihazi kullanilarak numunelerden 2-3 p
(mikron) kalinhginda kesitler alindi. Deparafinizasyon, numunelerin 60°C
etlvde 2 saat inklibe edilmesiyle saglandi. Antikorlar uygun sekilde hazirlandi.
Numuneler immunohistokimyasal boyama i¢in cihaza (Ventana Benchmark
Ultra, Fransa) yerlestirildi.

BCL-2 ve Laminin igin agsagida anlatilan protokoller uygulandi.

BCL-2 icin Uygulanan Protokol: Hucre iyilestirme igin 90 dakika (dk)
boyunca CC1 uygulandi. 37°C’'de 48 dk Liquid Mouse Monoklonal Antikor
BCL-2 (Novocastra, UK) inkiibasyonu yapildi.100 ul (mikrolitre) Hematoxylin
II, 12 dk sureyle arka plan boyamasi olarak uygulandi. Son basamakta 4 dk
sureyle 100 pl Bluing reagent uygulandi. Boyamasi tamamlanan preparat
Ksilen kullanilarak film ile kapatildi.

Laminin i¢in Uygulanan Protokol: Protease 1 enzimi 8 dk sureyle
uygulandi. 37 °C’de 32 dk Laminin Ab-1 antikoru (Thermoscientific, ABD)
inkiibasyonu yapildi. 100 pl Hematoxylin Il, 12 dk sureyle arka plan boyamasi
olarak uygulandi. Son basamakta 4 dk siureyle 100 pl Bluing reagent
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uygulandi. Boyamasi tamamlanan preparat Ksilen kullanilarak film ile
kapatildi. Preparatlar 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

2.3. immunhistokimyasal Boya Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Laminin ve BCL-2 immunohistokimyasi ile boyanma sonuglari
degerlendirilirken bagirsak dokusuna ait preparatlarin Auerbach ve Meissner
plexuslarini igeren sinir kesitleri uzman patolog tarafindan incelendi.

BCL-2 pozitif boyanma, ganglion hucrelerinin sitoplazmik boyanmasi
olarak tanimlandi. Wang ve ark.’nin (49) yaptiklari galigmada belirlenen
kriterlere gore dokularin BCL-2 antikoru ile boyanma degerleri 0 ile +3
arasinda skorlanarak degerlendirildi. 0: Negatif, boyanma yok; 1+: Hafif
derecede boyanma (1-2 ganglion hucresi ve/veya soluk sari); 2+: Orta
derecede boyanma (3-5 ganglion hucresi ve/veya koyu kahverengi); ve 3+:
Siddetli boyanma (> 6 ganglion hucresi ve/veya koyu kahverengi) olarak
degerlendirildi. Laminin immunohistokimyasal boyanmasinda, Auerbach
ve Meissner pleksusunu cevreleyen bazal membran boyanmasi
degerlendirildi. Boyanma yogunluguna gore 0: Negatif, boyanma yok; 1+: Hafif
derecede boyanma; 2+: Orta derecede boyanma; 3+: Siddetli boyanma olarak
degerlendirildi.

Her iki immunohisttokimyasal boya i¢cin de +2 ve +3 boyanma
yogunluklar tek bir grupta toplanarak guglu pozitif / siddetli boyanma olarak
kabul edildi.

2.4. Parafinize Dokudan DNA izolasyonu

Mevcut tez caligmasi dahilinde mikrotom bigagiyla dorder kesit halinde
6-8 p kalinhginda kesilmis olan parafinize dokular, RNA ve DNA analizi igin
ayri eppendorf tuplere alindi. DNA izolasyonu igin dokular parafinden
arindirldi. Dokudan DNA izolasyon kiti (Hibrigen, Turkiye) protokoll takip
edilerek DNA izolasyonu gergeklestirildi.

Kit Protokolu: Eppendorf tupteki dokularin Gzerlerine 1000 pl Ksilen
eklendi ve 1 dk vortekslendi. Tupler 14.000 g'de 3 dk santrifuj edildi ve
supernatant uzaklastirildi. 1000 ul %100 alkol eklenen tupler vortekslendikten
sonra 14.000 g'de 3 dk santriflj edildi. Bu iglem bir kez daha tekrarlandi.
Ornekler 37°C etiivde 30 dk inkiibe edilerek kurutuldu. Takiben doku érnekleri
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mekanik olarak pargalandi. Uzerine hiicreleri pargalamak amaciyla 500 ul
DHP lizis tamponu eklendi ve vorteks yardimiyla homojen olana kadar
kanigtirildi. Doku igerisindeki proteinleri pargalamak amaciyla 20 ul proteinaz
K ve 200 pl DA Tamponu (Proteinaz K tamponu) eklendi ve 65 °C’de 60 dk
inkiibe edildi. DNA'nin segici olarak filtreli kolona (filtreli tip ve igine yerlestigi
toplama tupu) baglanmasini saglamak amaciyla 6rnek tzerine 220 pl kite ait
DB Tamponu (baglanma tamponu) ve 400 pl onceden sogutulmus etanol
(%100) eklendi ve vortekslendi. Homojen hale gelen karigimdan 750 ul
alinarak filtreli kolona aktarildi. 10.900 g’de 1 dk santrifuj edildi. Filtreli kisim
cikarilarak toplama tlpune suUzulen sivi atildi. Tapler tekrar birlestirildi.
Homojen karisimin kalan kismi ayni filtreli kolona aktarildi ve bir dnceki
basamak tekrarlandi. 500 pl DY tamponu (yilkama tamponu) filtreli tlplere
eklendi ve 10.900 g’de 1 dk santrifuj edildi. Toplama tipune suzuilen sivi atildi.
Bu asama tekrarlandi. Filtreli tip membraninin kurumasi igin higbir sivi
eklenmeden 10.900 g’de 3 dk santriflj edildi. Toplama tlupU ve i¢ine suzulen
sivi atildi. Filtreli tupler 1,5 ml’lik temiz mikrosantriftj tipulerine alindi ve direkt
membran uzerine 55 pl dH20 (60 °C isitiimis) eklendi. Oda sicakhgdinda 2 dk
inkiibe edildi ve 10.900 g’de 2 dk santriflj edildi. Tupteki izole edilmis DNA
kisa surede kullanilacak ise +4°C’de, uzun sure sonra kullanilacak ise -20 °C
muhafaza edildi.

2.5. Spektrofotometre ile DNA Kalite Tayini

UV-VIS spektrofotometre, elektromanyetik spektrumun ultraviyole ve
gorinum araliklarini 6lgmeye yarayan bir cihazdir (Sekil-5). DNA’nin bilinen
spektrum araligi 260 nm’dir. DNA miktari incelenirken bu aralik kullanilir.

Spektrofotometre ile Olgiim: Hastalardan elde edilen DNA
materyallerinin konsantrasyonu spektrofotometrede A260/A280 nm dalga
boyunda optik dansitesi (OD) okunarak hesaplandi:

DNA (ug/ml) = 260 nm’deki OD x Sulandirma orani x Katsayi (50)
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Sekil-5: UV-Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD) cihazinda DNA
kalitesinin 6lgumu esnasinda alinan goruntu

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir deoksiribo nikleik asit (DNA)
zincirinin bilinen iki pargasi arasinda uzanan 0zel bir DNA bolumundn
enzimatik olarak gogaltildidi in vitro bir tekniktir. istenen bdlgenin gogaltiimasi,
tek zincirli DNA'ya iki oligonukleotid primerin (forward (F) ve reverse (R))
hibridizasyonu ile baglatilir. Ardindan isiya dayanikli termal bir bakteriden
(Thermus aquaticus) izole edilmig bir polimeraz enzimi olan Taq polimeraz,
DNA'daki hedef bolgenin sentezini saglar.

PCR islemi: BCL-2'ye gore primer dizayn edildi
(ENST00000333681.5). Ekzon 1 bolgesi protein kodlamadigindan, kodlanan
bolgeleri iceren Ekzon 2 ve Ekzon 3 bolgeleri analiz edildi. Ekzon 2, baz gifti
1000’in Uzerinde oldugu icin 1. bolge (E2-1) ve 2. bolge (E2-2) olmak uzere iki
bolgeye ayrilarak arastirildi. Bu ekzonlara ait 6zellikler Tablo-2’de belirtilmigtir.

Tablo-2: BCL-2 geninin 2. ve 3. ekzonlarina ait primerler ve 6zellikleri

Ekzon no Primer Baglanma PCR Uriin
(Annealing)  boyutu (baz
Sicaklig Gifti cinsinden)
(°C)

Ekzon2-1 F: 5 CCTCTTCTTTCTCTGGGGGC 3’ 60 567
R: 5 GACGCTCTCCACACACATGA 3’

Ekzon 2-2 F: 5 GAACTGGGGGAGGATTGTGG 3 60 461
R: 5 GCTTGAGAAACACTGAAGGGG 3’

Ekzon 3 F: 5 TCATGGCCTCCAAAGAGCATT 3 65 480
R: 5 TCGACGTTTTGCCTGAAGACT 3’
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BCL-2 genine ait Ekzon 2 ve Ekzon 3’Un ¢ogaltiimasi icin Tablo-3’te
belirtlen PCR reaksiyonu hazirlandiktan sonra Tablo-4’te belirtilen kosullarda

amplifiye edildi.

Tablo-3: PCR reaksiyonunun hazirlanmasi

PCR Reaksiyonu
Ex Prime Premix 12.5 pl
F primer (10 pmol/pl) 1.25 pl
R primer (10 pmol/ul) 1.25 pl
DNA (50 ng/pl) 3 ul
Distile su 7 ul
Toplam hacim 25 pl

Tablo-4: PCR reaksiyonu kosullari

PCR kosullarn
94°C’de 2 dk
94°C’de 30 sn
63°C’de 30 sn
72°C’de 30 sn
72°C’de 7 dk
4°C'de

40 dongu

2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA dizi analizinde incelenmesi planlanan BCL-2 genine ait ekzonlar
PCR ile gogaltildiktan sonra kalite tayini yapilir. Ardindan reaksiyon sonucu
istenen bodlgenin c¢ogaltilip ¢ogaltimadiginin ve primerin non spesifik bir
baglanma yapip yapmadiginin belirlenmesi amaciyla elde edilen PCR Urunleri
%Z2’lik agaroz jelde yuaratulur (Sekil-6).

Agaroz Jel Elektroforezi Yontemi: 2 gr agaroz tartilarak 100 ml 1X
Tris-Borate-EDTA (TBE) icerisinde mikrodalga firinda 3 dk sureyle homojen
hale getirildi. igerisine 2 pl Etidyum bromiir eklenerek agaroz jel karigimi
hazirlandi. Kuyucuk olusturmak amaciyla taraklar elektroforez jel dokme
tankina sabitlendi. Sivi, tank icerisine dokuldu ve jel hazirlandi. PCR ornekleri,
120 V 30 dk agaroz jelde yurutulerek UV goruntuleme sistemi (Vilber Lourmat,

Almanya) ile goruntulendi.
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Sekil-6: Agaroz Jel Elektroforezi slrecine ait gorintiler A) Deney 6ncesi
hazirlanan ekipmanlar B) Agaroz jele PCR &rneklerinin yiuklenmesi C)
Elektroforez iglemi icin cihazlarin galistiriimasi D) BCL2 Ekzon 3 bdlgesine ait
PCR drunlerinin agaroz jelde yurutulmesinin ardindan UV altindaki goruntusu

2.8. BCL-2Geniigin Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi
(SSCP)

Calismamizda BCL-2 geninin ¢ogaltilan bolgelerine ait PCR Urtnlerinde
mutasyon varligi, 6n mutasyon tarama yontemi olan SSCP analizi ile
arastinldi. SSCP, bir bazlik degisimin dahi dikey elektroforezde belirlenmesini
saglayan yontemlerden biridir. Tek iplikli DNA’daki bir degisimin sebep olacagi
yeni konformasyona bagh olarak meydana gelen yurume farkliigindan
yararlanir ve mutasyon varligi konusunda on bilgi saglar. Bu sayede DNA dizi
analizi oncesi, farkh bant Ozelligi gosteren Orneklerde muhtemel baz
degisiklikleri saptanabilir.

SSCP Yontemi: Cogaltilan cift zincirli DNA, 95°C sicaklikta denature
edilerek, iki ipligin birbirinden ayrilmasi saglandi. iki ipligin birbirinden ayri
kalabilmesi icin drnekler buz igerisinde 5 dk, jele yukleme Oncesi ise +4°C’de
5 dk bekletildi.

2.9. Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi ve PAGE Yiikleme

Poliakrilamid jel elektroforezi camlari alkol ile silindi. Jelin yapistirmak
amaciyla karsilikli camlara Bind silane (Promage) ve Sigma cote (Sigma)
suruldu. Camlar kapatilarak sabitlendi. Kenarlari bantlandi. Poliakrilamid jel

25



camlarin arasina dokulerek tarak ters sekilde yerlegtirildi. Jel polimerizasyonu
amaciyla camlar yatay pozisyonda bir gece bekletildi. Ardindan tarak ¢ikarilip
ters sekilde takildiktan sonra her bir 6rnegin yuruyecegi kuyuya 4 ul stop
solisyonu kondu. Tum oOrnekler her bir kuyuya 3 pl olacak sekilde yuklendi.
1200 V (12 mA)ta 8 saat yurttuldi. Bu islemlere ait goruntiler Sekil-7'de

gOsterilmigtir.

Sekil-7: A) Poliakrilamid jelin hazirlanmasi B) Orneklerin jele yliklenmesi C)
Orneklerin jelde yurutilmesi

2.10. Gimiis Boyama
Bu yontem gimisin formaldehit ve sodyum karbonat varhidinda
indirgenmesi, boylece kahverengi goruntu olugsmasi prensibiyle galigmaktadir.

Normal bant 6zelliklerinden farkh goérintilere sahip 6rneklerin mutasyonu

26



olabilecegi ongorulerek, mutasyonun lokalizasyonunun, tipinin ve
anlamlihiginin tespiti icin DNA dizi analizi yapilr.

Boyama ve Goériintilleme Protokolii: istenmeyen kimyasallarin
uzaklastirilmasi ve DNA’nin jel matriksine difizyonunu engellemek amaciyla
%10’luk glasiyel asetik asit ile fiksasyon yapildi. Jel artiklarinin uzaklasgtiriimasi
amaciyla deiyonize su ile yikama yapildi. Kontrasti ve duyarlih@i artirmak
amaciyla 1000 ml %0,3’'luk gumus nitrat ¢ozeltisine 2 ml formaldehit eklenerek
boyama yapildi. 40 dk sonra kisa ve hizli yikama ile gumus boya uzaklastirildi.
Goruntuleme oncesi %3,4’luk sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle ani pH degisimi
yaratilarak bantlar gorundr hale getirildi. Gumuas tuzlarinin uzaklagmasi igin
sodyum karbonat ¢ozeltisine, sodyumtiyosulfat eklendi. Boyama reaksiyonun
durdurulmasi igin ise pH degisimi yaratmak amaciyla fiksasyonda kullanilan
cOzeltiden yararlanildi. Son agamada jel deiyonize su ile yikanarak asitten
arindinldi ve goruntulendi. Mutasyon degerlendirmesi yapildi.

2.11. DNA Dizi Analizi ile Mutasyon Tayini

A. Purifikasyon Basamagi

BCL-2 geninin tum ekzonlarina ait gogaltilan gen bolgelerini iceren PCR
urunleri, E.ZN.A® Cycle Pure Kiti (Omega Bio-tek, ABD) kullanilarak
reaksiyon igerisinde bulunan kimyasallardan arindirildi. Saf PCR drtuna elde
edildi.

PCR Piurifikasyonu Kit Protokoli: PCR urunleri ve Uzerlerine eklenen
Membrane Binding Solution karigimi filtreli kolona aktarildi. 14.000 g'de 1 dk
santrifij edildi. Toplama tapunde (kolonun altinda) kalan kisim uzaklastirildi.
Filtreli kolona 700 yl Membrane Wash Solution eklenerek 14.000 g’'de 1 dk
santrifij edildi ve kolonlar yikandi. Bu iglem 2 kez tekrar edildi. Filtreli tipler
1,5 ml'lik temiz mikrosantrifuj tUpulerine aktarilarak 35 uyl dH2O eklendi, oda
sicakhginda 5 dk inkube edildi. 14.000 g’de 1 dk santriflj edilerek purifikasyon
urunleri elde edildi. Purifikasyon isleminden sonra ornekler %2’lik agaroz jelde
120 V 30 dk yurataldu ve UV goruntileme sistemi (Vilber Lourmat, Almanya)

kullanilarak goruntulendi.
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B. DNA Dizi Analizi

BCL-2 genine ait DNA dizisinin incelenmesi amaciyla sekans
reaksiyonu ve sekans analizi asamalari asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi.

Sekans Reaksiyonu Yontemi: Elde edilen purifiye PCR Urunlerinde
GenomeLab™ Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kiti
(Beckman Coulter, ABD) kullanilarak sekans reaksiyonu gercgeklestirildi
(Tablo-5) ve Tablo-6’da belirtilen PCR kosullarinda Grinler amplifiye edildi.

Tablo-5: Sekans reaksiyonunun hazirlanmasi

Sekans Reaksiyonu

DTCS Quick Start Master Mix 8 ul

F primer (10 pmol/pl) 0.5 ul

R primer (10 pmol/ul) 0.5 ul
Purifiye DNA (50 ng/ul) 0.5-10 pl
Distile su 0-9.5 ul
Toplam hacim 20 pl

Tablo-6: Sekans reaksiyonu kosullari

PCR kosullar

96°C’de 2 dk

96°C’de 20 sn

50°C’de 20 sn 30 déngu
60°C’de 4 dk

4°C'de ~

Alkol Uzaklastirma ve Sekans Analizi Yontemi: Sekans reaksiyonu
ile elde edilen PCR urunlerine 2 pyl Na-EDTA, 2 ul Na-Asetat, 1 ul Glikojen ve
60 pl %100’1uk soguk EtOH (etanol) eklenerek (-4°C) 14.000 g'de 15 dk
santrifij edildi. Santrifljle supernatant uzaklastirildiktan sonra hucre pelletleri
uzerine 200 ul %70’lik soguk etanol eklendi ve (-4°C) 14.000 g’de 5 dk santrif(j
edildi. Bu islem 2 kez tekrar edildi ve sonuncu alkol uzaklastirmasindan sonra
ornekler 37°C’de 2 saat bekletilerek alkolin ugmasi saglandi. Orneklerin
uzerine 40 pyl SLS (Beckman Coulter, ABD) eklenerek ornekler Beckman

Sample Plate’e yuklendi ve plaka sekans cihazina (Beckman Coulter
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CEQ8000 Genetic Analysis System) yiiklendi. Orneklerin DNA dizi analizleri
ileri ve geri olmak Uzere iki yonlu olarak gergeklestirildi.

Hastalara ait orneklerin DNA dizi analizleri, BCL-2 geninin referans
dizisi (Ensemble, OMIM, Gen Bank) ile karsilastirilarak poliakrilamid jelde
tespit edilen degisimler analiz edildi.

2.12. Parafinize Dokudan RNA izolasyonu

Mevcut calismada BCL-2 ve LAMA1 ekspresyonunun mRNA dlzeyinde
incelenmesi amaciyla oncelikle RNA izolasyonu gercgeklestirildi. Sonraki
asamada E.Z.N.A.® FFPE RNA Kit (Omega Bio-tek, ABD) protokolu geregi
RNA’larin cDNA’ya gevirimleri gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar, BCL-2 ve
LAMA1 primerleri kullanilarak analiz edildi.

RNA izolasyonu Kit Protokolii: Parafinize dokularin bulundugu
eppendorf tipe 1 ml Ksilol eklendi. 3 dk vortekslenerek dokular parafinden
arindirildi. Ornekler 10.000 g'de 3 dk santrifije edildi. Siipernatant atildi.
Ksiloli uzaklastirmak igin 1 ml %100 alkol eklenip 10 sn vortekslendi ve 10.000
gde 3 dk santrifuje edildi. Etanolin ug¢gmasi i¢in Ornekler 30 dk etlvde
bekletildi. Onceki basamakla beraber bu islem tekrarlandi. Dokular mekanik
olarak pargalandi. Doku iceren her bir tipe 200 pl Lysis buffer ve 20 pl
proteinaz K karisimindan eklenip vortekslendi. Ornekler énce 55 °C’de 30 dk
sonra 80°C’de 15 dk inkube edildi. 300 pl GFC Buffer eklendi ve vortekslendi.
Lizis edilen dokular 2 mI'lik DNA Clearance Column’una eklendi. 13.000 g'de
1 dk santrifUje edildi. Santriflj sonrasi olusan filtrata 675 pl etanol eklendi.
icerisinde presipitat barindirmayan 700 pl drnek, MicroElute LE RNA Column’a
aktarildi. 13.000 g’de 30 sn santrifuje edildi. SUpernatant atildi. Bu islem tekrar
edildi. 500 yl RNA Wash Buffer eklendi. 13.000 g’de 30 sn santrifije edildi.
Supernatant atildi. Bu islem tekrarlandi. Bos column en yuksek hizda 2 dk
santrifij edildi. MicroElute LE RNA Column, 1,5 ml’lik mikrosantriflj tUpune
aktarildi. 55 pl Diethylpyrocarbonate (DEPC) Water column membraninin
uzerine eklendi. Maksimum hizda 1 dk santrifije edildi. Elde edilen RNA bir

sonraki deney agsamasina kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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2.13. cDNA (Komplementer DNA) Sentez Agsamasi

Total RNA’dan cDNA sentezlemek amaciyla High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi.

cDNA Cevrimi igin Kit Protokolu: 2X RT master karisimi soguk blok
uzerinde hazirlandiktan sonra (Tablo-7), 10 pl RNA (2 pg) her bir PCR tupune
eklenerek pipetaj yapildi ve 25°C’de 10 dk, 37°C‘de 2 saat ve 85°C’'de 5 dk
thermal cycler cihazinda cDNA ¢evrim reaksiyonu gergeklestirildi. Deneyler
gerceklestirilene kadar cDNA’lar -20°C’de saklandi.

Tablo-7: Total RNA'dan cDNA sentezlemek igin hazirlanan PCR karisimi

RT Master karigimi

10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 uL
10X RT Random Primers 20puL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 50 U/uL 1.0 uL
Nuclease-free H>O 4.2 uL
Toplam hacim 10.0 L

2.14. mRNA Ekspresyon Analizi

Secilen genlerin ve bir referans genin mMRNA ekspresyon dizeyinin
kantitatif olarak belirlenmesi hedeflenir.

Gen Ekspresyon Analizi Yontemi: Genlerinin mRNA ekspresyon
analizleri icin TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanildi. Referans (housekeeping) gen olarak GAPDH (normal
sartlarda tum hucrelerde eksprese olan gen) kullanildi. Tablo-8 ve 9'da
belirtildigi gibi RT-PCR karigimi ve kosullari gergeklestirildi. RT-PCR analizi
TagMan problu primerler kullanilarak Step One Plus™ Real-Time PCR
sisteminde (Applied Biosystems, ABD) analiz edildi (Sekil-8). Elde edilen
veriler “RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) web tabanli

programda 2722CT metodu ile degerlendirildi. Arastiriimak istenen genin Ct
(esik dongusu) degeri, referans genin Ct degerinden cikartilarak normalize
edildi ve delta Ct (ACt) degeri hesaplandi. Sonrasinda kontrol grubunun ACt
degerleri, HH grubunun ACt degerlerinde ¢ikartilarak AACt degeri bulundu.
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Gen ifadelerinin kat cinsinden artan ya da azalan degerleri 2722¢t de seklinde
hesaplandi. Artan ve azalan ekspresyon degerleri 222t 'nin logaritmik analizi
sonucu fold regtilasyon degerlerinin [ logz(2 24CtLAMAT) 1 eldesi ile tespit edildi.

Tablo-8: mMRNA ekspresyonu igin RT-PCR karisiminin hazirlanmasi

1 reaksiyon | (n=4)
20X TagMan® Gen Expression Assay 1l 5 ul
2X TagMan® Gen Expression Master Mix | 10 pl 50 pl
cDNA (1-100 ng) 4 ul 20 pl
RNase-free water 5 ul 25 pl

Tablo-9: mRNA ekspresyonu igin RT-PCR kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) | Sire
Polimeraz Aktivasyonu / Denatlrasyon >0 2 dk
95 10 dk
Amplifikasyon 95 15 sn
(40 dongl) 60 1 saat

Sekil-8: StepOnePlus System Real-Time PCR cihazi (Applied Biosystems,
ABD)

Deneysel islemler esnasinda kaydedilen goruntiler Sekil-9’da sunulmustur.
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Sekil-9: Dokudan DNA izolasyonu icin gerekli protokoller uygulanirken, pipet

yardimiyla dokular Gzerine lizis tamponu eklenmesi surecine ait géruntu

2.15. istatistiksel Analizler

Mevcut calismada elde edilen tanimlayici istatistiksel analizler
(varyans, medyan vb.) ve alinan kantitatif sonucglara goére istatistiksel
degerlendirmelerde, SPSS Statistics Data Editor.v25 paket veri programi
kullanilmigtir. Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen verilerde asagida
belirtilen analizler kullaniimigtir;

1. Delta CT analizi (Ekspresyon verilerinin anlamlandiriimasi)

2. Normalite testleri

3. t testleri (Bagimsiz t testi, ANOVA, Mann-Whitney U testi vb.)

4. Ki-kare testi

5. Post hoc test (Tukey)

Tam test sonuglari %95 guven araliginda p<0,05 anlamlilik diizeyinde
kabul edilmistir. istatistiksel analizlerin grafiklendirilmesi Graphpad 8 programi
ile gerceklestiriimistir. Veriler histogram grafikleri, kutu grafikleri, 1s1 haritasi
grafikleri ile sunulmustur.

Is1 haritasi grafigi: Sayilarin veya sayi deger araliklarinin renkler ile
ifade edilmesi amaclanmaktadir. Sayilarin renklerle ifade edilmesi sonucunda
olasi korelasyonlarin varligi kolayca tespit edilebilmektedir (50).
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 20 kisilik HH grubunun 16’s1 erkek, 4’0 kizdi.
Kontrol grubundaki cinsiyet dagilmi 4 erkek, 6 kiz seklindeydi. HEK+
grubunun 9'u erkek, 1'i kizdi. HEK- grubun 7’si erkek, 3’U kizd1.

Toplamda 16 HH’li erkek hastanin 9'u, 4 HH’li kiz hastanin ise 1'i HEK
gecirmisti (Sekil-10). Yapilan analizler sonucunda cinsiyet ve HEK gegirme

durumu arasinda anlamli iligki olmadigi (p= 0,264) goruldu.

p=0,390

HASTA
SAYISI p=0,264 | e

l HEK DURUMU
B e

ERKEK KIZ

Sekil-10: Cinsiyete gore HEK+ ve HEK- dagilimini gosteren grafik

HH grubunda toplamda 3 Down Sendromlu, 1 Movat-Wilson sendromlu,
1 Cri-du Cat sendromlu hasta yer aliyordu. 1 Down sendromlu hasta hari¢
tumu HEK gecirmigti. Ancak istatistiksel olarak sendromik olma ve HEK
gegirme durumu arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi (p= 0,435).

HEK+ ve HEK- 10’ar kisilik her iki gruba uygulanan ameliyat teknikleri
esdeger olmadigi icin teknige yonelik bir istatistiksel degerlendirme
yapilamamistir. (Toplam 12 TERPT, 4 Laparotomi / Laparoskopi yardiml
TERPT, 3 Soave, 1 Myektomi uygulandi.)
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A. immunohistokimyasal Galisma Bulgular: Mevcut calismadaki
patoloji preparatlarinin, BCL-2 immunohistokimyasi ile boyanma sonugclari
Sekil-11’te gosterildigi gibi kategorizasyon yapilarak degerlendirildi.
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Sekil-11: BCL-2 immunohistokimyasi A) G- dokuda negatif boyanma (x200),
B) G+ dokuda hafif boyanma (x200), C) G+ dokuda siddetli boyanma (x200)

BCL-2 immunohistokimyasi ile boyanma Ozellikleri bakimindan
degerlendirildiginde HEK+ grubun, G+ dokularina yonelik incelemede 9
hastanin hafif (Sekil-11B), 1 hastanin giddetli (Sekil-11C) boyandigi goruldi.
Ayni gruptaki tum hastalarin G- dokularinin negatif (Sekil-11A) boyanma
Ozelligi gosterdigi tespit edildi.

HEK- grubun, G+ dokularina yonelik incelemede 6 hastanin hafif (Sekil-
11B), 4 hastanin siddetli (Sekil-11C) boyandigi goéruldu. Ayni grubun G-
dokulari incelendiginde 1 hasta hafif boyanirken, 9 hasta negatif (Sekil-11A)
boyanma 6zelligi gosterdi.

Kontrol grubuna ait bagirsak dokulari incelendiginde ise 9 hastanin
hafif, 1 hastanin siddetli boyandigi goruldu.

Hirschsprung hastalarinin BCL-2 immunohistokimyasindaki boyanma
Ozelliklerine gore yapilan degerlendirmede G+ dokular anlamli dizeyde pozitif
boyanma 6zelligi (pozitif boyanan hastalar = hafif boyanan ve siddetli boyanan
hastalarin tumu) gosterirken, G- dokular boyanmadi (p< 0,001).

BCL-2 immunohistokimyasi ile boyanma ozelliklerine gore HEK+ ve
HEK- gruplarin, G+ bagirsak dokularinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilmedi (p = 0,153). Bu iki grubun G+ bagirsak dokularinin boyanma
Ozellikleri, kontrol grubu ile farklihk gostermedi (p = 1 ve 0,121).
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Mevcut calismada patoloji preparatlarinin incelenmesi ile elde edilen
Laminin immunohistokimya boyamasinin sonuglari ise Sekil-12 ve 13’te
gosterildigi gibiydi.

B )

Sekil-12: Laminin immunohistokimyasi A) G+ dokuda Negatif boyanma
(x200), B) G+ dokuda Hafif boyanma (x200)

~s

Sekil-13: Laminin immunohistokimyasi A) G- dokuda negatif boyanma(x100),
B) G- dokuda hafif boyanma (x200), C) G- dokuda siddetli boyanma (x200)

Laminin immunohistokimyasi ile boyanma 6zellikleri bakimindan HEK+
grubun G+ dokulari incelendiginde 6 hastanin negatif (Sekil-12A), 3 hastanin
hafif (Sekil-12B), 1 hastanin siddetli boyandigi goéruldd. Ayni grubun G-
dokular incelendiginde 2 hastanin negatif (Sekil-13A), 5 hastanin hafif (Sekil-
13B), 3 hastanin giddetli (Sekil-13C) boyandigi gorulda.

HEK- grubun G+ dokularina yonelik incelemede 8 hastanin negatif
(Sekil-12A), 2 hastanin hafif (Sekil-12B) boyanma 6zelligi gosterdigi gorulda.
Bu grubun G- dokularinin 3'U negatif (Sekil-13A), 6’'s1 hafif (Sekil-13B), 1’i
siddetli (Sekil-13C) boyand.

Kontrol grubuna ait bagirsak dokularindan 5’i hafif, 5’i negatif boyandi.
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Hirschsprung hastalarinin Laminin immunohistokimyasindaki boyanma
Ozelliklerine gore yapilan degerlendirmede G- dokular anlamli dizeyde pozitif
boyanma 6zelligi gosterirken, G+ dokularin gogu negatif ve bir kismi da hafif
boyanma 6zelligi gosterdi (p<0,016).

Laminin immunohistokimyasi ile boyanma o6zelliklerine gore HEK+ ve
HEK- gruplarin, G+ bagirsak dokularinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilmedi (p = 0,541). Bu iki grubun G+ bagirsak dokularinin boyanma
Ozellikleri, kontrol grubu ile farklilik géstermedi (p = 0,451 ve 0,160).

B. Genetik Analiz Sonuglar: Yapilan Real-Time PCR analizleri
sonucunda, dokulardaki LAMA1, BCL-2 ve bunlarin ekspresyonunun tayininde
kontrol ifade geni olarak kullanilan GAPDH'in Ct degerleri ve bu degerlerin
delta-delta Ct metodu ile logaritmik ekspresyon oOlgim verileri Tablo-10'da
sunulmustur. logy( 272ACt BCL-2))  ye |ogy( 27AACt LAMAT ) geklindeki fold analizi
sonuglarindan, negatif olan degerler ilgili gene ait ekspresyondaki azalmayi,
pozitif degerler ekspresyondaki artigi ifade eder.

Tablo-10: HH ve kontrol grubunun incelenen doku 6zellikleri ve GAPDH, BCL-
2, LAMA1 gen ekspresyonlarina ait Ct degerleri ile bu genlerin ifadesini

belirten logaritmik fold regulasyon analiz sonuglari.

Hasta  Doku GAPDH BCL-2 LAMA1 logz(2-2ACtBCL-2) | |ogy(2-AACt LAMAT)
No Ozelligi

H1 HEK+,G+ | 31,93 32,78 28,47 -2,97 4,471
H2 HEK+,G+ | 32,25 34,11 33,36 -3,97 -0,099
H3 HEK+,G+ | 32,18 32,05 36,97 -1,98 -3,779
H4 HEK+,G+ | 34,18 30,8 34,17 1,27 1,021
HS HEK+,G+ | 31,93 32,48 28,59 -2,66 4,351
H6 HEK+,G+ | 31,26 30,15 34,36 -1,00 -2,089
H7 HEK+,G+ | 30,88 31,46 32,66 -2,69 -0,769
H8 HEK+,G+ | 29,68 32,74 33,68 -5,17 -2,989
H9 HEK+,G+ | 30,38 30,53 33,48 -2,26 -2,089
H10 | HEK+,G+ | 34,97 30,53 34,85 2,33 1,131
H1 HEK+,G- | 31,43 33,36 30,46 -4,04 1,981
H2 HEK+,G- | 29,21 30,26 33,4 -3,16 -3,179
H3 HEK+,G- | 30,18 29,97 28,67 -1,90 2,521
H4 HEK+,G- | 30,88 30,33 34,4 -1,56 -2,509
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HS
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10

HEK+,G-
HEK+,G-
HEK+,G-
HEK+,G-
HEK+,G-
HEK+,G-
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G+
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
HEK-,G-
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol

Kontrol

31,45
31,82
35,18
31,93
32,89
30,89
34,69
29,89
34,09
30,43
35,87
29,36
28,95
30
33,57
34,14
34,32
32,51
34,28
31,01
33
29,9
31,43
29,94
35,02
27,94
27,98
31,81
30,76
34,01
34,09
32,62
32,07
31,16
29,19
37,08

35,65
31,04
31,64
33,97
29,62
31,18
32,57
29,78
32,23
31,02
34,37
31,69
31,97
32,3
32,64
30,4
33,12
30,43
33,69
28,96
32,7
32,93
31,23
30,84
34,83
30,78
29,28
28,65
31,02
29,52
31,55
29,2
29,37
31,24
29,68
30,2

36,61
33,13
34,25
28,55
29,01
36,96
31,81
31,16
35,7
31,98
32,76
28,96
28,58
28,55
32,41
28,71
31,18
36,5
33,1
33,19
28,46
33,47
31,53
28,66
33,65
31,42
33,17
37
34,99
28,61
32,13
32,14
32,48
33,71
33,42
33,23
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-6,31
1,33
1,43
4,15
1,16
-2,40
0,01
-2,00
-0,25
2,70
-0,61
-4,44
5,13
-4,41
1,18
1,63
-0,91
-0,03
-1,52
-0,06
-1,81
-5,14
-1,91
-3,01
-1,92
-4,95
7,618
3,158
6,578
1,828
3,778
2,898
3,618
6,398
6,808
-0,562

-4,149
-0,299
1,941
4,391
4,891
-5,059
3,891
-0,259
-0,599
-0,539
4,121
1,411
1,381
2,461
2,171
6,441
4,151
-2,979
2,191
-1,169
5,551
-2,559
0,911
2,291
2,381
-2,469
-4,179
-4,179
-3,219
6,411
2,971
1,491
0,601
-1,539
-3,219
4,861



HEK+ grubun G+ dokulari ve G- dokulari, HEK- grubun G+ ve G-
dokulari ile kontrol grubu dokularindan olusan toplamda bes ayri doku grubu
karsilastirmali olarak incelenmistir.

BCL-2 mRNA ekspresyonu duzeylerinin, HEK+ ve HEK- tum ¢ocuklarin
yalnizca G- bagirsak dokularinda degil, G+ bagirsak dokularinda da kontrol
grubuna goére anlamh sekilde dusuk oldugu tespit edildi (p<0,0001).

BCL-2 mRNA ekspresyonlarinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari
Tablo-11'de, p degerleri ile birlikte sunulmustur (p<0,05 anlamh kabul
edilmigtir).

Tablo-11: BCL-2 ekspresyon seviyelerinin gruplar arasindaki farkliliklarinin
anlamliliklarini degerlendirmek Uzere yapilan t testlerinin (ANOVA) analiz

sonucu
Tek Yonli Anova
95%’lik
Giiven
Ortalama | Araligindaki
Tukey Coklu Karsilastirma Testi Fark Dagilim Anlamhlihik | P Degeri

BCL-2(HEK+ / G+)
BCL-2(KONTROL) -6,122 -10,12 / -2,125 Evet 0,0001
BCL-2(HEK+ / G-)
BCL-2(KONTROL) -6,438 -10,43 /-2,441 Evet <0,0001
BCL-2(HEK- / G+)
BCL-2(KONTROL) -6,12 -10,12 / -2,123 Evet 0,0001
BCL-2(HEK- / G-)
BCL-2(KONTROL) -6,338 | -10,33/-2,341 Evet <0,0001

BCL-2(HEK+ / G+
BCL-2(HEK- / G+
BCL-2(HEK+ / G+
BCL-2(HEK+ / G-
BCL-2(HEK+ / G-
BCL-2(HEK- / G-
BCL-2(HEK- / G+
BCL-2(HEK- / G-

~ -

-0,002 -3,999/ 3,995 Hayir >0,9999

~ -

0,316 -3,681/4,313 Hayir >0,9999
-7,053 /
-3,056 0,9410 Hayir 0,2931

-

~ -

0,218 -3,779 /4,215 Hayir >0,9999

HEK+ ve HEK- grubun G+ ve G- dokulari arasindaki BCL-2 mRNA
ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedi.
Ancak HEK+ grubun G+ dokularinda ortalama BCL-2 ekspresyon seviyesi, G-
dokulardaki seviyeye kiyasla bir miktar disuk belirlendi. Bunun aksine HEK-
grupta G- dokulardaki ortalama ekspresyon seviyesi, G+ dokularinkinden bir
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miktar daha dusuktu. HEK+ hastalarin G+ bagirsak dokulari ile HEK- olanlarin
G+ dokular arasinda BCL-2 ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk gorilmese de HEK+ grubun ekspresyon duzeylerinin
ortalamasinin, HEK- gruba kiyasla bir miktar duguk oldugu belirlendi. Sekil-
14’te gruplara ait ekspresyon degerlerinin dagilimini (maksimum, minimum,

ortalama degerler vb.) ifade eden kutu grafigi sunulmustur.

10- . p=0,001
' <0001
p=0,001
<0001
5 -
I oS!
;\ ::Il. lll.l =
2 - L) L)
< e e e
s od ok e
Q
o —
o0
2
-1 0 1 1 1 1 1
-
A <2 O < o
3 2 N + S
& & & & S
N N N 2 o
’ ’ 'l \,’ ;
Q;O\/ Q;O/ Q;O\/ Q}O Q’c}’

Sekil-14: Gruplara ait BCL-2 gen expresyonlarinin dagihmini gosteren kutu
grafigi
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Yapilan analizlerde LAMA1 mRNA ekspresyonu duzeyleri agisindan
gruplar arasi anlamli bir farklihk gozlenmedi. Bu degerlendirme igin yapilan
analiz sonuglari Tablo-12’'de verilmigtir.

Tablo-12: LAMA1 ekspresyon seviyelerinin gruplar arasindaki farkliliklarinin
anlamliliklarini degerlendirmek Uzere yapilan t testlerinin (Anova) analizleri
(p>0,05)

Tek Yonli Anova
Ortalama 95%’lik Giiven
Tukey Coklu Karsilastirma Testi Fark Araligindaki Anlamhlik | P Degeri
Dagilim

LAMA1(HEK+ / G+)
LAMA1(KONTROL) -0,084 -4,081 to 3,913 Yok >0,9999
LAMA1(HEK+ / G-)
LAMA1(KONTROL) 0,053 -3,944 to 4,050 Yok >0,9999
LAMA1(HEK- / G+)
LAMA1(KONTROL) 2,048 -1,949 to 6,045 Yok 0,8131
LAMA1(HEK-/ G-)
LAMA1(KONTROL) 0,83 -3,167 to 4,827 Yok 0,9996
LAMA1(HEK+ / G+)
LAMA1(HEK- / G+) -2,132 -6,129 to 1,865 Yok 0,7751
LAMA1(HEK+ / G+)
LAMA1(HEK+ / G-) -0,137 -4,134 to 3,860 Yok >0,9999
LAMA1(HEK+ / G-)
LAMA1(HEK-/ G-) -0,777 -4,774 to 3,220 Yok 0,9998
LAMA1(HEK- / G+)
LAMA1(HEK-/ G-) 1,218 -2,779 10 5,215 Yok 0,9922

istatistiksel anlamlilik gdstermese de HEK+ grubun G- dokularindaki ve
HEK- grubun hem G+ hem G- dokularindaki ortalama ekspresyon seviyesinin,
kontrol grubunun ortalamasina gore bir miktar arttigi belirlendi. HEK+ grubun
G+ dokularinin ortalamasi, kontrol grubunun ortalama ekspresyon seviyesine
benzerdi. HH gruplarinin kendi G+ ve G- dokulari arasindaki ekspresyon
seviyeleri, istatistiksel olarak anlamh bir degisiklik gostermedi. Ancak HEK+
grubun G+ dokularinda ortalama LAMA1 ekspresyonu seviyesi, ayni grubun
G- dokularindan bir miktar daha dusukti. HEK- grupta ise G- dokularin
ortalamasi, G+ dokularinkine benzerdi.

HEK+ hastalarin G+ dokulari ile HEK- olanlarin G+ dokulari arasinda

LAMA1 ekspresyonu seviyesi duzeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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belirlenemese de HEK+ grubun ekspresyon duzeyleri ortalamasinin, HEK-
gruba gore bir miktar daha daha duguk oldugu belirlendi. Sekil-15’te gruplara
ait ekspresyon degerlerinin dagihmini (maksimum, minimum, ortalama

degerler vb.) ifade eden kutu grafigi sunulmustur.
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Sekil-15: Gruplara ait LAMA1 gen expresyonlarinin dagilimini goésteren kutu
grafigi

Gruplara ait karsilastirmalara ek olarak tum hastalarin tim dokularina
ait degerlendirmeler de yapilmistir. Sonuglar 1s1 haritasi grafigi seklinde

sunulmustur.

Is1 Haritasi Grafigi Sonuglari: Sekil-16’da tim gruplarin hasta bazinda

incelenen tum dokularina ait mRNA ekspresyon farkliliklarini gosteren isi
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haritasi grafigi sunulmustur. Kirmiziya yakin renklendiriimis olanlar
ekspresyon artigini, yesile yakin renklendirilmis olanlar ekspresyon azaligini
ifade etmektedir. Sinir degerde bulunan siyah renk, degisim olmadigini ifade
etmektedir.

H1  H1

H2 42 K2 H2  H2

H3 H3 K3 H3 H3

H4 Ha K4 H4 H4

H5 H5 K5 H5 H5

HE B K6 He He

H7 H7 K7 H7 H7

H8  Hs K8 H8 HS

H9  H9 K9 H9 H9

H10 H10 K10 H10 |H10

3 3 3 2 3 ; 3
VW@@g\o\ wéé-‘\@ Wég—’\@ Wéé:\@\ y 59;@1\0\ %\ég\@ \@Q}L\O\ §®@+\Q\ \&oégp\
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Sekil-16: Her bir dokuya ait mMRNA ekspresyon farkliliklarini gosteren isi
haritasi grafigi

Hastalar BCL-2 immunohistokimyasi ile boyanma 0zelliklerine gore
negatif ve pozitif olmak Uzere iki grup olarak degerlendirildiginde, BCL-2
ekspresyonunun da negatif grupta azalirken, pozitif grupta arttigr gozlendi.
immunohistokimya ve BCL-2 mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik goruldu (p=0,019). Ancak dokulardaki LAMA1 ekspresyonu seviyesi
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ile Laminin immunohistokimyasi ile boyanma 0zellikleri arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik olmadigi tespit edildi (p=0,563).

Hasta cinsiyeti ile BCL-2 ve LAMA1 ekspresyon seviyelerinde anlamli bir
iligki tespit edilemedi (p = 0,433 ve 0,52).

Hastalarin BCL-2 genine ait mutasyon durumunu degerlendirmek
amaciyla yapilan DNA izolasyonu verileri Tablo-13‘te belirtiimis olup normal
sinirdadir. (Maksimum 55 pl elisyon hacminde (stok) elde edilen DNA’larin
kalite tayininde spektrofotometrik A260/A280 orani ve pg/ml cinsinden

konsantrasyonlari analiz edilmigtir.)

Tablo-13: Elde edilen DNA'lara ait kalite ve konsantrasyon verileri

Hasta Stok (dH20) Optik dansite (OD) Konsantrasyon
H1 55 ul 1,8 131,26
H2 55 pl 1,9 271,71
H3 55 1,9 214
H4 55 1,7 185
H5 55 pl 1,8 106
H6 55 pl 1,9 216
H7 55 pl 1,8 112
H8 55 pl 1,8 60
H9 55 pl 1,7 109
H10 55 pl 1,9 181
H11 55 1,7 50
H12 55 1,6 45
H13 55 1,8 146
H14 55 pl 1,9 108
H15 55 pl 1,9 138
H16 55 pl 1,8 112
H17 55 pl 2 314
H18 55 pl 1,9 303
H19 55 1,8 75
H20 55 1,8 82
K1 55 1,99 168
K2 55 pl 1,8 339
K3 55 pl 1,8 152
K4 55 pl 1,9 192
K5 55 pl 1,9 117
K6 55 pl 1,99 181
K7 55 2 288
K8 55 1,9 145
K9 55 1,9 93
K10 55 pl 2 278
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DNA kalite tayininin ardindan BCL-2 geni ekzonlarina ait PCR
urunlerinin agaroz jel elektroforezinde uygunlugu degerlendirilmistir.

BCL-2 Ekzon 3’Un PCR urunlerinin uygun bant ozellikleri (parlak, tek
bantlar) gosterdigine dair 6rnek goruntu Sekil-17‘de sunulmustur.

Sekil-17: BCL2 geninin Ekzon 3 bolgesine ait PCR urunlerinin agaroz jelde
yurutulmesi

BCL-2 geni, Ekzon 2'nin 1. bolgesinde PCR’da optimizasyon sonrasi
hala c¢ogaltlamayan DNA oOrnekleri agaroz jele yuklendi. 18 hastanin
DNA’sinin jelde smear yaptigi (uygunsuz oldugu) goruntilendi. Bu DNA'larin
kiriklarinin, cogaltiimak istenen bolgelerde lokalize oldugu olasiligi
ongorulerek bu 6rneklerin ileri analizleri yapilmadi.

PCR uranlerinin agaroz jel elektroforezinde uygunlugunun tespitinden
sonra, tum orneklerin PCR Urunlerine SSCP analizi uygulandi. SSCP analizi
ile calismada yer alan tum hastalarin BCL-2 Ekzon 2'nin 2. Bolgesine (E2-2)
ve Ekzon 3’lerine ait goruntuleme ve degerlendirme yapildi. SSCP sonucunda,
Ekzon 3 i¢in 2 HH'li hastada, Ekzon 2-2 i¢cin 4 HH ve 2 kontrol grubu

44



hastasinda belirlenen farkh bant Ozellikleri nedeniyle DNA dizi analizi

yapilmasina karar verildi (Sekil-18).

Sekil-18: SSCP analizi sonrasi giumuis boyama yapilarak goérinttlenen tim
hastalarin BCL-2 Ekzon 2-2 ve Ekzon 3’lerine ait goOruntileme ve
degerlendirme A) H1,H7,H13,H15,H17,H18 ve K2, K7 numarali hastalara ait
mutasyon suphesi olan anormal gérinidmlu bantlar B) Daire ile isaretli kirmizi
alanlar: H1’e ait Ekzon 2’'nin 2. Bdlgesinin bantlari(E2-2) ve H3’e ait Ekzon 3
ve H18'e ait Ekzon 3 bantlarinin yakinlastiriimig gérintisit C) Daire ile igaretli
kirmizi alan: H15e ait Ekzon 2nin 2. Bodlgesinin bandinin(E2-2)
yakinlastiriimis goruntusu

SSCP’de farkh bant 6zelligi géstererek mutasyon suphesi olusturan
hastalara DNA dizi analizi yapildi. Bunlarin sonucunda;

18 numarali hastanin BCL-2 geni Ekzon 3’Undeki 3’'UTR kisminda
+37’de T>C degisimi saptandi, 3'UTR bolgesi kodlama yapmayan bir bolge
olmasina karsin ekspresyon seviyelerini degistirebilen, epigenetik faktorlerin
etkilesimi ile iligkili bir bolge olmasi nedeniyle dnem arz etmektedir. Bu
hastanin hem G- hem G+ dokusundaki BCL-2 mRNA ekspresyonu benzerdir,
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ancak kontrol grubuna gére belirgin azalma gdstermistir [logz(2-2ACt BCL-2)
degeri = -4,41 (G+ dokuda) /-3,01 (G- dokuda)].

17 numarali hastanin BCL-2 geni Ekzon 3’Unde -40 (intronik) C>A
degisimi tespit edildi.

6 numarali kontrol grubu hastasinin BCL-2 gen Ekzon 3’Unde -65
(intronik) G>A degisimi tespit edildi.

13 numarali hastanin BCL-2 genine ait 3. ekzonunun 662. bazindaki
T>C degisimi, literatirde tanimlanmamis (novel) bir degisimdir. Bu degisim,
CTC>CCC kodon degisimi ile aminoasit ifadesinde “lOsin”in “prolin”e
donusuimune neden olmaktadir. Bu hastanin G- dokusundaki BCL-2 mRNA
ekspresyonu, G+ dokusuna gore 6 kat azalmistir [log2(2-2ACt BCL-2) degeri = -
0,25 (G+ dokuda) / -1,52 (G- dokuda)]. Ayrica bu hastanin BCL-2 geninin 3.
ekzonununda -32 T>A intronik degisimi tespit edilmistir.

Tespit edilen degisimlere ve bir kontrol grubu hastasina ait normal
sekans goruntuleri Sekil-19’da verilmigtir
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Sekil-19: BCL-2 geninin 3. ekzonunun dizi analizi sonuglari hastalara ait

goruntulerin altinda hasta numarasi (H), mutasyon incelemesi yapilan gen
(BCL-2), inceleme yapilan ekzon (E), mevcut degisikliginin baz siralamasi,
baz degisikligi belirtilerek sunulmustur.

SSCP’de Ekzon 2'nin 2. bodlgesinde mutasyon agisindan spesifik bant
Ozelligi gorulen, ancak analiz edilebilir diuzeyde sekans goruntusu elde
edilemedigi i¢cin okumasi yapilamayan, 1 ve 15 numarali hastalarin BCL-2
genine ait sekans analizinde ekzonun baslangig bolgesi reaksiyondaki
kirlilikten dolayi degerlendirilemedi. Ancak 1 numarali hastanin hem G+ ve G-
segmentindeki BCL-2 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gore azaldig,
hem G- dokusundaki BCL-2 mRNA ekspresyonunun, G+ dokusuna gore 1,5
kat azaldi§i [logz(2-2ACt BCL-2) degeri= -2,97 (G+ dokuda) / -4,04 (G-
dokuda)], 15 numarali hastanin ise G- dokusundaki BCL-2 mRNA
ekspresyonunun, G+ dokusuna gore 3 kat azaldigi [logz(2-AACt BCL-2) degeri =
-0,61 (G+ dokuda) / -1,81 (G- dokuda)] tespit edildi. Bu degisimlerin kaynagi
olabilecek mutasyonun arastiriimasi hedeflenerek U¢ kez tekrar edilmesine
ragmen okunamayan bu bdlge i¢in ileri analizlerin yapilmasi, MLPA gibi buyuk
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delesyon ve duplikasyonlari analiz eden bir yontem ile degerlendiriimesi
planlandi.

SSCP’de gupheli bant ozelligi gorulen 7 ve 17 numarali hastalar ile,
kontrol grubunda yer alan 2 ve 7 numarali hastalarin 2. ekzonlarinin 2.
bolgesine ait dizi analizinde mutasyon tespit edilmedi. Bu bolge icin ilgili
hastalara ait DNA dizi analizleri normaldi (Sekil-20).
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H7 / BCL-2 / E2-2 NORMAL H17 / BCL-2 / E2-2 NORMAL

Sekil-20: BCL-2 geninin 2. ekzonunun 2. bdlgesinin dizi analizi sonuglari
hastalara ait goruntulerin altinda hasta numarasi (H), mutasyon incelemesi
yapilan gen (BCL-2), inceleme yapilan ekzon (E) sunulmustur.
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TARTISMA VE SONUG

Hirschsprung hastaligindaki temel problem olan aganglionozis,
muhtemelen noral krest hudcrelerinin gog edememeleri, anormal yapida
olmalari, vyerlesecegi uygun bir mikrogevre bulamamalari, matriks
proteinlerindeki anormallikler ve immatar noral elemanlarin
olgunlasamamalari gibi nedenlerle ortaya gikmaktadir. Noronal go¢ herhangi
bir nedenle duraksadiginda, distaldeki bagirsaklar aganglionik olarak
kalmaktadir (1,2).

intrauterin dénemde néral krest hiicrelerinin enterik sinir sistemini
olusturmak uzere, kraniokaudal yonde ve bagirsak duvarinda uygun yerlere
go¢ etmesinde gorevli ekstraselluler matriks proteinlerinden olan Laminin (1-
3,13,17-19) ve anti-apoptotik, = noroprotektif, noral progenitorlerin
farklilagmasiyla iligkili olan BCL-2’'nin de bu mekanizmada gorev aldigi
dusinulmektedir (22-26).

Ge ve ark. 2017’ de yaptigi ¢calisma ile BCL-2'nin bagirsaktaki rolundn,
enterik noronlarin hayatta kalmasini saglamak ve hucreleri apoptotik sinyale
kargi savunmak olabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada 15 HH, 5 kontrol
hastasina ait dar, transizyonel ve dilate segmentlere ait doku ornekleri;
immunohistokimya (protein diuzeyinde analiz), Real-Time PCR (mRNA
duzeyinde analiz), TUNEL assay (apoptozis analizi) ve Western-blot (protein
duzeyinde analiz) ile degerlendiriimis olup, G+ segment ve gegcis
segmentlerinde BCL-2 ekspresyonununun dogrulandigi, en ylksek BCL-2
ekspresyon seviyelerinin, kontrol grubu ile benzer dizeyde ve G+ segmentte
tespit edildigi bildirilmistir. G- dokuda ise, literatirle uyumlu sekilde duguk
oldugu sonucu elde edilmigtir (31).

Bu tez calismasinda, daha genis bir hasta kohortunda (20 HH, 10
kontrol) galisiimis olup, BCL-2 ekspresyonu hem immunohistokimyasal olarak
protein duzeyinde hem de RT-PCR yontemi ile mRNA dizeyinde analiz edildi.
Ayrica ilgili kohortun BCL-2 geni DNA dizi analizi ile de incelendi.
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immunohistokimyasal degerlendirmenin sonuglarina bakildiginda, HH
grubunda, hastalarin G- dokularindaki BCL-2 ekspresyonunun, G+ dokularina
goOre anlamli sekilde azalmig oldugu tespit edildi. Bu azalmanin anlamlihgr RT-
PCR ile mRNA dizeyinde istatistiksel olarak belirlenememisgtir.

Hirschsprung hastalarinin yalnizca G- dokularinda degil, G+
dokularindaki BCL-2 mRNA ekspresyonunun da kontrol grubuna kiyasla
dusuk oldugunun bulunmus olmasi mevcut litaratire ek bir katki
saglamaktadir. Literatirde bulunan verilerin isiginda, HH etyolojisinde BCL-2’
nin azalmis ekspresyonunun etkili olmasinin yaninda, bu hastalarin saglkli
oldugu dugunulen G+ segmentlerinde de azalmis BCL-2 duzeyleri tespit etmis
olmamiz, hasta bireylerde BCL-2 ekspresyon probleminin, bolgesel bir sorun
olmak yerine belki de tim bagirsaklari ve hatta baska organlari da etkileyen
bir patoloji olabilecegini dugindurmektedir.

Fonksiyonel bazal membranin 6nemli bir bileseni olan Laminin,
calismamizda BCL-2’nin kontrol noéral biyobelirteci olarak kullaniimigtir.
Laminin izoformlarindan ‘Laminin-1" in enterik ndral gelisimi destekledigi bilgisi
literatirde mevcuttur (17). Bu calismada da LAMA7in mRNA ekspresyonu
degerlendirilmistir.

HH etyolojisini aydinlatmaya yonelik olarak Li ve ark. Laminin ve RET
gen ekspresyonunu degerlendirmislerdir. Her ikisi icin de immunohistokimya
ve RT-PCR kullanilarak HH’li ¢cocuklarda G+, transizyonel ve G- segmentler
incelenmigtir.  Lamininin  tim segmentlerde eksprese edilirken, G-
segmentlerde yogun olan ekspresyonun G+ segmente dogru giderek
azaldigini saptamiglardir. RT-PCR ile yapilan kantitatif LAMA71 ekspresyon
seviyesinin G- segmentte, G+ segmenttekinin iki kati oldugunu, RET geninin
ekspresyonunun ise bunun tam tersi oldugunu ifade etmiglerdir. Bu bulgulara
dayanarak G- segmentte yuksek oranda artan Laminin ekspresyonunun,
enterik sinir hicrelerinin erken farklilagmasi, erken maturasyonu ve gogun
erken sonlanmasina neden olabilecegini ileri sirmuslerdir (50).

Bu calismada da Li ve ark.’nin g¢alismalarina benzer sekilde Laminin
molekult kullanilmig, RET geni yerine ise BCL-2 geni segilmigtir. Her iki
calismanin plani, hasta sayisi ve demografisi benzer niteliktedir. Laminin
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immunohistokimyasi anlaml sekilde benzerlik gostermis, G- dokularda G+
dokuya kiyasla artmistir (p<0,016). LAMA1 mRNA ekspresyonu bizim hasta
populasyonumuzda farkh 6zellikler gostermigtir. LAMA1 ekspresyon seviyeleri
bu ¢alismaya benzer sekilde G- dokuda yUksek, G+ dokuda dusuk olma egilimi
gostermistir. Ancak Li ve ark. (50) bu duzeyler arasinda anlamli farklilik tespit
etmigken, bizim calismamizda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir.

Bir diger deneysel calismada LAMA1 ekspresyonu, HH olusturulmus
farelerde hem RT-PCR hem de floresan immunohistokimya yontemiyle
arastinimistir. Hirschsprunglu farelerde, distal kolona kadar kolonizasyon
olmasina karsin, proksimal kolondan itibaren aganglionozis gorulmusg, G-
proksimal ve distal kolonlarindaki LAMA1 seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
onemli 6lgtde artmis oldugu gorulmustir. Bu calismada G- dokularda degisen
LAMA1 ekspresyonunun, HH ile sonuglanan enterik noral krest gogunin
bozulmasina katkida bulunabilecedini dusunulmusgtur (19). Bizim galismamiz
ve bu deneysel ¢aligma arasinda Hirschsprunglu hastalarda LAMA1 seviyesini
degerlendirme ve elde edilen sonuglar agisindan benzerlik mevcuttur.

HH tanisi daha once de bahsedildigi gibi Hemotoksilen-Eozin (H&E)
boyali kesitlerdeki aganglionosisin gorulmesi ile konur (1,2,52). Ancak H&E
boyamasinin bazi gugclukleri olmasi nedeniyle ganglion hucrelerinin
tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama
yontemleri tanimlanmaktadir (43,52,53).

Wester ve ark. anti-BCL-2’nin HH tanisinda 6zellikle G+ dokularda sinir
hlcresi govdesi goéruntulenmesi i¢in uygun oldugunu, G- dokularda ise
myenterik pleksustaki sinir liflerini zayif boyadigini belirtmiglerdir. Ayni
zamanda BCL-2'nin fetal donemden baslayarak tum yasam boyunca enterik
noronlarin hayatta kalmasini destekledigini ileri sirmuslerdir (23). Bizim
calismamizda Hirschsprung hastalarinin G+ bagirsak segmentlerindeki
submukozal ve myenterik noronlar BCL-2 immunohistokimyasi ile pozitif
boyanirken, G- bagirsak segmentlerinin immun boyama sonuglarinin negatif
olmasi benzer sekilde BCL-2'nin néronlarin hayatta kalmasinda rolt oldugu
fikrini desteklemektedir. Bu tez galismasi hasta grubunun homojen yapida
olmasi, yalnizca pediatrik hasta serisiyle ¢aligiimis olmasi, kontrol biyobelirte¢
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olarak Laminin tercih edilmesi agisindan bahsi gecen ¢alismaya gore farkhlik
arz etmektedir. Laminin immunohistokimyasinda ise G- dokular anlaml
duzeyde pozitif boyanma 6zelligi gosterirken, G+ dokular daha ¢ok negatif ve
hafif boyanma 0Ozelligi goOstermisti. Bu durum, Laminin duzeyindeki
degisimlerin anormal mikrogevreye yol agarak HH olusumunda etkili
olabilecegini dusundurmektedir.

Song ve ark. HH’nin tanisinda BCL-2'nin degerini aragtirmak amaciyla
yaptiklari immunohistokimya ¢alismasinda, BCL-2 proteininin normal eriskin
ve HH’li cocuklarin G+ segmentlerinde eksprese edilirken, G- segmentte
ekspresyonunun olmamasi nedeniyle, BCL-2 degerlendirmesinin HH'de
enterik noronlarin tanimlanmasi i¢in degerli olacagi sonucuna varmislardir
(22). Bizim galigmamizda da 20 HH’li hastanin 19'unda G- segmentte BCL-2
ekspresyonu saptanmazken, yalnizca 1 hastada G- segmentte BCL-2
immunohistokimyasi ile hafif boyanma 6zelligi gorulmustiar. Bu c¢alismanin
sonucu Song ve ark.’nin galismasiyla benzerlik gostermektedir.

Hegazy ve ark., 2021'de yaptigi calismada Hirschsprung ve iligkili
hastaliklar nedeniyle opere edilmis, obstruktif semptomlarla bagvuran
hastalarda BCL-2 ekspresyonu ile ganglion hlcre sayisi arasinda oldukga
onemli bir korelasyon oldugunu bulmusglardir. Calismada, BCL-2 protein
ekspresyonu agisindan hiperganglionik segmentler, hipoganglionik olanlarin
aksine guglu pozitiflik gostermistir (24).

Bu tez calismasinda elde ettigimiz immunohistokimyasal sonugclar
BCL-2 icin her iki galismaya da benzer 6zellik gostermekle beraber, bizim
calismamiza ilave edilen molekuler genetik deneylerle elde ettigimiz sonuglar
farkhlik arz etmektedir. BCL-2 mRNA ekspresyonunun G+ ve G- dokularda
istatistiksel olarak anlaml farklihk gostermedigi belirlenmigtir. Ancak BCL-2
MRNA ekspresyon seviyeleri arasinda bir korelasyon oldugu gozlenmistir.
Benzer gekilde Lamininde de immunohistokimyasal degerlendirmede anlamli
duzeyde farkhlik gorulurken, Laminin (LAMA71) mRNA ekspresyonu seviyesi
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik olmadigi tespit edilmigtir.

Caligmamizda yer alan ve molekuler biyoloji alaninda uzman

arastirmacilar; immunohistokimyasal yontemle protein dizeyinde tespit edilen
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ancak molekuler yontemlerle mRNA duzeyinde tespit edilemeyen bu
farkhliklarin, mRNA’nin  post-transkripsiyonel veya post-translasyonel
dizenlenmeleri nedeniyle protein sentezine yansimig olabilecegini
ongormektedir.

lzadi B ve ark. 2011 wvyillinda ganglion hucrelerini BCL-2
immunohistokimyasal boyamasi ile tanimlamak ve H&E boyamasi ile
kargilagtirmak icin bir gcalisma dizayn etmiglerdir. Bu calismada BCL-2
immunohistokimyasal yonteminin HH teshisi igin duyarhlik, 6zgullik ve
prediktif degerlerinin daha yuksek oldugunu, her iki yOontemin birlikte
kullaniimasiyla tanisal dogrulugun arttigini bildirmiglerdir (54).

Bu galismada rektosigmoid HH tanisi H&E histokimyasi ile konmus ve
cesitli immunohistokimyasal yontemlerle dogrulanmis preparatlarin, BCL-2
immunohistokimyasal boyamasi ile degerlendirmesi tekrar yapilmistir. Bu
calisma sonucunda BCL-2 immunohistokimyasinin HH tanisina yardimci,
duyarh bir yontem oldugu, calismada yer alan patoloji alaninda uzman
arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.

HEK, en ciddi ve potansiyel yasami tehdit edici HH komplikasyonudur.
HEK’in hem pre-operatif hem de post-operatif donemde gorulebiliyor olmasi,
etyolojisinde ganglion hucresi olup olmamasi disinda baska sebeplerin de
olabilecegini dugsindurmektedir (1,2). Literatirde uzun segment HH, cinsiyet,
ameliyat sirasindaki yas, operasyon tipi, ailede HH 6ykusu ve Down Senromu
dahil olmak tzere HEK igin pek ¢ok risk faktoru de tanimlanmistir (9,46,47).

Roorda ve ark., 2021 yilinda, toplam 146 HH'li hastanin %21’inin (n:31)
post-operatif HEK gecirdigini saptamiglardir; ancak bu olgularda klinik
Ozellikler ve risk faktorlerinin, HEK ile anlamh iligkisinin olmadigini
belirtmislerdir (48).

Bu tez calismasi retrospektif olarak planlandigindan klinik olarak
standardize edilmis rektosigmoid HH olan toplam 20 hastanin 10'u HEK
gecgirmemis, 10'u ise HEK gegirmis hastalardan randomize sekilde segilmistir.
Belirlenen gruplar incelendiginde serimizde, HH grubunun %80’inin (n:16)
erkek, %20’sinin (n:4) kiz iken, HEK+ grubun %90’inin (n:9) erkek, %10’unun

(n:1) kiz oldugu tespit edilmistir. Calisma sonuglari degerlendirildiginde
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cinsiyet ve Down Sendromlu olup olmamak ile HEK gelisimi arasinda
anlamlilik saptanmamigtir (p=0,264 ve p=0,435). Literaturde bildirilen bu risk
faktorlerinin bizim serimizde anlamlilik gostermemesi hasta sayisinin dusuk
olmasi ile iligkilendirilebilir.

HH etyolojisinde BCL-2'yi inceleyen galismalar literatirde yer almasina
ragmen (23-26), BCL-2'nin HEK geligimi ile iligkisini irdeleyen herhangi bir
calisma olmadigi tespit edilmigtir. Calismamiz bu konuyu inceleyen ilk galisma
olmasi nedeniyle 6nem arz etmekte ve Ozgun deger tasimaktadir. Bu
calismada immunohistokimyasal ve molekuler yontemlerle HEK gegiren
hastalarin G+ ve G- dokulari kendi arasinda karsilastiriimistir. Ayni sekilde
HEK gecgirmeyen gruplarda da bu karsilastirma  yapilmistir.
immunohistokimyasal boyanma ozellikleri ve BCL-2 mRNA ekspresyonlari
karsilastirildiginda HEK geciren grup ile gegirmeyen grup arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir farklihk tespit edilmemistir. Ancak G+ bagirsak
segmentlerindeki BCL-2 mRNA ekspresyon seviyeleri HEK geciren grupta,
gecgirmeyen gruba gore daha dusuk bulunmustur. HEK geciren grupta G+
dokudaki BCL-2 mRNA ekspresyon seviyelerinin dusuk olmasi, peroperatif
alinacak biyopsi sonucuna gore olgularin HEK gegirme ihtimalini 6ngormede
fayda saglayabilir. Fakat bu konunun molekuler genetik agisindan daha detayl
incelenmesi ve bir cut-off degerinin belirlenmesi gerekmektedir.

HEK geciren grubun G+ dokularindaki LAMAT mRNA ekspresyon
duzeylerinin ortalamasi, gecirmeyen gruba gore daha dugik bulunmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir. LAMA1 ekspresyon seviyelerinin
dagihmi genis bir yelpazede yer almaktadir. LAMA1 sonuglarinin genis bir
yelpazede yer almasi, Lamininin degerlendirimesinde daha hassas ve ¢ok
sayida hasta Uzerinde molekuller biyolojik c¢aligmalarin planlanmasini
gerektirmektedir.

Bu calisma Hirschsprung hastalginin etyolojisine isik tutmasinin
yaninda Hirschsprung enterokolitinin molekuler dizeyde anlasiimasina katki
saglayacak bir 6n ¢alisma olmasi dolayisiyla deger arz etmektedir.

Tum hastalarda BCL-2 genine ait mutasyon analizi gergeklestiriimistir.
Hirschsprung enterokoliti gegirmeyen 13, 17 ve 18 numarali hastalarin Ekzon
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3 bolgelerinde mutajenik degisimler saptanmistir. Yapilan DNA dizi analiz
sonuglari degerlendirildiginde; 13 numarali hastanin BCL-2 geninin 3.
ekzonununun 662. bazinda tespit edilen T>C degisimi, literatirde
tanimlanmamis (novel) bir degisimdir. Bu degisim, CTC>CCC kodon degisimi
ile aminoasit ifadesinde “I16sin”in “prolin”e donusumune neden olmaktadir. Ayni
hastanin BCL-2 geninin 3. ekzonunundaki -32 (intronik) T>A degisiminin ise
klinik anlamlihdr henuz belirtiimemistir. Bu hastaya benzer sekilde 17 numarali
hastanin BCL-2 geninin Ekzon 3’Undeki -40 (intronik) C>A degisimi klinik
anlamlilik arz etmemektedir. 18 numarali hastanin BCL-2 geni Ekzon 3’Undeki
3'UTR kisminda +37°de saptanan T>C degisimi ise, 3’UTR bdlgesinin kodlama
yapmayan bir bolge olmasina kargin ekspresyon seviyelerini degistirebilen,
epigenetik faktorlerin etkilesimi ile iligkili bir bolge olmasi nedeniyle 6nem arz
etmektedir.

BCL-2 geninin Ekzon 2 bolgesinde mutasyon arastiriimasi igin yapilan
SSCP analizinde de 1 ve 15 numarall hastalarin Ekzon 2’'nin 2. bdlgesinde,
mevcut yontemlerle ortaya konamayan ancak mutajenik olabilecegi dusunulen
degisimler saptanmigtir.

Molekuler genetik ¢alismanin sonucu olarak BCL-2 genine ait DNA dizi
analizinde, 20 HH’li hastanin 3’Unde net, 2’'sinde olasi mutajenik degisim
saptanmigtir. Mutajenik degisim saptanan olgularin bir tanesi HEK gegiren
hasta grubunda, diger dort hasta ise HEK gecirmeyen hasta grubunda yer
almistir. Mutasyon saptanan bu olgularin higbiri bilinen sendromik o6zellik
tasimamaktadir.

Sonug olarak;

1) Hirschsprung hastaligi ve Hirschsprung enterokoliti etyolojisi tam
olarak aydinlatilamamistir. Antiapoptotik ve ndroprotektif bir molekul olan BCL-
2 ile noral gelisimi destekleyen ekstraselluler matriks proteinlerinden olan
Lamininin ekspresyonlarindaki farkliliklarin bu etyolojide rol oynadigi
dusunulmektedir.

2) Hirschsprung hastaliginin tanisi H&E boyamasinda ganglion
hdcrelerinin gorulmemesiyle konmaktadir. Ancak g¢esitli zorluklari olmasi

nedeniyle farkli histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemler Gzerinde
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calisiimaktadir. Calismamizda degerlendirdigimiz BCL-2 ve Laminin
immunohistokimyasi ile boyanma Ozellikleri bakimindan ganglionik ve
aganglionik dokularin ayrimi mumkdandidr. Tanida kullanildiginda anlamli
sonug elde edilebilmektedir.

3) Calismamizda BCL-2 ve Laminin ekspresyonu agisindan ganglionik
ve aganglionik dokular arasindaki farklihklar immunohistokimyasal
yontemlerle protein duzeyinde tespit edilirken, Real-Time PCR yontemiyle
MRNA dizeyinde tespit edilememistir.

4) Hirschsprung hastalarinin yalnizca aganglionik dokularinda dedgil,
ganglionik dokularindaki BCL-2 mRNA ekspresyonlari saglikl bireylere gore
dusuk bulunmustur. Bu durum BCL-2 mRNA ekspresyon probleminin, sadece
aganglionik bagirsak bolgesini degil belki de tim bagirsaklari ve hatta bagka
organlari da etkileyen bir patoloji olabilecegini dusundurmektedir.

5) Calismamizda BCL-2 ve Laminin ekspresyon farkliliklari ile HEK
gelisimi arasinda iliski saptanmamistir.

6) Bazi Hirschsprung hastalarinin BCL-2 geninde mutajenik degigimler
tespit edilmigtir. Bu mutajenik degisimlerin klinik tablo Gzerindeki etkisi ile ilgili
ileri analizler gerekmektedir.

7) BCL-2 ve Laminin, Hirschsprung hastaligi ve Hirschsprung
enterokoliti etyopatogenezinde Uzerine dugulmesi gereken bir molekuldir.
Elde edilen sonuglar, daha genis hasta serileriyle yapilacak calismalarla
anlamlilik gosterebilecek potansiyeldedir.
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