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OZET

Demirel, G. (2012). Fumonisin B1'in toksisitesinde epigenetik degisikliklerin roliiniin
aragtirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Fumonisin B1 (FB1), Fusarium tiirii kiifler tarafindan iretilen ve diinyada muisirin
kontaminasyonunda en yaygin olarak rol aldigi bilinen bir mikotoksindir. FB1, hiicre
membraninn  6nemli bilesenlerinden olan sfingolipidlere benzerliginden dolayi,
sfingolipidlerin biyosentezini inhibe ederek toksik etkilerini gosterir ve bu da bircok
hiicresel sistemi etkileyen ve sitotoksik olan sfinganinin birikmesine sebep olur.
Bununla birlikte, FB1’in sitotoksik ve genotoksik etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Bundan hareketle, FB1’in karsinojenik etkisinde non-genotoksik
(epigenetik) mekanizmalarin rol alabilecegi diistiniilmektedir. DNA metilasyonu, timor
baskilayici genlerin ve onkogenlerin anlatimini degistiren epigenetik karsinojenezde rol
oynayan onemli bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir. Tez galismasinda, epigenetik
bir karsinojen olarak FB1’in doza bagli toksisitesinde, DNA metilasyonunun roliiniin
arastirtlmas1 amacglanmistir. Bu amagla, FB1’in sigan karaciger (Clone 9) ve bobrek
(NRK-52E) epitel hiicrelerinde global DNA metilasyonu iizerine etkileri ultraviyole-
diode aray (UV-DAD) detektor donanimli yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
ve anahtar tiimor baskilayici genlerin (e-cadherin, pl16, VHL, c-myc, pl5) promotor
bolgelerindeki CpG adast DNA metilasyonu iizerine etkileri metilasyona-6zgii PCR
(MSP) teknikleri kullanilarak aragtirtlmigtir. FB1’in, her iki hiicre dizisinde de kontrol
gruplar ile kiyaslandiginda global DNA metilasyonunda anlaml bir degisiklige sebep
olmadig: gosterildi. FB1, Clone 9 hiicrelerinde c-myc geninde metilasyonda degisiklige
sebep olurken, NRK-52E hiicrelerinde ise metilasyonda degisiklige sebep olmamustir.
FB1, her iki hiicre dizisinde VHL geninde kismi metilasyona sebep olurken; e-cadherin,
pl6 ve p15 genlerinde ise metilasyona sebep olmamistir. Tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglar ile FB1 toksisitesinde DNA metilasyonundaki degisikliklerin roliiniin
olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fumonisin B1, DNA metilasyonu, Sitotoksisite, Clone 9 hiicreleri,
NRK-52E hiicreleri
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ABSTRACT

Demirel, G. (2012). The role of epigenetic alterations in Fumonisin B1-induced toxicity.
Istanbul University, Institute of Health Science, Programme of Pharmaceutical
Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Fumonisin B1 (FB1) is a mycotoxin produced by the fungus Fusarium verticillioides,
which commonly infects corn and other agricultural products. Due to structural
similarities with sphingolipid, FB1 exerts its toxic effects by distruption of sphingolipid
biosynthesis, accumulation of sphinganine which can be higly cytotoxic and affects a
wide variety of cellular system. However, the mechanisms underlying FB1 cytotoxicity
and genotoxicity were still unclear. Therefore, non-genotoxic (epigenetic) alterations
may play an important role in the mechanism of FB1 carcinogenicity. There is
increasing evidence to suggest that altered expression of tumor suppressor genes and
oncogenes, which is regulated in part at the level of DNA methylation, is important
event involved in epigenetic carcinogenesis. The aim of the proposed study is to
investigate the dose-related effects of FB1 as an epigenetic carcinogen on DNA
methylation. Therefore, we investigated the effects of FB1 on global DNA methylation
by high-performance liquid chromatoraphy (HPLC) with ultraviole-diode array
detection (UV-DAD) and promoter CpG island methylation of key tumor suppressor
genes (e-cadherin, pl16, VHL, c-myc, pl5) by methylation-spesific PCR (MSP)
tecniques in rat liver epithelium (Clone 9) and kidney epithelium (NRK-52E) cells. No
significant dose-related effects on global DNA methylation were observed in both of
cell lines compared to controls. For the investigated genes c-myc was found to be
partially methylated in Clone 9 cells while not to be methylated in NRK-52E cells
treated with FB1. VHL was found to be partially methylated in both of cells treated with
FB1. No methylation changes of e-cadherin, p16 and p15 genes were seen in response
to treatment with FB1 in both of cells. This study suggest that DNA methylation as an
epigenetic mechanism may play an important role in the mechanism of FB1 toxicity.

Key Words: Fumonisin B1, DNA methylation, Cytotoxicity, Clone 9 cells, NRK-52E
cells
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1. GIRIS VE AMAC

Kimyasal karsinojenler giinlimiizde etki mekanizmalarina goére genotoksik ve
non-genotoksik  (epigenetik) karsinojenler olarak iki grupta incelenmektedir.
Genotoksik Kkarsinojenler, DNA dizisinde degisiklige sebep olurken, epigenetik
karsinojenler DNA dizisini degistirmeden gen ifadesini degistirerek toksik etkilerini
gostermektedirler. Genotoksik karsinojenez hizli standart toksisite testleri (Ames testi,
kardes kromatin degisim testi ve mikroniikleus testleri) ile tayin edilirken non-
genotoksik karsinojenezin taninmasi ancak 2 yillik karsinojenezite testleri ile miimkiin
olabilmektedir. Bu yiizden, non-genotoksik karsinojenezin belirlenebilmesinde daha
ucuz, daha cabuk ve az sayida hayvamin kullanildigi yeni yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda, genlerin anlatimlarinin diizenlenmesinde rolii olan DNA
metilasyonundaki degisikliklerin tayininin non-genotoksik karsinojenlerin indiikledigi
timorlerin ~ erken  belirlenmesinde  kullanilabilecek, potansiyeli en yiiksek
biyogdstergelerden biri olabilecegi yoniindeki c¢alismalar 6n plana c¢ikmaktadir
(Pogribny ve ark., 2008, Jiang ve ark., 2008; Koturbash ve ark., 2011). DNA
hipermetilasyonu tiimor baskilayict genlerin transkripsiyonunun baskilanmasinda
onemli rol oynarken, DNA hipometilasyonu onkogenlerin anlatiminin artmasina sebep
olur. Her iki durumun da tiimoér gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir.

Fumonisinler, Fusarium cinsi kiifler tarafindan sentezlenirler (Gelderblom ve
ark., 1991). Fusarium verticillioides (F. moniliforme) tiirli, diinyada misirin
kontaminasyonunda rol oynayan en yaygin kiiftiir. Fumonisinler, 1988 yilinda Fusarium
kiiltiirlerinden ilk kez 1izole edilmis olup, kimyasal yapilar1 aydmlatilmistir
(Bezuidenhout ve ark., 1988). Fumonisinler arasinda dogada en sik Fumonisin Bl’e
(FB1) rastlanmakta olup, ¢alismalar Fumonisin Bl iizerine odaklanmistir (Smith ve
ark., 1996). Fumonisin B1 ve Fumonisin B2’nin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
misir yetisen bolgelerde, 6zofagus kanserinin goriilme sikligmnin yiiksek oldugu
gosterilmistir (Sydenham ve ark., 1990; Chu ve ark., 1994). Fumonisin i¢eren misir ve
bu misirdan yapilan yemlerle beslenen atlarda beyin zari iltihabi (equine
leucoencephalomalacia, ELEM) (Marasas ve ark., 1988), domuzlarda akciger 6demi
(PPE) (Haschek ve ark., 2001), farelerde bobrek hastaliklari ve erkek siganlarda siganin
tiriine gore karaciger ve bobrek kanseri (Stockmann ve ark., 2008) ortaya ciktigi

gosterilmistir. FB1 yapisal olarak sfingozine benzemesinden dolayi, sfingolipidlerin



biyosentezini inhibe ederek toksik etkilerini gosterir. Hiicre membraninin 6nemli
bilesenlerinden olan sfingolipidlerin yapisinin bozulmasi hiicre biiyiimesi, morfolojisi,
farklilasmas1 ve davranisinda 6nemli degisikliklere yol acgabilir. Uluslararasi Kanser
Aragtirma Merkezi (IARC), hayvan deneyleri ve insanlarda 6zofagus kanserine sebep
olmasma dayanarak FB1’i ‘insanlar i¢in muhtemel karsinojen (Grup 2B)’ grubunda
simiflandirmistir (IARC, 1993). FB1’in sitotoksik ve genotoksik etki mekanizmalar1 tam
olarak aydmlatilamamis olup, FBI1’in ¢esitli tiirlerdeki farkli hastaliklarin
etiyopatojenezinden sorumlu non-genotoksik 6zellikte karsinojenlerden olabilecegi one
stirilmektedir (Smith ve ark., 1996). Epigenetik mekanizmalarin FB1’in karsinojenik
etkisindeki rolii hakkinda kaynaklarda yeterli bilgiye rastlanmamaktadir. Bundan
hareketle, FB1'in karsinojenik etki mekanizmasinda epigenetik degisikliklerin roliiniin
incelenmesi amaglanmistir. Tez ¢alismasinda bu amagcla; global DNA metilasyonu ve
anahtar timor baskilayici genlerin (e-cadherin, pl6, VHL, c-myc, pl5) promotor

bolgelerindeki CpG adast DNA metilasyonu arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin gen ifadesinde meydana
gelen kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik degisiklikler genetik
modifikasyonlardan farkli olarak; geri donilisebilme potansiyellerine sahip olma,
genomda yakimindaki bir diger gen grubunu etkileyebilme ve g¢evre ile modifiye
edilebilme gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (Feinberg, 2004). Epigenetik degisiklikler;
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, mikroRNA’larin (miRNA) regiilasyonu
olmak tiizere baslica lic mekanizma ile agiklanmaktadir (Sekil 2-1) (Sawan ve ark.,
2008). Bu mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin asir1 artmasina

veya baskilanmasina sebep olarak epigenetik hasarlara neden olmaktadir.

Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinin kovalent post translasyonel
degisimleri olarak tanimlanir. Histonlarin N-terminal uglarinda meydana gelen bu
modifikasyonlar; asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikutinasyon seklindedir.
Histon modifikasyonlar1 kromatin yapisini degistirerek gen ifadesinin kontroliinde rol
oynamaktadir. Histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun birlikte
calisarak gen ifadesinin durumunu etkiledigi ve bu sekilde hiicrenin yazgisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir. Kodlanmayan RNA’lar
epigenetik mekanizmalar arasinda son yillarda ortaya ¢ikmakta olup, mikroRNA’lar
olarak da bilinmektedir. MikroRNA'lar kii¢iik, protein kodlamayan RNA molekiilleridir.
Bazi mikroRNA'lar epigenetik mekanizmalar ile kontrol edilirken, bazilar1 da dogrudan
veya dolayli olarak epigenetik mekanizmada rol oynayan faktorleri hedef alirlar. DNA
metilasyonu, CpG (sitozin fosfat guanin) diniikleotidleri iginde bulunan sitozinlerin

metilasyonu olup, epigenetik mekanizmalar arasinda en yaygin olanidir.

2.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, genomun dogal bir modifikasyon mekanizmasi olup, CpG
dikniikleotidinde bulunan sitozinin 5. konumundaki karbonuna bir metil grubu (CHz)
baglanmasi ile gergeklesir ve sonugta 5-metildeoksisitozin olusur (Sekil 2-2) (Herman
ve Baylin, 2003). Memeli genomunda sitozinlerin yaklasik %2-5’i metillenmis ve

guanin ile baz ¢ifti olusturmus durumdadir (Bombail ve ark., 2004).
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Sitozin ve guaninin genomik bdlgelerde tekrarlanan sekillerde bulundugu
bolgeler CpG adaciklari olarak adlandirilir. CpG adaciklart 1-2 kb uzunlugunda kisa
DNA bolgeleridir ve genomun yaklasik olarak %2’sini olusturmaktadir. CpG adalari
genlerin promotdr bolgelerinde ve ilk ekzonlarinda bulunur ve bu bdlgeler %60-70
oraninda guanin ve sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir. CpG adalar1 genellikle tim
normal dokularda metile degil iken; impirinting genler ve inaktif X kromozom
genlerinde ise metile halde bulunur. Metillenmemis durumunda bulunan CpG
adalarindaki yeniden metillenmeler yaslanma siireci ve kanser gibi bazi hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, genom boyunca bulunan
CpG diniikleotidlerinin ise %70-80’1 metile haldedir, ¢cogunlukla tekrarlayan genomik
bolgelerde bulunur ve kromatinin yeniden diizenlenmesine aracilik etmektedir (Herman

ve Baylin, 2003).

DNA metilasyonununda DNA metiltransferaz (DNMT) ve s-adenozil metiyonin
(SAM) 6nemli rol oynamaktadir. DNMT’ler, SAM tarafindan saglanan metil grubunu
sitozinin 5. konumundaki karbona aktaran enzimlerdir. Simdiye kadar memelilerde 5 tip
DNMT enzimi saptanmis olup; bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve onun
izoformu olan DNMT3L’dir (Robertson, 2002). DNMTI1, ger¢ek metiltransferazlar
olarak da bilinir ve replikasyon sirasinda daha 6nce metillenmis halde bulunan sitozin
bazlarmi tanima ve metilasyonu yavru hiicrelere aktarma yani metilasyonun
korunmasini saglama 6zelligine sahiptir. DNMT]I, yari-metillenmis DNA bolgelerine
baglanir. DNMT3a ve DNMT3b de novo metiltransferaz aktivitesi gosterir ve erken
embriyogenez gelisim doneminde Onemli rol oynarlar. Yari-metillenmis ve hig
metillenmemis bolgelere baglanarak metilasyonu gergeklestirirler. DNMT3L ise;
DNMT3a ve DNMT3b enzimleri ile iliskili olup de novo DNA metilasyonunu
indliklemektedir. DNMT2’nin diger metil transferazlar gibi korunmus olan
metiltransferaz motifini tasidigi gosterilmis olup, ancak aktivitesi goriilmemistir (Das ve

Singal, 2004; Szyf, 2011).

SAM bir¢cok metilasyon reaksiyonunun metil vericisidir. Artist DNA
metiltransferazlar1 aktive eder, hipermetilasyonu tetikler ve global hipometilasyona
kars1 genomu korur (Caudill ve ark., 2001 Choumenkovitch ve ark., 2002). DNMT’lerin
etkisiyle SAM’dan s-adenozil homosistein (SAH) olusur;. SAM/SAH oran1 metilasyon



durumunun metabolik gostergesi olup metilasyon potansiyeli olarak da ifade edilir

(Davis ve Uthus , 2004; Detich ve ark., 2003).

2.2.1. DNA Metilasyonu ve Gen Ifadesinin Diizenlenmesi

Genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda goriilen DNA metilasyonu,
kromatin yapisinin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontroliinde Onemli rol
oynamaktadir. Aktif kromatinin (agik yapi) yani transkripsiyon faktorlerinin ve diger
koaktivatorlerin promotore baglanabildigi kromatin yapist metillenmemis CpG
diniikleotidleri igerir. Buna karsin, inaktif kromatin (kapali yap1) yani transkripsiyon
faktorlerinin promotore baglanamadigi kromatin yapist metillenmis CpG dintikleotidleri
igerir (Esteller, 2007). Bir genin metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasinda
ters bir iligiki vardir. Yani, diisiikk derecedeki metilasyon yiiksek oranda gen ifadesi ile
ve yiiksek derecedeki metilasyon ise diisiik oranda gen ifadesi ile baglantilidir. Hiicre
farklilagsmasiyla beraber farkli dokularda farkli genlerin ifade edilmesinin temelinde bu
diizenlenme yatmaktadir. Ayrica metilasyon dokuya 6zgiidiir ve bir kere gerceklesince o
dokunun biitiin hiicrelerine aktarilir. Sekil 2-3’de tiimor olusumunda DNA metilasyonu

degisimleri gosterilmistir (Esteller, 2007).

DNA metilasyonu ile transkripsiyonel baskilanmada ¢esitli mekanizmalarin rol
oynadigi one siirilmistiir. Bunlardan ilki, promotor bolgelerinde taninma alanlarinda
spesifik transkripsiyon faktorlerinin direkt baglanmasinin 6nlenmesini igerir. Bazi
transkripsiyon faktorleri (Ap-2, c-Myc/Myn, E2F) CpG kalintilarini igeren dizileri tanir
ve bunlarin herbirine baglanmanin metilasyon ile inhibe edildigi gosterilmistir (Das ve
Singal, 2004). Pek ¢ok transkripsiyon faktoriiniin metilasyon tanima bdolgelerinin
bulundugu ve metilasyona duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Ancak, daha sonra
metilasyon tanima bdlgeleri bulunmayan ve metilasyona duyarsiz transkripsiyon
faktorleri de kesfedilmistir. Diger bir mekanizma ise; spesifik transkripsiyonel
baskilayicilarin metillenmis DNA’ya direkt olarak baglanmasini igerir. Yani, promotore
baglanacak transkripsiyon faktorlerinin taniyacagi bolgeler, metilsitozine baglanan
proteinler (‘metil baglayict protein’, MBD) tarafindan maskelenir. Bu proteinlerin en iyi
taninmis Ornekleri MeCP2, MBD2 ve MBD3’tiir. Bu proteinler histon deasetilazlar
(HDAC1 ve HDAC?2) ile ve kromatin yeniden modellenme aktiviteleri ile birlikte
caligirlar. Tim bu kompleksler kompakt bir kromatin yapisi meydana getirerek,

transkripsiyonu baskilarlar. Boylece, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve



kromatin yapisini da etkiler ve bu da gen ifadesinin degismesiyle ortaya ¢ikar (Das ve
Singal, 2004).
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Sekil 2-3: Tiimor olusumunda DNA metilasyonu degisimleri (Esteller, 2007).

2.2.2. DNA Metilasyonu ve Kanser

Kanserde DNA metilasyonundaki degisiklikler erken safhalarda ve en fazla
gozlenen olaylar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Normal hiicreler ile karsilastirildiginda
kanserli hiicreler, DNA metilasyonu agisindan major degisimler gostermektedir (Baylin
ve Herman, 2000). Kanserli hiicrelerde gelisen DNA metilasyonu; ti¢ farkli mekanizma
ile incelenebilir: 5-metilsitozinin deaminasyonu sonucu mutasyon olusmasi; genomun
global hipometilasyonu ve tiimér baskilayici genlerinin promotor bdlgelerinde CpG
adalarinda hipermetilasyon ile baskilanmasidir (Gonzalgo ve Jones, 1997). Bununla
birlikte, DNA metilasyonu embriyonik gelisme, X kromozom inaktivasyonu, ve
genomik impirinting gibi bircok normal hiicresel olay ile de iliski halindedir. Normal ve
kanserli hiicrelerin DNA metilasyonu ile iligkisi Sekil 2-4‘de gosterilmistir (Esteller ve
Herman, 2002).
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Sekil 2-4: Normal ve kanserli hiicrelerin DNA metilasyonu ile iliskisi (Esteller ve Herman,
2002).

Bu mekanizmalardan ilki, 5-metilsitozinin mutasyon olusturma riskidir.
Normalde DNA’da bulunan sitozin en sik gézlenen mutasyon mekanizmalarindan biri
olan deaminasyon sonucu urasile dontisiir (Sekil 2-5a) ve bir RNA bazi olmasi
nedeniyle onarim mekanizmalarinca kolayca tanilarak onarilir. Buna karsilik, 5-
metilsitozinin spontan deaminasyonu sonucu olusan timin (Sekil 2-5b) normalde de
DNA’da bulunan bir baz oldugu i¢in onarim mekanizmalarindan kolayca kagar
(Gonzalgo ve Jones 1997). Tim genomdaki nokta mutasyonlarinin yaklagik tigte
birinden fazlasinin CpG adaciklarinda gozlenmesi, bu etkinin en agik belirtisidir. Bu
olaya tiimdr baskilayici gen olan p53 &rnek verilebilir. Insan solid tiimérlerinin
%50’sinden fazlasinda p53 geninde mutasyon goriilmektedir ve bunlarin %24’iinii, CpG

adaciklarindaki C—T doniisiimii olusturmaktadir (Singal ve Ginder, 1999).



Mutajenik etkiler Epigenetik etkiler
]| pP1g
a c
-) SAM
NH2 8)»1 0 1 >
NZNAH ()N: P~y R 1
-) NH3
g ) = 1 |
0N 0N ‘ Transkripsivon
| |
4 Biiyiime
C U
d
b NH (+) SAM
& (+) Ha0
NZ N CH3 () NHg Ay H3 hannns 1
e S
o) 'i, o p|| ' Transkripsiyon
Biiyiime
5-mdC T ‘ :

I¢i bos yuvarlak: metillenmemis; i¢i dolu yuvarlak: metillenmis geni ifade eder.

Sekil 2-5: Kanserli hiicrelerde gelisen DNA metilasyonu (Gonzalgo ve Jones 1997).

Hipometilasyon

Genom boyunca cogunlukla tekrarlayan genomik bdlgelerde bulunan CpG
diniikleotidlerinin  %70-80’1 metile haldedir. Kanserin erken asamasinda sitozin
metilasyonunda global bir azalma gosterilmistir. Hipometilasyon kromozomal
instabiliteye, retrotranspozon® aktivasyonu ve bazi protoonkogenlerin ekspresyonunda
artisa sebep olmaktadir (Das ve Singal, 2004). Hipometilasyon ve gen ekspresyonu
arasindaki bu ters iliski akciger ve kolon kanserlerinde k-ras proto-onkogeninde
gosterilmistir (Feinberg ve Vogelstein, 1983). Timorlerde siklikla hipometilasyon
gozlenen diger bolgeler ise retrotranspozonlar ve SINE (‘short interspersed nucleotide
elements’) ve LINE-1 (‘long interspersed nucleotide element type 1°) tekrarlanan
bolgelerdir (Sekil 2-5c).

DNA metilasyonu DNA’nin siki bir sekilde paketlenmesinde rol oynamaktadir.
Bu siki paketlenmeden dolayr Ornegin, transpozonlarin genom igerisinde hareket
etmeleri engellenmis olmaktadir. Ancak, metilasyon kaybr ile DNA siki bir sekilde
paketlenemeyeceginden transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal
instabiliteye neden olmaktadir. Ayrica, DNA onarim genlerindeki anomaliler de

kromozomal instabiliteye neden olmaktadir (Singal ve Ginder, 1999).

! Hareket edebilen genetik elemanlar
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Hipermetilasyon

Promotor bolgelerde CpG adasi hipermetilasyonu, normalde metillenmemis
olarak bulunan basta tiimor baskilayici genler olmak tizere genomda hayati fonksiyonu
olan pek ¢ok genin (DNA tamir genleri, hiicre siklus regiilatorleri, apoptozis ve
detoksifikasyonla iligkili genler gibi) hipermetilasyon ile sessizlestirilerek

fonksiyonlarinin kaybina sebep olur. (Sekil 2-5d).

[k olarak, 1993 yilinda sporadik retinobalastomda retinoblastoma (Rb) (Ohtani-
Fujita, 1993) geninde hipermetilasyon gbzlenmis olup, bunu takiben von Hippel Lindau
(VHL) (Herman, 1994), CDNK2A (p16) (Gonzalez-Zulueta, 1995, Merlo, 1995), CDH1
(e-cadherin) (Yoshiura, 1995, Graff, 1995) ve hMLH1 (Kane, 1997) genlerinde

hipermetilasyon oldugu kanser ile ilgili ¢alismalarda gosterilmistir.

Kanserde hipermetilasyonda rol oynayan genler (Tablo 2-1); hiicre siklusunun
regiilasyonu (pl16, pl5, Rb, pl4), DNA tamir sistemi (BRCA1, MGMT(O(6)-
metilguanin-DNA metiltransferaz), apoptozis (6limle iliskili protein kinaz-DAPK),
transmembran segmenti-TMS1), ila¢ direnci, detoksifikasyon, anjiogenez ve metastaz
gibi olaylardan sorumludur. Bununla birlikte; RASSF1A ve pl6 gibi belirli genler bir
cok cesit kanserde siklikla metile halde iken, diger genler ise sadece spesifik bazi
kanserlerde metiledir. Ornegin; GSTP1 geni %90°dan fazla prostat kanserinde
hipermetile durumda iken, akut miyeloid 16semide biiyiik oranda metillenmemis
durumdadir (Lee, 1994; Melki, 1999). Tablo 2-1°de kanserde hipermetilasyonda rol

oynayan onemli baz1 genler verilmistir.

CpG dalariin metilasyonunun tiimor gelisiminin 6zellikle erken donemlerinde
onemli oldugu, kanser i¢in bir nevi zemin hazirladigi, kanserin prognoz, ve yayilim
hizina etki ettigi disiiniilmektedir. Bu durum bir timor gostergesi olarak metilasyonun

Oonemini vurgulamaktadir.

2.2.3. Tez Calismasinda Arastirillan Genler

Tez c¢aligmasinda kanser ile iligkili oldugu bilinen 6nemli tiimdr baskilayict
genlerden e-cadherin, VHL, p16 ve pl5, onkogenlerden ise c-myc genleri promotor
bolgelerinde metilasyonunun arastirilmasi amaciyla se¢ilmistir. Proto-onkogenlerden
biri olan c-myc bir transkripsiyon faktoriinii kodlamakta olup, hiicre ¢ogalmasini kontrol

eder. c-myc Geninde meydana gelen hipometilasyon ile genin ekspresyonu artar ve bu
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da karaciger ve bobrek kanserlerinde hiicre ¢ogalmasi ile iliskilidir (Du ve ark., 2009;
Tao ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005). e-cadherin Bir adezyon molekiiliidiir ve doku
biitlinliigiiniin korunmasi, timoér invazyonu ve timor metastazi gibi bir¢cok olayda rol
alir. e-cadherin Geninin promotor bolgelerinde CpG adalarinin hipermetilasyonu mide
(Suzuki ve ark., 1999; Leung ve ark., 2001), karaciger (Matsumara ve ark., 2001; Yang
ve ark., 2003; Kwon ve ark., 2005) ve bobrek (Kawakami ve ark., 2003; Dulaimi ve
ark., 2004; Costa ve ark., 2007) kanserlerinde gosterilmistir.

Tablo 2-1: Kanserde promotor bilge CpG adalarinda hipermetilasyona ugrayan énemli
genler (Das and Singal, 2004)

Gen Tiimor Gelisimindeki Rolii Timor Tipi
APC Hiicre ¢ogalmasinda dengesizlik, e Meme, akciger,
hiicre gogii, hiicre adhezyonu ve 6zofagus

kromozomal stabilite

BRCAl DNA tamir ve transkripsiyon Meme, ovaryum
aktivasyonunu etkileme

pl6 (CDKN2A) Siklin bagimli kinaz inhibitorii GIT, bas ve boyun,

NHL, akciger

DAPK1 Apoptozun baskilanmasi Akciger

e-cadherin Hiicre ¢ogalmasinda artig, invasyon, Meme, tiroid, mide

(CDH1) ve/veya metastaz

ER Hormon resistansi Meme, prostat

GSTP1 Bazi karsinojenlerin aktif Prostat, meme, bobrek
metabolitlerinin detoksifikasyonunun
kaybi

hMLH1 DNA onariminin bozulmasi ve gen Kolon, mide,
Mutasyonlari endometriyum, ovaryum

MGMT p53 ilgili gen iceren DNA onarimi ve Akciger, beyin
ilag direnci

pl5 Proliferasyon ve aktivasyona Lésemi, lenfoma,
kontrolsiiz hiicre girisi skuamoz hiicre

karsinomasi, akciger

RASSF1A Hiicre ¢ogalmasi kontroliiniin kayb1 Akciger, meme,
ovaryum, bobrek,
nazofarengial

Rb Hiicre boliinmesi ve DNA replikasyonu | Retinoblastoma,
kontrolii i¢in gerekli olan genlerin oligodendroglioma
transkripsiyonunun bozulmasi

VHL (von Lindel RNA bagli protein degredasyonunda Bobrek hiicresi kanseri
Hippau) hata sonucu RNA stabilitesinde
degisiklik
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VHL tiimor baskilayict geninin CpG metilasyonunun ise bobrek kanserli
hiicrelerinin transkripsiyonel inaktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Herman ve
ark., 1994; McRonald ve ark., 2009). p16 Timoér baskilayict geni hiicre siklusunun
gelismesini inhibe eden siklin-D-bagimli protein kinazlarin inhibitoriidiir. Bir ¢ok
calisma, DNA metilasyonundaki degisikliklerin p16 geninin inaktivasyonuna sebep
oldugu ve karaciger, akciger ve bobrek kanserlerinde erken agamalarda gozlenebildigini
gostermistir (Belinsky ve ark., 1998; Kaneto ve ark., 2001; Tannapfel ve Wittekind,
2002 ; Qin ve ark., 2004; Dulaimi ve ark., 2004; Ko ve ark., 2008). p15 Timor
baskilayici geni ise 5p32 kromozomu iizerinde pl6 genine komsu olup, hiicre
siklusunun gelismesini inhibe eden siklin-D bagimli protein kinazlarin inhibitdriidiir.
Karaciger (Herman ve ark., 1996; Wong ve ark., 2000; Qin ve ark., 2004), mide kanseri
(Leung ve ark., 2001) ve l16semi (Batova, 1997) gibi bir ¢ok tiimérde pl5 geninde

metilasyon yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.

2.2.4. DNA Metilasyonu ve Kimyasal Karsinojenez

Kimyasal karsinojenler giiniimiizde etki mekanizmalarina gére genotoksik ve
non-genotoksik  karsinojenler olarak iki grupta incelenmektedir. Genotoksik
karsinojenler kanserin baslangic ve ileri safhalarinda 6nemli rol oynarken, non-
genotoksik karsinojenlerin ise kanserin tiimor gelisimi sathasinda gii¢lii bir rolii oldugu
diistiniilmektedir (Klaunig ve ark., 2000). Genotoksik karsinojenler, geri doniisiimsiiz
olarak DNA dizisini degistirirler ve bu yiizden giivenlik dozuna sahip degillerdir. Non-
genotoksik karsinojenler ise DNA dizisini degistirmeden genin ifadesinde degisiklige
sebep olurlar ve karsinojenik etkilerini siklikla uzun donem maruziyette ve sadece esik
deger asildiginda gosterirler. Non-genotoksik karsinojenlerin etkileri organ, cinsiyet ve
tire ait farkliliklar gosterebilir (Mally ve Chipman, 2002). Non-genotoksik
karsinojenlere ait tiimdr olusumu mekanizmalari gesitlilik gdstermektedir. Ornegin,
sitotoksik Ozellikte bir madde olan kloroform, hiicre ¢ogalmasini arttirarak farelerde
karaciger ve erkek sicanlarda bobrek tiimorlerine sebep olur. Karaciger hiicrelerinde
¢ogalmayi arttiran ve apoptozisi inhibe eden Wyeth-14,643 gibi peroksizom
proliferatorleri mitojen olarak etki gosterirler (Mally ve Chipman, 2002). Oksidatif stres
gibi diger mekanizmalar da non-genotoksik karsinojenezde rol alabilirler (Williams ve
Whysner, 1996). Non-genotoksik karsinojenlerin, hiicre biliylimesi ve hiicre oliimii

arasindaki dengeyi bozdugu diisliniilmektedir. Bu yiizden bir¢ok non-genotoksik



13

karsinojenlerin ortak 6zellikleri hiicre ¢ogalmasinin stimulasyonu ve apoptozis ile hiicre

6liimiiniin inhibisyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Williams ve Whysner, 1996).

Non-genotoksik karsinojenler transkripsiyonel, translasyonel ve
posttranslasyonel seviyelerde gen ifadesini degistirebilirler (Moggs ve ark., 2004).
Genetik mekanizmalarin aksine epigenetik mekanizmalar geri donilisiimli etkilerdir.
Buna ilave olarak, non-genotoksik karsinojenlerin genomik DNA hipometilasyonunu ve
gene Ozgli hipermetilasyonunu indiikleyerek karsinojenez olusumuna katki sagladigi

ileri siiriilmektedir (Moggs ve ark., 2004).

Baz1 ¢alismalarda non-genotoksik karsinojenlere maruziyet ile DNA
metilasyonundaki degisiklikler arasinda yakin bir iliski gozlenmis ve farkli
karsinojenler tarafindan deneysel olarak tlimoér gelismesinin erken sathalarinda DNA
hipometilasyonunun indiiklendigi gosterilmistir. Ornegin, Pereira ve arkadaslar1 non-
genotoksik  karsinojenlerin  (safra asitleri, rutin, bromdiklorometan, 5-aza-2-
deoksisitidin) fare ve sican bagirsak kolonunda hipometilasyona sebep oldugunu
saptamuglardir (Pereira ve ark., 2004). Benzer olarak, tekrarlanan dozlarda dikloroasetik
asit ve trikloroasetik asidin fare karacigerinde DNA hipometilasyonuna sebep oldugu
gosterilmistir (Ge ve ark., 2001a). Ayrica, peroksizom proliferatorii ve siganlarda
karsinojenik bir ajan olan Wy-14,643"iin si¢an karacigerinde c-myc geninde (proto-

onkogen) hipometilasyonu indiikledigi gosterilmistir (Ge ve ark. 2001b).

Farelere oral yol ile verilen trihalometanlarin (kloroform, bromodiklorometan,
klorodibromometan, bromoform) karaciger DNA’sinda 5-metilsitozin diizeylerinde
azalmaya ve c-myc geninin promotor boélgelerinde de hipometilasyona sebep oldugu
gosterilmistir (Coffin ve ark., 2000). Tao ve arkadaslarinin yaptiklari diger bir
calismada da kloroform, bromodiklorometan, dikloroasetik asit, trikloroasetik asitin de
sican ve fare bobreklerinde global DNA hipometilasyonuna ve c-myc geninde de
hipometilasyona sebep olduklar1 gosterilmis olup, DNA hipometilasyonunun bu
maddelerin bobrek tizerindeki karsinojenik mekanizmalarda rol aldigi ve karaciger ve
kolon kanserlerinin de bu mekanizma ile iligkili oldugunu gostermislerdir (Tao ve ark.,
2005).

Metapirilen uygulanmis sicanlarda yapilan arastirmalarda karaciger DNA’sinda
S-metilsitozin diizeyi yliksek bulunmus olup, yapilan gen anlatimi tayinininde de bir

degisiklik olmadigi bildirilmistir (Hernandez ve ark., 1991). Hepa lclc7 hiicreleri
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lizerinde yapilan bagka bir arastirmada TCDD’nin c¢esitli genler lizerindeki etkisinde
hiicresel DNA metilasyonunun etkili oldugu gosterilmistir (Jin ve ark., 2004). Krom
indiiklii akciger kanserinde p16 (Kondo ve ark., 2005) ve MLH1 (Takahashi ve ark.,
2005) genlerinde hipermetilasyon oldugu; daha yeni bir c¢alismada ise A549
hiicrelerinde histon metilasyonu ile birlikte MLH1 geninin ifadesinde azalma oldugu
(Sun ve ark., 2009) goserilmis olup, kromun karsinojenik etkisinde epigenetik

mekanizmalarin rolii olabilecegi 6ne stiriilmektedir.

Zhang ve ark. (2011), ila¢ indiKlii epigenetik degisikliklere dikkat ¢ekmistir.
Non-genotoksik si¢an karaciger karsinojeni olarak kabul edilen izoniyazid ile yapilan
bir caligmada; 42 giin siire ile 10 mg/kg izoniyazid maruziyetinin sigan karacigerinde
global DNA metilasyonunda azalmaya ve LINE-1 gibi tekrarlanan dizilerde ise
hipometilasyona sebep oldugu gosterilmis ve bu durumun da genomik stabiliteyi

bozabilecegi ileri siirlilmistiir (Zhang ve ark., 2011).

2.2.5. DNA Metilasyonunun Arastirilmasinda Kullanilan Yoéntemler

DNA metilasyonunun arastirilmast  amaciyla ¢ok sayida  yontem
kullanilmaktadir. Bu amagla, tiim genoma yonelik (global/genom capinda) ya da gene
0zgl diizeyde metilasyon analiz yontemleri gelistirilmistir.

5-metilsitozin igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki
degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullaniligh bir parametredir. Bu amacla, DNA’da 5-
metil-2-deoksisitidin’in (5-mdC) kantitatif tayini yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) ile gergeklestirilmektedir. Bunun igin, genomik DNA 6nce niikleaz P1 enzimi,
daha sonra alkali fosfataz enzimi ile deoksiriboniikleozidlerine hidrolize edilir ve
serbest niikleozidler ultraviyole diode-array detektor (UV-DAD) donanimli HPLC
(Gehrke, 1984, Ramsohoye, 1992, Fuke ve ark., 2004; Sandhu ve ark., 2009; Armstrong
ve ark., 2011) ya da kiitle spektrofotometre donanimli s1vi kromatografisi (LC-MS/MS)
sistemi (Song ve ark., 2005; Ma ve ark., 2009; Hu ve ark., 2010) ile analiz edilir.

Gene Ozgii metilasyon analizlerinde ilk olarak southern blot ydntemi
kullanilmistir. Bu yontem, genomik DNA’nin metilasyona duyarli bir restriksiyon
enzimi ile (Orn: Hpall) kesimi ve ardindan hibridizasyonu esasina dayanir (Bird ve
Southern, 1978). Fakat fazla miktarda DNA (5 ng ya da daha fazla) kullaniliyor olmasi

bu yonteme sinirlamalar getirmistir. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
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kesiminden sonra PCR uygulamasi (‘methylation-sensitive restriction enzyme related

PCR”) southern blot analizinden daha hassas bir yontem olmustur.

Bistilfit modifikasyonunu takiben DNA dizi analizi (bistlfit dizi analizi) ilk
olarak Frommer ve arkadaslar1 (Frommer ve ark.,, 1992) tarafindan 1992’de
gelistirilmis olup, bu yontem Clark ve arkadaslari (Clark ve ark., 1994) tarafindan
optimize edilmistir. O zamandan bugiine kadar bisiilfite genomik dizileme metilasyon
analizlerinde standart bir test olmustur. Bu yontem, hedef dizide 5-mdC-‘lerin tayini igin
cok 1yi bir aractir. Yontem, tek iplik¢ikli DNA’daki sitozinleri sodyum bisiilfitin urasile
deamine etmesi esasina dayanir ve bu esnada 5-mdC degismeden kalir. Daha sonra bu
modifiye edilmis DNA, degistirilmis dizi i¢in 6zgiin olan bir primer seti kullanilarak
PCR ile cogaltilir. Bu ¢ogalmada tiim urasiller (degistirilmis sitozinler) timin olarak
cogalirken, yalnizca 5-mdC’ler sitozin olarak kalir. Cogalmis parcalara ya direkt olarak
ya da her bir molekiilin klonlanmasindan sonra dizi analizi yapilir. Elde edilen analiz
sonucu, referans DNA dizisi ile kiyaslanarak metilasyon analizi kantitatif olarak
gerceklestirilir. Boylece bisiilfit dizi analizi sonucunda boélgedeki her CpG’nin
metilasyon durumu ile ilgili bilgi edinilir. Ayrica, bisiilfit PCR sonrasinda elde edilen
tirlin restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak da analiz edilebilir. Bu teknik kombine
bisiilfit restriksiyon analizi (combined bisulfite restriction analysis, COBRA) olarak
adlandirilir (Xiong ve Laird, 1997).

Daha sonralari, Herman ve arkadaslari tarafindan bisiilfit modifikasyonunu
takiben PCR analizi (metilasyona-6zgii PCR, MSP) gelistirilmistir (Herman ve ark.,
1996). Bu yontemde, bisiilfit ile modifikasyon sonrasi metillenmis ve metillenmemis
DNA’lar arasindaki dizi farkliliklarindan yola ¢ikilarak tayin yapilmaktadir. Bisiilfit ile
modifikasyon sonrasinda sitozinler urasile deamine olur ve urasiller PCR sirasinda
timine doniigiir. PCR, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢in 6zgiin olan primer
ciftleri kullanilarak yapilir. MSP, DNA’nin belirli bir bolgesindeki metilasyonun varligi
hakkinda bilgi verir, fakat ka¢ adet CpG dintikleotidinde metilasyon oldugu
saptanamaz. Bununla birlikte, basit, hizl1 ve az miktarda DNA’dan sonug elde edilebilen
bir yontemdir. ikincil olarak da ¢ok az maliyet gerektirir ve ¢ok fazla sayida &rnegin
analizine olanak saglar. Bu nedenle, sik kullanilan altin standart teknik olarak
gorilmektedir. Son yillarda metilasyon analizlerine bircok yeni yontemler de

eklenmektedir. Bunlardan bazilar1 ise bisiilfite modifikasyonunu takiben yapilan
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MethyLight (Eads ve ark., 2000), HeavyMethyl (Cottrell ve ark., 2004) ve MethylQuant
(Thomassin ve ark, 2004) gibi real-time PCR analizleridir.

Yukarida bahsedilen yontemler gene/diziye 06zgii yontemler olup, genom
capmnda da DNA metilasyonu analizlerinin yapilmasi biiyiilk 6nem tagimaktadir (Brena
ve ark, 2006). Metillenmis DNA immiinopresipitasyonu (‘methylated DNA
Immunoprecipitation, MeDIP’) teknigi, metillenmis DNA’larin anti-metilsitozin
antikorlar1 ile immunopresipitasyon prensibine dayali olarak izole edilmesi esasina
dayanir (Weber ve ark.,, 2005). Elde edilen MEDIP DNA’larin mikrodizilere
uygulanmasi son yillarda oldukga 6n plana ¢ikmaktadir (Chen ve ark., 2010; Butcher ve
Beck, 2010; Cheung ve ark., 2010; Li ve ark., 2010; Palmke ve ark., 2011; Ruike ve
ark., 2010). Boylece; mikrodizi analizi ile genom ¢apinda metillenmis ve metillenmemis

genler agiga cikarilarak kiyaslama yapilmaktadir.

2.3. Mikotoksinler

Mikotoksinler ¢esitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler olup,
insanlar ve hayvanlarda istenmeyen patolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana
getirirler. Mikotoksin terimi mantar anlamina gelen ‘myco’ ve zehir anlamindaki ‘toxin’
kelimelerinin birlestirilmesinden tiiremistir. insan ve hayvanlarda mikotoksinlerin sebep
olduklar1 olaylar mikotoksin zehirlenmeleri “mikotoksikozis™ olarak bilinmektedir.
Gilinlimiizde ¢esitli kiif cinsleri tarafindan iiretilen yaklasik 300 mikotoksinin varligi
bilinmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalar farkli mikotoksinlerin farkli
organlart etkiledigini ve akut toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere
sahip oldugunu, bazilarinin bu etkilerin birkagini birden gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica, mikotoksinler bugday, arpa, misir ve piring gibi besin kaynaklarinin yaygin
kontaminantlart olup, insan ve hayvan sagligi agisindan risk olusturmaktadir.
Mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri tarafindan
sentezlenmektedir (Bennett ve Klich, 2003; Creppy, 2002; Omurtag, 2002).
Mikotoksinler iginde en ¢ok incelenen ve toksisite olusturma potansiyeli en yiiksek
olani, aflatoksin grubundan hepatotoksik ve karsinojenik ozellikteki aflatoksin B1’dir.
Afrika ve Giineydogu Asya’da yapilan cesitli epidemiyolojik ¢alismalarda aflatoksin
iceren kiiflii gidalarin tliketimi ile karaciger kanseri sikligi arasinda bir iligki

saptanmistir (Yurdun, 1996; Williams ve ark., 2004). Son yillardaki mikotoksin
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caligmalarinda {iizerinde yogunlagilan diger mikotoksin gruplart ise okratoksinler,

patulin, trikotesenler, zearalenon ve fumonisinlerdir.

2.4. Fumonisinler

Fumonisinler, Fusarium cinsi kiifler tarafindan sentezlenir (Gelderblom ve ark.,
1991). Fumonisinler, diinyada misirin kontaminasyonunda rol oynayan en yaygin kiifler
olan Fusarium verticillioides (F. moniliforme) ve F. proliferatum kiifleri tarafindan
1988 yilinda ilk kez izole edilmis olup, kimyasal yapilar1 aydinlatilmistir (Bezuidenhout
ve ark., 1988). Ayrica, F. napiforme, F. anthophilum, F. dlamini ve F. nygamai tiirii
kiiflerin de fumonisinleri trettigi gosterilmistir (EHC, 2000; NTP, 1999). Nem,
yaklagik 20°C sicaklik ve 11-13 haftalik siire fumonisinlerin iiremeleri i¢in optimum
kosullari olusturmaktadir. Kimyasal yapilari, 2-amino-12,16-dimetil
polihidroksieikosan iskeletinin C14 ve C15 konumlarindan propan-1,2,3-trikarboksilik
asit ile esterlesmesiyle olusmustur (Sekil 2-6) (Steyn ve ark., 1999).

0 OH
Q@1
(6] OH OH OH

CHa
HsC
CH, CHs; OH NH,
0 (0]
O
74
OH
HO™ =0

Sekil 2-6: Fumonisin B1’in kimyasal yapisi.

Hayvanlardaki toksik etkileri, misir ve misir bazli insan besinlerinde sik
rastlanmalarindan dolay1, aragtirmacilar tarafindan fumonisinlere ¢ok fazla ilgi
gosterilmistir. Bugiine kadar yedi farkli fumonisin tanimlanmigtir. Bunlardan fumonisin
B1 (FB1) ve FB2 major toksinler olup, FB3, FB4, FAl, FA2 ve FC1 mindr olanlaridir.
FB1 ve FB2 yapisal olarak birbirine benzemekle birlikte, dogada en sik FB1’e

rastlanmakta olup, ¢alismalar FB1 iizerine odaklanmigtir (Smith ve ark.,1996).

Bu mikotoksinler, 6zellikle insan ve hayvan gidasi olarak kullanilan dogal veya
islenmis musir gesitlerinde bulunmaktadir. Sekil 2-7°de Fusarium cinsi mikotoksin ile

kontamine olmus misir gosterilmistir. Gidalarin islenmesinde kullanilan yontemlere
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kars1 dayaniklidirlar. Misirin kuru degirmende 6giitilmesi ile FB1’in kepek, tohum ve
una dagildigr gosterilmistir. Bununla birlikte, misir nisastasi {retiminde nemli
degirmende Ogiitme sonucunda, suda ¢oziinmesi nedeniyle FB1 konsantrasyonunda
azalma oldugu gosterilmistir. Islenmis gidalardan FB1’in uzaklastirilmasinda bir¢ok

faktoriin rol oynadigi gosterilmistir (EHC, 2000).
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Sekil 2-7: Fusarium cinsi mikotoksin ile kontamine olmus musir.

Epidemiyolojik calismalar bazi {lilkelerde insan 6zofagus kanserinin goriilme
siklig1 ve fumonisinler arasinda bir iliski olabilecegini ortaya koymustur. Ozofagus
kanserinin goriilme sikligiin diisiik sosyoekonomik sinifa sahip ve misir bazli gidalar
tilketen {lilkelerde daha fazla oldugu gosterilmistir. Giliney Afrika ve Cin’in bazi
bolgelerinde yapilan c¢alismalarda; FB1 ve FB2’nin yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu misir yetisen bolgelerde 6zofagus kanserinin goriilme sikliginin yiliksek
oldugu gosterilmistir (Sydenham ve ark., 1990; Chu ve ark., 1994). Fumonisin i¢eren
musir ve bu musirdan yapilan yemlerle beslenen atlarda beyin zari iltihabi (equine
leucoencephalomalacia, ELEM) (Marasas ve ark., 1988), domuzlarda akciger 6demi
(Haschek ve ark., 2001) ve farelerde bobrek hastaliklar1 ve erkek siganlarda sicanin
tirtine gore karaciger ve bobrek kanseri (Stockmann ve ark., 2008) gelistigi

gosterilmistir.

2.5. Fumonisin B1’in Toksikokinetigi

FB1, gastrointestinal sistemden zayif olarak absorbe edilir ve fegesle atilir.
Absorbe olan FB1 bir¢cok doku ve organa dagilmaktadir. Baz1 hayvan tiirlerinde FB1’in
plasentay1 gegmedigi ve siite atilmadigi gosterilmistir. Safra yolu ile hizla atildig1 ve az
miktarda da idrarla atildigi gosterilmistir. FB1’in karaciger ve bobrekte biriktigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, insanlarda ve diger memelilerde FB1’in toksikokinetigi
hakkinda ayrintilt bir bilgi bulunmamaktadir (EHC, 2000).
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2.6. FB1’in Toksisite Mekanizmasi ve Toksik Etkileri

FB1’in, sfingozin (SO) ve sfinganine (SA) vyapisal olarak benzerlik
gostermesinden dolayi, sfingolipid biyosentezini inhibe ettigi bildirilmistir. Sekil 2.8’de
sfingoid bazlarinin yapist gosterilmistir. Sfingolipidler, hiicre membraninin 6nemli
bilesenlerinden olan uzun zincirli serbest bazlardir ve mekanizmalarinin bozulmasi
hiicre biiytimesi, morfolojisi, farklilasmasi ve davranisinda énemli degisikliklere sebep
olabilir. Fumonisinler, sfinganin N-acil transferaz (seramid sentetaz) enziminin
inhibisyonu ile SA’in N-agilsfinganinlere (dihidroseramidlere) doniisiimiinii inhibe eder
(Sekil 2-9). Bu olay, serbest SA’in birikimine ve dokulardaki SA/SO oraninin artmasi
ile sonuclanir ve toksinlerin alimindan sonra erken bir sathada ortaya c¢iktigi

gosterilmistir (Merril ve ark., 1996; Wang ve ark., 1999).

OH

Sfinganin NH,

OH

Hsc/\/\/\/\/\/\/WOH

NH,
Sfingozin

OH

Hscmww\ OH
H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\”/NH

Dihidroseramid 0
OH

HSC/\/\/\/\/\/\/\)\’/\OH

H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\”/NH

Seramid o)

Sekil 2-8: Sfingozin ve sfinganinin kimyasal yapilari.
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Palmitil CoA + Serin

Yag Acil CoA ——— Sfinganin

Ny
Seramid
Sfingolipid .i‘l::_;.‘:, N-aciltransferaz
Sfingozin

: Fumonisinler tarafindan engellenen bolge
g g

Sekil 2-9: Fumonisinlerin toksik etki mekanizmasi (Soriano ve ark., 2005).

Farkli hayvan tiirlerinde FB1 maruziyetinin cesitli dokularda apoptozu arttirdigi
gosterilmis olup, bunun da FBI’in timor olusumu mekanizmasinda 6nemli bir rol

oynayabilecegi belirtilmistir (Lim ve ark., 1996).

Ayn1 zamanda FB1 toksisitesinde oksidatif hasarin da rol oynayabilecegi
gdsterilmisir. Insan ve sican glioblastoma hiicre kiiltiiriinde ve fare hipotalamik
hiicrelerinde 10-100 uM FB1’e 48-144 saat maruziyetlerde reaktif oksijen tiirlerinde
artis oldugu gosterilmistir (Galvano ve ark., 2002). Ayrica, FB1’in sican karaciger,
maymun bobrek, insan ve sican glioma, fare hipotalamik, insan noéroblastoma, insan
intestinal ve fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu indiikledigi

belirtilmistir. (Stockmann ve Savolainen, 2008).

FB1’in hiicre canlihigi tizerine etkileri ¢esitli hiicre tiplerinde calisilmistir.
FB1’in sigan hepatosit, sican hepatoma, kdpek ve domuz bobrek hiicrelerinde orta
derecede sitotoksik oldugu goriilmiis, buna ilave olarak tavuk makrofajlart icin de

sitotoksik oldugu belirtilmistir (Eriksen ve Alexander, 1998).
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Yapilan ¢alismalarda FB1’in zayif bir kanser baglaticist ve kanser gelistiricisi
oldugu ve genotoksik etkili olmadig1 gosterilmistir. FB1’in Salmonella testi ile TA97a,
TA98, TA100 ve TA102 sujlarinda S9 mikrozomal fraksiyonu yoklugunda ve
varliginda mutajenik etkilerinin olmadigi gosterilmistir (Gelderblom and Snyman, 1991;
Park ve ark., 1992). Sigan karacigerinde DNA onarim testi ile de in vitro olarak 0,04-80
uM/plaka konsantrasyonlarda ve in vivo olarak 100 mg/kg konsantrasyonda FB1’in
genotoksik olmadigr gosterilmistir (Gelderblom ve ark., 1989; 1992b). Primer
hepatositler ile yapilan in vitro ¢alismalarda FB1’in DNA tizerinde olumsuz etkilerinin
olmadig1 gosterilmistir (Norred ve ark., 1990;1992). Daha sonralari, Salmonella
mutajenite testi, Salmonella ile umu-mikrotest, Escherichia coli ile DNA onarim testi,
mikrocekirdek testi ve mitotik aktivite testinin de gerceklestirildigi in vitro
genotoksisite test sistemlerinde de FBI1’in genotoksik olmadigi konfirme edilmistir
(Gelderblom ve ark., 1995a).

FB1’e 50 ppm konsantrasyonda iki yil boyunca maruziyet sonrasinda erkek BD
IX siganlarinda kolongiokarsinoma ve karaciger hiicre karsinomalarinin olustugu
gosterilmistir (Gelderblom ve ark., 2001). FB1’in erkek F344 siganlarda renal tiibiil
timorlerine sebep oldugu, karaciger {izerine ise karsinojenik etkilerinin olmadigi
bildirilmistir. FB1’e 100 ppm konsantrasyonda iki yil boyunca maruziyet sonrasinda
disi F344 siganlarda karsinojenik etkiler olusmadigi belirtilmistir. 50 ve 80 ppm
konsantrasyonlara FB1 maruziyetinin disi B6C3F1 farelerde karaciger hiicre adenomlari
ve karsinomlarina sebep oldugu, erkeklerde ise Kkarsinojenik etki olusturmadigi

gosterilmistir (Howard ve ark., 2001).

Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi (The Scientific Committee on Food,
SCF) si¢an ¢alismalarindan elde edilmis tiim verileri toplamis ve FB1’i tek basina
degerlendirerek gozlenebilen higbir yan etki gostermeyen FB1 dozunu (No Observed
Adverse Effect Level, NOAEL) 0,2-0,25 mg/kg bw/giin olarak ve giivenlik faktoriinii
100 alarak da tolare edilebilir glinliik degerini (tolarable daily intake, TDI) de 2 ug/kg
bw olarak belirlemistir (SCF, 2000). Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik
Orgiitii’niin Gida Katki Maddeleri ile Tlgili Uzman Komitesi (Joint FAO/WHO Expert
Committee of Food Additives, JECFA) de FBI1, FB2 ve FB3 i¢in tek basina ya da
kombinasyonlar1 halinde Fischer sicanlardaki bobrek toksisitesi icin NOEL degeri 0,2

mg/kg bw/giin ve giivenlik faktoriinii de 100 kabul ederek, kesin olmayan maksimum
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tolare edilebilir gilinliik degeri (provisional maximum tolarable daily intake, PMTDI) 2
ug/kg bw olarak belirlemistir (JECFA, 2001).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC), hayvan deneylerine ve
insanlarda 6zofagus kanserine sebep olmasina dayanarak FB1’i insanlar i¢in muhtemel
karsinojen (Grup 2B) grubunda smiflandirmistir (IARC, 1993). Yapilan caligmalarda
FBI’in genotoksik olmadigi gosterilmis olup, etki mekanizmalart tam olarak
aydinlatilamamistir.  Fumonisinlerin,  ¢esitli  tiirlerdeki  farkli  hastaliklarin
etiyopatojenezinden sorumlu non-genotoksik 6zellikte karsinojenlerden biri olabilecegi
ileri stirilmektedir (Smith ve ark.,1996). Bununla birlikte, epigenetik mekanizmalarin
FB1’in karsinojenik etkisindeki rolii hakkinda kaynaklarda yeterli bilgiye

rastlanmamaktadir.

2.7. Fumonisinler ile Tlgili Yasal Diizenlemeler
Tolare edilebilir maksimum seviyeler o lilkede yasayan insanlarin bu yiyecegi ne
kadar siklikla tiikettigi ile ilintili oldugu icin bu seviyeler iilkeden iilkeye degisiklik

gosterebilir.

Gida ve yemler i¢in izin verilen maksimum fumonisin miktarlari Amerika
Birlesik Devletleri (A.B.D.)’'nde Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration,
FDA) tarafindan belirlenmistir (FDA, 2001) (Tablo 2-2). 1 Ekim 2006 tarihinde ise
yuriirlige giren Avrupa Birligi’nin Komisyon Direktifinde (‘European Commission
Regulation’) Avrupa Birligi iilkeleri i¢in Fusarium toksinlerinin maksimum seviyeleri
belirlenmistir (‘EC Regulation, 2006) (Tablo 2-2). Bu diizenlemeye gore birgok iiriinde
Fusarium toksinleri i¢in limitler ongoriilen degerlerin {istiinde tutulmus ve misirin

cesitli partikiil biiyiikliiklerindeki 6gilitme fraksiyonlari i¢in limit degerler belirlenmistir.

Tiirkiye’de ise fumonisinlerin (FB1+FB2) misir ve iriinleri i¢in maksimum
limitlerine iliskin sinirlamalar 17 Mayis 2008 tarihli ve 26879 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan ‘Tirk Gida Kodeksi-Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum
Limitleri Hakkinda Teblig’ (Teblig No: 2008/26) ile belirlenmistir (26879 sayili Resmi
Gazete). Daha sonra, bu teblig yiiriirlikten kaldirilmis ve 29 Aralik 2011 tarihli ve
28157 sayili Resmi Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Y onetmeligi’
gecerli olmustur (28157 sayili Resmi Gazete). Yapilan kiyaslamalarda 2011 yilinda
yayimlanan yonetmelikte fumonisinlerin maksimum limitlerinde bir degisiklik olmadig1

goriilmiistiir. Tablo 2-3’de Tiirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenen limitler verilmistir.
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Ulke Uriin Maksimum diizey (pg/g)
Kuru 6giitme ile elde edilmis musir diriinleri (Ogiitiilmiis
musir, yag icerigi kuru bazda < %2,25 olan misir unu, vb) FBL+FB, +FB; 12,0
Biitiin ya da kismen kuru 6glitme ile elde edilmis misir|FB; + FB, + FB3
AB.D.! |trinleri (Ogiitilmiis musir, yag icerigi kuru bazda > %2,25 4,0
olan musir unu, vb)
Kuru 6giitme ile elde edilmis misir kepegi FB, +FB,+FB; (4,0
Patlamis musir iiretiminde kullanilan temizlenmis misir FB;+FB,+FB3; |3,0
Islenmemis misir FB; + FB; 2,0
Misir unu, oglftulmus misir, yagt alinmig Ogiitilmis musir, FB, + FB, 10
rafine musir yagi
Avrupa [— _
Birligiz Direkt tiiketilen musir bazli {iriinler (Misir unu, 6gitiilmiis| FB; + FB,
misir, yagi alinmis Ogitilmils musir, rafine musir yagi, 0,4
islenmis misir bazh bebek ve ¢ocuk gidalari harig)
Islenmis misir bazli bebek ve cocuk gidalar FB; + FB, 0,2
' FDA, 2001

2 EC Regulation, 2006

Tablo 2-3: Tiirk Gida Kodeksi tarafindan gidalarda belirlenen maksimum fumonisin limitleri

2.6.

Fumonisinler

FB; + FB, (ng/g)

2.6.1.

Islenmemis misir
(1slak ogiitiilecekler harig)

4,0

2.6.2.

Misir ve musir bazli {iriinler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan)
(Bolim 2.6.3 ve 2.6.4°de belirtilenler harig)

1,0

2.6.3.

Misir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli ¢erezler

0,8

2.6.4.

Islenmis misir bazli bebek ve kiigiik ¢ocuk
ek gidalarn

0,2

2.6.5.

500 mikrondan biiyiik eleklerden gecirilerek iiretilen misirin
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiiclik parcalar ve misir
irmigi (GTIP 1103 13) veya nmusirdan elde edilen pelleter
(GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek
retilen misir veya misir iriinlerinin kabartilmasi veya
kavrulmas suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904
10 10)

1,4

2.6.6.

500 mikrondan kiiciik ve esit eleklerden gecirilerek iiretilen
musir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan kiigiikk ve esit eleklerden
gegirilerek iiretilen misir veya musir iirtinlerinin kabartilmasi
veya kavrulmas suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

2,0
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2.8. Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle
muamele edilerek tek hiicre veya kiiciik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir
besiyeri ortaminda doku ile baglantis1 olmadan in vitro olarak g¢ogaltilmasina hiicre
kiiltirii ad1 verilmektedir (Davis, 1996). 1952’de insan serviks karsinomasindan ilk
devamli hiicre kiiltiirii (HeLa) elde edilmistir. 1955-1960 yillar1 arasinda, hiicre kiiltiirii
caligmalarinda ¢ok 6nemli bir adim atilarak giiniimiizde kullanilan anlamda temel hiicre
kiiltiirti vasatlart hazirlanmistir (Freshney,1986 ; Mutlu, 2003). Son 20 yildir hiicre
kiiltiirli, yalnizca spesifik arastirmalar i¢in kullanilan bir ara¢ olmaktan c¢ikarak,
diinyanin en hizli gelisen endiistri alanlarindan biri olan biyoteknolojinin temel

taglarindan biri haline gelmistir.

Hiicre kiiltiirii iretmek ig¢in kullanilan ortamlarda hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi amaciyla gerekli maddeler ortama ilave
edilir. Hiicre tiretme ortamlari, hiicrenin organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi
olusana kadar hiicrelerin tretilmesi i¢in Kullanilmakta ve genel olarak serumla birlikte
hiicrelerin ¢abuk iiremelerini saglayan diger maddeleri igermektedir. Ortam igerisinde;
glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve
antibiyotikler yer almaktadir (Freshney,1986; Davis, 1996).

Giinlimiizde, hiicre kiiltiirleri tek tabaka ve siispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri
olmak tizere iki yolla iiretilmektedir. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri; cam veya plastik
zemin lzerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve ireyen hiicrelerdir. Hiicre
kiiltiir malzemesinin yiizeyi, hiicrelerin tutunma ve c¢ogalmalarmi kolaylagtirmak
amaciyla c¢esitli makromolekiiller ile kaplanabilir. Bunlar, hiicrelerin yiizeylerinde
eksprese olan integrin proteinleri ile etkileserek dokuda var olan hiicrelerarasi matrikse
benzer etki gosterirler. Stispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde ise; hiicreler yasamsal
islev ve tiremelerini siispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Kan, dalak,
kemik iligi kiiltiirleri ve olgunlasmamis hiicreler bu sekilde kiiltiire edilir. Bugiin i¢in
artik tek tabakali ve silispansiyon hiicre kiiltiirlerini ele alarak klinik faydalarini en iist
diizeye cikarmak iizere orijinal doku mikro cevre ozelliklerini yansitan ii¢ boyutlu
kiiltiir metodlar1 da gelistirilmistir. Bunlarin en 6nemli avantajlar1 arasinda orijinal doku

ozelliklerini yansitmalar sayilabilir (Bilir, 2004).
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Hiicre kiiltiirleri, glinlimiizde sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik ve
toksikolojik ¢aligmalarda tani veya arastirma amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda, hiicre kiltlirleri hayvan deneylerinin yerini almasi1 yolunda alternatif

uygulamalar olarak da son yillarda oldukg¢a 6nem kazanmistir.

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme ozellikleri, calisma
kosullarinin standardize edilebilmesi gibi nedenlerden dolay1 da tercih edilmektedir.
(Schmalz, 1994; Schmalz, 1997; Browne, 1988) Buna karsin, hiicre kiiltiirii testleri ile
sadece materyallerin ilk toksisite reaksiyonlar1 konusunda bilgi edinilebilmekte,
materyalin uzun siireli doku temasinda olusturacag: sitotoksisite diizeyi konusunda ise

veri elde edilememektedir.

Farkli dokulardan saglanan hiicre kiiltiirleri primer hiicre kiiltiirleri, diploid

hiicre kiiltlirleri ve devaml hiicre kiiltiirleri olmak {izere ii¢ grupta toplanmaktadir.

2.8.1. Primer Hiicre Kiiltiirleri

Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ, doku veya hiicrelerden iiretilen
ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan hiicrelerden olusmaktadir. Dokunun fizyolojik
durumunu yansitan bu hiicrelerin genotipi ve fenotipi, orijinal doku hiicresi ile ayni
ozellikleri tasimaktadir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltiir ortamindan
digerine tasinmaktadir. Bu isleme subkiiltiir adi verilmektedir. Bu kiiltiirlerde hiicre
soyu ‘sonlu’dur, yani pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak olir. Bu nedenle,
primer hiicrelerle belirli sayida pasajlama yapilabildiginden; deneyleri bu donemde
yapmak gereklidir. Primer hiicreler ile calisilabilecek pasaj sayist hiicre tipine gore
degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonunda 6liimsiiz olabilirler; bu durumda
ayn1 fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre dizileri elde edilmis olur (Baysal ve ark., 2011,
Mutlu, 2003).

Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler
olmalarina, ¢alisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece
giic olmasma ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle deger
kazanmistir (Browne, 1988; Mjor, 1983; Ozdemir, 2007).
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2.8.2. Sekonder Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirlerden sonra hiicreler ortalama 40-50 pasaj siiresince fenotipik ve
genotipik Ozellikleri degismeden sabit bir oranda g¢ogalarak devam ettirilebilir. Bu
donemdeki hiicrelere ‘diploid hiicre kiiltiiri” ad1 verilir. Bu kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler,
alindiklar1 dokunun karyotipini %85 oraninda korumaktadirlar. Ancak, bu hiicrelerde
genellikle 30-40 pasaj arasinda spontan bir dejenerasyon baslar. Bu arada hiicrelerin
bazilar1 spontan bir transformasyon gosterir. Diploid Kkiiltiirlerde bazi hiicrelerde
kromozom tipleri kaybolabilmektedir (Spier ve Griffiths, 1985). Fenotipik veya
genotipik degisiklige ugrayan hiicreler eger vital kromozomlarin1 kaybetmemislerse
tiremeye devam ederek devamli hiicre kiiltiirlerini olustururlar. Hiicrelerin heteroploid
oluslart onlarin habis hiicreler olduklar1 veya in vitro ¢ogalmalarinin siirsiz olduklar
anlamma gelmez. Hiicre kiiltiiriinde sinirsiz ¢ogalan hiicre soy veya suslari, devamli
hiicre dizileri seklinde tanimlanarak, yasam siireleri sinirli diploid veya heteroploid

hiicre dizilerinden ayrilirlar.

2.8.3. Devamh Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre dizileri, primer kiiltiirlerden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da virtisler eklenerek olusturulan kiiltiirlerdir.
Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkl
olarak gelistirilmis kiltirlerdir. Transformasyonlart nedeniyle fizyolojik ozelliklerini
koruyamamaktadirlar. Tiimér dokusundan alinan hiicrelerden de elde edilirler. Ug giin
ara ile en az 70 defa pasaji yapilan hiicre dizileri ‘devamli hiicre dizisi’ olarak kabul
edilmektedirler. Hiicre dizilerinin primer kiiltirlerden farklari; kiltiirde yiiksek
yogunluga ulagabilmeleri, biiyiime faktorleri ve seruma daha az gereksinim gdstermeleri

ve sonsuz ¢ogalma yetenekleri olarak siralanabilir.

Primer hiicre kiiltiirlerinden veya hiicre dizilerinden 6zel se¢im veya klonlama
yontemi ile belirleyici baz1 6zellikleri olan hiicreler elde edilir. Bu hiicrelerin kiiltiirde
yasamlar1 siiresince belirleyici 6zellikleri devam eder; hiicrelerin pasajlanmasi ile

onlarin belirleyici 6zellikleri etkilenmez.

2.8.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Avantajlar

Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagl olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen ve

karbondioksit kismi basinglart gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiiriinde daha kolay
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saglanirken, canli viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak bir takim testleri yapmak daha
zordur. Aym1 zamanda hiicre kiiltiirlerinde 6rnek homojenitesinin  kontrolii
saglanabilmektedir. Hiicre kiiltlirii teknikleri ile deney hayvani kullaniminin da sayisi

azalarak alternatif yontemler gelistirilmektedir.

2.8.5. Hiicre Kiiltiirlerinin Dezavantajlar:
Primer kiltir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilasmakta ve her zaman bir miktar Oliim gerceklesmektedir. Yani hiicre

kiiltiirlerinde zamana bagli bir kararsizlik soz konusu olabilir.

Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok onemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde

edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir.

2.9. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite, hiicresel aktivitenin geri doniisiimsiiz olarak durdurulmasi ve
hiicresel yapinin onarilamaz bozuklugu olarak tanimlanabilir. Sitotoksisite testleri, test
maddesinin uygun hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiylime oranit ve morfolojik 6zellikleri
lizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplari kullanilarak degerlendirilmesi

amaciyla yapilmaktadir (ISO 7405, 1SO 10993).

Sitotoksisite testleri ile genellikle maddelerin; hiicre sayis1 veya biiyiimesi, hiicre
membran Dbiitiinligii, biyosentez veya enzim aktivitesi ve hiicre genetik materyali

tizerindeki etkileri ol¢iiliir.

Bir materyalin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan testler;
tekrarlanabilir olmali, test edilen konsantrasyonlar1 i¢in doz-cevap egrisini vermeli,
hiicre say1s1 ve test cevabi arasinda dogrusal iligki olmal1 ve test sonucunda elde edilen
veriler in vivo kosullara yorumlanabilmelidir (Schmalz 1997).

In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar::

> Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki spesifik bir
fonksiyon degerlendirilir.

> Cok sayida 6rnek kisa zamanda ve ekonomik olarak incelenebilir.

> Kantitatif sonuglara ulagilabilir.

> Test yontemleri standardize edilebilir.
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In vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajlart:

> Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmast,
> Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

> Kiiltiir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarinin olmamasidir (Schmalz

1997).

Sitotoksisite c¢aligmalari i¢in genellikle hiicre metabolizmasinda olusan
degisikliklerin tespit edildigi testler kullanilir. Metabolizma testlerinde 96-kuyucuklu
mikroplakalara  yerlestirilmis  hiicrelerin ~ canliliklar1  mikroplaka  okuyuculu
spektrofotometre yardimiyla tespit edilir. Bu yontemler c¢ok sayida Ornegin
incelenmesine olanak veren, hizli, besiyeri ortami ve kullanilan plastik malzeme
miktarin azalttigl i¢in ucuz olan ve genellikle tayinleri kolorimetrik olarak yapilan

yontemlerdir.

In vitro hiicre toplulugunda, %350 oraninda hiicre Oliimiine neden olan

konsantrasyon ICs, olarak ifade edilir ve sitotoksisitenin gosterilme bigimidir.

2.9.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi)

LDH, tiim hiicrelerde var olan stabil bir sitoplazmik enzimdir ve hiicre lizisi
veya membran hasari olustugunda hizlica hiicre kiiltiirii siipernatantina salinir. Bir test
materyeli ile inkiibasyon sonrasi, plazma membranindaki degisimleri belirleyen hizli ve
basit bir testtir. LDH, nikotinamid adenine diniikleotidin (NADH) NAD"’ye
oksidasyonu ile piruvati laktata indirger (2-1). NADH tiiketimi spektrofotometrede 340
nm’deki diisiis ile olgtliir. LDH testi ile maddenin ICsp, membran biitiinliigli ve hiicre

canliligi tizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir.

LDH
Pirlvat + NADH + H* » Laktat+ NAD*

(2-1)

2.9.2. MTT Testi

Test, canli hiicrelerde MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium
bromiir) bilesiginin tetrazolyum halkasinin mitokondriyal bir enzim olan siiksinat
dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi esasina dayanir. Soluk sar1 renkli MTT,

tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli
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formazan kristallerine dontisiir (Kawahara ve ark. 1968). Canli ve mitokondriyal
fonksiyonlart bozulmamis hiicreler mavi-mor renkli formazan {iriiniinii olustururken,
6lii ve mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan trtiniinii
olusturmaz. Olusan mavi-mor renkli kristaller isopropil alkol veya dimetilsiilfoksit ile
¢oziindiiriilerek olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de Olgiliir.
Boylece, hiicre canliligindaki degisim formazan miktarinda da degisime neden olur ve
spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100 canliligi gosteren deger ile
kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir (Kildal ve Ruyter 1994, Kehe ve
ark. 2001).

2.9.3. XTT Testi

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid), MTT testinde oldugu gibi metabolik
olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzim sistemi
araciligiyla suda ¢oziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniistir ve elde edilen
sonuglar 450-490 nm’de spektrofotometrede Olgiiliir. MTT testindeki gibi ¢6ziindiirme
asamasini icermeyen bu test giiniimiizde hiicre c¢ogalmast ve canliliginin
belirlenmesinde ve sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Smith ve
Williams 2001, Wataha 2001). XTT testi ile maddenin 1Csy, metabolik toksisite ve

solunum zinciri lizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler
Absolii alkol

Agaroz

Alkali fosfataz

Amonyum asetat

Amonyum bikarbonat
Amonyum persiilfat

Asetik asit

Bisulfit modifikasyon Kiti
CpG Metiltransferaz (M.Sssl)
Cinko klortir
2-deoksiadenozin monohidrat
2-deoksiguanozin monohidrat
2-deoksisitidin
2-deoksitimidin

DNA gostergesi (50 bg)
DNA gostergesi (100 bg)
DNA izolasyon kiti

DNA saflastirma kiti

Dubelco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri (DMEM)
(4,5 g glukoz igeren)

Etidyum bromiir
Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)
Fetal sigir serumu (FBS)

Fosfat tamponu (PBS-CMF) (kalsiyum ve magnezyumsuz)

Sigma-Aldrich 32221
Sigma A5093
Biomatik A1130

Riedel 25006

Sigma-Aldrich A6141

Sigma-Aldrich 248614

Riedel 27225

Zymo Research D5005

NEB M0226S
Merck 7815
Amresco 0456
Amresco 0475
Sigma D3897
Amresco 0481
Fermentas SM0371
Fermentas SM0321
Roche 11796828001
Roche 11732668001

Wisent 319020CL

Sigma E8751
Sigma E5134
Wisent 080110

Wisent 311012CL
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Fosfat tamponu (PBS)

Fumonisin B1

Gliserin

Ham’s F12 besiyeri

Hidroklorik asit

Hot-start PCR master karigimi
Kloroform

Klorofom:izoamil alkol ¢6zeltisi (24:1)
Metanol

5-metil-2-deoksisitidin

Nukleaz P1

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 ug/mL) ¢ozeltisi
Poliakrilamid/bis-akrilamid ¢ozeltisi (29:1)
RNase A

RNase T1

Sitotoksisite test kiti

Sodyum asetat

Tetra etil metilen diamin (TEMED)
Tripsin

Triton X-100

Trisma baz

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Avyarlanabilir otomatik pipetler

Wisent 311010CL
Sigma F1147

Merck K32593693
Wisent 318010CL
Merck 6216865

NEB M04842

Riedel 24216

Sigma C0549

Merck K3681508
MP Biomedicals 198883
Sigma N8630

Wisent 450201EL
Sigma A2792
Fermaentas EN0531
Roche 10109193001
Xenometrix
Sigma-Aldrich 32319
AppliChem A1148
Biomatic A4027
Sigma T8787

Wisent 600127LG

Eppendorf

(0,1-2,5 uL; 0,5-10 uL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli pipetler
(1-10 pL; 30-300 pL)

Eppendorf
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Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(30-300 pL)

Blok 1sitic

Buzdolabi (+4°C)

COy’11 inkiibator

Calkalamali blok 1s1tic1
Calkalayici

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Dikey elektorforez sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektronik hassas terazi

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop
Hassas terazi

Jel goriintiileme sistemi
Laminar kabin (‘Biosafety Level 2°)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij aleti

Mini orbital ¢alkalayict

Mobil faz filtre sistemi
Otomatik pipetor

Otoklav

pH metre

Bidistile su cihazi
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Eppendorf

SBH130D-Stuart

5231 NFY-Arcelik

Heracell 150i-Thermo-Scientific
TS-100C-Biosan
Kottermann

2041 D-Argelik
Wisecry-Daihan-Scientific
Owl B-Thermo-Scientific
EC 300 XL2-Thermo-Scientific
XB 220 A-Precisa

Nuve

CKX4-Olympus
H20-Mettler
QuantumST4-Vilber Lourmat
Tezsan

Biotek-Epoch

MD 1510 S-Beko

Micro 120-Hettich
SSMI-Stuart

Phenomenex

Eppendorf
HV-50L-Hirayama

HI 1131 B-Hanna

Millipore-Gradient
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Sogutmali mikrosantrifiij Micro 200R-Hettich
Spektrofotometre UV-1200-Shimadzu

Su banyosu WB14-Memmert

Spin santrifiij C1301B-Labnet

Termal dongii cihazi-Altin blok 9700-Applied Biosystems
Termal dongii cihazi-Gradient Therm-1000-Axygen

UV transilluminator Bencthop 3UV-UVP
Vakum pompasi ES 35-Speedivac

Vorteks NC 28405-1ka

Yatay elektroforez sistemi Owl P81-Thermo-Scientific

Yiikek basinch sivi kromatografisi (HPLC) sistemi

HPLC sistemi Shimadzu LC-20A
Sistem kontrol {initesi Shimadzu CBM-20A
Pompa {initesi Shimadzu LC-20AD
Degazer tinitesi Shimadzu DGU-20A5
Kolon firmni Shimadzu CTO-10AS
Photodiode array UV-VIS detektor Shimadzu SPD-M20A
Otomatik ornekleyici Shimadzu SIL-20AHT
Yazilim programi LC-Solution
Bilgisayar ve yazici HP L1706 ve Xerox
HPLC kolonu Phenomenex

(Snergy, 4um, Cyg, Polar RC 80A, 250 mm % 4,6 mm)

Koruyucu kolon (Cig 5um, 4mm Lx3.0 mm ID) Phenomenex

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler
Cerrahi maske Broche

DNA saklama kutusu Greiner bio-one



Enjektor (10 mL; 50mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon)

Falkon tiip (15 mL; 50 mL)

Falkon tiipler i¢in uygun portiip

Filtre kagidi (110 mm)

Hiicre kiiltiirii flaski (25 cm?; 75 cm?)

Ince duvarli PCR tiipii (0,2 mL)

Kryo vial (2 mL)

Lateks eldiven

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu)

Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL)

Mikrotiipler i¢in uygun portiip

Nitril eldiven

Otoklav Band1

Otoklavlanabilir schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L)
Pastor Pipeti (2 mL)

Phase-lock gel light (1,5 mL)

Pipet ucu (0,1-10 ul; 30-300 pl)

Pipet ucu (0,5-10 pl; 2-20 pl; 20-200 pl; 100-1000 pul)
Santrifiij filter linitesi

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL)

3.4. Hiicre Kiiltiirii

34

Set inject
Minisart-Sartorius
Citotest

Greiner bio-one
Schleicher&Schvell
Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Broche

Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Broche

Sussex

Isolab

Greiner bio-one
Prime 2302800
Eppendorf

Nest
Millipore-Amicon Ultra-0,5

Greiner bio-one

3.4.1. Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Deneyler 1. U. Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali Hiicre

Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklestirildi.
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Cam malzemeler musluk altinda 7-8 defa bol su ile calkalandilar ve sodyum
hipoklorit (¢amasir suyu) igeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildiler. Ertesi giin
tekrar musluk altinda 7-8 defa yikanarak ¢amasir suyunun malzemelerden tamamen
uzaklastirilmasi saglandi ve 1 gece distile su igeren kovada bekletildi. 40°C’lik etiivde
kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava sterilizasyonuna
tabi tutuldular. Isiya dayanikli pipet uglari, mikrotiipler, schott siselerin kapaklari gibi
plastik malzemelerin ve hazirlanan ¢6zeltilerin sterilizasyonu otoklavda 121°C’ de 3
atm basingta 15 dk.da gergeklestirildi. Besiyeri ve serum gibi 1s1ya dayaniksiz ¢ozeltiler
ise 0,22 um’lik steril filtrelerden gegirilerek steril edildi.

Hiicre kiiltiirti laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisama oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiiri laboratuavari ve laminar kabinin UV lambalari agilarak ortamin sterilizasyonu
saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda calisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
kullanildi, laboratuvar oOnliiklerinin ise baska c¢alismalarda kullanilmamasma o6zen

gosterildi.

3.4.2. Hiicre Dizilerinin Temini

Normal sigan bobrek epitel hiicreleri (NRK-52E, CRL-1571) ve normal sigcan
karaciger epitel hiicreleri (Clone 9, CRL-1439) Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu
(American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi. Hiicre dizileri

kriyovialler icerisinde -196°C de s1v1 azot tanki igerisinde saklandi.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA ¢ézeltisi (%0,2 | %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢o6ziindiiriildii. Otoklavda 120°C’de 15 dk. steril edildi.
Porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Fetal sigir serumu (FBS): Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56°C’de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi ve daha sonra
kullanildi. FBS, besiyerine eklenmeden once 0,2 pm steril filtreden gecirilerek steril
edildi. -20 °C’de sakland1 ve 37 °C’de ¢oziindiiriilerek kullanildi.

Bébrek epitel hiicreleri icin besiyeri: 10 mL inaktive edilmis FBS (%10), 1 mL
penisilin (100U) / streptomisin (100 ug/mL) ¢ozeltisi (%1) DMEM (yiiksek glukozlu)

besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Calismaya baglamadan 6nce besiyeri
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37°C’de %5 CO’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi
yapildi. Taze olarak hazirlanda.

Karaciger epitel hiicreleri icin besiyeri: 10 mL inaktive edilmis FBS (%10), 1
mL penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ¢ozeltisi (%1) DMEM (yiiksek
glukozlu) besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Caligmaya baslamadan 6nce
besiyeri 37°C’de %5 CO’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik

ayarlamasi yapildi. Taze olarak hazirlandi.

3.4.4. Hiicre Dizisinin Ag¢ilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik su banyosunda
1-2 dk. ¢oziilene kadar bekletildi. Vial kapaginin su ile temas etmemesi igin dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler, %10 FBS
igeren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde stispande edildi ve
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar stispande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar
edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
hiicreler siispande edildi ve 7-10 mL besiyeri igeren 25cm”lik ya da 75 cm?’lik
flasklara ekildi. Flasklar 37 °C’de % 5 COz2’li inkiibatérde inkiibasyona birakildilar.

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhihgimin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tiim yiizeyini kaplamis halde bulunan yogunlagmis
hiicreler igin ‘konflulent durumda’ ifadesi kullanilir. Hicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandilar. Pasajlama igin flask inkiibatérden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokiildii. Hiicrelerin yiizeyi 2 mL kalsiyum-magnezyum igermeyen
fosfat tampon ¢ozeltisi (CMF-PBS) ile yikandi. Bu adim, tripsin aktivitesini azaltacak
serum protein kalintilarin1 uzaklastirmak amacli yapilir. Yikama isleminden sonra PBS
dokiildii ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi ilave edildi, flask 37°C’de %5CO;’li
inkiibatorde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi
saglanir. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden fazla beklememesi i¢in mikroskop ile
yiizeyden ayrilip ayrilmadiklari kontrol edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak
amaciyla flaska 2-3 mL besiyeri eklendi, pipetleme yapildi ve hiicreler 15 mL’lik falkon
tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre
pellet 2 mL besiyeri ile siispande edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik

10° hiicre/mL olacak sekilde icerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90
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bagil nem, 37°C’de %5CO;’li inkiibatorde inkiibe edildiler. Hiicre dizisinin

devamliliginin saglanmasi i¢in pasajlama islemi ortalama haftada 2 kez tekrarlandi.

3.4.6. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiirinde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklar ile
dondurularak saklandilar. Boliim 3.4.5.’de elde edilen hiicre pelletinin {izerine 800 pl
FBS, 200 ul 55°C’ye 1sitilmis gliserin eklendi. Pastor pipeti ile pipetleme yapilarak
karistirildi. Yaklasik 10" hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 soguga
dayanikli kriyoviallere aktarildi, sirasiyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de 16-24 saat

bekletildikten sonra sivi azot tankina kaldirilarak sakland.

3.4.7. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayimmi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini hiicre i¢cine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan
boyay1 hiicre icerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
canli hiicrelerin sadece membranlart mavi renkli gozlenirken, 6lii hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi i¢in thoma lam1 (hemositometre) adi verilen 1 mm? alana ve 0,1
mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan 6zel sayim lamlar1 kullanild (Sekil 3-1).
Hiicre siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisin1 hesaplamak igin asagidaki

formiil kullanild1 (3-1):

Toplam hiicre sayis/mL= Sayim sonucu x Seyreltme faktdrii x 10* x Besiyeri
miktart (mL) (3-1)
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ornek derinligi

. Kaplayici Lamel
a Ornek uygulama noktasi By
_ 'Sayma bolgeleri 0.1 mm

L | sabitl destegi
- amel sabitleme destegi

Sekil 3-1: a) Hemasitometre lami. b) Hemasitometre laminda hiicrelerin mikroskop
altindaki goriintiileri.

3.4.8. Hiicre Dizisinin Ureme Zamaninin Hesaplanmasi

Ureme zamani (ikilenme zamani, ‘doubling time’) bir hiicre bdliinmesi icin
gegen siiredir ve hiicreleri karakterize etmek icin kullanilir. Hiicrelerin biiyiime orani,
hiicreler genetik olarak degismedikce ve kontamine olmadik¢a kontolli kosullar altinda
degismemeleri gerekir. Bu nedenle, iireme zamanindaki degisiklikler popiilasyondaki
degisikliklerin bir gostergesidir. Ayni zamanda hiicre dizilerinin ikiye katlanma
zamaninin belirlenmesi, uygulanacak test materyalleri ile hiicrelerin en az kag¢ saat
muamele edilmesi gerektiginin anlagilmasinda da 6nemli rol oynar. Bu amagla, NRK-
52E ve Clone 9 hiicre dizilerinin 3 giin boyunca ¢ogalma miktarlar1 ve ikiye katlanma

zamanlar1 belirlendi.

Hiicre dizileri, hemositometrede sayilarak 5x10* hiicre/mL olacak sekilde 24
kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi, 37°C’de %5 CO’li inkiibatorde 24 saat inkiibe
edildiler. Kiltiir kaplarmin ti¢ kuyusu iiger kez CMF-PBS ile yikandi ve 100 pl
Tripsin/EDTA ilave edilerek 37°C’de %5 CO>’li inkiibatérde 15 dk. inkiibe edildi.
Tripsin/EDTA uygulanan kuyulara 900 pl serumlu besiyeri ilave edilerek hiicreler
stispande edildi. Hiicre siispansiyonundan 100 pl ve tripan mavisi ¢ozeltisinden de 100
ul alinarak 1:1 oraninda karistirildi ve hiicrelerin hemositometrede sayimlari yapildi.

Bu islem her 24 saatte bir ii¢ kuyudaki hiicreler sayilacak sekilde toplam 3 giin (72 saat)
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boyunca tekrarlandi. Hiicrelerin birbirlerinin ¢ogalmalarin1 engelleyici maddeleri
besiyerine birakmalar1 (kontakt inhibisyon) ve kuyularda fazla miktarda olan hiicrelerin
besiyerinin pH’sin1 degistirmesi sebebiyle 3. giiniin sonunda her giin olmak kosulu ile
besiyerleri taze serumlu besiyeri ile degistirildi. Ikilenme zamam asagidaki formiile
gore hesaplandi (Ebato ve ark. 1988) (3-2):

DT= (t-to) log2/ logN¢-logNg (3-2)
DT: ikilenme zamani

t, to: Hiicrelerin sayildigi zaman

Ni: t zamanindaki hiicre sayisi

No: baslangictaki hiicre sayisi

Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik periyodlarda sayildi, log, tabanina gore hesaplandi
ve t (ty, to, t3, ty) degerleri elde edildi. 1. Giin ty degeri olarak kabul edildi. Her bir t
degeri, to degerinden ¢ikarildi. Inkiibasyon siirelerinin elde edilen degerlere oran1 iireme
zamanini gostermektedir. Calismada kullanilan NRK-52E ve Clone 9 hiicre dizileri igin

lireme zamani 24 saat olarak tespit edildi.

3.5. Sitotoksiste Testleri

3.5.1. LDH ve XTT Testi
LDH ve XTT testlerini igeren 2 parametreli sitotoksisite test kiti Xenometrix

firmasindan satin alinda.
Kit icerigi:

LDH I (Seyreltme ¢ozeltisi) 360 mL

LDH Il (NADH) 260 mL

LDH Il (Piruvat) 60 mL

XTT I (Substrat) 66 mL

XTT Il (Tampon) 0,66 mL
Saklama kosullarr:

LDH I ve LDH IlI: 4°C’de saklandi.

LDH I11lI: -20°C’de 2 aya kadar saklandh.
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LDH II: -20°C’de saklandi. Seyreltildikten sonra en fazla bir giin 4°C’de
muhafaza edildi. Uzun siireli muhafaza edilmesi gerektiginde -20°C’de tutuldu. LDH II
beyaz ile agik sar1 arasinda bir renge sahip olmalidir. Aksi takdirde kullanilmamalidir,
testin hassasligi bozulabilir. LDH II ve LDH IIT’lin igerikleri sise duvarma yapisabilir.
Bu durumda gerekli miktarda LDH 1 ilavesi ile sise alt iist edilerek tiim igerigin

¢oziinmesi saglanmalidir.

XTT | ve XTT II: -20°C’de dondurma ve c¢ozme isleminin siirekli
tekrarlanmamasi i¢in porsiyonlanarak saklandi. Hiicre Kkiltiirii ve reaktiflerdeki
mikrobiyal kontaminasyon XTT’nin kirilmasina ve XTT formazan formuna

doniismesine sebep olabilir ve bu nedenle hatali sonuglar ortaya ¢ikabilir.

3.5.1.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanisi

Hiicre kiiltiirlerinin  mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu olabilir. Hiicre siispansiyonunun homojen oldugundan emin
olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Testin uygun hassasiyette
olmasi i¢in test esnasinda hiicrelerin yakin bitisiklikte olmasi gerekir. Dogru hiicre
sayisi, hiicrelerin biiyiikliigi, hiicrelerin ikilenme zamani ve deney dncesi kiiltiir fazinin
siiresine bagl olarak degiskenlik gosterir. Ornegin; fare fibroblastlar1 gibi ortalama
biiytikliikteki yapigik hiicreler i¢in ve 48 saatlik kiiltiir faz1 i¢in, her bir kuyucuga
20x10° hiicre ekilmesi tavsiye edilir. Daha az hiicre sayisi, daha biiyiik hiicreler ve daha
uzun maruziyet siiresi s6z konusu oldugunda diisiiniilebilir. Tez ¢alismasinda ise; NRK-
52E ve Clone-9 hiicreleri igin her bir kuyucuga 10* hiicre ve 24 saatlik kiiltiir fazi

uygulandi.

Her bir kuyucuk i¢in 10* hiicre 200 pl besiyeri iginde olacak sekilde hazirlandi.
Steril bir rezervuar igerisine steril bidistile su konuldu. Inkiibasyon sirasinda kiiltiir
besiyerinin buharlagmasini azaltmak amaciyla A ve H siralari ile 1. ve 12. siitunlarin her
bir kuyucuguna 200 pl su dagitildi. Aym steril rezervuar igerisine hiicre siispansiyonu
konuldu ve 96 kuyucuklu mikroplakanin kalan tiim kuyucuklarina bu hiicre
siispansiyonundan 200 pl dagitildi (Sekil 3-2). 96 kuyucuklu mikroplaka 37°C’de
%5C0O;’1i inkiibatorde 24 saat ya da 1 gece inkiibe edildi.
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Sekil 3-2: 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre ekimi.

3.5.1.2. Negatif Kontrol ve Total LDH Kontroliiniin Hazirlanisi

Her bir mikroplaka i¢in; 4,5 mL besiyeri ile 500 pl ¢oziicii (PBS) karistirildi
(solvent kontrolii=SC). %1 Triton X-100 iceren 700 ul besiyeri hazirland1 (total LDH
kontroli=TL).

3.5.1.3. Sitotoksisite Testleri i¢cin FB1 Cozeltilerinin Hazirlamsi

96 kuyucuklu mikroplakalarda orneklerin diizeni Sekil 3-3’de gosterilen
cizelgeye uygun bir sekilde yapildi. Bu durumda; bir mikroplakada FB1 tek basina 3
tekrarli ve 8 seri diliisyonu seklinde, negatif ve pozitif kontroller ile birlikte
degerlendirildi. FB1, 1xPBS i¢inde ¢oziindiiriildii ve 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda bulunan 200 pL

besiyeri i¢indeki hiicrelere uygulandi.

3.5.1.4. Sitotoksisite Tayini icin FB1’in Hiicre Dizilerine Maruziyeti

Hicreler mikroskopta incelenerek hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit
dagilip dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklar1 incelendi. Steril kosullarda 8 kanalli
mikropipet kullanilarak kiiltiir besiyeri kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuk yiizeyine
tutunmus olan hiicrelerin  zarar gormemesine dikkat edildi. Besiyerinin
uzaklastirilmasinin ardindan, vakit kaybedilmeden FB1 igeren besiyeri eklendi. Bu
asamada hiicre 6limii veya stresine neden olabilecek hiicre tabakasinin kurumamasina
ozen gosterilmelidir. Sitotoksisite testleri ayni diizende 2. farkli bir giinde de tekrar
edildi.

Sekil 3-3’de gosterildigi iizere doz kofigiirasyonu su sekilde yapildi:
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1. B2, C2 ve D2 kuyucuklarina 200 ul besiyeri konuldu (hiicre biiylimesi
kontrolii=GC).

2. E11, F11 ve GI11 kuyucuklarina 200 ul %21 Triton X-100 igeren besiyeri konuldu
(total LDH kontrolii=TL).

3. igerisinde hiicre bulunan E2, F2, G2, B11, Cl11, D11 kuyucuklarma 200 ul
besiyeri:¢oziicii karisimindan koyuldu (solvent kontrolii=SC).

4. Icerisinde hiicre bulunmayan 1 ve 12 siitunlarinin kuyucuklarina 200 pl
besiyeri:¢oziicii karisimindan koyuldu (blank=B).

5. 3 numarali siitunun B, C, D kuyucuklarina FB1’in en diisiik konsantrasyonundan
(X1) 200 pl, 4 numarali siitunun B, C, D kuyucuklarina test bilesiginin 2.
konsantrasyonundan (X2) 200 pl konuldu. Ayni sekilde, test bilesiginin diger
konsantrasyonlarindan (X3-X8) da 10 numarali siituna kadar 200 pl dagitildi

6. Mikroplaka 37°C’de %5 CO,’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi.

8 9 10 11 12

5 6 7
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A + H siralart: Steril bidistile su
B: Kiiltiir besiyeri + hiicresiz ¢oziicii (negatif kontrol)
GC: Kiiltiir besiyeri + hiicreler (hiicre biiyiime kontrolii)
SC: Kiiltiir besiyeri + hiicreler + ¢6ziicii (solvent kontrolii)
TL: Kiiltiir besiyeri + hiicreler + %1 triton X-100 (total LDH kontrolii)
X1, X2, ...,X8: Kaltiir besiyeri + hiicre FB1’in 8 farkli konsantrasyonu

Sekil 3-3: 96 Kuyucuklu mikroplakaya FB1 maruziyetinin sematik gosterilmesi.

3.5.1.5. LDH Test Protokolii

LDH test protokolii Sekil 3-4’de sematize olarak gosterilmistir. Kullanmadan
hemen 6nce LDH 1II (130 mL) ve LDH Il (60 mL) LDH 1 iginde ¢6ziindiiriildii. Bu
miktarlar, LDH Il i¢in 8 adet, LDH Il i¢in ise 16 adet mikroplakaya uygulama igin
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yeterlidir. Kullanmadan énce LDH I, 11 ve 111 ¢ozeltileri 37 °C’de 1sitildi. Diger islemler

sirasiyla asagidaki gibi yapildi:

1. 96 Kuyucuklu mikroplaka inkiibatérden ¢ikarildi.

2. 8 Kanalli mikropipet ile B’den G’ye olan siralardaki kuyucuklardan 20 pul
slipernatant yeni bir 96 kuyucuklu mikroplakaya ayni diizende aktarildi. Orijinal 96
kuyucuklu mikroplaka XTT testi i¢in inkiibatore geri konuldu.

3. 16 mL LDH Il ve 3,4 mL LDH III karistirild1 (1 mikroplaka = 72 kuyucuk i¢in).

4, LDH 1I/ LDH III karisimindan 240 pl tim kuyucuklara eklenerek reaksiyon
baslatildi.

5. Olusabilecek baloncuklar dlgiimde hataya sebep olabileceginden dolayi; gaz alevi,
azot altinda veya sa¢ kurutma makinesi ile uzaklastirilmalidir. Ardindan hemen
mikroplaka okuyucu spektrofotometrede oda sicakliginda 340 nm’de 5 dk. araliklar

ile 1 saat boyunca mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede kinetik 6l¢tim yapildi.

@

Yeni bir 96 kuyucuklu plakaya 20 pl
siipernatant aktarihr

®

Inkiibasyon sonras1 hiicreler

Her bir kuyucuga LDH II + III'ten
240 pl eklenir

.‘..

()
.
()

h Seyreltilmis LDH II ve LDH III karistirihir

(o0
OCK

€

340 nm'de kinetik okuma

Sekil 3-4: LDH test protokolii.
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3.5.1.6. XTT Test Protokolii

XTT test protokolii Sekil 3-5’de sematize olarak gdsterilmistir. Islemler sirasiyla

asagidaki gibi yapildi:

1.

XTT soliisyonlar1 37°C’de su banyosunda berrak bir goriintii elde edilinceye kadar
1s1tildi.

. 96 kuyucuklu mikroplaka inkiibatorden ¢ikarildi.

. Hiicreler PBS ile yikandi ve test maddesi ile boyanin etkilesmemesi i¢in her

kuyucuga taze kiiltiir besiyerinden 200 ul eklendi.

. Kullanimdan hemen 6nce XTT I ve XTT II soliisyonlar1 100:1 oraninda karistirildi 1

mikroplaka (= 72 kuyucuk i¢in) 4 mL XTT I ve 40 ul XTT II karistirilir.

. Bu karigimdan blank kuyucuklar1 dahil tiim kuyucuklara 50 pl dagitildi.
. Mikroplaka 37°C’de %5 CO>’li ortamda 2-3 saat inkiibe edildi. 1nk1'ibasyon suresi

hiicrenin cinsi ve maksimum hiicre yogunluguna gore 1-4 saat arasinda degisiklik
gbsterebilir. Inkiibasyon siiresince gdzle yapilan inceleme sonucunda blank ile
solvent kontrolii arasinda belirgin bir fark var ise inkiibasyon siiresini uzatmak

gerekli degildir. Tez ¢aligsmasi igin 1 saatlik inkiibasyonun yeterli oldugu gozlendi.

. Kuyucuklarm igerigi dikkatli bir sekilde asagi ve yukar1 pipetleme yontemiyle ya da

orbital karistiricida karistirildi, ayn1 zamanda baloncuklar da uzaklastirildi.

. Mikroplaka okuyucu spektrofotometrede 480 nm’de 690 nm referans dalgaboyu

alinarak absorbans ol¢iimii yapildi.
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Sekil 3-5: XTT test protokolii.

3.5.1.7. Sonugclarin Degerlendirilmesi

FB1 icermeyen kuyucuklarin (solvent kontrol) absorbsiyon degerleri %100
canliigr gosterir (E2, F2, G2, B11, Cl1 ve DI11). Solvent kontrollerin (SC) 96
kuyucuklu mikroplakanin sag ve sol kenarinda bulunmalar1 sistematik hatalarin
belirlenmesini saglar. Testin uygunlugu igin, sag ve sol taraftaki solvent kontrollerin
ortalamalar1 ile tlim solvent kontrollerin ortalamalar1 arasinda %15°ten fazla fark

olmamasi gerekir.

Hiicre biiyiime kontrolleri (GC) solventin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
solvent kontrollerin degerleri biiyiime kontrolleri ile ciddi oranda fark gosterirse, test
bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmalidir. Miimkiinse farkli bir

solvent secilmelidir.
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LDH testi igcin hesaplama: 340 nm’deki absorbans degerleri 5’er dk. araliklar
ile 1 saat boyunca kinetik olarak o6l¢iildii. Kinetik 6lgmenin ardindan absorbans
degerleri ile zaman (dk) grafigi ¢izilip test bilesiginin aktivitesinin blank, solvent
kontrolii, hiicre biiyiime kontrolii ve LDH kontrolii ile karsilastirilmast miimkiin oldu.
Bu grafikten 12 6l¢iim icerisinde egrinin en linear oldugu zaman aralig1 segildi. Genelde
ilk 10 dk. degerlendirilmez. Her kuyucuk i¢in AOD/dk degerleri hesaplandi. Her bir test
maddesi i¢cin AOD/dk degerlerinin ortalamalar1 alindi ve bu degerden ortalama blank
degeri ¢ikarildi. Hiicredisi LDH "nmol NADH tiiketimi/dk/mL” olarak iinite bigiminde
ifade edildi (3-3).

NADH tiiketimi (nmol/dk./mL) = (AODg/dk x 0,260 x 1000) / 6,2x 20  (3-3)

AODgr/dk: 340 nm’deki absorbanslarin ortalamasi

0,260: mL’deki reaksiyon hacmi

1000: sonucun 1 mL’ye doniistiiriilmesi

6,2: 340 nm’de NADH’ 1n milimolar tiikkenme katsayis1

20 pl: test i¢in alinan hacim

Yukarida verilen formiile gore tiiketilen tinite NADH degeri nmol/dk./mL olarak
hesaplandi. Elde edilen bu sonuglar; %100 sitotoksik olarak kabul edilen Triton X100
(TL) degerleri ile yiizde olarak orantilandi ve bu sekilde relatif LDH aktivitesi grafik

cizilerek hesaplandi.

XTT testi icin hesaplama: Herbir kuyucuk i¢in 480 nm’deki dlgiilen absorbans
degerlerinden 690 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri ¢ikarildi. Her bir test maddesi igin
ortalama OD degerleri hesaplandi. Herbir solvent kontrol ve 6rnek absorbans ortalama
degerlerinden ortalama blank absorbans degerleri ¢ikarilarak diizeltilmis OD degerleri
elde edildi. Relatif inhibisyon aktivitesi solvent kontroliin ylizdesi olarak asagidaki
formiile gore hesaplandi (3-4).

% inhibisyon = 100-(diizeltilmis ort.ODgmec X 100/diizeltilmis ort.ODeoent kontro) (3-4)

3.6. DNA Metilasyonunun Analizi

3.6.1. FB1’in Hiicre Dizilerine Maruziyeti

Her bir 25cm®lik flaska 1,5x 10° hiicre ekildi. CO.’li inkiibatorde 24 saat
bekletildi. PBS ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan FB1, 1, 5, 10, 25, 50 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerine 24 saat uygulandi. Ayni ortam
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kosullarinda kontrol gruplari da olusturuldu. FB1’in her bir dozu i¢in 2’ser adet flaska
ekim yapild1 ve deneyler 2. farkli bir giinde tekrar edildi. NRK-52 E hiicreleri igin 2
farkli giinde her bir konsantrasyon 2’ser tekrarli; Clone 9 hiicreleri i¢in 1. glinde her bir
konsantrasyon 2’ser tekrarli, 2. giinde ise sadece 1’er kere olmak tlizere FB1 maruziyet
gruplart olusturuldu. Hiicreler 24 saat 37°C’lik %5 CO3’li inkiibatérde FB1’e maruz

birakildiktan sonra toplanarak sayildi ve DNA izolasyonuna hazir hale getirildi.

3.6.2. DNA lzolasyonu

Hiicre kiltiriinden genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche) ile iiretici firmanin vermis kullanim talimatlar1 uygulanarak
gerceklestirildi.
Kit Icerigi:

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HCI1 / 10 mM iire / 10 mM Tris HC1 / % 20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4.4)

Inhibitér temizleme: 5 M Guanidin HC1 / 20 mM Tris HCI / alkol (pH 6.6)

Yikama tamponu: 2 mM Tris HCI1/ alkol (pH 7.5)

Eliisyon tamponu: 4 M iire / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH 7.4)

Deney protokolii:

1. Flasktaki hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve santriflij edildi. Silipernatant
uzaklastirildi ve tiipilin dibinde kalan hiicre pelleti 1 mL besiyeri ile siispande edildi.
1x10° hiicre sayilarak 1,5 mL’lik mikrotiipe alindu.

2. 1x10° hiicre 200 pl PBS icinde siispande edildi.

3. Uzerine 200 pl baglama tamponu, 40 ul proteinaz K eklendi. Hemen karistirildi ve
70°C’de 10 dk. inkiibe edildi.

4. Uzerine 100 pl isoproponal eklendi ve iyice karistirildi.

5. Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

6. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki siv1 atildi.

7. Filtreli tiipe 500 pL inhibitér temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki siv1 atild1.

8. Filtreli tiipe 500 pL yikama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki sivi1 atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
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9. Yikama tamponunun kalintilarini temizlemek tizere bir kez daha 10 sn. santrifij
edildi.

10. Toplama tiipii atilds, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

11. Onceden 70°C’ye getirilmis eliisyon tamponundan 200 pL filtreli tiipe eklendi. 8000
X g’de 1 dk. santrifiij edildi.

12. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki asamalarda kullanilmak +4°C’de buzdolabinda

saklandi.

3.6.3. DNA’min Saflik ve Miktar Tayini

1-50 uM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda NRK-52E ve Clone 9
hiicrelerinden izole edilen DNA’lar bisiilfit modifikasyonu Oncesinde agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi. Ayni zamanda, elde edilen DNA’larin
miktar1 ve saflig1 ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede
de ol¢iildii. 260 nm’de oOlgiilen absorbans degerleri oldukg¢a saf olarak izole edilen
niikleik asitlerin ng ya da pg diizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. 260
nm dalga boyunda okunan deger ile 280 nm ve 230 nm dalga boylarinda okunan
degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi verir. Saflagtirilmis

DNA’da Azso/Azgo Ve Agsol Azzo orant yaklasik 1,75-1,8 tizerinde olmalidir.

3.6.4. Global DNA Metilasyonunun Tayini

5-metilsitozin igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki
degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullaniligh bir parametredir (Christman, 1982;
Ramsahoye, 2002; Fuke ve ark. 2004). Bu amagla, DNA’da 5-metil-2-deoksisitidin’in
(5-mdC) kantitatif tayini, hidrolize DNA’daki serbest deoksiriboniikleozidlerin HPLC-
UV-DAD sisteminde analizi ile gergeklestirildi.

3.6.4.1. Kullanilan Cozeltiler

1 M Amonyum asetat, 45 mM Cinko kloriir, pH 5,1: 1,927 g Amonyum asetat
ve 0,1533 g ¢inko klortir tartilarak 23 mL bidistile suda ¢6ziildii. Asetik asit ile pH 5,1°e
ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 25 mL olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi.

4°C’de sakland:.

1,5 M Tris baz: 4.543 g tris baz 23 mL bidistile suda ¢oziildii. %25°lik amonyak
yada HCL yardimiyla pH 8’e ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 25 mL olacak sekilde

bidistile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandi.
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25 mM Amonyum aseatat, 1 mM Cinko klovriir, pH 5,1: 0,048 g Amonyum
asetat ve 3.407 mg ¢inko kloriir tartilarak 23 mL bidistile suda ¢oziildii. Asetik asit ile
pH 5,1’¢ ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 25 mL olacak sekilde bidstile su ile

tamamlandi. 4°C’de saklandi. Bu ¢ozelti niikleaz P1 enzim ¢6zeltisinin hazirlanmasinda

kullanildi.

Niikleaz P1 enzim ¢ozeltisinin hazirlamist (1 iinite/ul): 247 tnite/mg protein
konsantrasyonunda ve 1,36 mg protein miktarinda saglanan niikleaz P1 enzimi toplam
336 iinite enzim igermektedir. 1 tinite/ul konsantrasyona ulagmak icin niikleaz P1, 336
ul 25 mM amonyum aseatat, 1 mM c¢inko kloriir, pH 5,1 ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.

Porsyonlara ayrilarak -20°C’de saklandi.

100 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi, pH 8,0: 0.198 g amonyum bikarbonat
23 mL bidistile suda ¢oziildii. %25°1lik NHj ile pH 8’e ayarlandi. Cozeltinin son hacmi
25 mL olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandi. Bu ¢ozelti alkali

fosfataz enzim ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanildi.

Alkali fosfataz enzim c¢ozeltisinin hazirlanigi: 10 mg/mL konsantrasyonda
gliserin icinde saglanan alkali fosfataz enzimi, son konsantrasyonu 1 unite/ul olacak
sekilde 1,7 mL saklama tamponu (%50 gliserin, 5mM tris, 5mM MgCl;, 0,1 mM ZnCl,,
pH 7) i¢inde ¢ozildii.

Mobil faz tampon ¢ozeltisinin hazirlanist (50 mM KH,PO, ¢ozeltisi, pH 4,1):
6,804 g KH,PO,4 950 mL bidistile suda ¢6ziilerek, 1M ortofosforik asit ¢ozeltisi ile pH
4,1’e ayarland1 ve hacmi 1 L’ye tamamlandi. 0,2 pm membran filtreden siiziildiikten

sonra ultrasonik su banyosunda degaze edildi.

Kullanilan deoksiriboniikleozid standart cozeltilerinin hazirlanisi: 5-mdC, 2-
deoksisitidin (dC), 2-deoksiguanozin (dG), 2-deoksiadenozin (dA), 2-deoksitimidin
(dT) ana stok standard ¢ozeltileri bidistile su i¢inde 5 mM konsantrasyonda olacak
sekilde hazirlandi. Daha sonra dC, dG, dT, dA standartlar1 100 uM; 5-mdC standardi 4
UM olacak sekilde karisim standard c¢ozeltisi ve bu ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak
kalibrasyon egrisi i¢in karisim standard ¢ozeltileri mobil faz i¢inde hazirlandi. Calisma
standard ¢ozeltileri -20°C’de cam vial igerisinde saklandi ve analizde kullanilmadan

once sicakliginin oda kosullarina gelmesi saglanda.
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3.6.4.2. DNA Hidrolizi
Izole edilen DNA’lardan RNA’y1 uzaklastirmak amaciyla; DNA 10 pl RNaseA
ve 10 ul RNaseT1 ile 37°C’de 1 saat ve enzimi inaktive etmek i¢in de 70°C’de 15 dk.
inkiibe edildi. RNase ile muamele edilmis DNA’lar saflastirildiktan sonra hidrolize
edildiler. DNA hidrolizi, genomik DNA’nin 6nce niikleaz P1, daha sonra alkali fosfataz
enzimi ile inkiibasyonu sonucu deoksiriboniikleozidlerine pargalanarak gergeklestirildi
(Chen ve ark., 2010). DNA hidrolizi deneysel asamalar1 agagida belirtilmistir:
1.5 pg izole edilmis DNA 50 ul bidistile su ile seyreltilerek 0,2 pg/ul
konsantrasyonuna ulasildi.
2. 1,25 pul tampon ‘1 M amonyum asetat, 45 mM c¢inko kloriir, pH 5,1’ tamponu DNA
ornegine eklendi.
3. Uzerine 5 ul 5 iinite niikleaz Py (1 {inite/ul) eklendi. Cozelti 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi.
Karigima, 5 uL 1,5 M ‘trisma baz, pH 8’ eklendi.
Karigima 5 pl 1 tinite alkali fosfataz (0,2 tinite/pl) eklendi.
Karisim 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

N o o A~

Hidrolize edilmis DNA Millipore-Amicon Ultra-0,5 mL’lik santriflij filtre tinitesi
kullanilarak saflastirildi. 4°C’de 14.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi.

8. Elde edilen DNA hidrolizat1 -20° C’de saklandi.

9. HPLC analizi i¢in hacmi 100 plL’ye bidistile su ile tamamlanarak cam viallere

konuldu. 50 uL HPLC cihazina enjekte edildi.

3.6.4.3. HPLC Metodu

Deoksiribotikleozidlerin HPLC sisteminde analizi i¢in g¢esitli mobil faz
sistemleri denenmis olup, Gehrke (1984) ve Ramsohoye (2002) tarafindan uygulanmig
olan mobil faz sistemleri modifiye edilerek kullanildi. Deoksiriboiikleozidlerin analizi

i¢in optimum kromatografik ¢alisma kosullar1 Tablo 3-1°‘de gésterilmistir.
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Tablo 3-1: Deoksiriboiikleozidlerin analizi i¢in optimum kromatografik ¢cahsma kosullar:

Kolon: Phenomenex, Synergi Polar RP Cyg, 250 mm x 4,6 mm, 4um, 80 A
Koruyucu kolon: Phenomenex, Cig Spm, 4mm Lx3.0 mm ID
Mobil faz: 50 mM KH,PO, ¢ozeltisi, pH 4,1 (A); Metanol (B)
Gradient sistem: Siire (dk) A B
0 975 25
15 97,5 2,5
20 90 10
30 90 10
31 97,5 2,5
40 975 25
Akis hizi: 1 mL/dk.
Enjeksiyon hacmi: 50 uL
Kolon sicakligi: 35°C
Pompa basinct: Minumun 0 bar, maksimum 300 bar

Detektor dalgaboyu: UV-DAD (278 nm)
Alikonma zamani (dk.): dC: 4,9

5-mdC: 6,8
dG: 10,7
T:11,9
dA: 22,6

3.6.4.4. HPLC Yonteminin Dogrusalhig:

Deoksiriboniikleozidlerin standart ¢ozeltilerine karsi detektoriin cevabinin belli
konsantrasyon araligindaki dogrusalligin1 belirlemek amaciyla; dC, dG, dT ve dA igin
05; 1; 2,5 5 10 uM ve 5-mdC i¢in ise 0,02; 0,04, 0,1 ve 0,2; 0,4 uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde standard karisim ¢ozeltilerinden 4’er adet hazirlandi.
Her ¢o6zeltiden 4’er kez HPLC cihazina enjekte edildi. Kromatogramlarda her bir
deoksiriboniikleozid i¢in standartlara karsilik gelen pik alanlari kullanilarak y=ax+b

formiiliine gore bir kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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3.6.4.5. Sonug¢lari Degerlendirilmesi
%5-mdC miktari, "5-mdC x 100 / 5-mdC + dC" formiilii kullanilarak hesaplandi.

Ayn1 zamanda dG miktarinin dC miktar1 ile esdeger oldugu diisiiniilerek %5-mdC

miktar1 dG ile de oranlarak sonuglarin dogrulugu kontrol edildi.

Elde edilen sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde gosterildi. Sonuglarin
istatistiksel degerlendirimesinde SPSS-17 paket programi kullanilarak ANOVA post

hoc testlerinden ‘Dunnet’s multiple comparison’ testi uygulandi.

3.6.5. Gene-ozgii DNA Metilasyonunun Arastirilmasi

3.6.5.1. Bisiilfit DNA Modifikasyonu

DNA orneklerinin bisiilfit modifikasyonu, ilk olarak Frommer ve ark. (1992)
tarafindan tarif edilen ve Clark ve ark. (1994) tarafindan modifiye edilen yontem esas
aliarak yapildi. Yontemin esasi, tek iplikli DNA’daki tiim metillenmemis sitozinleri
sodyum bisiilfitin urasile deamine etmesine dayanir. Diger yandan, metillenmis
sitozinler degismeden kalir (Sekil 3-6). Boylece metillenmis ve metillenmemis DNA’lar
arasindaki dizi farkliliklarindan yola ¢ikilarak tayin yapilabilmektedir. Daha sonra,
modifiye edilmis DNA, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢cin 6zgilin olan primer

cifiti kullanilarak PCR ile amplifiye edilir.

NH, Siilfonasyon NH, NH,

W Hso, " CH,

\\ | 4ﬁ3 I NaHSO,, pH 5.0

AT J 5
" 0 50, r
H H H
Sitozin Sitozin
Siilfonat S-metilsitozin

HO
Hidrolik
NH,4 deaminasyon
Alkali
Q Desiilfonasyon Q
HN ‘ HSO,, HN
‘_’
0”k OH 0 S0,
k g

Urasil Urasil siilfonat

Sekil 3-6: Sitozinin bilsiilfit ile deaminasyonu reaksiyonu.
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Bisiilfit modifikasyonu ‘EZ DNA Methylation Gold Kit’ (Zymo Research-
D5005) kullanilarak yapildi (Sekil 3-7).

Hiicre kiiltiiri

&3

DNA izolasyonu

EZ DNA Methylation Gold Kit

DNA denatiirasyonunu takiben
CT déoniisiism reaksiyonu

Inkiibasyon

” Desiilfonasyon ve saflastirma

)
PCR icin hazir

Sekil 3-7: Kit ile bisiilfit DNA modifikasyonunun sematik gosterimi.

Kit icerigi:

Baglama tamponu

CT Doéniisim (modifikasyon) belirtecinin hazirlanmasi: Kit i¢inde bulunan toz
halindeki CT Dontisiim belirteci asagidaki sekilde hazirlandi:

900 pl su

300 pl M-seyreltme tamponu CT doniisiim belirteci tiipiine eklendi.

50 pl M-¢oziicii tampon

Vorteks ile oda sicakliginda karistirildi ya da 10 dk. ¢alkalandi.

M-Yikama tamponunun hazirlanmasi: 24 mL %100’liik etanol 6 mL M-yikama

tamponuna eklendi ve karistirildi.
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Deney Protokolii:

1. 0,5 mL mikrotiipe 20 ul DNA 6rnegi (0,05 pg/ul) ve 130 ul CT doniisiim belirteci
eklendi. Eger DNA Orneginin hacmi 20 pl den az ise aradaki fark su ile
tamamlanmalidir.

2. Ornek tiipleri, 1s1t1c1 blokta 98'C*de 10 dk. ve 64°C de 2.5 saat sure ile inkiibe edildi.

3. Filtreli tiip toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 600 pl baglayici tampon kondu.

4. 2. basamakta inkiibasyon sonrasi elde edilen drnek baglayici tampon igeren filtreli
tiipe kondu. Toplama tiipiiniin kapag1 kapatildi ve alt tist edilerek karistirildi.

5. 14.000 x rpm*‘de 30 sn. santrifiij edildi. ““Toplama tiipiiniin igindeki s1v1 atildi.

6. 100 ul yikama tamponu filtreli tiip eklendi. 14.000 x rpm*de 30 sn. santrifiij edildi.

7. 200 pl desiilfonasyon tamponu filtreli tiipe eklenir ve oda sicakliginda (20-30°C) 15-
20 dk. bekletildi. Inkiibasyondan sonra 14.000 x rpm*de 30 sn. santrifiij edildi.

8. 200 pl yikama tamponu filtreli tiipe eklendi. 14.000 x rpm’de 30 sn. santrifiij edildi.
Bu islem iki kez tekrarlandi.

9. Toplama tiipii atilds, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

10. 10 pl eliisyon tamponu direkt olarak filtreli tiipe eklendi. 14.000 x rpm’de 30 sn.
santrifiij edildi.

11. Elde eldilen bisiilfit modifiye DNA’lar daha sonraki agsamalarda kullanilmak {izere
20°C’de saklandi.

3.6.5.2. Metilasyona-ozgii PCR (MSP)

E-cadherin, p16, VHL, c-myc ve p15 genlerinin promotor bolgelerindeki CpG
adalarinda metilasyon tayini, Herman ve ark. (1996) tarafindan tarif edilen yontem esas
aliarak yapilmistir. Bu yontemde bisiilfit modifikasyonu ile urasile doniisen sitozinler

PCR sirasinda adeninle eslesirler (Sekil 3-8).
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—CGm—=CG— DN
—G&_GC._ fragmanlan

l Denatiirasyon

m
e C G C G

Sodyum bisiilfit
uygulama

Y

— 8G_ UG— Metile olmayan sitozinler

urasile doniisiir

PCR’mn 1. siklusu
Y

—CG=—UG=—
+—GC—AC—

l PCR

—CG—TG=+
+—GC—AC—

Sekil 3-8: Bisiilfite modifikasyonu ve PCR amplifikasyonunun metillenmis ve
metillenmemis dizide sematik olarak gosterilmesi (Zilberman and Henikoff, 2007).

3.6.5.3. In Vitro DNA Metilasyonu

Pozitif kontrol olarak in vitro metillenmis DNA; genomik DNA’nin SssI-CpG
metiltransferaz enzimi (Zymo Research-E2011; New England Biolabs-M0226S)
katalizorligiinde SAM’1 substrat olarak kullanarak in vitro metillenmesi ile hazirlandk.

Reaksiyon Bilesenleri:

10x CpG Reaksiyon tampon 2 ul
20X SAM (12 mM) 1 pl
DNA (1pg/ul) 1 pul
CpG Metilaz (4 unite/pl) 1 ul
Niikleaz-free su 15 pl

Sirastyla yukaridaki reaksiyon icerikleri mikrosantrifiij tiibiine konuldu.

30°C’de 1 gece inkiibasyon gergeklestirildi.

3.6.5.4. In vitro Metillenmis DNA’nin Saflastiriimasi

Sodyum asetat ¢ozeltisi: 2,4 g sodyum asetat tartilarak 10 mL bidistile suda
¢oziildi. pH asetik asit ile 6.0’ya ayarlandi. 0,2 pum steril filtreden gegirilerek steril
edildi. +4 °C’de buzdolabinda saklandi.
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1. 20 pl in vitro metile edilmis DNA ¢ozeltisine 20 pl niikleaz-free su eklendi.

2. Igerisinde jel bulunan 1,5 mL’lik tiip (‘phase lock gel light’) kullanilmadan 6nce
11.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve DNA ¢6zeltisi jelin tizerine konuldu.
Uzerine 1 hacim (40 pl) kloroform:izoamil alkol (24:1) karisim1 eklendi.

1 dk. boyunca ¢alkalandi ve 11.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

Ustteki s1v1 (40 pl) jel tabakasina degmeden yeni bir ependorf tiibiine alindi.

o ok~ w

Uzerine 0,1 hacim (4 pl) 3M sodyum asetat (pH=6) tamponu ve 2 hacim (80 ul)

soguk absolii etanol eklendi.

7. -80°C‘de 1 saat ya da-20°C*‘de 1 gece bekletildi.

8. 4°C’de, 10.000 x g’de 30 dk. santrifiij edildi.

9. Ustteki s1tv1 kisim atildi.

10. DNA pelleti %90°lik soguk etanol ile yikandi ve 4°C’de 10.000 x g’de 30 dk.
santrifiij edildi.

11. Oda sicakliginda 10 dk. kurutuldu.

12. DNA pelleti tizerine 20 pl niikleaz-free su eklendi ve 55 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Metillenmis DNA sonraki asamalarda kullanilmak tizere -20°C’de sakland.

3.6.5.5. Primer Ciftleri

Bazi1 genlere ait primer ciftleri, “Methyl Primer Ekspres (Applied Biosystems)”
ve “Meth Primer” gibi metilasyon analizleri i¢in 0zglin primer tasarim programlari
kullanilarak, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢in genlerin promotor bdlgelerinde
CpG adalarindaki dizilere uygun olarak tasarlandi. Kullanilan primer ¢iftler1 Tablo 3-
2’de gosterilmistir. Primer ciftleri Elips firmasi aracilifiyla saglandi (Integrated DNA
Technologies, Amerika Birlesik Devletleri). Tim primerler 100 pmol/pl
konsantrasyonunda olacak sekilde niikleaz-free suda c¢oziilerek stok c¢ozeltiler
hazirlandi. Daha sonra PCR uygulamalarinda kullanilmak iizere 10 pmol/ul olacak

sekilde seyreltildi ve porsiyonlara ayrilarak -20'C’de saklandi.
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Tablo 3-1. MSP i¢in kullanilacak primer c¢iftleri

Annealing
Primer set Ileri primer 5" — 3° Geri primer 3" — 5° Sicakh@i  Kaynak
°C)
e-cadherin— M gttttt agt taa tta gcg gcg tc ~ aaa ctc aat aat acg ccg cg 60 e,:lrllrva ve
e-cadherin— U  gtg ttt tta gtt aat tag tgg tgt t  ctt aaa aac tca ata ata cac caca 57 200';5
Swafford
pl6 —M aat tcg agg aga gcg att cg aac gtt taa taa aac ccc ga 55 ve ark
pl6-U gtg aat ttg agg aga gtg att tg  caa aac att taa taa aac ccc aa 55 1997 B
VHL - M gta cgt tcg cgt cgt tta ¢ ttc aca aaa cgt aaa acc ga 55 F'\’/:(ier:]eyrl
VHL -U gtatgttig tot tot tta t ttc aca aaa cat aaa acc aa 51 Express
c-myc-M ttt gtt ttt tcg att tta gag aga ¢ tta tcc tac gta tat taa tca ccg ¢ 55 F'\’/:(iartrlr
c-myc - U tgt ttt ttt gat ttt aga gag atg a  ctt atc cta cat ata tta atc accaca 55 Design
Methyl
pl5-M cga gag ggt ttt ttg gat ac aac gta caa ata cct cgc aa ol Primer
pl5—U gtt tga gag got ttt ttg gat at ~ aac aac ata caa ata cct cac aa 55 Express

3.6.5.6. PCR Uygulamasi
50 ng bisilfit ile modifiye edilmis DNA’ dan (1000 ng/20 ul) 1 ul alindi,

tizerine 12,5 pl hot-start PCR master karigimi, 2’ser pl 10 pmol “ileri” ve “geri”
primerler ve 7,5 ul su eklenerek PCR amplifikasyonu baglatildi.

PCR kosullart:

Enzim aktivasyonu 95°C 4 dk.
Par¢alanma 95 °C 30s.

Annealing * 30s. 35siklus
Uzama 72°C 30s.

Final uzama 72°C 7dk.  1siklus

* Her gene ait “annealing sicakligi” Tablo 3-2’de verilmistir.

Her bir PCR {iriinii (10 pl) %5 lik poliakrilamid jellerde yiiriitiildi ve etidyum

bromiir ile boyanarak UV transluminator ve jel goriintiileme sisteminde incelendi.

PCR uygulamasi, pozitif kontrol 6rnekleri kullanilarak her gene ait metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primer c¢iftleri ile farkli annealing sicakliklar1 denenerek

optimize edildi. Her gen i¢cin PCR metodu optimize edildikten sonra; FB1 uygulanmis
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NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinden izole edilen DNA orneklerine MSP uygulamalar
2’ser tekrarli olarak yapildi.

Metodun 6zgiinliigiinii konfirme etmek amaciyla; her PCR uygulamasinda hem
metillenmis (M), hem de metillenmemis (U) primer ¢iftleri i¢in, pozitif kontrol olarak in
vitro metillenmis DNA, negatif kontrol olarak ise bisiilfit modifikasyonu yapilmamis
DNA kullanildi.

3.6.5.7. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel yiikleme tamponu: 0,25 g Brom fenol mavisi, 0,25 g ksilen siyanol
tartildi. 30 mL Gliserin ve 70 mL steril su ilave edilerek karistirildi. Oda sicakliginda

saklandi.

10XTBE ¢ézeltisi: 108 g Trizma baz, 55 g borik asit, 9.3 g EDTA tartilarak
1000 mL’ye bidistile su ile tamamlandi. Otoklavda 120 °C’de 15 dk. steril edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

IXTBE ¢ézeltisi: 10XTBE tamponundan 100 mL alinip 1000 mL’ye steril su ile

tamamlandi.

Etidyum bromiir: 10 mg etidyum bromiir 10 mL bidistile suda ¢ozlindiiriildii.
+4°C’ de saklandi.

DNA gostergeleri: Calismada 50 ve 100 bg’lik DNA gostergeleri kullanildi. 4
pL DNA gostergesi, 1 pL 6XDNA yiikleme boyast ve 1 pL steril su 0,5 mL’lik
mikrotiipte karistirildi. +4 °C’de saklandi.

Agaroz jel (%1,5) hazirlamisi: 0,75 g Agaroz tartilip 50 mL’ye 1XTBE ile
tamamlanip, mikrodalga firinda ¢o6ziindiiriildii. Ilikken, PCR iiriinlerini goriiniir hale
getirmek i¢in, 2 pL etidyum bromiir eklenip karistirildi ve taraklar konulmus olan
plaga dokiildii. Jellerin donmast i¢in 20 dk. beklendi. Taraklar ¢ikartilarak jeller hemen
kullanildi ya da +4°C°de sakland.

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklesip gerceklesmediginin

kontrolii i¢in 6rnekler, PCR islemi bitiminde %1,51ik rutin agaroz jellere tatbik edildi.

Agaroz jele uygulama: Her 7 uLL PCR firiinii i¢in 2 pL yiikleme tamponu ilave
edildi. Jel, 1XTBE tamponu igeren elektroforez tankina alindi. Yiikleme tamponu ile

karigtirllmis olan PCR firtinleri, tarak disleri sayesinde olusan bosluklara teker teker
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uygulandi. 1 Jele 13 6rnek ve olusan iiriiniin biiyiikliigiinii 6l¢ebilmek icin uygun DNA
gostergesi uygulandi. Yatay elektroforez, giic kaynagina takilarak PCR {irlinleri direkt
olarak 150 volt, 85 miliamper varliginda 40 dk. yiiriitiildii. Islem sonunda amplifiye
edilen genlerin spesifik bantlar1 UV-transilluminatorde 254 veya 301 nm'de

goriintiilendi ve jel dokiimantasyon sistemi ile elde edilen resimler kaydedildi

3.6.5.8. Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Akrilamid jel yiikleme tamponu: %95 Formamid, 20 mM EDTA, %0.05 brom
fenol mavisi, %0.05 ksilen siyanol olacak sekilde 10 mL hazirlandi. Oda sicakliginda

saklandi.

Amonyum persulfat: 10 gram amonyum persiilfat tartilarak 100 mL bidistile

suda ¢oziindiiriildi. +4 °C’ de saklandi.

Akrilamid jel (%8) hazirlanigi: 3.214 pL poliakrilamid : bisakrilamid (29 : 1) ve
1 mL 10xTBE 15 mL’lik falkona konuldu, hacmi bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Uzerine 150 pL amonyum persiilfat ve 25 pL TEMED ilave edildi. Hazirlanan ¢ozelti
dikey elektroforez jel dokme tankinda enjektor ile iki cam arasina dokiildii ve uygun
tarak yerlestirildi. Hazirlanan jel donduktan sonra su ile yikanarak kuyucuklarda kalmis
olabilecek polimerlesmemis ¢ozeltinin ve hava kabarciklarinin giderilmesi saglandi. Jel,
dikey elektroforez tankina yerlestirildi ve tank 1XTBE ¢ozeltisi ile dolduruldu.

Akrilamid jele uygulama: 7 pL’lik PCR iriinleri iizerine 2 pL yiikleme
tamponu ilave edilip karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Her jel yiiklemesinde
uygun DNA gostergeleri de yiiklendi. Dikey elektroforez, gii¢ kaynagina takilarak PCR
trtinleri 150 volt, 85 miliamper varliginda 50 dk. boyunca yiiriitiildi. Daha sonra
akrilamid jel tanktan g¢ikarildi ve 100 mL bidistile suya 10 pL etidyum bromiir
ilavesiyle hazirlanmis ¢ozeltidel5 dk. calkalandi ve UV-transilluminatérde 254 veya

302 nm'de goriintilendi ve jel dokiimantasyon sistemi ile elde edilen resimler
kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Cogalma Verileri

NRK-52E ve Clone 9 hiicre dizilerinin kontrol gruplarinda 24., 48. ve 72. saatler
boyunca hiicre sayisi beklenildigi tizere saglikli ve katlanarak ¢ogalma gosterdi
(Sekil 4-1). Clone-9 ve NRK-52E hiicre dizileri igin ireme zamani 24 saat olarak tespit
edildi.

8000000 - 00 024 048 m72
7000000 -

6000000 -
5000000 -
4000000 -
3000000 -

2000000 -

1000000 -

0 .
NRK-52E Clone 9

Sekil 4-1: NRK-52E ve Clone 9 Hiicrelerinin zamana bagh cogalma verileri.

4.2. FBI’in NRK-52E ve Clone9 Hiicrelerinde Sitotoksisite Uzerine Etkileri

FB1’in NRK-52E ve Clone 9 hucreleri uzerindeki sitotoksik etkisi, membran
biitiinliigli iizerine etkinin tayin edildigi LDH testi ve solunum zinciri {izerine etkinin
tayin edildigi XTT testleri ile yapildi. LDH ve XTT testleri i¢in hiicreler FB1 ile 8 farkli
konsantrasyonda ve 3’er tekrarli olacak sekilde maruz birakildi. Ayn1 zamanda, testler

farkl1 bir giinde ikinci kez tekrarlandi.

FB1’e maruz birakilmis hiicrelerin 340 nm’deki absorbanslarinin 6lgiilmesiyle
NADH tiiketiminin hesaplandigi LDH testinde, pozitif kontrol olarak kullanilan Triton
X-100 ile kiyaslama sonucu relatif LDH aktivitesi hesapland1 (Bolim 3.5.1.7). FB1
maruziyeti sonrasi konsantrasyona karsi relatif LDH aktivitesi grafigi Sekil 4-2’de

gosterilmistir. FB1’in 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pM konsantrasyonlarindaki
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maruziyetinin her iki hiicre dizisinde de relatif LDH aktivitesi %50’nin altinda
bulunmustur.

XTT testinde de 480 nm’deki absorbanslarin 6l¢iilmesi ve hiicre canliliginin
blank ile kiyaslanmasi sonucu tayin edilen (Bolim 3.5.1.7) % relatif inhibisyon
degerleri Sekil 4-3’de gosterilmistir. FB1’in 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 uM
konsantrasyonlarindaki maruziyetinin her iki hiicre dizisinde de %50 inbibisyonun

altinda bulunmustur.

——NRK-52E —@—Clone 9

30,0

= 25,0
20,0
15,0

10,0

rel. LDH aktivites

w

o
o O

0 50 100 150 200
FB1 konsantrasyonu (uM)
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Sekil 4-2: NRK-52E ve Clone 9 Hiicrelerinde 1-50 pM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti
sonrasi LDH testi sonuclari

———Clone9 —#—NRK-52E

w
w
)

!

l

= | N N
U O
1 1

% Inhibisyon

o

0 50 100 150 200
FB1 kosantrasyonu (uM)

o un

Sekil 4-3: NRK-52E ve Clone 9 Hiicrelerinde 1-50 pM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti
sonras1 XTT testi sonuclari.
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Sitotoksisite test Sonuglarinin dogrultusunda FB21’in sitotoksik olmayan
konsantrasyonlari belirlendi. DNA metilasyonu uygulamalari i¢in FB1 1, 5, 10, 25, 50
uM konsantrasyonlarda olacak sekilde NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerine 24 saat

uygulandi. 24 saat sonunda hiicreler toplanarak sayildi ve DNA izolasyonu yapildi.

4.3. NRK-52E ve Clone 9 Hiicrelerinden izole Edilen DNA’larin Agaroz Jel
Goriintiileri ve Miktarlar

1-50 uM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda NRK-52E ve Clone 9
hiicrelerinden izole edilen DNA’lar bisiilfit modifikasyonu Oncesinde agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi. 1. Gruba ait DNA’larin jel goriintiileri Sekil
4-4 ve 4-5’de gosterilmistir. Ayn1 zamanda, elde edilen DNA’larin miktar1 ve safligi
‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de olgiildi. 1.
Gruba ait DNA’larin miktar1 ve safligt Tablo 4-1’de gésterilmistir. izole edilen
DNA’larin Azeo/Azgo Ve Azsol Az oranlarinda safliklarinin iyi oldugu goriildii ve DNA

metilasyonu analizleri i¢in uygulamalara baslandi.

Tablo 4-1: 1-50 pM Konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda NRK-52E ve Clone
9 hiicrelerinden izole edilen DNA’larin miktar ve safliklari

DNA Omekleri Azeo/ Azgo A250/ A230 Miktarl (l’lg/ ].,LL)
NRK-52E Hiicreleri
50 uM 1,958 2,25 301,834
50 uM 1,958 2,319 571,809
25 uM 1,991 2,276 420,553
25 uM 1,966 2,31 508,908
10 uM 1,979 1,971 375,513
10 uM 1,96 2,303 428,18
5uM 1,941 2,15 470,731
5uM 1,927 1,88 358,066
1uM 1,934 2,256 535,575
1uM 1,937 2,212 587,27
0 uM 1,928 2,184 689,388
0 uM 1,938 2,078 480,435
Clone 9 Hiicreleri
50 uM 1,958 2,108 723,417
50 uM 1,933 2,039 692,637
25 uM 1,93 2,169 677,896
25 uM 1,937 2,167 698,062
10 uM 1,959 2,239 726,899
10 uM 1,926 2,127 438,987
5uM 1,874 1,291 366,715
5uM 1,918 1,735 251,189
1uM 1,946 2,046 366,605
1uM 1,931 1,652 454,423
0 uM 1,947 2,203 614,332
0 uM 1,95 2,257 599,612
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Sekil 4-4: 1-50 uM Konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda NRK-52E
hiicrelerinden izole edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 4-5: 1-50 pM Konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda Clone 9 hiicrelerinden
izole edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii.

4.4. Global DNA Metilasyonu Sonuglari

Global 5-mdC igeriginin kantitatif tayini; hidrolize DNA’daki serbest
deoksiriboniikleozidlerin UV-DAD donanimli HPLC sisteminde analizi ile
gerceklestirildi. dC, dG, dT ve dA igin 0,5; 1; 2,5; 5; 10 uM ve 5-mdC igin ise 0,02;
0,04, 0,1 ve 0,2; 0,4 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde kalibrasyon egrileri
hazirlandi. %5-mdC miktar1 toplam dC iizerinden hesaplandi (Bolim 3.6.4.5). Tez
caligmasinda Sekil 4-6’da 5-mdC’e ait kalibrasyon egrisi ve Sekil 4-7‘de ise dC’e ait

kalibrasyon egrisi gosterilmistir.
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Sekil 4-6: 5-mdC Standardina ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-7: dC Standardina ait kalibrasyon egrisi.

Deoksirtiboniikleozidlerin Cig kolonda ayrilmasi, 50 mM KH,PO, ¢ozeltisi (pH
4,1) ve metanol gradient mobil faz sisteminde gergeklestirildi. dC, dG, dT ve dA i¢in 1
uM; 5-mdC igin ise 0,04 puM konsantrasyonda hazirlanan deoksiriboniikleozid
standartlarina ait kromatogram Sekil 4-8°de gosterilmistir. DNA’da normal kosullarda
5-mdC miktar1 %4 civarinda oldugundan dolayr diger deoksiriboniikleozid
konsantrasyonlarina kiyasla daha diisiik seviyelerde hazirlanmistir. NRK-52E ve Clone
9’a ait hidrolize DNA’larin kromatogramlar1 benzer oldugundan dolayi, Sekil 4-9°da

sadece NRK-52E hiicrelerine ait hidrolize DNA nin kromatogrami gosterilmistir.
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Sekil 4-8: dC, dG, dT ve dA i¢in 1 pM; 5-mdC icin ise 0,04 pM konsantrasyonda
hazirlanan deoksiriboniikleozid standartlarina ait kromatogram.
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Sekil 4-9: NRK-52E hiicrelerine ait hidrolize DNA’min kromatograma.

Sekil 4-10°da 1, 5, 25, 50 uM konsantrasyonlarda FB1 uygulanan NRK-52E ve
Clone 9 hiicrelerinde % metilasyon seviyeleri gosterilmis olup, kontrol grubuna kiyasla

FB1 uygulanan hiicrelerde % metilasyonda anlamli bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4-10: FB1 Uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde % metilasyon seviyeleri.

4.5. Gene-ozgii Metilasyon Tayini Sonuclari
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e-cadherin, p16, VHL, c-myc ve pl5 Genlerinin promotor bolgelerindeki CpG

adalarinda metilasyon tayini FB1 uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinden elde

edilen DNA &rneklerinde metilasyona 6zgii PCR (MSP) yontemi ile yapildi. MSP tayini

her bir 6rnek i¢in hem metillenmis (M), hem de metillenmemis (U) primer ciftleri

kullanilarak yapildi. FB1 maruziyeti her konsantrasyon i¢in NRK-52 E hiicrelerine 4’er

tekrarli; Clone 9 hiicrelerine 3’er tekrarli yapildi.

e-cadherin Geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon hem
kontrol hem de FB1 uygulanan NRK-52E (Sekil 4-11) ve clone 9 hiicrelerinde (Sekil 4-

12) gbzlenmistir.
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1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M u M u M

150bp

100bp

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biiytikligii: M primer ¢ifti igin 107 baz ¢ifti (bp); U primer ¢ifti igin 114 bp.

Sekil 4-11 : e-cadherin Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis NRK-52E hiicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.

50 uM 25 uM 10 uM 5uM
Marker U M U M U M U M

150bp

100bp

1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M u M u M u M

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biiytikligii: M primer ¢ifti igin 107 baz ¢ifti (bp); U primer ¢ifti i¢in 114 bp.

Sekil 4-12: e-cadherin Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis Clone 9 hiicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuclari.
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pl6 Geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon NRK-52E
hiicrelerinde hem kontrol hem de FB1 uygulanan 6rneklerde gozlenirken (Sekil 4-13),

Clone 9 hiicrelerinde gozlenmemistir (Sekil 4-14).

50 uM 25 uM 10 uM 5uM
Marker U M U M U M U M
150bp
100bp
1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M 19} M U M 1w} M

150bp

100bp

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biyiikliigii: 132 baz gifti (bp).

Sekil 4-13: p16 Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis NRK-52E hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonugclari.

50 uM 25 uM 10 uM SuM
Marker U M U M U M U M
150bp
100bp
1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M U M U

150bp

100bp

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR {iriinii
biytiklugi: 132 baz ¢ifti (bp).

Sekil 4-14: p16 Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis Clone 9 hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.
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VHL Geninin promotor bdlgesindeki CpG adalarinda metilasyon her iki hiicre
dizisinde de kontrol orneklerinde gbzlenmemistir. 5, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda FB1 uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde VHL geninde
kismi metilasyon gozlenmistir. Sekil 4-15 ve 4-16‘da VHL genine ait NRK-52E ve

Clone 9 hiicrelerinde 6rnek MSP sonuglar1 gosterilmistir.

200 bp

150 bp

1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol

Marker U M U M U M U M
200 bp [ —

150 bp

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biyiikliigii: 154 baz gifti (bp).

Sekil 4-15: VHL Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis NRK-52E hiicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuclari.

50 uM 25 uM 10 uM 5 uM
Marker U M u M U M u M

1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M U M u M

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biiytikliigii: 154 baz cifti (bp).

Sekil 4-16: VHL Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis Clone 9 hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.
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c-myc Geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon her iki hiicre
dizisinde de kontrol orneklerinde gozlenmemistir. 1, 5, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda FB1 uygulanan NRK-52E hiicrelerinde (Sekil 4-17) c-myc geninde

metilasyon gozlenmezken, Clone 9 (Sekil 4-18) hiicrelerinde kismi metilasyon

gozlenmistir.
50 uM 25 uM 10 uM 5uM
Marker U M U M U M U M
150bp
100bp
1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M U M U M

150bp IR
100bp BT

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biyiikliigii: 127 baz gifti (bp).

Sekil 4-17: c-myc Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis NRK-52E hiicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuclari.

150 bp
100 bp
1 uM 0 uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M u M u M
150bp
100bp

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR {iriinii
biiytiklugi: 127 baz ¢ifti (bp).

Sekil 4-18 : c-myc Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis Clone 9 hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.
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p15 Geninin promotor bdlgesindeki CpG adalarinda metilasyon her iki hiicre
dizisinde hem kontrol 6rneklerinde hem de FB1 uygulanan 6rneklerinde gézlenmemistir

(Sekil 4-19 ve 4-20).

50 uM 25 uM 10 uM 5 uM
Marker U M U M u M U M
150bp
100bp
1uM O_M + Kontrol - Kontrol
Marker U M M U M U M

150bp ™3} | |
100bp H
+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR {iriinii

biiyiikligii: 138 baz cifti (bp).

Sekil 4-19: p15 Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis NRK-52 E hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.

50 uM 25 uM 10 uM S5uM
Marker U M U M U M U M

150bp —

100bp [

1 uM 0uM + Kontrol - Kontrol
Marker U M U M U M U M

+ Kontrol: in vitro metillenmis DNA; - Kontrol: bisiilfit ile modifiye edilmemis genomik DNA; PCR iiriini
biiytkliigii: 138 baz cifti (bp).

Sekil 4-20: p15 Genine ait kontrol ve FB1 uygulanmis Clone 9 hiicrelerinde metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuglari.

NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerine 1-50 uM konsantrasyonlarda FB1 uygulanan
biitiin gruplara ait e-cadherin, p16, VHL, c-myc ve p15 genlerinin MSP sonuglar1 Tablo
4-2 ve 4-3°de gosterilmistir.



Tablo 4-1: NRK-52E Hiicrelerine FB1 uygulanan biitiin gruplara ait e-cadherin, p16,
VHL, c-myc ve p15 genlerinin MSP sonuglari

NRK-52E e-cad pl6 VHL c-myc p15
U M U M U M U M U M
50 uM - + - + + + + - + -
50 uM - + - + + - + - + -
50 uM - + - + + + + - + -
50 uM - + - + + - + - + -
0/4 | 414 | 0/4 | 4/4 | 4/4 2/4] 4/4 | 0/4 | 4/14 | 0/4
25 uM - + - + + + + - + -
25 uM - + - + + - + - + -
25 uM - + - + + + + - + -
25 uM - + - + + - + - + -
0/4 | 4/4 | O/4 | 4/A | 414 | 2/4 | 4/4 | O/4 | 4/14 | 0/4
=
10 uM - + - + + + + - + -
10 uM - + - + + - + - + -
10 uM - + - + + - + - + -
10 uM - + - + + - + - + -
0/4 | aia{oma | aia|aall val a4 04 a4 0i4
5 uM - + - + + + T + - + -
5 uM - + - + + - + - + -
5 uM - + - + + - + - + -
5 uM - + - + + - + - + -
o4 | aa o | aia] aial valamn o) amlon
—
1 uM - + - + + - + - + -
1 uM - + - + + - + - + -
1 uM - + - + | + - + - + -
1 uM - + - + | + - + - + -
0/4 | 4/4 | O/4 | 4/4 | 4/4 | O/4 | 4/4 | O/4 | 4/4 | O/4
0 uM - + - + + - + - + -
0 uM - + - + + - + - + -
0 uM - + - + + - + - + -
0 uM - + - + + - + - + -
0/4 | 4/4 1 0/4 | 4/4 | 4/4 | 0/4 | 4/4 | O/4 | 4/4 | 0/4

72



73

Tablo 4-2: Clone 9 Hiicrelerine FB1 uygulanan biitiin gruplara ait e-cadherin, p16, VHL,

c-myc ve pl15 genlerinin MSP sonuglari.

Clone 9 e-cad pl6 VHL c-myc p15
u | M u MJ|U|M|U | M|U/| M
50 uM -+ i -+ ] - -
50 uM - + + - + + + + + -
50 uM - + + - + + + + + -
0/3 | 3/3]|3/3[03|33f23| 31 2/3Q3/3]0/3
25 uM - + + - + - + - + -
25 uM - + + - + + + + + -
25 uM - + + - + + + + + -
0/3 3/3|3/3 (033323} 31| 2/3|3/3]|0/3
Je— —
10 uM - + + - + + + - + -
10 uM - + + - + - + + + -
10 uM - + + - + + + + + -
0/3 | 3/3|3/3[03|33)23) 31| 2/3|3/3]|0/3
S —
5uM - + + - + - + - + -
5uM - + + - + - + + + -
5uM - + + - + + + + + -
0/3 3/3]|3/3 (0333|113} 31| 2/3|3/3]|0/3
Je— —
1 uM - + + - + - + - + -
1 uM - + + - + - + - + -
1 uM - + + - + - + + + -
0/3 33|33 [03|33[03] 3| 1/3|3/3]|0/3
p—
0 uM - + + - + - + - + -
0 uM - + + - + - + - + -
0 uM - + + - + - + - + -
0/3 {3/3]|3/3[03|33[03] 3 |0/3]3/3]0/3
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Sonug olarak;

1-50 uM FB1 uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde kontrol grubuna
kiyasla global metilasyonda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

e-cadherin Geni her iki hiicre dizisinde de hem kontrol hem de FB1 maruziyet
gruplarinda metile bulunmustur.

plé Geni NRK-52E hiicrelerinde hem kontrol hem de FB1 maruziyet
gruplarinda metile iken; Clone 9 hiicrelerinde ise her iki grupta da metile degildir.

VHL Geni her iki hiicre dizisinde kontrol gruplarinda metile degil iken; FB1
maruziyet gruplarinda ise kismen metiledir.

c-myc Geni NRK-52E hiicrelerinde kontrol ve FB1 uygulama gruplarinda
metile degildir. Clone 9 hiicrelerinde ise c-myc geni kontrol gruplarinda metile degil
iken; FB1 uygulama gruplarinda ise kismen metiledir.

pl5 Geni ise her iki hiicre dizisinde hem kontrol hem de FB1 maruziyet

gruplarinda metile degildir.
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5. TARTISMA

Gen anlatimlarinin epigenetik modiilasyonu ve bunun karsinojenezdeki rolii
toksikogenomik alaninda ortaya ¢ikan onemli bir konudur. DNA metilasyonu ve
kromatin yapisindaki degisiklikler ile ortaya ¢ikan genomun epigenetik mekanizmalari,
DNA dizisinde bir degisiklik yapmadan tiimoérle iliskili genlerin ifadelerinde degisiklik
yaparak karsinojeneze zemin hazirlar (Jones ve Baylin 2002). Son arastirmalar, DNA
metilasyonundaki degisikliklerin ve histon modifikasyonlarinin ve bu yiizden olusan
gen ifadesindeki degisikliklerin karsinojenezin erken safhalarinda ortaya c¢iktigini
gostermistir (Szyf, 2011). Genlerin anlatimlarinin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan
DNA metilasyonundaki degisikliklerin tayininin non-genotoksik karsinojenlerin
indiikledigi tiimorlerin erken belirlenmesinde kullanilabilecek ve potansiyeli en yiiksek
biyogdstergelerden biri olabilecegi yoniindeki ¢aligmalar 6n plana ¢ikmaktadir (Watson
ve Goodman, 2002; Pogribny ve ark., 2008, Jiang ve ark., 2008; Koturbash ve ark.,
2011).

FB1 yapisal olarak sfingozine benzemesinden dolayi, sfingolipidlerin
biyosentezini inhibe ederek toksik etkilerini gdsterdigi bildirilmistir. Hiicre
membranmin 6nemli bilesenlerinden olan sfingolipidlerin yapisinin bozulmast; hiicre
biliylimesi, morfolojisi, farklilasmasi ve davranisinda 6nemli degisikliklere yol
acmaktadir (Merril ve ark., 1996; Wang ve ark., 1999). Ayrica, FB1’in toksisitesinde
oksidatif degisikliklerin rol oynayabilecegi (Galvano ve ark., 2002; Stockmann ve
Savolainen, 2008) ve ¢esitli hiicre tiplerinde sitotoksik oldugu da bildirilmistir. Bazi
hayvan tiirlerinde tiimor olusumuna ve insanlarda 6zofagus kanserine sebep olmasindan
dolayr, TARC FBI’i “insanlar i¢in muhtemel karsinojen (Grup 2B)” grubunda
smiflandirmistir (IARC, 1993). Cesitli in vitro genotoksisite test sistemlerinde FB1’in
genotoksik Ozelliklerinin olmadig1 gosterilmistir (Gelderblom ve ark., 1995a). FB1’in
karsinojenik etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis olup, cesitli tiirlerdeki
farkli  hastaliklarin  etiyopatojenezinden  sorumlu  non-genotoksik  6zellikte
karsinojenlerden olabilecegi one siiriilmektedir (Smith ve ark., 1996). Epigenetik
mekanizmalarin FB1’in karsinojenik etkisindeki rolii hakkinda kaynakta yeterli bilgiye
rastlanmamaktadir. Bundan hareketle, FBI1'in karsinojenik etki mekanizmasinda
epigenetik  degisikliklerin roliinlin incelenmesi amaglanmistir. Tez caligsmasi

kapsaminda; FB1’in global DNA metilasyonu ve anahtar timdr baskilayict genlerin (e-
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cadherin, p16, VHL, c-myc, p15) ve c-myc onkogeninin promotor bolgelerinde CpG
adalarindaki metilasyonu in vitro kosullarda NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde

arastirilmistir.

Baz1 ¢alismalarda, non-genotoksik karsinojenlerin tiimoér gelismesinin erken
safhalarinda DNA hipometilasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Ornegin, Pereira ve
arkadaglar1 safra asitleri, rutin, bromdiklorometan ve 5-aza-2-deoksisitidin gibi non-
genotoksik karsinojenlerin fare ve sigan bagirsak kolonunda hipometilasyona sebep
oldugunu gostermistir (Pereira ve ark., 2004). Benzer olarak, tekrarlanan dozlarda
dikloroasetik asit ve trikloroasetik asidin fare karacigerinde DNA hipometilasyonuna
sebep oldugu (Ge ve ark., 2001b) ve peroksizom proliferatorii ve siganlarda karsinojenik
bir ajan olan Wy-14,643’lin sican karacigerinde c-myc geninde hipometilasyonu

indiikledigi gosterilmistir (Ge ve ark., 2001a).

Farelere oral yol ile verilen kloroform, bromodiklorometan, klorodibromometan,
bromoform gibi trihalometanlarin karaciger DNA’sinda 5-metilsitozin diizeylerinde
azalmaya ve c-myc geninin promotor bolgelerinde de hipometilasyona sebep oldugu
gosterilmistir (Coffin ve ark., 2000).Diger bir ¢alismada Tao ve arkadaslar1 kloroform,
bromodiklorometan, dikloroasetik asit, trikloroasetik asitin de sigan ve fare
bobreklerinde global DNA hipometilasyonuna ve c-myc geninde de hipometilasyona
sebep oldugunu gosterilmis olup, DNA hipometilasyonunun bu maddelerin bobrek,
karaciger ve kolon  iizerindeki karsinojenik mekanizmalarinda rol oynadigini
belirtmislerdir (Tao ve ark., 2005).

Diger bir ¢alismada ise; primer insan hepatositlerine ve HepG2 karaciger
karsinoma hiicrelerine 0,03 ve 0,3 ng/mL konsantrasyonda hekzabromosiklododekan
uygulamasinin global DNA metilasyonunda degisiklige sebep olmadigi; 17-8
Ostradioliin ise 0,1 ng/mL konsantrasyonda HepG2 hiicrelerinde global DNA
metilasyonunda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Aniagu ve ark., 2009).

Tez ¢alismasinda, FB1’e maruz birakilmis Clone 9 ve NRK-52E hiicrelerinde
global DNA metilasyonu tayini hidrolize DNA’daki serbest deoksiriboniikleozidlerin
UV-DAD donanimli HPLC sisteminde analizi ile gerceklestirildi. 1, 5, 25, 50 uM
konsantrasyonlarda FB1 maruziyetinin NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde global DNA
metilasyonunda anlamli bir degisiklik meydana getirmedigi gozlendi. Bombail ve ark.

tarafindan si¢can dokularinda 5-mdC’nin 2dC’ye orami %2-5 olarak gosterilmistir
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(Bombail ve ark., 2004). Tez calismasinda da hem NRK-52E hem de Clone 9
hiicrelerinde 5-mdC’nin 2dC’ye orami %4-5 olarak bulunmus olup, bunun Onceki
calismalar ile uyumluluk gosterdigi goriilmektedir. Elde edilen bulgulara paralel olarak;
Chen ve ark. da 2 mg/kg bw dozda 28 giin furan uygulamasinin erkek F344/N sicanlarin
karacigerlerinde global DNA metilasyonunda degisiklige sebep olmadigint (Chen ve
ark., 2010); hatta daha yiiksek dozlarda (30 mg/kg bw) 90 giin furan uygulamasinin da
metilasyonda degisiklik olusturmadigini gostermislerdir (Chen ve ark., 2011). FB1’in
metilasyon lizerine etkileri konusunda c¢alismalar sadece global metilasyonunun tayini
ile sinirl kalmistir. Sigan C6 glioma hiicrelerinde 9 ve 18 uM FB1 maruziyetinin global
DNA metilasyonunu arttirdigi, daha yiliksek konsantrasyonlarda ise bir degisiklik
gbzlenmemesinin sebebinin ise FB1’in sebep oldugu sitotoksisite olarak agiklanmistir
(Mobio ve ark., 2000). Yapilan diger bir ¢alismada ise; insan kolon kanser hiicresi olan
Caco-2 hiicrelerinde de 10, 20 ve 40 uM FB1 maruziyetinin global DNA metilasyonunu
arttirdigi (%38-9,5) gosterilmistir (Kouadio ve ark., 2007).

Tez calismasinda global DNA metilasyonunda degisiklik gézlenmemis olup, bu
sonuctan hareketle; DNA metilasyonunun daha 6zgiin olarak tiimor baskilayici1 genler
ile onkogenlerin anlatimlar1 iizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bu etkilerin
arastirilmast hedeflenmistir. Bu amagla, tez calismasmin ikinci boliimiinde cesitli
kanserlerde DNA metilasyonu ile iligkili olan genlerin promotor bdélgelerindeki CpG
adalarinda metilasyon tayini MSP yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Epigenetik
karsinojenlerin hiicre siklusu ve apoptoz ile ilgili genlerin ifadesini etkiledigi
bilinmektedir. Promotor bolgelerinde CpG adalart i¢erdigi bilinen ve DNA metilasyonu
ile iliskili olabilecegi diisiiniilen ve kanserde onemli rolleri olan tiimor baskilayici
genlerden e-cadherin, p16, VHL, p15 ve onkogenlerden c-myc genleri segilmistir. Gene-
0zgli metilasyon caligmalarinda kullanilan MSP yontemi ile DNA’nin belirli bir
bolgesindeki metilasyonun varligi hakkinda bilgi edinilir, fakat ka¢ adet CpG
diniikleotidinde metilasyon oldugu saptanamaz. Bununla birlikte, basit, hizli, maliyeti
az ve az miktarda DNA ile sonug elde edilebilmesi bakimindan, kanserle iliskili olarak
yapilan metilasyon ¢aligmalarinda en sik tercih edilen yontem olarak yerini

korumaktadir.

e-cadherin geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon hem

kontrol orneklerinde hem de FB1 uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde
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gozlenmistir. e-cadherin bir adezyon molekiiliidiir ve doku biitiinliigiiniin korunmasi,
timor invazyonu ve timor metastazi gibi birgok olayda rol alir. e-cadherin Geninin
promotor bolgelerinde CpG adalarinin hipermetilasyonu mide (Suzuki ve ark., 1999;
Leung ve ark., 2001), karaciger (Matsumara ve ark., 2001; Yang ve ark., 2003; Kwon
ve ark., 2005) ve bobrek (Kawakami ve ark., 2003; Dulaimi ve ark., 2004; Costa ve
ark., 2007) kanserlerinde gosterilmistir. Elde edilen bulgularda, normal hiicre
dizilerinde e-cadherin  geninde metilasyon gbzlenmesinin, transkripsiyonel
baskilanmanin sonucu olabilecegi diistiniilmektedir. e-cadherin Geninin ifadesinin
baskilanmasiin hipermetilasyon ile iligkili oldugu cesitli kanserlerde gosterilmistir
(Corn ve ark., 2000 ; Tischoff ve Tannapfel, 2008).

NRK-52E hiicrelerinde hem kontrol orneklerinde hem de FB1 uygulanan
gruplarda p16 geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon gozlenirken,
Clone 9 hiicrelerinde metilasyon gozlenmemistir. Bobrek cesitli hiicre tiplerini igeren
heterojen bir doku oldugu icin genler farkli sekillerde ifade edilebilir. p1l6 Timor
baskilayict geni hiicre siklusunun gelismesini inhibe eden siklin-D-bagimli protein
kinazlarin inhibitoriidiir. Bir ¢ok calisma, DNA metilasyonundaki degisikliklerin p16
geninin inaktivasyonuna sebep oldugu ve karaciger, akciger ve bobrek kanserlerinde
erken agamalarda gozlenebildigini gostermistir (Belinsky ve ark., 1998; Kaneto ve ark.,
2001; Tannapfel ve Wittekind, 2002 ; Qin ve ark., 2004; Dulaimi ve ark., 2004; Ko ve
ark., 2008). Asada ve arkadaslar1 p16 geninde Clone 9 hiicrelerinde hipermetilasyon
gozlerken, primer karaciger hiicrelerinde ise hipermetilasyona rastlamamiglardir ve bu
degisikligin in vitro biiylime esnasinda olabilecegini vurgulamiglardir (Asada ve ark.,
2006). Tez calismasinda ise; normal NRK-52E hiicrelerinde metilasyon gozlenirken
normal Clone 9 hiicrelerinde metilasyona rastlanmamustir.

VHL Geni her iki hiicre dizisinde kontrol gruplarinda metile degil iken; FB1
maruziyet gruplarinda ise kismen metiledir. VHL timor baskilayici geninin CpG
metilasyonunun ise bobrek kanserli hiicrelerinin transkripsiyonel inaktivasyonu ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Herman ve ark., 1994; McRonald ve ark., 2009). Elde
edilen bulgularda bu gendeki hipermetilasyonun FB1’in toksik etki mekanizmalarinda
onemli bir roliiniin olabilecegi diisliniilmektedir.

c-myc Geni NRK-52E hiicrelerinde kontrol ve FB1 uygulama gruplarinda
metile degildir. Clone 9 hiicrelerinde ise c-myc geni kontrol gruplarinda metile degil

iken; FB1 uygulama gruplarinda ise kismen metiledir. Proto-onkogenlerden biri olan c-
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myc bir transkripsiyon faktoriinii kodlamakta olup, hiicre ¢ogalmasini kontrol eder. c-
myc Geninde meydana gelen hipometilasyon ile genin ekspresyonu artar ve bu da
karaciger ve bobrek kanserlerinde hiicre ¢ogalmasi ile iliskilidir (Du ve ark., 2009; Tao
ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda global DNA metilasyonu ve c-
myc geninde hipometilasyon arasinda bir iliski olabilecegi gosterilmistir. Tez
caligmasinda ise; Clone 9 hiicrelerinde FBI ile global metilasyonda degisiklik
gozlenmemesinin c-myc geninde hipometilasyon gozlenmemesi ile baglantili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

p1l5 Geni ise her iki hiicre dizisinde hem kontrol hem de FBI maruziyet
gruplarinda metile degildir. p15 Tiimor baskilayici geni ise 5p32 kromozomu iizerinde
pl6 genine komsu olup, hiicre siklusunun gelismesini inhibe eden siklin-D bagimli
protein kinazlarin inhibitoriidiir. Karaciger (Herman ve ark., 1996; Wong ve ark., 2000;
Qin ve ark., 2004), mide kanseri (Leung ve ark., 2001) ve 16semi (Batova, 1997) gibi bir

cok timorde pl5 geninde metilasyon yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir.

Sonug olarak, FB1 uygulanan NRK-52E ve Clone 9 hiicrelerinde e-cadherin,
pl6 ve pl15 genlerinin promotor bolgelerindeki CpG adalarindaki metilasyonda belirgin
bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir. FB1 uygulanan hem NRK-52E hem de Clone 9
hiicrelerinde VHL geninin promotor bdlgelerindeki CpG adalarinda kismi metilasyon
gozlenirken ; c-myc geninde metilasyon sadece Clone 9 hiicrelerinde gbézlenmistir. Bazi
durumlarda kimyasallar ilk dnce gen ekspresyonunundaki degisiklikleri indiikleyebilir,
sonra gen ekspresyonundaki degisiklikler smirli sayidaki CpG bdlgelerinde DNA
metilasyonunu indiikleyebilir. Bu nedenle, MSP yontemi bu bdlgelerde metilasyonun

Olclilmesinde yetersiz kalmis olabilir.

Sadece smirlt sayida kimyasalin DNA metilasyonunu degistirdigi bilinmekte
olup (Ushijima ve Okochi 2005), non-genotoksik karsinojenlerin DNA metilasyonu
tizerine etkileri konusunda ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Kostka ve arkadaslari
1800 mg/kg oral doz dibutil ftalatin 1, 3 ve 14 giin maruziyeti sonucunda erkek
sicanlarin karacigerlerinde c-myc geninin promoter bolgelerindeki CpG adalarinda
hipometilasyona sebep oldugunu gostermistir (Kostka ve ark., 2010). Diger bir
calismada; siganlarda nikel indiiklii kanser modelinde pl6, RARbeta2 ve RASSF1A
genlerinin ifadelerinde azalmaya hem akciger hem de kas tiimorlerinde rastlanmis olup,

bu genlerdeki hipermetilasyon ise sadece kas tiimorlerinde rastlanmistir (Jun ve ark.,
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2011). Kostka ve arkadslar1 fenobarbitalin siganlara 1/10 LDsp dozlarinda 1 ve 3 giin
siireyle uygulanmast sonucunda pl6 geninin CpG bdlgelerinde metilasyona sebep
oldugunu bildirmistir (Kostka ve ark., 2007). Trikloroetilen ve metabolitleri (Tao ve
ark., 1999 ; Tao ve ark., 2000) ve peroksizom proliferatéric WY-14,643’iin (Pogribny,
2007; 2008) de hiicresel epigenetik degisikliklere sebep oldugu bazi g¢aligmalarda
gosterilmistir. Erkek Wistar siganlara igme suyuyla 2000 ppm konsantrasyonda 12 hafta
boyunca N-nitrosobis(2-Hydroxypropyl)amin maruziyeti sonucu olusturulan akciger
adenokarsinomasinda e-cadherin ve pl6 genlerinde hipermetilasyon goézlenmis ve

bunun da azalan gen ifadesi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Kato ve ark., 2006).

Pogribny tarafindan yapilan bir ¢alismada genotoksik bir hepatokarsinojen olan
2-asetilaminofluorenin karsinojenik etkisinde bazi kritik genlerin (Rassfla ve pl6)
promotor bolgelerinde erken hipermetilasyona ve mikroRNA ifadelesinde degisiklige
sebep oldugu gosterilmis (Pogribny, 2011), ayn1 zamanda, kimyasal karsinojenezde
genotoksik karsinojenlerin etki mekanizmalarinda non-genotoksik etkilerin de 6nemi

vurgulanmustir.

Devamli hiicre kiiltiirleri, kanser ¢aligmalarinda ve hatta epigenetik
mekanizmalarin aydinlatilmasinda siklikla kullanilmaktadirlar. Clone 9 hiicreleri de
Sprague Dawley tiirli sicanlardan elde edilmis karaciger epitel hiicresidir. NRK-52E
hiicreleri ise; nefrotoksik ajanlarin hedef aldigi proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin
karakteristik 6zelliklerine sahiptirler. Her iki hiicre dizisinin de karsinojenez ¢alismalari
icin uygun oldugu belirtilmistir. Fakat, bu hiicre sistemlerinde epigenetik ¢aligmalarin
yapilmast ve in vitro modellerin olusturulmasi toksikoloji alaninda 6nemli bir yere
sahiptir. Tez calismasinda, normal hiicre kiiltiirlerinde kanserde rol oynayan 6nemli
genlerin metilasyonlarinin belirlenmesinin  gelecekte yapilacak olan epigenetik

caligmalara katk1 saglayacag diistiniilmektedir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda; FB1’in in vitro olarak NRK-52E ve Clone 9
hiicrelerine maruziyeti sonucunda kanserle iligkili olan bazi genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adalarinda metilasyonda degisiklige sebep oldugu gdsterilmistir. Bu
sonuclardan hareketle, FB1’in karsinojenik etkisinde epigenetik bir mekanizma olarak
DNA metilasyonundaki degisikliklerin roliiniin olabilecegi one siirilmektedir. Sonug

olarak FBI1’in toksisitesinde DNA metilasyonunun gen ifadesi ve histon
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modifikasyonlar ile iligkisi konular1 lizerine ¢aligmalar yapilmasinin gerekliligi ortaya

cikmaktadir.
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