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Bu arastirmada, Wistar tip rat karacigerinde sisplatin ve cAMP’nin toksik ve
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ve yiuksek lisans hayatim boyunca gosterdigi anlayis ve fedakarliklardan dolayi
degerli arkadasim ve hocam Dr. F. Seyma GOKDEMIR ’e tesekkiirlerimi sunarim.
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dogrultusunda ilerlememde her zaman destek olduklari i¢in sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Son olarak gosterdikleri anlayis ve fedakarliklardan dolayi, uzakta olsalar da her
zaman yanimda hissettigim, varliklariyla gii¢ buldugum degerli aileme, canim
anneme ve sevgilime sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

DNA'nin kesfi ve niikleik asitlerdeki baz dizilerinin belirlenmesi ve DNA
molekiillerinin ~ yapisal  bilesiminin  ve  siireclerinin  anlagilmasi, DNA
teknolojilerindeki ilerlemelerle elde edilmistir. DNA'nin kesfedilmesinden bu yana
bu teknolojilerin gelismesi, biyolojik sorulara yaklasimda devrim yaratmistir ve
bugiin bu teknolojilerin kullanimi1 biyolojik aragtirmalarin ayrilmaz bir pargasi haline

gelmistir.

1990'larin ortalarina kadar, gen ifadesi ¢aligmalar1 bir veya birka¢ genin
transkripsiyonunun Ol¢iilmesiyle smirliydi. Ancak mikro dizin teknolojileri bunu
degistirerek yiizlerce c¢alismay1 bir seferde binlerce transkripsiyona doniistiirdii.
Boylece, bu teknolojik ilerlemeler, biyolojinin bir¢ok alaninda, temel arastirmalardan
insan hastaliklarmin  anlasilmasmna ve tedavisine kadar Onemli Kkatkilarda

bulunmustur (Schena ve ark., 1995).

Kemoterapi ilaglarinin ¢ogunlugu kanser tedavilerinde siirekli olarak
kullanilmasia ragmen, ilaglarin ters dogasi 6nemli bir saglik problemleri olarak
kalmistir. Sisplatin ile ilgili onceki arastirmalardan elde edilen sonuglar, cesitli
kanser tiirlerinin tedavisinde biiyiik basarilara ragmen, ilacin bazi sinirlamalara sahip

oldugunu gostermistir (Miller ve ark.,2010).

Kanser tedavilerinde veya hatta intihar vakalarinda toksik kimyasal sisplatine maruz
kaldindikktan sonra gen ifade seviyeleri degisikliklerinin nasil oldugu konusunda
heniiz bir ¢alisma yapilmamistir. Bu aragtirmada, farkli kimyasal maddelerin hiicreyi
etkiledigi karmasik mekanizmalarin arastirilmistir. Okaryotik hiicrelere saldiri,
viriislerden, kimyasallara kadar genis bir araliktaki maddeler tarafindan
indiiklenebilir. DNA'nin ve farkli ajanlarin kapsamli bir sekilde anlasilmasi,
toksikolojiye yeni yollarin tanimlanmasina yol acan hasar siire¢leri konusuna yeni

bakis agilar1 saglamistir (Cruz, 2013). Bununla birlikte, hiicrenin DNA'sina yapilan



saldiriin, arastirmacilarin sisplatin kaynakli hiicre hasarint 6nleyen bir dizi radikal
ajan bulmaya caligtiklar1 gordiildii. Bu giline degin yapilan calismalar, CAMP'nin,
endotoksinleri inhibe eden antienflamatuar etkiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Mishima ve ark.,2006). Bununla birlikte, CAMP'nin sitokrom p450 ve
hepatotoksisite ifadesinde cAMP'in rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
nedenle bu caligmada sigan karaciger hiicrelerinde cAMP'nin sisplatin lizerindeki

antioksidan etkileri arastiriimistir.

Molekiiler biyolojinin merkezi dogmasi ardigik bilginin transferi ile ilgilidir. Niikleik
asitlerdeki bilginin aktarilabildigi veya devam ettirilebilecegi, ancak bilginin
proteinlere aktarilmasinin geri doniisiimsiiz oldugu ileri siiriilmektedir. Bu nedenle
bu aragtirmanin odak noktasi, cisplatin'in karaciger hiicrelerine girisi ile iligkili gen
ifade degisikliklerine dayanmaktadir. Sisplatin toksik etkilerinin ve CcAMP
antioksidan etkilerinin in-vitro karsilagtirmali analizi yapilmistir. Bu ¢alismada
sitokrom CYP1Al gen ifade seviyeleri arastirilmis ve kontrol olarak TBP
housekeeping geni kullamlmistir. Insan 6rneklerinin ¢alisiimasiin, etik ve teknik
siirlamalari, insan P450 gen ifade paternlerinin ontojenik ifadesini kontrol eden
mekanizmalarin derinlemesine anlagilmasini engellemis olmasindan dolayr hayvan
denmeleri avantajli bir durum olmaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada denemeler i¢in
sican model olarak se¢ilmistir. Siganlar, 102'den fazla P450 enzimine sahip oldugu
bilinmektedir (Nelson ve arkadaslari, 2004) ancak ilag metabolizmasinda yer alan

kesin say1 tam olarak acik degildir.

Bu ¢alismanin, karsilastirmali toksikoloji vakalarina alternatif bir bakis agis1 sunmasi
ve adli toksikoloji ile baglantili vakalarin aydinlatilmasinda yol gosterici olmasi

amaclanmustir.



1.1. Model Organizma

Model organizmalar, bilim insanlarinin biyolojik siirecleri anlamalarina
yardimcl olmak i¢in laboratuvar ortaminda kullanilan insan olmayan, bakimi ve
tiretimi kolay tiirlerdir. Model organizma; organizma modelinde yapilan kesiflerin
diger organizmalarin isleyisi hakkinda bilgi saglayacagi beklentisi ile belirli
biyolojik olaylar1 anlamak i¢in kapsamli olarak incelenen insan dist bir tiire denir.
Model organizmalar in vivo modellerdir ve hastaliklar1 arastirmak igin yaygin sekilde
kullanilirlar. Bu strateji, tim canli organizmalarin yasam siirecinde metabolik,
gelisimsel yolaklarin ve genetik materyalin korunmasiyla miimkiin olur. Model
organizmalar1 incelemek bilgilendirici olabilir ancak bir organizmadan digerine disa
akitildiginda dikkatli olunmalidir. Cok sik kullanilan model organizmalar; Maya
(Saccharomyces cerevisiae), meyve sinekleri (Drosophila melanogaster), nematod
kurdu (Caenorhabditis elegans), bati tirtilli kurbaga (Xenopus tropicalis), sigan (Mus
musculus), zebra baligi1 (Danio rerio) gibidir. Bu ¢alismada, laboratuvar sigan1 olarak
bilinen Wistar tipi albino rat karacigeri kullanilmistir. Laboratuvar siganlar olarak
gruplandirilan siganlar, deneylerde kullanilmak {izere laboratuvar kosullarinda ve
oldukca kisa bir siirede yetistirilir. Kisa siire icerisinde, oldukca fazla sican
uretilebilir. Dolayisiyla, laboratuvarda kullanilmak i¢in {retilebilecek en diisiik
maaliyetli canlilardan birisidir. Hizli ve sik {iremeleri laboratuvar arastirmalari i¢in
olduk¢a faydalidir. sicanlarin birka¢ yillik yasamlari, bilim insanlarinin farkl
nesilleriyle kolaylikla calisabilmesine imkan sunmaktadir. Ayrica, siganlar bilim
insanlarina bu avantajlardan ¢ok daha fazlasini sunarlar. Ornegin; Insanlarin ve
sicanlarin % 90’dan fazla ortak geni bulunmaktadir. Bu durum, insan genlerinin bazi
durumlara ve etkenlere nasil tepki vereceginin anlasilabilmesi i¢in milkemmel bir
calisma alan1 yaratir. Genetigin de 6tesine, siganin tiim biyolojik sistemleri (organlar
gibi) de insanlarinkine benzer sekilde ¢alismaktadir. Insan hastaliklarinim bir modeli
olarak sican, diger deneysel organizmalara kiyasla birgok avantaj sunmaktadir

(lannaccone ve ark.,2009).

Aslinda sicanlar, tibbi arastirmalarda genel olarak en c¢ok kullanilan

organizmalardir ve kok hiicre calismalarinda da bir ¢ok avantaj sunmaktadir..



Sicanlar, 6zellikle inme, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in miikkemmel
modellerdir. Siganlarin fizyolojisi, kolay izlenebilmektedir ve bir¢ok durumda, insan
fizyolojisi ile benzerdir. Sigan insan iiremesi i¢in mekanik ¢alismalarda tercih edilen
birincil modeldir. Diyabet modellerinde sigan modeli, ¢evresel etkenlerin (6rnegin,
toksinler, stres, diyet ve asilama) hastaligi degistirme yetisi de dahil olmak ftizere,
insandaki hastalik gibi gelismektedir. Ila¢ ¢alismalar1 igin, sicanin biiyiikliigii seri

kan ¢ekimine olanak tanir (lannaccone ve Jacob, 2009).

1.2.  Adli Tokikoloji

Adli toksikoloji, adli bilimler icerisinde 6nemli bir yere sahiptir. Ani ve
stipheli Olimlerde 6lim nedeni veya nedenlerinin ortaya cikarilmasi dnemli bir
hukuki sorumluluk gerektirmektedir. Bir 6liim sebebi olarak zehirlenme s6z konusu
ise, cesetten alinacak materyalde toksik madde gosterilmeksizin bdyle bir iddiada
bulunulamaz. ilag ve toksik maddelerin birgogu, viicutta karakteristik degisimlere
yol agmadigindan, toksik incelemeden kaginildiginda ya 6lim saglam bir kanit
olmaksizin intoksikasyona baglanabilir, ya da intoksikasyon kaynakli bir 6liim bagka
bir sebebe baglanabilir. Oliimiin dogrudan zehirlenmeye bagli olmadigi birgok
durumda bile adli toksikoloji ve farmakoloji adalete ¢cok kiymetli veriler sunabilir

(Battal, 2012).

Zehirlenme faktorii olan kimyasal maddenin belirlenmesinde, nicel veya
nitel  (kalitatif/kantitatif) analizlerde belirli bir siraya goére izlenen yoOnteme
sistematik toksikolojik analiz (STA) ad1 verilir. STA; olgunun 6ykiisii, kullanilacak
analize uygun Ornek se¢imi ve toplanmasi, ornegin korunmasi ve laboratuvara
gonderilmesi, toksikolojik analiz ve analitik bulgularin degerlendirilmesi olarak

stralanabilir (Levine 2003, Vural 2000).

Baz1 farmakokinetik kimyasallar, canli metabolizmasinda, o6zellikle ilag

metabolize edici enzimler (Orn: P450) iizerinde bazi degisiklikler meydana



getirebilir. Boyle durumlarda toksikogenetik ad1 verilen multidisipliner bir bilim dali
yardimcet olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda; toksik kimyasal olarak sisplatinin etkisini
indirgemek igin antioksidan ajan olarak cAMP sec¢ilmistir. Biyokimyasal ve
enzimatik diizeyde cAMP nin, sisplatinin toksik etkisini azalttig1 yoniinde ¢alismalar
bulunmaktadir (Akbal, 2006). Bu calismada ise; enzimatik diizeydeki bu farkliligin
gen ifadesi diizeyinde gosterilmesi amaglanmaktadir. Sisplatinin toksik etkisi ve
cAMP’nin antioksidan etkisi CYP1ALl gen ifadesi diizeyinde karsilastirmali olarak

incelenmistir.

1.3. Sisplatin

Sisplatin (cis-diammine-dichloroplatinum |1, cis-(NH3),PtCly), sisplatin, cis-
DDP), yatay diizlemde cis pozisyonunda platinin klor ve amonyum atomlari
tarafindan sarilmasi ile olusan inorganik bir komplekstir. Sisplatini 1845’te Michel
Peryone ilk defa sentezlemistir ve yapisin1 1893’te Alfred Wegner tanimlamustir.
Sitotoksik ozellikleri 1965°te Barnett Rosenberg tarafindan tanimlanmistir. 1978°de
Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) sisplatinin servikal, bas, boyun, yumurtalik,
testis, mesane gibi kanserlerin klinik tedavisinde kullanimini onaylamistir (Chirino

ve Pedraza- Chaverri, 2009).
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Sekil 1.1 Sisplatinin yapist

Sisplatin, ¢esitli tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan oldukga

etkili, platin igerikli kemoterapdtik bir ajandir. Cesitli kanser malignitelerini tedavi



etmede ilacin biiyiik basarisina ragmen, indiiklenen toksisitesi genis kullaniminda
onemli bir sinirlayici faktordiir (Elizabeth ve ark, 1999). Sisplatin kaynakl
toksisiteler arasinda nefrotoksisite, hepatotoksisite ve ototoksisite sayilabilir. Barabas
ve arkadaslar1 (2001) sisplatini, hepatotoksisitesi en iyi bilinen ve Klinik olarak
onemli olan bir kimyasal oldugunu varsaymiglardir. Yillar boyunca yapilan
arastirmalar, sisplatin kaynakli hiicre 6liimiiniin altinda yatan hiicresel mekanizmalari
aydinlatmay1 hedeflemislerdir. Sisplatin, neden oldugu hiicre 6liimii ve diger yan
etkilere ragmen, kanser tedavisinin standart bir bileseni olmaya devam etmektedir.
Elizabeth (1999), aragtirmalarinda sisplatinin DNA'y1 ve DNA’ya bagli hiicresel
fonksiyonlar1 nasil etkilendigini incelemistir ve hiicrelerin sisplatin'e kars1 biyolojik

tepkisine aracilik eden proteinlerin tanimlanmasini yapmuistir.

Sisplatin, hiicrelere pasif diflizyon ile girmekte ve gen ifadesini
etkilemektedir. Miller ve ark. (2010), genel olarak DNA'nin hiicrelerdeki sisplatinin
birincil hedefi DNA’y1 etkilemek oldugunu 6nermislerdir, ancak sisplatinin neden
oldugu hiicre hasarinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir ama bu konuda
cesitli teoriler gelistirilmistir. Bugiline kadar, gen ifadesinde sisplatin toksisitesine

pek odaklaniimamustir.

Barabas ve ark. (2001), sisplatin arastirmalarinin gelistirilmesinden bu
yana, sisplatinin bdobrekleri olumsuz etkilemeden terapotik dozlar vermesini
saglamak i¢in nefrotoksisiteyi hafifletme yollar1 iizerinde durmuslardir ve bu
calismada sisplatinin sigan karacigeri tizerindeki etkilerini arastirimigtir. Sonuglara
gore; Sisplatin baslangicta tim dokulara dagilir, ancak uygulamadan sonraki ilk
saatlerde karacigerde, bobreklerde, kaslarda ve deride birikme egilimi gosterir.
Sisplatin etkileri sonunda nihai olarak DNA hasarina yol agar. Sisplatinin kanserli
hiicreler tizerindeki birincil etkisinin 6tesinde, DNA sentezini de inhibe eder.
Sisplatinin DNA sentezini inhibe etme yetenegi, RNA ve protein sentezini inhibe
etmek i¢in gerekli olan dozlardan daha diisiik dozlarda gergeklesir (Ronald ve ark.
2010)



Kemoteropatik ajan sisplatin, bir¢ok hiicresel makromolekiillerle adduktlar
meydana  getirebilir.  Onun sitotoksik  Ozelliklerinin  biofonksiyonal-DNA
adduktlarmin olusmasi sonucu  meydana gelmesi bunun bir kanitt olarak

gosterilebilir (Sweetman, 2002).

1.3.1 Sisplatinin hiicreye alinimi ve hiicredeki hedefleri

Sisplatin, kanser hastalarina steril bir tuz ¢ozeltisi (sodyum Kkloriir) igerisinde
intravendz olarak verilir. Sisplatin kan dolasimina katilir, yiliksek konsantrasyondaki
klor iyonlar1 sebebiyle (~100 mM) bozulmadan kalir. Bu nétral bilesik daha sonra ya
pasif diffiizyonla ya da aktif tasimayla hiicre i¢ine girer. Notral sisplatin molekiilii
hiicre iginde hidroliz olur. Klor, bir su molekiilii ile yer degistirir ve pozitif ylklii
molekiiller meydana gelir. Hidroliz, klor iyonlarinin ¢ok diisiik konsantrasyonu (~3-
20 mM) ve bununla birlikte suyun ¢ok yiiksek konsantrasyonu sebebiyle hiicre iginde
meydana gelir (www.chemcases.com/cisplat/cisplat12.htm).

Sisplatin alinimi ve saliimi, bakir ve sisplatinin karsilikli taginimlarina izin
veremeyecegi hipotezini savunan bakir metabolik yoluna bagli gibi goriiniir (Ohashi
ve ark., 2003). Aslinda, bakir ve sisplatinin her ikiside, bir digerinin alinim hizini
azaltir ve CTR1’in delokalizasyonunu ve degredasyonunu tetikler. Dahasi, bakir ve
sisplatin ayn1 zamanda iki yonlii ¢apraz-direng (cross-resistance) gosterir (Katano ve
ark., 2002). insan karsinoma hiicrelerindeki ATP7B’nin ifadesi iki ajanin daha hizl
salinimina neden olarak sisplatin ve bakirin her ikisine de duyarliligin1 modiile eder

(Komatsu ve ark., 2000).

1.4 Siklik Adenozin Mono Fosfat (CAMP)

Siklik adenozin monofosfat (CAMP), 1965 yilinda Dr. Earl Shutlerland

tarafindan kesfedilmis. CAMP, "ikinci haberci" ailesinin asil iiyesidir.



cAMP, hiicre i¢i haberlesmede son derece Onemli bir sinyal molekiiliidiir ve
birgok hiicresel faaliyetin kontroliinden sorumludur. Isiya dayanikli son derece
islevsel bir molekiildiir. Bu tek molekiil, bircok hormonun aktivasyonuna ve bunun
sonucu olarak yiiksek bitkileri ve mikroorganizmalar1 iceren tim canli yapilardaki

hiicresel aktivitenin diizenlenmesine aracilik eder (Kleiner ve Harvey, 1979).

NH, NH, NH,
NN N . N NN
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0-P-0 P O P O-CH, = " ——HO P O-CH,
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OH OH OH OH OH
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Sekil 1.2 cAMP sentezi ve yikimi ( Akbal, 2010)

CAMP, adenozin trifosfattan elde edilir ve ¢esitli organizmalarda cAMP bagimhi
yolda hiicre i¢i sinyal iletiminde kullanilir. Siklik adenosin monofosfat (cAMP) G
proteinine bagl reseptorlerin hormonlar, otokoidler, prostaglandinler ve farmakolojik
ajanlar dahil olmak iizere ligandlarla baglandiktan sonra adenil siklazin aktive
edilmesi sonucunda olusur. cAMP, su anda amipler, bitkiler ve insanlar dahil
organizmalardaki hiicresel islevin ortak bir diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir.
cAMP aracili biyolojik siirecler hafiza, metabolizma, gen regiilasyonu ve bagisiklik
fonksiyonlarini igerir. Bu molekiil, adenil siklazin etkisiyle adenozin trifosfattan
olusan bir siklik niikleotid mono fosfattir. Ikinci mesajc1 olarak bilinen bu siklik
bilesik, katekolaminlerin, vasopressinin, adrenokortikotropik hormonun ve diger pek
¢ok hormonun etkisine katilir. Adenosin 3° 5°- siklik monofosfat da denir. Hiicre igi
cAMP, inflamatuar mediatdr iiretimi ve fagositoz ve mikroplarin oldiiriilmesi gibi
dogustan gelen bagisiklik fonksiyonlarina yardimci olur (Mosenden ve Tasken,
2011).



1.4.1 cAMP’1n etki mekanizmasi

1. cAMP, hiicre metabolik hizini1 kontrol eden en 6nemli faktordiir.

2. cAMP diizenleyici (regiilator) ve etki edici (katalitik) alt {initelerden meydan
gelmis proteinkinazlara etki ederek daha kiigiik alt birimlerine ayrilmasini
saglar.

3. cAMP diizenyelici alt birime baglanarak enzim aktif hale gegcmesine neden
olur.

4. Hiicre metabolizmasinda cAMP olmadigi zaman diizenleyici alt birimi
katalitik alt birimi yok eder.

5. cAMP gen aktive edici proteinlerle birleserek bazi durumda mRNA
sentezlenmesi saglar.

6. cAMP her zaman aktiviteyi arttirmak degil cogu zaman inhibe edici olarak
gorev alir.

7. cAMP hiicre igerisinde olan degisikliklerden etkilenmez, sadece hiicre
disindaki degisikliklerden etkilenir.

8. CAMP asit ve alkali etkilere kars1 dayaniklidir.

9. Ortamin ph’sindan ¢ok fazla etkilenmez. cAMP'nin yenilenme hiz1 yiiksektir.



1.5.Gen ifadesi

Okaryotik gen ifadesi genetik bilginin gen fiiriinlerini sentezlemek igin
kullanildig1, bir proteinin ger¢ek sentezinden once ¢esitli asamalar1 i¢eren karmagik
bir siirectir (Cruz, 2013). Bu islemler, bir genin birincil RNA {iriinline
transkripsiyonunu, iglenmis mRNA transkriptinin sitoplazmaya tasinmasini ve son
olarak mesajct RNA'nin proteine doniistiiriilmesi basamaklarini igerir. Cok az istisna

disinda, tiim protein kodlayan genler bu yolu takip etme egilimindedir.

b & 0 o e

CAT M TATA ekson 1 ekson ekson X
Kutusu Kutusu

Sekil 1.3 Geni yapisi (https:/ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780128094686000279-
f27-02-9780128094686.2019)

Belirli bir hiicrede ifade edilen genler, bu hiicrenin neler yapabilecegini
belirler. Herhangi bir zamanda bir hiicrede mRNA molekiillerinin miktarlar: ve tipi,
bu proteinin sentetik ve degradatif biyokimyasal yollar1 arasindaki dengeyi yansitir.
Bu dengenin sentetik tarafinda, proteinlerinin {iretimi transkripsiyon ile (DNA'dan
RNA'ya) baglar ve translasyon ile (RNA’dan proteine) devam eder. Boylelikle, bu
stireglerin kontrolleri, bir hiicrede hangi proteinlerin mevcut oldugunu ve hangi
miktarlarda bulundugunu belirlemede kritik bir rol oynar. Ek olarak, bir hiicrenin
RNA transkriptlerini ve yeni iiretilen proteinleri isleme bicimi de protein seviyelerini
bliyiik ol¢tide etkiler ( Cruz, 2013).
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Sekil 1.4 Gen ifadesi (National Human Genome Research Institute (https:/encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcQCIOSIE 1kh26aP-TfUPi8eaPLwMt48VXxZ9dXXS5rqyXjNxUCTQaQ)
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Sekil 1.5 Proteinleri sentezis mekanizmasi (Translasyonu) : ( https://encrypted
tbn0.gstatic.com/images?g=tbn: ANd9GcRitIkOXGuvimmACuAc1xWsIGU-k-
sBbq1dI0aQVUiVbXRhIQSS)
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1.6 Ger¢ek Zamanh (QRT-PCR) PCR

gRT-PCR, genetik analizler, gen ekpresyonu gibi konularda yaygin olarak
uygulanan bir yontemdir. RT-PCR, bir 6rnekte DNA veya RNA'nin miktarini
belirlemek i¢in kullanilan standart PCR tekniginin bir varyasyondur. Diziye 6zgii
primerler kullanilarak, belirli bir DNA veya RNA dizisinin kopya sayisi
belirlenebilir. PCR dongiileri sirasinda her bir asamada amplifiye edilen iiriiniin
miktarin1 dlgerek, nicellestirme miimkiindiir. Ornekte belirli bir DNA veya RNA
dizisi bol miktarda ise, dnceki dongiilerde amplifikasyon goriiliir; eger dizi az ise,

sonraki dongiilerde amplifikasyon gozlenir (ThermoFisher Scientific, 2016).

Amplifiye edilmis tiriiniin nicellestirilmesi, floresan problar1 veya floresan
DNA baglama boyalar1 ve PCR igin termal dongiiyii ger¢eklestirirken floresan dlgen
gercek zamanli PCR cihazlar kullanilarak elde edilir. gRT-PCR'de, her bir dongiiden
sonra, iretilen PCR {irlinii molekiillerinin (amplikonlar) sayis1 ile dogru orantili
olarak artan floresan sinyali veren floresan boyalar yoluyla DNA miktar1 olgiiliir.
Reaksiyonun fiistel fazinda toplanan veriler, amplifikasyon hedefinin bagslangic
miktar1 hakkinda niceliksel bilgi verir. gRT-PCR'de kullanilan floresan raportorler,
c¢ift sarmalli DNA (dsDNA) baglayic1 baglar1 veya amplifikasyon sirasinda PCR
iriinleri ile hibritlenen PCR primerleri veya problarina baglanmis boya molekiilleri

icerir (ThermoFisher Scientific, 2016)..

gRT-PCR; bir ters transkriptaz kullanilarak total RNA veya poli (A)
RNA'nin ¢cDNA (komplamenter DNA)'ya ters transkripsiyonu ile baglar. Bu birinci
iplikli cDNA sentez reaksiyonu, rastgele primerleri, oligo (dT) veya gen spesifik
primerler kullanilarak hazirlanabilir. cDNA sentezi i¢in kullanilan sicaklik secilen
ters transkriptaza baglidir. Ters transkripsiyondan sonra, cDNA'nin yaklasik % 10'u,
gercek zamanli PCR i¢in ayr1 bir tiipe aktarilir (ThermoFisher Scientific, 2016).
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gRT-PCR teknolojisi; sarmalina baglanarak floresan 1sima yapan oOzel
boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima bagli sinyal olusturan prob
diziler aracilig1 ile amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini saglanmaktadir. Her
PCR dongiisii sonunda tiip i¢inde olusan ¢ift zincirli iiriin miktariin 6l¢iilebilmesini
ve kantitatif analizlerin yapilmasini saglar (Bustin ve ark. 2005, Nolan ve ark. 2006,

Yiizbasioglu, 2008).

T T T T T T T T T T T T I T I T I T T T I ™M
A Denaturasyon

AAARAAARAAARAARAAARANARARARAARAAARAAARAANRANIAALLAALY
(PP Ehat A

B Primer baglama
Wﬂmm
AL TR H T H L H B

C Uzama
(R HHHHHHHA BB

Sekil 1.6. PCR amplifikasyonu sirasinda SYBR Green teknigi: A. Reaksyonun
baglangincinda boya floresans yoktur. B. Primerlerin baglanmas: ile sonucu SYBR
Green olusan ¢ift zincirli DNA, az miktarda floresans sinyal agiga ¢ikar. C. Uzama
sirasinda ,baglanma ile floresansi arttirir. Bu boyanin floresanst, ¢ift zincirli DNA'nin
kiiciik oyuguna baglandiginda 100 ila 200 kat artar. Bu, PCR reaksiyonunun uzama
asamasinin sonunda bulunan DNA miktarin1 6l¢gmek i¢in kullanilir. (Fraga ve ark.,
2008)

1.6.1 TBP Geni

TBP, TATA kutusu baglayici protein olarak adlandirilan bir proteinin

tiretimini bildiren bir gendir. Bu protein viicuttaki tiim hiicrelerde ve dokularda
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aktiftir ve diger genlerin aktivitesini diizenlemede kritik bir rol oynar. TATA kutusu
baglayici protein, bircok genin baglangicina yakin DNA'nin diizenleyici bolgelerinde
goriinen TATA kutusu adi verilen spesifik DNA dizisine baglanir.. TBP geninin bir
bolgesi, bir CAG / CAA triniikleotit tekrar1 olarak bilinen 6zel bir DNA segmenti
igerir. Bu boliim, bir satirda birden ¢ok kez goriinen iic DNA niikleotid serisinden
olusur. CAG / CAA segmenti, spesifik bir gen icerisinde 25 ila 42 kez tekrarlanir
(Gao ve ark, 2008).

- Intron 1 Intron 2
SO

CAT N TATA ekson " ekson ekson X
Kutusu Kutusu

Sekil 1.7 TBP geni lokasyonu (Clinical Tools.Inc) (https:/ars.els-cdn.com/content/image/3-
$2.0-B9780128094686000279-f27-02-9780128094686.jpg)

1.6.2 Sitokrom P450 genleri ve CYP1A1 geni

Sitokrom P450 genleri (CYP) ilag farmako-kinetiginde ve yanitinda 6nemli
bir degiskenlik kaynagidir (Zanger ve Schwab, 2013). CYPl'e ait olan yaklasik
olarak bir diizine enzim, CYP1'e ait olan 57 kadar insan CYP'sinin 2, 3'i, klinik
kullanimdaki tiim ilaglarin % 70-80't dahil olmak tizere ¢ogu yabanci maddenin
biyotransformasyonundan sorumludur. Karacigerde en yiiksek ifade edilen CYP
formlar1 CYP 3A4, 2C9, 2C8, 2E1 ve 1A2 iken, 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 ve 3A5 daha
disiiktiir ve CYP’ler 2A2, 1A1, 1B1 olarak esasen ekstrahepatik olarak ifade edilir.
Her bir CYP'nin ifadesi, esas olarak, ksenobiyotiklerle indiiksiyon dahil olmak {izere,
mekanizmanin ve faktorlerin benzersiz bir kombinasyonundan etkilenmektedir.
CYP'lerin ¢ogunlugu karacigerde ozellikle CYP 3AS'lerde yiiksek oranda ifade
edilir. Karacigerde CYP1AZ2’nin nispeten yiiksek ifade, klinik olarak 6nemli bazi
ilaglarin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Giines ve Dahl, 2008, Zhou ve ark.
2009).
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Sitokrom P450'ler, cogu ilacin ve diger lipofilik ksenobiyotiklerin oksidatif
biyotransformasyonunu katalize edebilen major enzim ailesini olusturur ve bu
nedenle klinik farmakoloji i¢in 6zel bir 6nem tasirlar (Nelson, 2004, Zanger, ve ark
2008). Sorumlu enzimlerin ifadesini ve islevini etkileyen i¢sel ve digsal faktorlerin
bilinmesi, degisken farmakokinetiklerin ve ilag tepkisinin tahmini igin bir 6n

kosuldur.

Sitokrom P450 genlerinin klonlanmasi nedeniyle, insan karacigerlerindeki
bazi P450 genlerinin ontojenik ifadesi bildirilmistir (de Wildt ve ark, 1999, Blake ve
ark, 2005).

Bir heme-tiolat monoksigenaz olan bir sitokrom P450 (CYP450), CYP1,
CYP2 ve CYP3 familyasinin tiyelerinin genis substrat spesifikasyonlar: sergiledigi,
Uyusturucu ve ayrica hem insan yapimi hem de dogal olarak olusan kimyasallar ve
farmasotik gibi kseno-kimyasallarin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynadig1 bir
gen siiperfamilyasini igerir (Gonzalez, 1989). P450 formlar1 sadece karacigerde
degil, bagirsak, bobrek, akciger, beyin, bobrek {istii bezi, deri ve plasenta gibi
ekstrahepatik dokularda da ifade edilir (Gonzalez, 1989; McKinnon ve McManus,
1996; Ding ve Kaminsky, 2003). Ksenobiyotik maruziyetinde, organizmalar,
genellikle P450 genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek kimyasallari viicuttan
etkin bir sekilde yok etmek i¢cin metabolik aktivitelerini arttirabilirler (Conney, 1967;
Gonzalez, 1989). Karaciger, kseno-kimyasallar1 metabolize eden ana organdir, ancak
akciger, deri ve burun mukozasi gibi maruz kalan dokulardaki metabolize edici
enzimler, kimyasal maddelerin viicut sirkiilasyonuna girmeden Once toksisitesini

azaltmada onemli rol oynarlar (Blizard ve ark., 2001).

Bu c¢alismada; adli toksikoloji kapsaminda nefrotoksik etkisi olan sisplatin ve
antitoksik etkiye sahip siklik adenozin monofosfat cAMP’nin wistar tipi rat
karacigerinde, toksikoloji ile alakali olan sitokrom P450 geninin ifadesindeki
degisimlerine bakilmistir. Biyokimyasal ve enzimatik diizeyinde cAMP’ nin,
sisplatinin toksik etkisini azalttig1 yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismada

ise; enzimatik diizeydeki bu farkliigin gen ifadesi diizeyinde gosterilmesi
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amacglanmistir. Bu sayede toksik etkiye maruz kalmmus adli durumlarda (Intihar,
zehirlenme vb.), adli toksikologlarin durum degerlendirmesinde kullanilmak {izere
literatiire gen ifadesi diizeyini aydinlatan 6nemli bir kaynak kazandirilmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Model organizmanin temin edilmesi

Daha &nce Ondokuz Mayis Universitesi; biyoloji boliimiinde “Sisplatin
verilmig ratlarda cAMP ve coQ’nun karaciger radikal siiptiriicii enzim aktiviteleri
tizerine etkilerinin ve hasar giderilmesindeki rollerinin arastirtimasi” isimli doktora
tezinde kullanilmis karaciger ornekleri kullanilmistir. Calismada Ondokuz Mayis
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Laboratuvarinda yetistirilip {iretilen Wistar
albino tipi ratlar kullanilmistir. Calisma i¢in 01.06.2007 tarihli ve HEK/28 nolu etik

kurul raporu ve 6rneklerin kullanimina dair izin belgesi mevcuttur.

Siganlar servikal dislokasyon yontemiyle oldiriildiikten sonra karin ve gogiis
kisimlart agilmistir. Karaciger %0.9’luk NaCl perfiize edildikten sonra ¢ikarilmis ve
kurutma kagidi ile fazla suyu alinmistir. Karacigerler hassas terazide tartilmis ve
kimyasal uygulama islemine gegmeden oOnce 0.25 M’lik siikkroz ¢ozeltisinde
saklanmigtir. Daha sonra kullanilacak ¢alisma gruplar olusturularak, karacigerlere;
sisplatin (10 mg/kg), coenzimQ (370mg/kg), cAMP (15mg/kg) uygulanmistir. Bu
tez ¢alismasinda sisplatin ve coenzimQ verilmis sigan karacigerleri kullanilmistir. -
80 °C de saklanmis olan karacigerler, kuru buz ile Ondokuz Mayis Universitesi
Biyoloji Boéliimii, Biyokimya Laboratuvarindan, Ankara Universitesi, Bitki
Molekiiler Biyolojisi Laboratuvarina taginmistir. Kuru buz karacigerlerin bulundugu
sicakligi muhafaza etmek icin ve herhangi bir denatlirasyonu engellemek i¢in

kullanilmastir.
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2.2. Karacigerlerin Homojenizasyonu ve Calisma Gruplarinin Belirlenmesi

Siikroz ¢ozeltisi igerisinde saklanan karacigerlere homojenizasyon ve/veya sonikasyon
islemi uygulandiktan sonra RNA izolasyonunda kullanilmak {izere -20 °C’de
depolanmiglardir, Calisma gruplart i¢in 12, 24 ve 48 saatlik 6rnekler ve kontrolleri
secilmistir. Calisilan grup asagidaki tabloda gosterilmistir. Caligsmalar 2 biyolojik tekrarli

olarak yiritiilmiistiir. Caligma gruplari ve biyolojik tekrar sayilar1 Cizelge 2.1°de veilmistir.

Cizelge 2.1: Calisma gruplari, saat ve biyolojik tekrar sayilari

Grup/Saat 12. saat 24. saat 48. saat
Kontrol 2 2 2
Sisplatin 2 2 2
cAMP 2 2 2
SisP+cAMP 2 2 2

2.3. Cahisilan Genlerin Belirlenmesi

Karaciger dokularindaki sisplatinin toksik ve cAMP’nin antitoksik etkilerinin
karsilastirilabilmesi i¢in sitokrom CYP1A1 geni ile ¢alisilmustir.. Tlgili gene ileri ve
geri primerleri tasarlanmistir. Normalizasyon icin gerekli olan housekeeping gen
olarak da TBP (TATA Binding Protein) geni tercih edilmistir. CYP1AL geninin ve
housekkeping gen olan TBP’nin gen dizileri NCBI’dan temin edilmistir. Dizilere

uygun olan ileri ve geri primerler Tablo 2’deki gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 Calisilan genler ve primer dizileri

NCBI Accession
Gen Ad1 ileri Primer Geri Primer Numararsi
/Referans
5’- 5’-
TBP | TGCACAGGAGCCAAGAG |CATCACAGCTCCCCACCA- NM_003194
TATA binding TGAA-3’ 3
protein)
5- 5
CYP1Al | GATGCTGAGGACCAGAA |-CAG GAG GCT GGA CGA NP_036672.2
GACC GC GAATGC

2.4. Total RNA izolasyonu

-80°C’de muhafaza edilen karaciger drneklerinden 2 biyolojik tekrarli olacak

sekilde aliarak Trizol protokoliine gore Total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

RNA  miktar1  spektrofotometrik  Oliiglimlerle Thermo  Nanodrop  Lite-

spectrophotometer cihazi ile belirlenmistir.

Trizol protokolii;

1.

o o k~ w

Karaciger orneklerine 1 ml trizol c¢ozeltisi eklenmistir ve tiip icerisinde
homojenizator ile homojenizasyon islemi yapildi. Homojenize 6rnekler oda
sicakliginda 5 dk bekletildi.

Tiiplerin iizerine 200ul kloroform eklendi ve 10 saniye boyunca tiipler
dikkatlice alt iist edildi.

15000 rpm’de, 4 °C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

Ustte kalan siipernatant kism1 dikkatlice yeni bir tiipe aktarilds.

1:1 oraninda iso-propanol eklenmistir ve hafif pipetaj yapilmistir.

10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilen 6rneklere 15000 rpm’de, 4
°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Ustteki dibe ¢oken beyaz pellete dikkat edilerek iistteki s1ivi uzaklastirilds.
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8. 1 ml % 70’lik etil alkol eklenmistir.

9. 15000 rpm’de, 4 °C’de 5 dakika santrifiij yapildi..

10. Pellete degmeden etil alkol uzaklastirilmistir, 5-10 dakika oda sicakliginda
Kurutuldu.

11. 40-60 ul ddH,0O eklenerek kalitsal materyalin ¢oziilmesi saglandi.

12. Tipler 55-60 °C’de 10-15 dakika boyunca inkiibe edildi ve nanodropta 6l¢iim
yapildi.

Olgiim yapildiktan sonra izole edilen RNA’lar %I’lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir. %1°lik agaroz jel hazirlamak igin; 1 g agaroz, 100
ml 1XTBE igerisinde ¢ozililmiis ve mikrodalga firinda kaynatilmigtir. Cozelti, el
yakmayacak sogukluga, yaklasik 65 °C’ye geldikten sonra 4 pl etidyum bromid (10
mg/ml) eklenmis ve agaroz jel tankina dokiilerek 30 dk boyunca donmasi
beklenmistir. Etidyum bromid RNA’nin UV 151k altinda goriintiilenmesini
saglamaktadir. Daha sonra 1 pl yiikleme boyasi, 6X loading dye, 3 pul RNA 6rnegi
80-100 wvoltta, 30 dk boyunca yiiriitilmigstir. Jel UV-Transilimiinator’de

gozlemlenmistir.

2.5. cDNA sentezi

RNA o6rneklerinden BioLabs First Strand ¢cDNA sentez kiti protokolii (E6300)
kullanarak, komplementer DNA sentezi gerceklestirilmistir. Protokol asagidaki
sekilde yiirtitiildii;

RNA : 1000 ng
Oligo (dT) 23VN (50pul) :2 pul
Nuklease free-Water : Son hacim 8 pl olacak sekilde ilave edildi.

Yukaridaki bilesenler steril Rnase-free mikrofiij tiipiine konuldu ve 70°C de 5
dk denetiirasyon yapildi. Ardindan tiipler hizl1 bir sekilde buza alindi. Tiiplere;
M-MuLv Reaction mix : 10pul
M-MuLv Enzyme mix  : 2 ul ilave edildi.
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Ardindan 42 °C’de 1 saat, 80°C de 5 dk olacak sekilde Biometra-Thermocycler
PCR cihazinda ¢cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezini takiben cDNA’lar
gRT-PCR asamalarinda kullanilmak iizere 50 Kat seyreltilerek saklandi.

2.6. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) Calismalar:

Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezi yapildiktan sonra; hedef gen olan
CYP1A1l (accesion number: NP_036672.2) geni ve housekeeping gen olarak
secilmis TBP (TATA binding protein; accesion number NM_003194) genleri ile
gRT-PCR c¢alismalar1 gergeklestirildi. Real Time PCR uygulamalar1 Light Cycler
Nano (Roche) cihaziyla SYBR Green I igerikli Go-Taq 2X master mix kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan gRT- PCR protokolii asagidaki gibidir;

Go-Taq (2x) : 2.5ul
Forward primer (10 uM) : 0.7ul
Revers primer (10 uM) : 0.7ul
cDNA : 1ul

ddH20 ; 0.1ul

gRT-PCR esnasinda Ct degerleri olusan pik profilleriyle belirlenmistir.
Reaksiyon esnasinda olusan Ct degerleri ve erime egrileri dikkate alinarak,
normalizasyon ve istatistiki analiz yapildi. Calismalar 2 biyolojik tekrarli olarak

yapildi.

2.7. Normalizasyon

Farkli kimyasallara maruz kalmis karaciger o6rneklerinde, CYP1A1 genine ait
gen ifadeleri housekeeping gen olan TBP ile karsilastirilmistir. Ct olarak bilerlenen
gen ifadesi verilerinin degerelendirilmesi ve normalizasyonu 2 ' metoduna gére

yapilmistir. (Rao ve ark., 2013).
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3. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, istatistiksel anlamliliklar1 belirleyerek
tablo ve sekil olarak bu bolimde sunulmustur. Arastirmada kullanilan calisma
gruplar1 ve inceledigimiz genlerin qRT-PCR Ct degerleri ve nanodrop O6l¢iim
miktarlariyla, safliklar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Agaroz jel elektroforezi goriintiisi
ise Sekil 4.2’de gosterilmistir. Tiim 6rneklerden RNA izole edilmis ve elde edilen

cDNA'’larin saflig1 incelenmistir.

Sisplatin ve cAMP gibi farkli kimyasallara maruz kalmig karaciger
orneklerinde, CYP1A1 genine ait gen ifadeleri housekeeping gen olan TBP ile
karsilastirilmistir. Ct olarak belirlenen gen ifadesi verilerinin degerlendirilmesi ve
normalizasyonu gosterilmistir (Cizelge 4.5). RT-PCR sonrasinda 6rnekler agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilerek amplifikasyonun gergeklestigi gosterilmistir (Sekil 4.1).

CYP1AL ve TBP housekeeping geni olmak iizere sisplatin ve cAMP genlerin

ifadesi tizerinde etkisi incelenmistir.

RT-PCR esnasinda Ct degerleri, olusan pik profilleriyle belirlenmistir. Reaksiyon
esnasinda olusan Ct degerleri ve erime egrileri dikkate alinarak normalizasyon

yapilmistir.

Sekil 3.1 Orneklerden izole edilen DNA ’ya ait jel elektroforez gériintiisii
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Agaroz jel elektroforezi goriintii sonuglarma gore; jel tizerinde RNA
orneklerinde beklenen ¢ift bantlar gozlenmistir. Cift bantlardan ileride olan 18S
rRNA digeri ise 28S rRNA’y1 temsil etmektedir.

Cizelge 3.1 Calisilan oOrneklerin Ct degerleri, nanodrop Olgiimleri ve RNA’nin

safliligt

Calislan grup isimleri housekeeping gene TATA binding cQ C1A1gene cQ Nanodrop 6lglimleri RNA Lil/ng A260/A280

12hr Kontrol 23 34.3 942.7 2.01
24hr Kontrol 34 3.2 833.5 2
48hr Kontrol 38 35.1 1049.6 2
1hrssisplatin 283 36.2 1052.5 2
24hr sisplatin 325 373 840.6 199
48hrsisplatin 3 40 483.7 1.9
12hr cAMP 293 38.2 983.6 201
24hr cAMP 315 389 853.4 198
48hr cAMP 34 40.2 744.8 201
12hr sisplatin+ cCAMP 29.5 353 985.7 2.01
24hr sisplatin+ cCAMP 36.1 34.2 785.4 2.01
48hrsisplatin+ cAMP 35 40.1 693.8 2.02

Cizelge 3.1’de galisma Orneklerinin RNA izolasyonundan sonra elde edilen
nanodrop &lgiimleri (ng/ul) ve saflik miktarlar1 verilmistir (A260/A280). Orneklerin RNA
miktarlar1 483,7 ile 1052,5 ng/ul arasinda degisim gostermistir (Cizelge 3.2). Saflik
degerleri ise RNA’dan beklenen gibi 1,99 ile 2,01 (Cizelge 3.3) arasindadir.

Ayrica, RT-PCR c¢aligmalarini takiben elde edilen Ct degerleri de gizelge 3.1°de

gosterilmistir. Degerler 22,3 ile 40 arasinda dagilim gdstermektedir.
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Cizelge 3.2 RNA orneklerinin nanodrop 6l¢iimleri pl/ng
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Iyi sonu¢ alinan RNA 6rneklerinden sentezlenen cDNA’lar ile yapilan RT-PCR

sonuglarma gore erime egrisi analizi ile reaksiyonun kalitesi degerlendirilmistir. TBP

housekeeping genine ait erime sicakligi pikleri ve erime egrisi Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2 TBP genine ait erime sicakligi pikleri ve erime egrisi

Erime egrisi analizlerine gore c¢alisilan her bir primerin, farkli 6rneklerde erime
sicakligi ayni olmalidir (£1-2°C fark g6z ardi edilebilir). Boylelikle reaksiyonun kalitesi
hem primerler acisindan hem de iiriinlerin 6zgiilliigii agisindan gézlemlenmis olacaktir.

Cizelge 3.4 Relatif normalizasyon degerlerine gore gen ifadesi farkliliklart
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Limak (2006)’a gore yapilan 2°-Ct hesaplamalar sonucunda Sekil 3.4’de
verilen grafik elde edilmistir. Grafige gore; kontrol gruplarindaki gen ifadesi esas
alinarak Karsilastirma yapildiginda; 12., 24., ve 48. saatlerde sisplatine maruz kalmis
orneklerin gen ifadesinde ciddi bir diislis s6z konusudur. cAMP’ye maruz kalmig
orneklerde ise, yine bir diisiis vardir ancak, sisplatininki kadar fazla degildir.
Sisplatinin ve cAMP’nin beraber uygulandigi orneklerde ise yeniden bir artis

gorilmektedir.
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4. TARTISMA

Bu caligmada, sisplatin ve cAMP’nin, karaciger dokusundaki CYP1A1 gen
eifade uzerinde etkileri gozlenmistir. Bununla birlikte, sisplatin ve cAMP etkisi
kiyaslayarak, sisplatinin CYP1Al gen ifade seviyelerini 6nemli olglide azalttigi
gozlenmistir. Grafikte’den anlasildigi gibi; 0 ile 2 arasindaki degerler daha az ifade

gostermistir.

Cizelge 3.4'te gosterildigi gibi, sisplatin ile muamele edilmis Orneklerde
kontrol gruplarma oranla daha ciddi bir diisiis elde edilmistir. Bu durum sisplatinin
hiicredeki toksik etkisinden dolayr gen ifadesini diigiirdigii yoniindeki varsayimlarla
ayni dogrultudadir. Bir calismada; sisplatinin siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimlerinin etkinligi arttiric1 bir etki gosterdigi bulunmustur
(Akbal, 2010). Karaciger siiplriicii enzimleri olarak tanimlanan bu enzimlerin
etkinliginin artmasi hiicrede toksisitenin artmasi ve hiicre ve/veya dokularda toksik
radikallerin birikmesini saglamaktadir. Ancak, sisplatin cAMP ile beraber

verildiginde, sisplatinin radikal hasar etkisinin azaldig: goriilmiistiir.

cAMP ile muamele edilen Orneklerin gen ifade diizeylerinde de kontrol
gruplarina oranla bir diisiis s6z konusudur. Sirasiyla 12., 24. ve 48. saatlere dogru
gidildik¢e gen ifadesi daha da azalmaktadir. Karaciger dokulari sisplatine ya da
CAMP’ye ne kadar ¢ok maruz kalirsa o kadar toksik etkilerinin arttig1, dolayisiyla
gen ifade diizelerinin de gittik¢e azaldig1 diistiniilmektedir. Aslinda cAMP nin toksik
etkisinden ziyade antioksidan etkisinden dolayr da tek basina uygulandiginda
hiicredeki gen ifadesinde kontrol gruplarina oranla bir degisim beklenmemekteydi,
ancak tek basmma cAMP’ye maruz kalan Orneklerde gen ifadesinin diistigi
gozlemlenmis olmasina ragmen, bulunan diisiis siplatininki kadar fazla degildir.
Buradan sisplatinin cAMP’ye gore daha toksik bir etkiye sahip oldugu sonucu

¢ikarilabilir. Akbal galismasinda, CAMP’nin tek basina uygulandigi Orneklerde
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stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri iizerinde inhibe edici
bir etki gosterdigini belirlemistir (Akbal 2010).

Sisplatinin ve cCAMP’nin beraber uygulandigi karaciger orneklerinden elde
edilen sonucglara gore gen ifadesinde yeniden bir artisin s6z konusu oldugu
goriilmektedir. 12. saatten 48. saate dogru gidildik¢e, Akbal (2010)’1n galismasinda
adi gecgen siipliriicii enzim aktiviteleri azalmis, dolayisiyla hiicredeki serbest
radikaller giderilmeye baslamis ve hiicre iyilesme fazina girmistir. Ancak sisplatinin

toksik etkisinin tamamen giderilmesi i¢in daha fazla zamana ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calisma  sonucunda; sisplatinin toksit etkisinin, cAMP tarafindan
azaltildigr yoniinde olduguna dair veriler elde edilmistir. CYP1A1 geni ile yapilan
gen ifade caligmalar1 da bu hipotezi desteklemektedir. Sisplatin iizerinde yapilan
kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalarin zararlarin1 azaltma adina; bu sonug¢ énemli bir
veri sunmaktadir. Bununla birlikte, insanda CYP1A1l geni ifadesinin biiylik olgiide
akciger ve plasenta gibi ekstrahepatik dokular arasinda oldugu diisiintilmektedir
(Wrighton ve ark. 1996). Onceki calismalarda insan karacigerinde CYP1Al
olabilecek muhtemel bir proteinin varligini bildirilmistir (Adams ve ark. 1985,
Wrighton ve ark. 1986, Schweikl ve ark. 1993). Bununla birlikte, insan karacigerinde
ifade edilen CYP1AIl proteini fikri hala tartigmalidir. “Ratlardan elde edilen
sonuglara gore, ilgili kimyasallar insanda da ayni1 etkiyi gosterebilir mi?”” sorusunun

cevabi tam olarak bilinememektedir.

CYP1A1l genini de kapsayan P450 enzimleri yalnizca karacigerde degil,
barsak, bobrek, akciger, beyin, adrenal bez, cilt ve plasenta gibi ekstrahepatik
dokularda da ifade olmaktadir (Gonzales 1989, McManus ve ark.1988, Ding ve
Kaminski 2003). Farkli dokular iizerinde yapilan diger ¢alismalar ile, sisplatin ve
antioksidan cAMP'in kanser tedavisi calismalarindaki etkinligi netlestirilmeye
calistlmistir. Klinik ¢alismalarda ve toksikojenetik calismalarda, diger ilgili genlerle

ve alternatif kimyasallarin etkileri de karsilagtirmali bir yaklasimla kullanilmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Wistar albino tipi rat karacigeri kullanilarak yapilan ve cAMP ile sisplatinin
toksik ve antitoksik etkilerinin gen ifadesi diizeyinde arastirildigi bu ¢alisma
da, cAMP ile muamele edilen 6rneklerin gen ifade diizeylerinde 12., 24. ve 48.
Saatlere dogru gidildik¢e bir azalma goriilmektedir. Sisplatin ile muamele
edilmis numunelerde de kontrol gruplarina oranla ve normalizasyon verilerine
gore ciddi bir diigiis goriilmektedir. Sisplatinin ve cAMP’nin beraber
uygulandig1 karacigerlerden elde edilen sonuglarda ise gen ifadesinde bir artis

s0z konusudur.

Gelecek c¢alismalarda; deneyin giivenilirligi ve sonuglarin kalilteli olarak
degerlendirilmesi amaciyla, biyolojik tekrar sayis1 arttirilmali, ve ¢calismalar en
az 3 biyolojik tekrarli olarak yenilenmelidir. Ayrica, hiicre toksikolojisiyle
alakali oldugu bilinen bir ¢cok gen taranarak, s6z konusu kimyasallarin toksik
ve antitoksik etkileri karsilastirmali olarak incelenebilir. Yalnizca karaciger
dokularinda degil bobrek ve pankreas gibi dokularda da ¢esitli kimyasallarin
toksik etkileri arastirilabilir. Boylelikle toksikoloji calismalarina, molekiiler

acidan bir 6nemli bir katki saglanmis olacaktir.
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OZET

Wistar albino tipi rat karacigerinde sisplatin ve cAMP’nin toksik ve antitoksik
etkilerinin gen ifadesi diizeyinde karsilastirilmasi

Kanser tedavisi boyunca, sisplatin bagarili bir kemoterapi ajan1 oldugu kanitlanmistir.
Gen ifade degisikliklerinin nasil gergeklestigi konusunda hem in vivo hem de in vitro
olarak birkag arastirma yapilmistir. Bu ¢aligma, cYP1A1 gen ifade degisikliklerinin
sisplatin ve cAMP'ye maruz kaldiktan sonra nasil getirildiginin incelenmesi iizerine
odaklanmaktadir. Bu ¢alismada, laboratuvar sigani1 olarak da bilinen Wistar tipi
albino sicandan elde edilen karaciger dokulart model bir organizma olarak
kullanilmigtir. CYP1A1 geninin ifade seviyesi, genlerin bir sitokrom P450 siiper
ailesinin bir iiyesini kodlayan hiicrelerde ve dokularda incelenmistir. Normallestirme
icin TATA kutusu baglayict protein (TBP) temizlik geni tercih edildi. Bu calisma,
kargilagtirmali  toksikoloji vakalar1 i¢in alternatif bir bakis acist saglamayi
amaglamaktadir ve ayni zamanda adli toksikoloji ile baglantili vakalarin
aydinlatilmasi igin bir rehber niteliginde olacaktir.

Anahtar Kelimeler: cAMP, gen ifadesi, sisplatin, sitokrom p450, wistar albino,
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SUMMARY

Comparison of toxic and antitoxic effects of cisplatin and cAMP at the gene
expression level in Wistar albino rat liver.

Throughout the course of cancer treatment, cisplatin has proven to be a successful
chemotherapy agent. Several researches have been conducted both in vivo or in vitro on
how gene expression changes occur. This study focuses on examining how CYP1A1 gene
expression changes are brought after the exposure to cisplatin and cAMP. In this study,
liver tissues from Wistar-type albino rat, also known as the laboratory rat was used as a
model organism. Expression level of CYP1AL1 gene was examined in cells and tissues
which the gene encodes a member of the cytochrome P450 superfamily of enzymes. For
normalization TATA box binding protein (TBP) housekeeping gene was preferred. This
study aims to provide an alternative perspective for comparative toxicology cases and will
also serve as a guide for elucidation of cases connected with forensic toxicology.

Key Words: cAMP, cisplatin, cytochrome p450, gene expression, wistar albino.
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Arastirmanin yurutuldugtu streg igcinde etik kurallar ve hayvan

haklarina uygunluk yéniunden sorumluluk arastiricilara ait olmak kaydiyla
6 ayhk Rapor verilmesi sartiyla calismaniza baglamaniz uygun

goérulmaustar.
‘%%uw% 4

Prof. Dr. Muhlise ALVUR
Hayvan Etik Kurulu Baskani
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EK-2. Bilimsel Calisma izni

TURKIYE CUMHURIVETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

YONETIM KURULU KARARI

Toplant: Sayis: : 42 Karar Sayisi: 2135 Toplant: Tarihi: 13.11.2017

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Disiplinleraras1 Adli Bilimler Anabilim
Dali Bagkanligi'nin 31.10.2017 tanh ve 11341 savili vazis1 gériigildii.

Disiplinleraras: Adli Bilimler Anabilim Dali Adli Bivologi tezli yviiksek lisans programi
dgrencisi KumbiraiDeonMIANDEBERE 'nin, “Vistar Albino Tipi rat Karacigerinde Sisplatin
ve cAMP 'nin Toksik ve Antitoksik Etkenlerinin Gen [fadesi Diizevinde Kargilastirilmas:” adl
tez projesinin “etik kurul karari” min eklenmesinden sonra degerlendirilmesine oybirligi 1le
karar verildi.

ASLI GIBIDIR
Dilek BADEM
Enstiti Sekretent

Enstitii Miidiirii V. Enstitii Miidiir Yardimcis1 Enstitii Miidiir Yardimas:
Prof Dr. Mehmet AKAN Prof Dr. Ayfer TEZEL Dog. Dr. Yilmaz ARATL
Imza Imza Imza

Uye Uye Uye

Prof Dr. Avhan BASTAN
Imza

Prof Dr. Pelin OZKAN
Katilamadi

Prof. Dr. Giilfem ERSOZ

Imza
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I. Bireysel Bilgiler
Adi

OZGECMIS

: Kumbirai Deon

Soyadi : Mandebere
Cinsiyet : Erkek
Uyrugu : Zimbabve
Medeni durumu : Bekar
Dogum yeri ve tarihi : Zimbabve, 21.05.1991
Telefon : +905530639709
E-mail : mandebere82@gmail.com
Il. Egitim Bilgiler
DERECE BOLUM PROGRAM OKUL/UNIVERSITESI YiL
ilkokul - Chinhoyi Primary School 1997 — 2003
Lise - Nemakonde High School 2004 - 2009
Lisans Psikoloji University of Zimbabwe 2011 -2014
Turk dili (Turkge) Ankara Universitesi TOMER 2015-2016
Yiksek Disiplinlerarasi Adli | Saghk Bilimleri Enstitist/Ankara | 2016 — 2018

Lisans Bilimler

Universitesi

Yiiksek Lisans Tezi Baghgi ve Danisman

Winstar albino tip rat karacigerinde sisplatin ve cAMP’nin toksik ve antitoksik etkilerin
gen ifadesi diizeyinde karistirilmasi”

Danisman: Prof. Dr. Emine Simer ARAS

Lisans Tezi Basgligi ve Danisman

Danisman: Dr. M Matika (University of Zimbabwe)

Job involvement and organizational commitment among workers: A case study of
Edgars Stores, Harare. Zimbabwe
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I11. Dil Beceriler

DIL Shona Ndebele INGILiZCE TURKGE
YAZMA Mikemmel Orta Diizey Mikemmel lyi
KONUSMA Mikemmel Orta Dlzey Mikemmel Iyi

IVV. Bilgisayar Beceriler

PROGRAM DUZEY

Ms Word ileri Diizey

Ms Excel iler Diizey

Ms PowerPoint ileri Diizey

EndNote Orta Diizey
V. Yaymlar

Kumbirai Deon Mandebere, F. Seyma Gokdemir, Siimer ARAS (2019).
Comparison of toxic and antitoxic effects of cisplatin and cCAMP, at C1A1 gene
expression level of Wistar albino type rat liver. International Journal of Life
Sciences. Vol.2, Issue. 2, pp: (102-105)

V1. Katildig1 egitim seminerleri

22/10/ 2016: Kok Hiicre Giinii Toplantisi, Hacettepe Universitesi, Ankara-
TURKEY.

27/10/ 2016: TUBITAK 5. Ulusal Acik Erisim Konferansi, Ankara-TURKEY.
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