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ÖNSÖZ

Kanser  günümüzde  başta  gelişmiş  ülkeler  olmak  üzere,  sağlık  sorunları  arasında  ilk

sıralarda gelmektedir. Kanser oluşumuna sebep faktörlerin olan nitel ve nicel artışının yanı

sıra tedaviye yönelik araştırmalarda her geçen gün hız kazanmaktadır.Nöroblastom gibi sinir

sistemi kökenli tümörlerde gerek cerrahi,  gerekse diğer tedavi yaklaşımlarıyla tatmin edici

sonuçlarınalınamaması,  bu  tümörlerin  onkogenezi  üzerinde  ayrıntılı  çalışma  ihtiyacı

doğurmuştur. Nöroblastomda tümör dokusundaki birçok genetik değişikliğin prognoz üzerine

etkisi gösterilmiştir. 

Nöroblastom, tümör hücresinde yapılan genetik ve biyolojikincelemelerin, hastanın en iyi

şekilde  yönetilmesi  için  gerekli  bilgileri  bize  sağlayan  bir  solid  tümör  modelidir.  Tedavi

kapsamında  daha  iyi  sonuç  alabilmek  için  çeşitli  ajanların  tekli  veya  kombine  olarak

uygulanarak  terapötik  etkinliği  ve  moleküler  etki  mekanizmaları  yoğun  bir  şekilde

araştırılmaktadır. Bu çalışmada da eski çağlardan bu yana hijyenik amaçlı günümüzde de

ilaç  ve  besin  endüstrisinde  koruyucu  olarak  kullanılan  sülfit  bileşiğinin  ve  çeşitli  kanser

türlerinde etkisi araştırılmış URG4/URGCP geninin nöroblastomada tedaviye yönelik etkinliği

moleküler  mekanizmalarıyla  araştırılmıştır.Yapılan  araştırma  sonuçları

URG4/URGCP’ninnöroblastom  tedavisinde  önemli  rol  oynayabilecek  yeni  bir  onkogen

olabileceğini düşündürmektedir. 

Çalışmamız, Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu (TÜBİTAK) tarafından 1002

program kodlu hızlı destek araştırma projesi olarak desteklenmiştir.

Doç.Dr. Yavuz DODURGA

(Proje Yürütücüsü)

1



İÇİNDEKİLER TABLOSU

ÖNSÖZ.................................................................................................................................................. i

İÇİNDEKİLER TABLOSU.................................................................................................................... ii

ŞEKİLLER TABLOSU.........................................................................................................................iv

TABLOLAR DİZİNİ..............................................................................................................................iv

ÖZET.....................................................................................................................................................1

ABSTRACT..........................................................................................................................................2

1.GİRİŞ VE GENEL BİLGİLER..........................................................................................................3

2. GEREÇ VE YÖNTEM:....................................................................................................................6

2.1.Kullanılan hücre dizini ve hücre kültürü koşulları:.................................................................6

2.2. Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonu:................................................................................7

2.3.Trizol Reagent Kullanarak Hücre Kültüründen Total RNA İzolasyonu................................7

2.4.Sülfit maruziyeti sonrasında hücre döngüsünde rol alan gen ekspresyonlarının ve 
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:.. .8

2.5.Sülfit maruziyeti sonrasında apoptozda rol alan gen ekspresyonlarının ve 
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:. 10

2.6. Lowry Yöntemi........................................................................................................................11

2.6.Sülfit uygulaması sonrası hücrelerdeki URG4/URGCP varlığının Western Blot ile 
kontrolü...........................................................................................................................................12

2.7.Komet analizi:..........................................................................................................................13

2.7.1. KometAssay (Tek Hücre Elektroforezi)........................................................................14

2.7.2.Görüntü Analizi.................................................................................................................14

2.8.Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi:.................14

2.9.Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin koloni oluşturma kapasitesinin belirlenmesi:....15

2.10. Genlerin Kantitasyon Değerlerinin İstatistiksel Analizleri................................................15

3.BULGULAR.....................................................................................................................................15

3.1. Sülfitin Hücre Canlılığı ve Proliferasyonuna Etkisi.............................................................15

3.2.Sülfit maruziyeti sonrasında hücre döngüsünde rol alan gen ekspresyonlarının ve 
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:. 16

3.3. Sülfit maruziyeti sonrasında apoptozda rol alan gen ekspresyonlarının ve 
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:. 18

3.4. Sülfit uygulaması sonrası hücrelerdeki URG4/URGCP varlığının Western Blot ile 
kontrolü...........................................................................................................................................21

2



3.5. Komet analizi..........................................................................................................................21

3.5.1. Baş - Kuyruk  Uzunluğunu ve Yoğunluğunun Belirlenmesi.......................................22

3.5.2.Kuyruk Momenti ve Migrasyonun Belirlenmesi............................................................23

3.6 Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi..................24

3.7. Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin koloni oluşturma kapasitesinin belirlenmesi....24

4. TARTIŞMA VE SONUÇ................................................................................................................25

5. KAYNAKLAR..................................................................................................................................28

3



ŞEKİLLER TABLOSU

Şekil 1: Lowry Protein Standart Eğrisi............................................................................................12
Şekil 2: XTT analizi ile doza bağlı hücre canlılığı sonuçları.........................................................16
Şekil 3: Western blot analizi ile kontrol ve doz gruplarındaki URG4'ün protein düzeyindeki 
değişimi...............................................................................................................................................21
Şekil 4: Grupların 24 saat inkübasyonunu takiben Komet analizi ile demonstratif olarak 
görüntüsü.K: kontrol, S: 5 mM dozda sülfit uygulanan grup........................................................22
Şekil 5: Kontrol ve sülfit (5mM) dozunun 24 saat inkübasyonu takiben Komet yöntemi ile 
değerlendirilen değerleri a) baş uzunluğu b) baş yoğunluğu c) kuyruk yoğunluğu d) kuyruk 
uzunluğu *) p< 0.001 düzeyinde kontrolden fark...........................................................................23
Şekil 6: Kontrol ve sülfit (5mM) dozunun 24 saat inkübasyonu takiben Komet yöntemi ile 
değerlendirilen değerleri a) Kuyruk Momenti b) Kuyruk Migrasyonu *) p< 0.001 düzeyinde 
kontrolden fark...................................................................................................................................23
Şekil 7: Sülfitmaruziyeti sonrasında SHSY5Y hücrelerinin invazyonkapasiteleri......................24
Şekil 8: Sülfit maruziyeti sonrasında SHSY5Y hücrelerinin koloni oluşturma kapasiteleri......25

TABLOLAR DİZİNİ

Tablo 1: Real-Time  PCR Koşulları....................................................................................................9
Tablo 2: Ekspresyon değişimleri incelenen hücre döngüsünde görevli olan genler.................16
Tablo 3: Kontrol ve Doz Grupları Arasında Hücre Döngüsü Gen Ekspresyon Değişim Tablosu
.............................................................................................................................................................18
Tablo 4: Ekspresyon değişimleri incelenen apoptozda görevli olan genler................................19
Tablo 5: Kontrol ve Doz Grupları Arasında Apoptoz Gen Ekspresyon Değişim Tablosu..........20

4



ÖZET

Nöroblastom gibi sinir sistemi kökenli tümörlerde gerek cerrahi, gerekse diğer tedavi

yaklaşımlarıyla  tatmin  edici  sonuçların  alınamaması,  bu  tümörlerin  onkogenezi  üzerinde

ayrıntılı  çalışma  ihtiyacı  doğurmuştur.  Nöroblastomda  tümör  dokusundaki  birçok  genetik

değişikliğin  prognoz  üzerine  etkisi  gösterilmiştir.  Nöroblastom,  tümör  hücresinde  yapılan

genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanın en iyi şekilde yönetilmesi için gerekli bilgileri bize

sağlayan bir solid tümör modelidir. 

Sülfitin hijyenik amaçlarla kullanımı eski çağlara kadar gitmektedir. Günümüzde de ilaç

ve besin endüstrisinde şekilde koruyucu olarak yaygın olarak kullanılan sülfit bileşiği, kükürt

içeren aminoasitlerin metabolizması sırasında vücutta endojen olarakta oluşturulmaktadır. 

Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları  tarafından yapılmış olan araştırmada HBV X proteini

varlığında  ekspresyonunda  artış  gözlenen  özgün-yeni  bir  gen  tanımlanmış  ve  “Up-

Regulated-Gene-4/Up  Regulator  of  Cell  Proliferation  (URG4/URGCP)”  olarak

isimlendirilmiştir.  Temel yapı  karakterizasyonu yapılan URG4’ün tam sekansının 3.607 kb

olduğu ve sitoplazma içinde 922 aminoasit  içeren bir  protein sentezlediği  tespit  edilmiştir.

Ayrıca  URG4’ün  7.  kromozomun  kısa  kolunda  (7p13)  lokalize  olduğu  ve  daha  önce

tanımlanan genler ile herhangi bir uyum/homoloji göstermediği bulunmuştur (GeneID: 55665,

Entrez  Nükleotid  ID  NM_017920).  URG4’ün  HepG2  hücre  dizinine  over-ekspresyonu

sağlandığında,  büyüme  faktörü  varlığında  veya  yokluğunda  hücre  proliferasyonunu  ve

hayatiyeti arttırdığı, yumuşak agar besi yerinde koloni oluşumunu uyardığı ve immün sistemi

baskılanmış farelerde tümör oluşumunu hızlandırdığı gösterilmiştir. Temel fonksiyona yönelik

araştırma  sonuçlarımız,  URG4’ün  hepatoselüler  karsinom  oluşumunda  önemli  rol

oynayabilecek  yeni  bir  onkogen  olabileceğini  göstermektedir.  Grubumuz  ve  grubumuz

dışında yapılmış olan araştırmalar da URG4’ün sadece karaciğer kanseri gelişiminde değil,

mide  kanseri,  osteosarkom,  over  kanseri,  prostat  kanseri  ve  lösemi  gelişiminde  de  etkili

olabileceğini düşündürmektedir.

Bu çalışma kapsamında nöroblastom gelişiminden sorumlu olabileceği düşünülen yeni

bir gen olan URG4/URGCP geninin ve diğer kemoteropetik ajanlar gibi toksik olduğu bilinen

ancak  tedavide  kullanılmayan  sülfitin  genetik  değişiklikler  üzerinde  etkisinin  araştırılması

planlanmıştır.  Projemizden  elde  edilen  yeni  veriler  ışığında,  nöroblastom  gelişimi  ile

sonuçlanan  karsinogenezde  URG4/URGCP’nin  bugüne  kadar  bilinmeyen  kontrol

mekanizmalarının açıklanmasına büyük katkı sağlayacağını düşünmekteyiz. Bu yüzden hem

URG4/URGCP geni  ile  araştırma yapmak hem de URG4/URGCP’nin diğer  genlerle  olan

ilişkilerinin nöroblastomda geniş çaplı değerlendirilmesinin sağlanması, her açıdan projemize

özgünlük kazandırmıştır.

Anahtar Kelimeler: URG4/URGCP, Nöroblastom, Sülfit
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ABSTRACT

It cannot be obtained of satisfactory results with treatment approaches both surgical

and others in neural origin tumors such as neuroblastoma, has led to the need to study on

details of oncogenesis of these tumors. Effects of many genetic changes in tumor tissue in

neuroblastoma  have  been  shown.  Neuroblastom  is  a  unique  solid  tumor  model  which

provides us the necessary information about genetic and biological examinations on tumor

cells to manage the patient in the best way.

Using of sulfite for hygienic purpose goes back to ancient times. Sulfite compound,

nowadays widely used in the pharmaceutical and food industry as a preservative, is created

as an endogenous in the body during the metabolism of amino acids containing sulphur.

Satiroglu-Tufan and her colleagues have dentified and characterized a novel gene, which is

up-regulated in the presence of HBxAg, and named as URG4/URGCP (Up-Regulated-Gene-

4/Up Regulator of Cell Proliferation). The full-length URG4 clone was 3.607 kb and encodes

a polypeptide of 922 amino acids with a predicted molecular weight of 104 kDa. Analysis of

the novel full-length URG4 sequence showed no homology with other previously published

genes and localized in  the  short  arm of  human chromosome 7 (7p13)  (GeneID:  55665,

Entrez  Nükleotid  ID  NM_017920).  It  has  benn  shown  that  over-expression  of  URG4 in

HepG2 cells promoted hepatocellular growth and survival in tissue culture (in the peresence

or absence of growth factors) and stimulated colony formation in soft agar, and accelerated

tumor development in nude mice.studies by our group and others have strongly suggested

that  URG4 is  involved  not  only  in  hepatocellular  carcinoma,  but  also  in  gastric  cancer,

osteosarcoma, ovarian cancer, prostate cancer and leukemia.

In this  study, it  is  planned that  investigation  of  effects  on genetic  changes of  both

URG4/URGCPgene  which  is  a  novel  gene  and  thought  can  be  responsible  for  the

development of neuroblastoma and sulfite which is known as a toxic agent such as other

chemotherapy agent but not used in chemotherapy. In the light of new data obtained from

our project, we believe to greatly contribute to explaining of unknown control mechanisms of

URG4/URGCP in  carcinogenesis  be resulted in  the  development  of  neuroblastoma.   So

both doing research on URG4/URGCP gene and providing of large scale evaluation relations

with the other gene of URG4/URGCP on  neuroblastomda , provides authenticity in every

aspect to our project.

Keywords: URG4/URGCP, Neuroblastoma, Sülfite

2



1.GİRİŞ VE GENEL BİLGİLER

Nöroblastom  adrenal  medulla  veya  sempatik  gangliyonlarda  normalde  bulunan

primordial nöral krest hücrelerinden köken alan ve çocukluk çağının en sık ekstrakranial solid

tümörüdür.  Tüm  çocukluk  çağı  kanserleri  arasında  %8-10’luk  bir  orana  sahiptir.

Nöroblastomda  tümör  dokusundaki  birçok  genetik  değişikliğin  prognozüzerine  etkisi

gösterilmiştir  (Siegel  R.,2013  ; Gurney  JG.,1996).Nöroblastom’da  tümör  hücrelerinde

gösterilmiş  genetik  değişiklikler  hastalığın  patogenezinde  ve  prognozunda  rol

oynayabilmekte ve tümörün biyolojik yapısı hakkında bize bilgi vermektedir. Nöroblastomlu

hastaların  bir  bölümünde bu  hastalığın  gelişiminde  bir  yatkınlık  olduğu  ve  bu  yatkınlıkta

kalıtımın  otozomal  dominant  bir  yolunun  bulunduğu  bildirilmektedir  (Brodeur  GM,

2006).Biyolojik ve genetik değişiklikler, tedaviye yanıt ve prognozun önemli göstergesi olup,

tanı  sırasında  tümörün  karakterini  bize  belirlemektedir.  Dolayısıyla  nöroblastom,  tümör

hücresinde yapılan genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanın en iyi şekilde yönetilmesi için

gerekli  bilgileri  bize  sağlayan bir  solid  tümör  modelidir.  Yakın  gelecekte  hedef,  bu  bilgiyi

hastalara uygulanacak daha etkin ve daha az toksik tedavilere çevirmektir. Ayrıca bu genetik

değişiklikler;  olguların  risk  gruplarına  ayrılması  ve  hedeflenmiş  tedavilerin  planlanması

yönünden  çok  önemlidir.  Bu  genetik  değişiklikler  arasında  allelik  fazlalık/kayıp  olması,

onkogen  aktivasyonu  ve  tümör  baskılayıcı  genlerin  kaybı  yanında  bazı  genlerin

ekspresyonlarındaki  değişiklik  şeklinde  olabilir.  Nöroblastoma  gibi  sinir  sistemi  kökenli

tümörlerde  gerek  cerrahi,  gerekse  diğer  tedavi  yaklaşımlarıyla  tatmin  edici  sonuçların

alınamaması,  bu  tümörlerin  onkogenezi  üzerinde  ayrıntılı  çalışma  ihtiyacı  doğurmuştur.

(Olshan AF, 1999;  Maris JM, 2002)

Sülfit molekülü hava kirliliğinin önemli bir bileşenidir.Sodyum sülfit (Na2SO3), sodyum

hidrojen sülfit (NaHSO3), sodyum metabisülfit (Na2S2O5), potasyum metabisülfit (K2S2O5),

kalsiyum  sülfit  (CaSO3),  kalsiyum  hidrojen  sülfit  (CaHSO3)  ve  Potasyum  hidrojen  sülfit

(KHSO3) gibi çeşitli iyonlarla yaptığı tuzlar gıda ve ilaç endüstrisinde koruyucu amaçlı yaygın

olarak kullanılmaktadır (Lester M.R 1995; Gunnison A.F., 1987).Organizmanın maruz kaldığı

bu  eksojen  kaynaklara  ilaveten,  sülfit  molekülü  vücutta  kükürt  içeren  amino  asitlerin

katabolizması  esnasında endojen olarak da üretilmektedir  (Gunnison A.F.,1987;  Kajiyama

2000). Kaynağı ne olursa olsun toksik özellikleri iyi bilinen SO=3‘in vücutta etkin bir şekilde

metabolize edilmesi gerekir. Bu işlem oksidatif olmayan (Gunnison A.F., 1987) ve oksidatif

SO=3  metabolizması  (Mottley  C.,1982;  Mottley  C.,1985)  olmak  üzere  iki  şekilde

yapılmaktadır.  Enzimatikoksidasyon  SO=3  metabolizmasındaki  temel  yolaktır.  Bu  yolakta

mitokondrial bir molibdohemoprotein olan Sülfit oksidaz (SOX) enzimi SO=3‘in zararsız bir

bileşik olan inorganik sülfata (SO=4) dönüşümünü katalizler(Cohen H.J., 1971). Bu enzimin
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yaşamsal önemi, 1967 yılında Mudd ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir. Bu araştırıcılar

genetik SOX enzim eksikliği olan vakalarda artmış endojen SO=3 üretimi nedeniyle şiddetli

nörolojik disfonksiyon, mental gerilik ve hayatın erken döneminde ölümle karakterize bir klinik

tablonun meydana geldiğini  göstermişlerdir. (Mudd S.H.,1967).Yapılan çalışmalarda görsel

ve somatosensoryel uyarılma potansiyellerinde latens uzamasına (Agar A.,2000;  Kucukatay

V.,2003)  tek  başına  ve  peroksitnitrit  anyonu  (ONOO-)  ile  beraber  hücre  canlılığı  üzerine

olumsuz  etkilere  (Reist  M.,  1998;  Parsons,  1997)  nöronlarda  redükteglutatyon  (GSH)

içeriğinin  azalmasına  neden  olduğunu  gösteren  in  vitro  ve  in  vivo  yayınlar  literatürde

mevcuttur  (Marshall  K.A.,1999).Ayrıca  çeşitli  motor  nöron  hastalıkları,  Alzheimer  ve

Parkinson  gibi  nörodejeneratif  hastalıklarda  kükürt  içeren  amino  asit  metabolizmasında

anormallikler  saptanmış  olması  sülfit‘innörotoksisite  açısından  önemini  göstermektedir

(Heafield M.T., 1990). Bu şekilde artmış endojensülfit‘e maruz kalmanın yanı sıra, eksojen

yolla hava kirliliği ve besinlerle maruz kalmanın toksik etkileri de bildirilmiştir. Bu molekülün

bir  insan  nöroblastom  hücre  dizisi  olan  SHSY5Y  hücreleri  üzerine  olan  etkisi  henüz

incelenmemiştir.  Bu  hücrelerin  canlılığı  üzerine  olabilecek  olası  etkisinin  detayları  bu  tip

kanserlerde yeni çalışmaların önünü açabilir. 

Ökaryotik  bir  hücre  de  hücre  döngüsü  süreci  siklinler  ve  siklin  bağımlı  kinazların

aktiviteleriyle  düzenlenir.  Hücrelerin,  hücre  döngüsünün  değişik  evrelerinden  sistemli  bir

şekilde geçmeleri siklinler, siklin bağımlı kinazlar ve onların inhibitörleri tarafından denetlenir.

Tümör  oluşum sürecinde,  hücre döngüsü olaylarının  deregülasyonuyla  sonuçlanan çeşitli

genetik ve epigenetik değişimler meydana gelmektedir(Graham. P.,2002).Normal gelişim ve

doku  homeostazisi  için  kritik  öneme  sahip  olan  apoptozis,  hücre  ölümünün  genlerle

düzenlenmiş formudur. Şimdiye kadar ölüm reseptörü aracılı dış yolak, mitokondri aracılı iç

yolak ve endoplazmikretikulum aracılı oksidatif stres yolağı gibi bir çokapoptotik yolak ortaya

konulmuştur. Apoptotik  hücre ölümü ekstraselüler  ve intraselüler  sinyallerin,  mitokondriyal

değişimlerin,  proapoptotikproteazların,  spesifikendonükleazların  aktivasyonu  ile  DNA

fragmantasyonunun  dahil  olduğu  kompleks  bir  mekanizmayla  başlatılabilmektedir  (Susın,

S.A.,2000; Uguz, C.A.,2009).

Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları tarafından yapılmış olan araştırmada (Satiroglu-Tufan

N.L.2002)HBV  X  proteini  pozitif  ve  negatif  HepG2  hücre  dizinleri  model  sistem  olarak

kullanarak  “polimeraz  zincir  reaksiyonu  seçici  komplementer  DNA çıkartma  (PCR  select

cDNA subtraction)” tekniği ile HB X pozitif ve HB X negatif HepG2 hücre dizinleri arasındaki

gen ekspresyon profilleri karşılaştırılmıştır. Bu deneyler sonucunda HBV X proteini varlığında

ekspresyonunda artış gözlenen özgün-yeni bir gen, Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları tarafından

“Up-Regulated-Gene-4/Upregulator  of  Cell  Proliferation  (URG4/URGCP)”  olarak

isimlendirilmiş ve Amerika’daki National Center forBiotechnology Information-Gen Bankasına
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(NCBI-GenBank,  EntrezGeneID:  55665 ve Entrez  Nükleotid  ID NM_017920)  olarak  kayıt

edilmiştir (Tufan, N. L., 2002).Öncelikle PCR seçici komplementer DNA çıkartma metodu ile

elde edilen ve HB X pozitif HepG2 hücre dizinindeki URG4/URGCP ekspresyonunun HB X

proteini varlığında arttığı sonucu, aynı hücre dizinleri kullanılarak birbirinden farklı moleküler

deneylerle tekrar doğrulanmıştır. Ekspresyon artışının farklı moleküler teknikler ve deneylerle

onaylanmasından sonra, URG4/URGCP’nin tam sekansı (full-length), “RapidAmplification of

5’ and 3’ cDNA Ends (RACE)” yöntemi ile elde edilmiştir ve 3.607 kb’lık gen klonlanmıştır.

İnsan gen bankası araştırma sonuçları, Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları tarafından elde edilen

URG4/URGCP sekans sonuçları ile karşılaştırıldığında, URG4/URGCP’nin 7. kromozomun

kısa  kolunda  lokalize  olduğu  (7p13)  ve  daha  önce  tanımlanan  genler  ile  herhangi  bir

uyum/homoloji  göstermediği  bulunmuştur  (Entrez  Nükleotid  ID  NM_017920).  Ayrıca

URG4/URGCP’nin  sitoplazma  içinde  922  aminoasit  içeren  bir  protein  sentezlediği  tespit

edilmiştir.  Çeşitli  bilgisayar  programları  yardımıyla  URG4/URGCP’nincDNA’sı  kullanılarak

antijenikpeptitler seçilmiş ve URG4/URGCP’ye karşı spesifik antikor geliştirilmiştir.

In vitro hücre kültür ortamında yapılan deneylerde, URG4/URGCP’nin HepG2 hücre

dizinine transfekte edilip over-ekspresyonu sağlandığında, büyüme faktörü varlığında veya

yokluğunda hücre proliferasyonunu arttırdığı, yumuşak agar besi yerinde koloni oluşumunu

gerçekleştirdiği  ve  immün  sistemi  baskılanmış  farelerde  tümör  oluşumunu  hızlandırdığı

saptanmıştır. Bütün bu deney sonuçlarında gözlemlenen özellikler onkogenlerin karakteristik

fonksiyonlarından  olduğundan,  HBV  X  proteini  varlığında  ekspresyonu  artan

URG4/URGCP’ninmulti-step hepatokarsinogenezde önemli rol oynayabilecek yeni bir olası

onkogen olabileceği düşünülmektedir. Grubumuz ve grubumuz dışında yapılmış olan farklı

araştırmalarda  da  URG4/URGCP’nin  sadece  karaciğer  kanseri  gelişiminde  değil,  mide

kanseri, osteosarkom, over kanseri, prostat kanseri ve lösemi gelişiminde de etkili olabileceği

gösterilmiştir.

Song  ve  arkadaşları  mide  kanseri  tanısı  almış  100  olguya  ait  parafin  bloklarından

aldıkları  kesitlerde  URG4/URGCP  ekspresyonunu  ve  SGC7901,  MKN28,  MKN45,  AGS,

BGC823  ve  GES-1  mide  kanseri  hücre  hatlarında  ise  ekspresyon  analizlerini

değerlendirmiştir. URG4/URGCP’nin hücre döngüsünde yer alan siklin  D1 ekspresyonunu

arttırdığını  gözlemlemiştir.  Bu  sonuçlar,  artmış  siklin  D1  düzeyinin  hücre  döngüsünün

ilerlemesine ve hücrelerin anormal çoğalmasına yönlendiğini düşündürmüştür. Yazarlar  bu

verilerle,  URG4/URGCP’nin mide kanseri  gelişiminde Siklin  D1 ifadesinin regülasyonunda

etkili  olabilecek  potansiyel  terapötik  bir  hedef  olabileceğini  ifade  etmektedirler  (Song,

J.,2006). Huang ve arkadaşları  osteosarkom tanısı almış 46 olgunun parafin bloklarından

aldıkları kesitlerde URG4/URGCP protein ekspresyonunu değerlendirmiştir. URG4/URGCP

ekspresyonunu 40 (%86,96) olguda yüksek düzeyde saptamış, rekürren ve metastaz yapan
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olgularda  ise  ekspresyon  düzeyinin  arttığını  belirtmiştir  (p<0,05).   Ayrıca  URG4/URGCP

ekspresyon  düzeyi  ile  proliferasyon  belirteci  olan  PCNA ile  doğru  orantılı  olarak  arttığını

gözlemlemiştir.  URG4/URGCP’ninosteosarkom  gelişiminde  kullanılabilir  aday  bir  belirteç

olabileceğini  düşünmektedir  (Huang,  J.,2009).  Bu  yeni  çalışmalar  ışığında

URG4/URGCP’ninkarsinogenezde rol alabileceğini ve aynı zamanda kanser tedavisinde de

umut verici bir terapötik hedef olabileceğini düşündürmüştür.

Li  ve  arkadaşları,  116  epitelyalover  kanseri  vakalarında  URG4/URGCP  gen

ekspresyonunu  imminohistokimyasal  yöntemle  değerlendirmişlerdir.  Epitelyalover  kanseri

olgularından URG4/URGCP ekspresyonunun benin tümörlere ve kontrole göre daha yüksek

olduğunu  saptamışlardır.  URG4/URGCP  ekspresyon  sonuçlarının  proliferasyon  indeksini

gösteren  PCNA  değerlendirmesi  ile  korale  bulmuşlardır.  Elde  ettikleri  sonuçlara  göre,

URG4/URGCP’ninepitelyalover  kanseri  ilerlemesinde  etkili  olabileceğini  ve  over  kanseri

prognozunda yeni bir hedef olabileceğini vurgulamaktadırlar (Li W,2012).

Dodurga ve arkadaşlarının yaptığı in vitro çalışmada, rapamisin tedavisinin DU145 ve

PC3 prostat kanseri hücrelerinin proliferasyonunuinhibe ettiği saptanmıştır. Bu rapamisin ile

indüklenen hücre döngüsünün G1 evresinde durmasına ve URGCP gen ekspresyonunun

inhibisyonuna neden olabileceğini düşündürmüştür (Dodurga Y, 2012).

Proje  yürütücüsünün  de  bulunduğu  ekip  tarafından  yapılan  çalışmada,  Oymak  ve

arkadaşları lökomogenezde de URG4/URGCP’nin hücre döngüsü üzerinden hücreyi malin

transformasyona  götürebileceğini  gösteren vaka sunumu çalışması  da URG4/URGCP’nin

sadece  solid  tümörlerde  değil  lökomogenezde  de  etkili  olabileceğini  göstermiştir  (Oymak

Y,2012).

Sunmuş  olduğumuz   projemizde,  SHSY5Y hücre  dizinini  model  sistem kullanılarak

nörotoksik  olduğu  bilinen  sülfit  maruziyeti  sonrasındaki  kanser  hücre  davranışı

morfolojik/moleküler düzeyde araştırılmıştır.

2. GEREÇ VE YÖNTEM:

2.1.Kullanılan hücre dizini ve hücre kültürü koşulları:

Çalışmamızda  SHSY5Y  nöroblastoma  hücre  hattı  kullanılmıştır.  Hücre  kültür  kaplarına

yapışarak  çoğalan  bu  hücreler  %10  fötal  sığır  serum  (FBS),  %1  L-glutamin,  100IU/ml

penisilin  ve 10 mg/ml streptomisin içeren DMEM F12 besi yerinde 37oC’de ve %5 CO2’li

ortamda üretilmiştir. 

Hücre dizinlerinin büyümesi için kullanılan besi yeri detay bilgileri:
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 Dulbecco`sModifiedEagleMedium (DMEM): NutrientMixture F-12 (Ham`s) (1:1) (

01-170-1,Biological Industries)

 %10 FBS (Fetal sığır serumu) (04-121-1B, Biological Industries) 

 0.1 mMNon-Essential Amino Acids Solution (01-340-1B, BiologicalIndustries)

 2 mMGlutamin (03-020-1B, BiologicalIndustries)

 1 mM Sodyum Piruvat  (03-042-1B, BiologicalIndustries)

 100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, BiologicalIndustries)

2.2. Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonu:

SHSY5Y  nöroblastom  hücreleri  96  kuyucuklu  hücre  kültürü  kaplarında  1x104/kuyucuk

miktarında ekilmiştir. Hücrelerin yüzeye yapışması için 24 saat beklenmiştir. 0.1 mM-5mM’lık

çalışma  konsantrasyonları  %10  serumlu  tam  besi  ortamı  ile  hazırlanmıştır.  Kontrol

kuyucuklarıdışında sülfit gruplarına  100μl içindeki son konsantrasyonları 0.1, 1, 5 mM dozda

sülfit  ilave  edilmiştir.  Belirlenen  konsantrasyonda  sülfit  uygulaması  sonrasında  hücre

proliferasyonu “Cell ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-

1000-Biological Industries)” ile araştırılmıştır. Kit içeriğinde reaktif madde olarak tetrazolium

tuzu olan “XTT” içermektedir. 24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuğa 100 μL ortam

koyulduktan sonra 50 μL aktive edilmiş XTT solüsyonu eklenmiştir. Madde eklenmesinden 4

saat  sonra  çalışılan  grupların  absorbans  değerleri  (OD)  ELISA cihazında  450  nm dalga

boyunda  ve  630  nm  referans  aralığında  okunmuştur.  Hücre  canlılığı  yüzdesi  her  bir

kuyucukta ölçülen optik dansite değerinin kontrol optik dansite değerine bölünmesi ve yüz ile

çarpılması ile hesaplanmıştır.

Ölçülen optik dansite değeri:

% Hücre Canlılığı =  
Ö l çü lenoptik dansite değ eri
Kontroloptik dansitede ğeri

    x100

2.3.Trizol Reagent Kullanarak Hücre Kültüründen Total RNA İzolasyonu

Gen düzeyinde ekspresyon değerlendirilmesi için SHSY5Y hücrelerinden RNA izolasyonu

gerçekleştirmiştir. Hücreler için 1 ml trizol hücreleri kaldırmak için eklenmiştir. Homojenat 1

ml’lik ependorf tüplere alınmış ve oda sıcaklığında 10 dkinkübasyona bırakılmış ve ardından

her  bir  ependorf  tüpe  200  μlkloroform  eklenip  ve  iyice  pipetlendikten  sonra  tekrar  oda

sıcaklığında 15 dkinkübe edilmiştir. Daha sonra +4oC’ de 15.000 g’de 20 dksantrifüj edilmiş

ve renksiz olan üst faz toplanıp, ayrı ependorf tüplere alınmıştır. Toplanan üst fazın üzerine
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500  μlizopropanol  eklenip,  pipetlenmiş  ve  10  dk  oda  sıcaklığında  bekletilmiştir.  +4oC’de

15.000  g’de  30  dksantrifüj  edildikten  sonra  süpernatan  dikkatlice  atılıp  pelletin  üzerine

%70’lik  etanol  konulmuş  ve  +4oC’de  12.000  g’de  10  dk  santrifüj  edildikten  sonar  tekrar

süpernatan atılıp, pellet kısa bir süre hava ile kurutulmuştur. Son olarak pellet 40 μlRNase-

DNasefree su ile çözünmüştür.

2.4.Sülfit maruziyeti sonrasında hücre döngüsünde rol alan gen ekspresyonlarının ve

URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:

Real-time  Online  RT-PCR,  gen  ekspresyon  ürününün  kantitasyonu  amacıyla  kullanılan

hassas  moleküler  bir  metottur.  Bu yöntem sayesinde,  RNA örnekleri  kalitatif  ve  kantitatif

olarak kısa sürede analiz edilebilmekte, çok sayıda örnek son derece düşük kontaminasyon

riskiyle  güvenle  çalışılabilmektedir.  Gerçek  zamanlı  PCR/RT-PCR’da  ürünlerin  analizi

reaksiyon esnasında yapılmaktadır. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, PZR ürününün mor

ötesi  ışık  altında  görüntülenmesi  gibi  işlemlerin  uygulanmasına gerek  kalmamaktadır.  Bu

çalışmada da 96 kuyucuklu olan mikroplaka sistemi kullanılmıştır.

Sülfit maruziyeti sonrasında ilgili hücre dizini kullanılarak, hücre döngüsünde rol alan genlerin

RNA düzeyindeki ekspresyonları “Real Time Custom Panel” kullanılarak belirlenmiştir. İlgili

hücre dizininden TRI-Reagent  kullanılarak total  RNA izolasyonu yapılmış ve takiben elde

edilen RNA’ların miktar ve kalitesi tespit edilmiştir. Sonrasında, total RNA’lardanTranscriptor

First  Strand cDNA Synthesis Kit  (RocheDiagnostics)  ile   cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir.

İlgili  panel  hücre  döngüsünde  rol  alan  genleri  ve  URG4/URGCP genini  içerecek  şekilde

custom olarak belirlenmiştir. Bu yöntemle aynı anda ve kantitatif olarak Gerçek Zamanlı RT-

PCR ile  analiz  yapılabilmektedir.  Ayrıca,  her  panelde referans–housekeeping genler-  RT-

PCR kontrol  grubunda  yer  alarak  hedef  genlerdeki  rölatif  değişikliği  analiz  etme  imkânı

sağlamaktadır.
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Real time RT-PCR koşulları

Tablo 1: Real-Time  PCR Koşulları

Denatürasyon

Döngü Programı Verileri Değer

Döngü 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1

Hedef Derece (°C) 95

İnkübasyon zamanı (s:dk: sn) 600

Sıcaklık Transisyon Oranı (°C/sn) 20.0

İkinci hedef derece (°C) 0

Basamak derecesi (oC) 0.0

Döngüler 0

Kazanç modu -

Amplifikasyon

Döngü Programı Verileri Değer

Döngü 40

Analiz Modu Kantitasyon

Hedef Dereceleri Segment 1 Segment 2

Hedef Derece (°C) 94 60

İnkübasyon  zamanı

(s:dk:sn)
15 60

Sıcaklık  Transisyon  Oranı

(°C/san)
20.0 20.0

İkinci Hedef Derecesi (°C) 0 0

Basamak derecesi (oC) 0.0 0.0

Döngüler 0 0

Kazanç modu - Tek
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Soğuma

Program Verileri Değer

Döngü sayısı 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1

Hedef Derece (°C) 40

İnkübasyon Zamanı 30

Sıcaklık Transisyon Oranı (°C/san) 20.0

İkinci Hedef Derece (°C) 0

Basamak derecesi (oC) 0.0

Döngüler 0

Kazanç modu -

2.5.Sülfit  maruziyeti  sonrasında  apoptozda  rol  alan  gen  ekspresyonlarının  ve

URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:

Sülfit maruziyeti sonrasında ilgili hücre dizini kullanılarak, apoptozda rol alan genlerin RNA

düzeyindeki ekspresyonları “Real Time Custom Panel” kullanılarak belirlenmiştir. İlgili hücre

dizininden TRI-Reagent kullanılarak total  RNA izolasyonu yapılmış ve takiben elde edilen

RNA’ların miktar ve kalitesi tespit edilmiştir. Sonrasında, total RNA’lardanTranscriptor First

Strand cDNA Synthesis Kit (RocheDiagnostics)  cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. İlgili panel

apoptozda  rol  alan  genleri  ve  URG4/URGCP  genini  içerecek  şekilde  custom  olarak

belirlenecektir. Bu yöntemleaynı anda ve kantitatif olarak Gerçek Zamanlı RT-PCR ile analiz

yapılabilmektedir.  Ayrıca,  her  panelde  referans–housekeeping  genler-  RT-PCR  kontrol

grubunda yer alarak hedef genlerdeki rölatif değişikliği analiz etme imkânı sağlamaktadır.

2.6. Lowry Yöntemi

Protein  tayininde  en  yaygın  olarak  kullanılan  yöntemdir.  Fosfomolibdik/fosfotungstik  asit

çözeltisinin  (Folin-Ciocalteau reaktifi)  alkali  koşullarda proteinlerdeki  fenolikamino  asitlerle

verdiği  reaksiyona  dayanmaktadır.  Bu  yöntemde  alkali  koşullarda  iki  farklı  reaksiyon

gerçekleşmektedir.  Birinci  reaksiyonda  peptit  bağları  ile  Cu+2  arasında  biüre  reaksiyonu

sonucu indirgenmiş  bakır  oluşur.  İkinci  reaksiyonda ise  Folin-Ciocalteu ayıracı,  tirozin  ve
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triptofanamino  asitleri  ile  tepkimeye  girerek  indirgenir  ve  mavi  renkli  heteropolimolibden

kompleksi meydana getirir.Oluşan kompleks 600-800 nm aralığında absorbsiyon piki verir.

Lowry yöntemi kullanılarak örneklerin protein düzeyleri aşağıdaki gibi tespit edilmiştir.

1) Ayıraç A [%2’lik Na2C03 (%1 N NaOH’de çözülmüş)], Ayıraç B (%1 Na veya K-tartarat),

Ayıraç  C  (%  0,5  CuS04.5H20),  Ayıraç  D  (1  N  folin  ayıracı)  olmak  üzere  4  solüsyon

hazırlanmış  ve  sırası  ile  ayıraç  A-B-C’den  48-1-1  oranında  karıştırılarak  yeni  bir  ayıraç

hazırlanmıştır.

2)  Ayrıca  standart  için  BSA kullanılmış  ve  konsantrasyonu  1  mg/ml  olacak  şekilde  stok

çözeltisi hazırlanmıştır.

3)  Yeni  hazırlanan ayıraçtan 96 kuyucuklu plakaya her  kuyucukta 200 μL olacak şekilde

konulmuştur.

4) Üzerine ilk kısma her standart için 2 kuyucuk olacak şekilde hazırlanan standartlardan,

diğer  kuyucuklara  1/5  oranında  sulandırılmış  numunelerden  her  numune  için  2  kuyucuk

olacak şekilde 50 μL koyulmuş ve karanlıkta 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır.

5) İnkübasyon süresinin sonunda her bir kuyucuğun üzerine 20 μLfolin ayıracı koyularak 30

dk beklenmiş ve ELİSA okuyucu ile 630 dalga boyunda okunmuştur.

6)  Örneklerin  protein  düzeyi,  aşağıdaki  şekilde  verilen  Standart  grafik  eğrisi  kullanılarak

hesaplanmıştır.
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Şekil 1: Lowry Protein Standart Eğrisi

2.6.Sülfit  uygulaması  sonrası  hücrelerdeki  URG4/URGCP varlığının Western Blot  ile

kontrolü

Protein izolasyonu kısaca şu şekilde yapılmıştır:

Hücreler soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra 10 dakika RİPA solüsyonu (50 mMTris-HCl

(pH7.4), 150 mMNaCl, 1% Nonidet, 0.5% sodiumdeoxycholate, 1% SDS, proteazinhibitörleri

(1 mMphenyl-methanesulfonylfluoride (PMSF), 10 ug/ml leupeptin, 20 ug/ml aprotinin),  ve

fosfataz inhibitörü (0.2 mMsodiumorthovanadate) ile buz üstünde bekletilmiştir. 10.000 rpm

ve 4oC’de santrifüj sonrasında hücre döküntüleri çöktürülmüş ve total protein elde edilmiştir. 

İzolasyonu  yapılmış  olan  protein  örnekleri  (her  birinden  50  veya  100ug)   SDS-PAGE’e

(sodiumdodecylsulfatepolyacrylamide gel electrophoresis – 8% resolving gel-(BioRad)) tabii

tutulduktan  sonra  PVDF  membrana  (Millipore)  geçirilmiştir.  Proteinleri  içeren  PVDF

membran, taze hazırlanmış PBS + 5% yağsız süt tozu + 0.05% Tween-20 içinde ve oda

sıcaklığında 1 saat bekletilmiştir. PBS yıkamaları sonrasında, birincil antikor olarak 1:1000

oranında  anti-URG4  (kendi  ürettiğimiz)  veya  1:1000  –  1:5000  oranında  anti--aktin

(Rabitpolyclonal,  AbCam)  ve  sonrasında  horseradishperoxidase  (HRP)  konjuge  ikincil

antikorlar  (goat  anti-rabbitIgG  –  AccurateChemical&Scientific  Corporation)  kullanılmıştır.

Sonuçlar  “enhancedchemiluminescence”  (SuperSignalsiRNAChemiluminescentDetection)

tekniği ile görüntülenmiştir. 
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2.7.Komet analizi:

DNA çeşitli reaktif moleküllerin hedefi olan, hasara duyarlılığı yüksek bir moleküldür. Genetik

bilginin  sağlıklı  olarak  aktarılabilmesi  için  DNA yapısının  korunması  son  derece  önemli

olduğundan çekirdekte DNA hasarını onaran çeşitli  onarım sistemleri  yer almaktadır. Ağır

hasar  oluştuğunda veya  DNA onarım aktivitesi  defektif  ise  replikasyon,  transkripsiyon ve

protein sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine

sebep olmaktadır. Kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastalıkların etiyolojisinde yer alan DNA

hasarı  günümüzde  kronik  nörodejeneratif  hastalıkların  izlenmesinde,  kemoterapi  ve

radyoterapinin  etkinliğinin  takibinde,  ksenobiyotik  ve  radyasyon  aracılı  genotoksisitenin

belirlenmesinde  biyolojik  belirteç  olarak  değerlendirilmektedir.  Bu  nedenle  DNA hasarının

hassas bir şekilde ölçülmesine olanak tanıyan teknikler günümüzde büyük önem kazanmıştır.

Tek hücre jel elektroforezi veya sıklıkla tercih edilen diğer adıyla “KometAssay” yöntemi son

yıllarda  genişleyen  uygulama  alanı,  güvenilirliği  ve  uygulaması  kolay  olması  bakımından

kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlılar üzerinde yol açtığı genotoksik ve sitotoksik etkilerin

bir göstergesi olan DNA hasar seviyelerinin ölçülmesini sağlayan önemli bir metottur. Komet

yönteminin temel  prensibi  kimyasal  ve fiziksel  nedenlerle  oluşan genotoksik  ve sitotoksik

ajanların canlı hücreleri üzerindeki etkilerini, hücrelerin DNA’larını tek tek inceleyerek tespit

etmektir. Elde edilen veriler hem hücrede meydana gelen DNA hasarının ne kadar olduğunu

belirler hemde hücrenin hangi yapıya geçtiğini ifade eder. Kometler rastgele seçilmeli ve tüm

jeli  temsil  etmelidir.  Jel  sistematik  bir  şekilde  taranmalıdır.  Kenar  bölgeler,  hava

kabarcıklarının kenarları ihmal edilmelidir. Bu bölgelerde genellikle anormal hasar görülür.

Üst  üste  binen  Kometlerin  analizi  bilgisayar  analiz  yöntemlerinin  kullanımıyla  mümkün

değildir. Ancak, üst üste binen birçok Kometlerin kuyrukları oldukça uzundur. Eğer çok fazla

sayıda üst  üste binen Komet göz ardı edilirse,  hasar görmemiş az kuyruklu “Komet’lere”

önemli  derecede  eğilim  oluşabilir.  Bu  durumda,  jel  hazırlanırken  hücre  yoğunluğunun  iyi

ayarlanması  gerekmektedir.  Araştırıcı  tarafından  seçilen  Kometler  için  çeşitli  flüoresan

parametreleri  hesaplayacak  çok  sayıda  yazılım  bulunmaktadır.  Bu  yazılımlar  ile  DNA

parçaları  baş  ve  kuyruk  olarak  iki  ana  bölüme  ayrılabilmekte,  çeşitli  parametreler

hesaplanabilmektedir. Bu parametreler;

HL (Baş uzunluğu, μm )

TL (Kuyruk uzunluğu, μm)

Baş Yoğunluğu (Baş kısmındaki DNA yüzdesi, % H-DNA olarak ifade edilir.)
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Kuyruk Yoğunluğu (Kuyruk kısmındaki DNA yüzdesi,% T-DNA olarak ifade edilir.)

Kuyruk Momenti (TM, μm olarak ifade edilir, % T-DNA ile TL’nin çarpımının 100’e bölünmesi

ile edilen bir değerdir)

Kuyruk Migrasyon(Baş kısmının kenarından küçük saptanabilir fragmana

DNA göçünün uzunluğudur.)

Araştırmamızda aşağıda tarif edildiği şekilde Komet Analizi yapılmıştır.

2.7.1. KometAssay (Tek Hücre Elektroforezi)

1)  Hücreler  6  kuyucuklu  plakalara  her  kuyucukta  104  hücre  olacak  şekilde  ekilmiştir.

Hücrelerin yapışması için 24 saat beklenmiştir.

2) Gruplarda belirtilen dozlarda sülfiteklenmiş ve 24 saat inkübe edilmiştir.

3) Hücreler tripsinize edilmeden teflon bir hücre kaldırıcı ile plakalardan kaldırılmıştır. 1500

g’de 5 dakika santrifuj edilmiş ve 75 μl % 0,5’lik Ca2+ ve Mg+içermeyen PBS (fosfat tampon

tuzu) ile 37°C  de hazırlanan “Lowmelting” agaroz (LMA) ile resüspanse edilmiştir.‟

4) Önceden % 1’lik “normal melting” agaroz (NMA) ile kaplanmış olan lam üzerine ince bir

tabaka halinde dökülmüş ve 30 dk buz üzerinde beklendikten sonra3. tabakayı oluşturan 70

μl % 0,5’lik LMA ile kaplanmış ve tekrar 10 dakika buz üzerinde beklenmiştir. Daha sonra lam

hücresel proteinleri uzaklaştırmak amacıyla, pH’ı 10 olan soğuk lizis bağlama tamponu ile 60

dakika boyunca 40°C de muamele edilmiştir.

2.7.2.Görüntü Analizi

Hasarsız  hücrelerin  DNA’ları  incelendiğinde  yuvarlak,  kenarları  daha  az  yoğun  ve  ortası

parlak  bir  görünüm  ile  karşılaşılmaktadır.  DNA’nın  bu  görünümü  nonmigrasyon  olarak

değerlendirilir. Eğer DNA hasarı oluşmaya başlamış ise DNA zincir kırılmalarına ve alkali-labil

bölgelerin seviyesine bağlı olarak normalde düzgün kenarlı olan DNA görüntüsü, kırıklarının

çekirdek  dışına göçünün nedeniyle düzensiz  kenarlı  bir  görüntü halini  alır. Bu görünüme

strech  ya  da  lowmigration  denir.  Hasar  arttıkça  hücreler  kuyruklu  yıldız  (Komet,  yüksek

migrasyon)  şeklini  alır.  Bu  uzama  hasar  ile  doğru  orantılıdır.  Ayrıca  kuyruktaki  floresan

yoğunluğu da hasarın derecesine paraleldir.
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2.8.Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi:

İlgili  hücreler  invazyon kapasitesi  “trans-well  matrigel  invasionchamber”-  invazyon kapları

(BectonDickinson,  ABD)  kullanılarak  24-kuyucuklu  kültür  plakları  içerisinde  araştırılmıştır.

Kısaca, invazyonkuyucuğunun alt-odacığına serum içeren kültür ortamı, matrigel membranın

(8 μmporaçıklıklı) üst kısmına ise, gece boyunca serumsuz kültür ortamında bulundurulan

farklı  dozlarda  sülfit  maruziyetinde  SHSY5Y  hücreleri  eklenmiştir.  Gece  boyunca

inkübasyonu takiben, membranın üst kısmında kalan invaze olmamış hücreler kulak pamuğu

çubuğu ile silinerek temizlenmiştir. Membranın alt yüzeyine göç etmiş hücre miktarı ise kristal

violet boyası ile boyanarak ışık mikroskobunda sayılarak değerlendirilmiştir.

2.9.Sülfit  maruziyeti  sonrasında  hücrelerin  koloni  oluşturma  kapasitesinin

belirlenmesi:

Sülfit maruziyeti sonrasında 6 kuyucuklu kaplara 103 hücre ekimi yapılmış ve 10 gün boyunca

hücrelerin  2  günde  bir  ortamlarını  değiştirmek  suretiyle37oC’de,  %5  CO2’li  ortamda

bekletilmiştir. 10 günün sonunda hücreler soğuk metanolle -20 oC’de 10 dakika fikse olmaları

sağlanmıştır. Fikse olmuş koloniler kristal violet boyası ile 15 dakika boyanmıştır. Boyanmış

olan koloniler kontrol grubu ile karşılaştırmalı olarak sayılmış ve değerlendirilmiştir.

2.10. Genlerin Kantitasyon Değerlerinin İstatistiksel Analizleri

Verilerin analizi ∆∆CT metodu kullanılarak bilgisayar programı ile kantitasyonu yapıldı. Web

tabanlı  “RT²  Profiler™  PCR  Array  Data  Analysis“  programında  bulunan,  Volcano  Plot

analizleri  kullanıldı.  Metodun  amacı,  iki  ekspresyon  sonucunun  ±3SD  karşılaştırılması

esasına dayanmaktadır. Böylelikle, gen ekspresyonunun karşılaştırılması yapılan durumlarda

kontrol  ve doz grubu ilgili  genlerin ekspresyon değerleri  rölatif  olarak belirlendi.  Grupların

karşılaştırılması “RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis” programında bulunan “Student t-

testi” analizi ile istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.BULGULAR

3.1. Sülfitin Hücre Canlılığı ve Proliferasyonuna Etkisi

Model  sistem  olarak  insan  nöroblastom  hücre  hattı  (SHSY5Y--ATCC  no:  CRL-2266)

kullanılmıştır.  XTT  metodu  ile  hücre  proliferasyonu  tespit  edilmiştir(Cell

ProliferationAssaywith  XTT  Reagent-Cell  Proliferation  Kit  (BiologicalIndustries)).  Kit

içeriğinde reaktif  madde olarak tetrazolium tuzu olan “XTT”  bulunmaktadır. 96  kuyucuklu

hücre kültür kaplarındaki hücrelerin sülfit  maruziyetini (0.1, 1, 5 mM) takip eden 24-48-72
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saatlerde  aktive  edilmiş  XTT  solüsyonu  eklenmiştir.  4  saat  37oC’de,  %5  CO2’li  ortamda

bekletilmiştir. Deney sonucunda oluşan renk reaksiyonu 450nm’da 96 kuyucuklumikroplaka

okuyucuda tespit edilmiştir. Sülfitin IC50 dozu 24. saatte 5 mM olarak saptanmıştır (Şekil 1). 

Şekil 2: XTT analizi ile doza bağlı hücre canlılığı sonuçları

3.2.Sülfit maruziyeti sonrasında hücre döngüsünde rol alan gen ekspresyonlarının ve

URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:

Gerçek zamanlı RT-PCR ile kontrol grubu ve 5mM sülfit uygulanmış doz grubu arasındaki

hücre döngüsünde rol alan  genlerin ve URG4/URGCP gen ekspresyonların nasıl değiştiği

custom olarak dizayn edilen plaka ile duplike şekilde belirlenmiştir (Taqman Array 96-well

plate Human Cell Cycle Material Number:  4414254).  Çalışma ekspresyonları analiz edilen

genler Tablo 2 de gösterilmiş ve istatistiksel olarak anlamlı değişim bulunan genler Tablo3 de

belirtilmiştir. 

Tablo 2: Ekspresyon değişimleri incelenen hücre döngüsünde görevli olan genler

Sembol Tanımlama Gene Adı

ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptör Tirozin Kinaz ABL/JTK7

ATM Ataxia Telangiectasia Mutasyonu AT1/ATA

ATR Ataxia telangiectasia ve Rad 3 İlişkili FRP1/MEC1

BCL2 B-hücre KLL/lenfoma 2 Bcl-2
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CCNB1 Siklin B1 CCNB

CCNB2 Siklin B2 HsT17299

CCNC Siklin C CycC

CCND1 Siklin D1 BCL1/D11S287E

CCND2 Siklin D2 KIAK0002

CCNE1 Siklin E1 CCNE

CCNF Siklin F FBX1/FBXO1

CCNG1 Siklin G1 CCNG

CCNG2 Siklin G2 Cyclin G2

CCNH Siklin H CAK/p34

CCNT1 Siklin T1 CCNT/CYCT1

CCNT2 Siklin T2 FLJ90560

CDC16 Hücre Bölünme Döngüsü 16 sislog (S. cerevisiae) APC6

CDC2 Hücre Bölünme Döngüsü  2, G’den S ve G2’den M CDC28A/CDK1

CDC20 Hücre Bölünme Döngüsü  20 homoloğu (S. cerevisiae) CDC20A/p55CDC

CDC25A Hücre Bölünme Döngüsü  25 homoloğu A (S. pombe)  

CDC34 Hücre Bölünme Döngüsü  34 homoloğu (S. cerevisiae) E2-CDC34/UBC3

CDK2 Siklin Bağımlı Kinaz 2 p33(CDK2)

CDK4 Siklin Bağımlı Kinaz 4 CMM3/PSK-J3

CDK5R1 Siklin Bağımlı Kinaz 5, Düzenleyici Altünite 1 (p35) CDK5P35/CDK5R

CDK5RAP1 CDK5 düzenleyici altünite ile ilişkili protein 1 C20orf34/C42

CDK6 Siklin Bağımlı Kinaz 6 PLSTIRE

CDK7 Siklin Bağımlı Kinaz 7 CAK1/CDKN7

CDK8 Siklin Bağımlı Kinaz 8 K35

CDKN1A Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 1A (p21, Cip1) CAP20/CDKN1

CDKN1B Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 1B (p27, Kip1) CDKN4/KIP1

CDKN2A Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 2A (melanom, p16, CDK4 inhibitörü) ARF/CDK4I

CDKN2B Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 2B (p15, CDK4 inhibitörü) CDK4I/INK4B

CDKN2C Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 2C (p18, CDK4 inhibitörü)  

CDKN2D Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 2D (p19, CDK4 inhibitörü)  

CDKN3 Siklin Bağımlı Kinaz inhibitörü 3 CDI1/CIP2

CHEK1 CHK1 kontrol noktası homoloğu (S. pombe) CHK1
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CHEK2 CHK2 kontrol noktası homoloğu (S. pombe) CDS1/CHK2

c-MYC v-MYC miyelositomatosiz viral onkogen homoloğu (avian)  

E2F4 E2F transkripsiyon faktörü 4, p107/p130 bağlanma E2F-4

HRAS v-Ha-ras Harvey sıçan sarkoma viral onkogen homoloğu  

KRAS v-Ki-ras2 Kirsten sıçan sarkoma viral onkogen homoloğu  

NRAS Nöroblastom RAS viral (v-ras) onkogen homoloğu  

URG4 Up-Regulated-Gene-4 URG4

TP53 Tümör protein p53 LFS1/TRP53

GAPDH Gliseraldehit -3-fosfat dehidrogenaz G3PD/GAPD

ACTB Beta Aktin PS1TP5BP1

HGDC İnsan Genomik DNA Kontaminasyonu HIGX1A

RTC Revers Transkripsiyon Kontrolü RTC

PPC Pozitif PCR Kontrol PPC

Tablo 3: Kontrol ve Doz Grupları Arasında Hücre Döngüsü Gen Ekspresyon Değişim Tablosu

Hücre Döngüsü Gen ekspresyon değişim
tablosu 

(Kontrol grubuna göre)

Genler Değişim p değeri (p<0.05)

CCND1 -2,5458 0,000125

CCND2 -2,1836 0,00119

CDK4 -1,6131 0,00022

CDK6 -2,1391 0,03225

E2F4 -2,3137 0,043

RB1 -1,5917 0,0478

TP53 -2,3386 0,00226
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3.3.  Sülfit  maruziyeti  sonrasında  apoptozda  rol  alan  gen  ekspresyonlarının  ve

URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gerçek Zamanlı RT-PCR ile belirlenmesi:

Gerçek zamanlı RT-PCR ile kontrol grubu ve 5mM sülfit uygulanmış doz grubu arasındaki

apoptozda rol alan  genlerin ve URG4/URGCP gen ekspresyonların nasıl değiştiği kastım

olarak  dizayn  edilen  plaka  ile  duplike  şekilde  belirlenmiştir.  (Taqman  Array  96-well  plate

Human Apoptosis Material Number:  4414203).  Çalışma ekspresyonları analiz edilen genler

Tablo  4  de gösterilmiş  ve  istatistiksel  olarak  anlamlı  değişim bulunan genler  Tabla  5  de

belirtilmiştir. 

Tablo 4: Ekspresyon değişimleri incelenen apoptozda görevli olan genler

Sembol Tanımlama Gene Adı

APAF1 Apoptotik pepdidaz aktive edici faktör 1 CED4/DKFZp781B1145

BAD BCL2-hücre ölümü antagonisti BBC2/BCL2L8

BAG1 BCL2-İlişkili athanogen BAG–1

BAK1 BCL2-antogonist öldürücü 1 BAK/BAK-LIKE

BAX BCL2- X protein ilişkili Bax zeta

BCL2 B-hücre CLL/lemfoma 2 Bcl-2

BCLAF1 BCL2-transkripsiyon faktör ilişkili 1 BTF

BID BH3 ölü antagonist domain ilişkili FP497

BIRC8 Bakuloviral IAP 8 tekrar içeren ILP–2/ILP2

BIK BCL2-ile ilşkili öldürücü BIP1/BP4

XIAP X-bağlı apoptoz inhibitörü API3/BIRC4

NOD1 Nukleotid bağlayan oligomerizasyon domaini 1 CARD4/NLRC1

CASP1  Kaspaz 1, apoptoz ilişkili sistein peptidaz 1 ICE/IL1BC

CASP10 Kaspase 10, apoptoz ilişkili sistein peptidaz ALPS2/FLICE2

CASP14 Kaspase 14, apoptoz ilişkili sistein peptidaz MGC119078

CASP2 Kaspase 2, apoptoz ilişkili sistein peptidaz 2) CASP–2/ICH-1L

CASP3 Kaspase 3, apoptoz ilişkili sistein peptidaz CPP32/CPP32B

CASP4 Kaspase 4, apoptoz ilişkili sistein peptidaz ICE(rel)II/ICEREL-II

CASP5 Kaspase 5, apoptoz ilişkili sistein peptidaz ICE(rel)III/ICEREL-III
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CASP6 Kaspase 6, apoptoz ilişkili sistein peptidaz MCH2

CASP7 Kaspase 7, apoptoz ilişkili sistein peptidaz CMH–1/ICE-LAP3

CASP8 Kaspase 8, apoptoz ilişkili sistein peptidaz ALPS2B/CAP4

CASP9 Kaspase 9, apoptoz ilişkili sistein peptidaz APAF–3/APAF3

CD40 CD40 molekülü, TNF reseptör süper aile üyesi 5 Bp50/CDW40

CD40LG CD40 ligand CD154/CD40L

DAPK1 Ölüm ilişkili protein kinaz 1 DAPK/DKFZp781I035

DFFA DNA fragmentasyon faktörü, 45kDa, alfa polipeptit DFF–45/DFF1

FAS Fas (TNF reseptör süper aile üyesi 6) ALPS1A/APO–1

RIPK2 Receptör-etkileşimli serin-treonin kinaz 2 CARD3/CARDIAK

TNF Tümör nekroz faktör (TNF süper aile, üye 2) DIF/TNF-alpha

TNFRSF10A Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 10a APO2/CD261

TNFRSF10B Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 10b CD262/DR5

TNFRSF11A Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 11b OCIF/OPG

TNFRSF1A Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 1A CD120a/FPF

TNFRSF21 Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 21 BM–018/DR6

TNFRSF25 Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 25 APO–3/DDR3

CD27 CD27 molekülü S152/T14

TNFRSF9 Tümör nekroz faktör reseptör süper aile, üye 9 4-1BB/CD137

TP53BP2 Tumor protein p53 binding protein, 2 53BP2/ASPP2

TRADD TNFRSF1A-ilişkili ölüm domaini Hs.89862

TRAF2 TNF reseptör ilişkili faktör 2 MGC:45012/TRAP

TRAF3 TNF reseptör ilişkili faktör 3 CAP–1/CD40bp

TRAF4 TNF reseptör ilişkili faktör 4 CART1/MLN62

GAPDH Gliseraldehil 3 fosfat dehidrogenaz G3PD/GAPD

ACTB Beta aktin PS1TP5BP1

URG4 Up-Regulated-Gene-4 URG4

RTC Revers Transkripsiyon Kontrolü RTC

PPC Pozitif  PCR Kontrol PPC

Tablo 5: Kontrol ve Doz Grupları Arasında Apoptoz Gen Ekspresyon Değişim Tablosu

Apoptoz Gen ekspresyon değişim tablosu
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(Kontrol grubuna göre)

 

Genler Değişim p değeri (p<0.05)

BAX -8,33 0,013

BCL2 6,98 0,0024

BID -7,225 0,000336

CASP2 2, 83 0,019

CASP3 -5,96 0,00059

CASP9 -6,691 0,00952

DIABLO 2,38 0,0448

3.4. Sülfit uygulaması sonrası hücrelerdeki URG4/URGCP varlığının Western Blot ile

kontrolü

Western  blot  yöntemi  ile  URG4  dışındagen  ekspresyonunda  anlamlı  değişim  olan

URG4/URGCP,  CDK4,Siklin  D1,  Bax  ve  Bcl-2’nin  protein  düzeyindeki   ekspresyon

değişimleri de araştırılmıştır ve sonuçlar şekil 3' te gösterilmiştir.
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Şekil  3:  Western blot analizi ile kontrol ve doz gruplarındaki URG4'ün protein düzeyindeki

değişimi

3.5. Komet analizi

Komet  analizi  ile  belirlenmiş  genototoksisiteye  ait  demonstratif  gösterimler  şekil  4  de

verilmiştir.

      K           S

Şekil  4:  Grupların  24  saat  inkübasyonunu  takiben  Komet  analizi  ile  demonstratif  olarak

görüntüsü.K: kontrol, S: 5 mM dozda sülfit uygulanan grup.
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Toksisite  sonucu  oluşan  fragmante  DNA’ nın  varlığını  saptamak için  çalışma gruplarında

Komet  yöntemi  kullanılmıştır.  Cometassay  IV  programı  yardımı  ile  baş  uzunluğu,  baş

yoğunluğu,  kuyruk  yoğunluğu,  kuyruk  uzunluğu,  kuyruk  migrasyonu  ve  kuyruk  momenti

parametreleri 150 hücrede ölçülerek ortalamaları alınmıştır.

3.5.1. Baş - Kuyruk  Uzunluğunu ve Yoğunluğunun Belirlenmesi

Baş  uzunluğu  ve  yoğunluğu  sülfit  grubunda  kontrole  göre  anlamlı  düzeyde  azalmıştır

(p<0.001). Parçalanmış genetik materyalin kuyruğa ait parametrelerinden olan uzunluğu ve

yoğunluğu kontrole göre sülfit grubunda istatistiksel olarak anlamlı şekilde artmıştır (p<0.001,

Şekil 5).

a) b) 

c) d)
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Şekil  5:  Kontrol ve sülfit  (5mM) dozunun 24 saat inkübasyonu takiben Komet yöntemi ile

değerlendirilen değerleri a) baş uzunluğu b) baş yoğunluğu c) kuyruk yoğunluğu d) kuyruk

uzunluğu *) p< 0.001 düzeyinde kontrolden fark

3.5.2.Kuyruk Momenti ve Migrasyonun Belirlenmesi

Benzer şekilde genototoksisite ölçümünün kuyruğa ait parametrelerinden kuyruk migrasyonu

(Şekil 6a) ve kuyruk momentinin (Şekil 6b) kontrole göre doz grubunda istatistiksel olarak

önemli oranda (p<0.001) artmış olduğu izlenmiştir.

a) b) 

Şekil  6:  Kontrol ve sülfit  (5mM) dozunun 24 saat inkübasyonu takiben Komet yöntemi ile

değerlendirilen değerleri a) Kuyruk Momenti b) Kuyruk Migrasyonu *) p< 0.001 düzeyinde

kontrolden fark

3.6 Sülfit maruziyeti sonrasında hücrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi

Sülfit  ile  muamele  edilmiş  SHSY5Y  nöroblastom  hücrelerinin  invazyonkapasiteleri

belirlenmiştir. Kontrol grubunun invazyon kapasitesi %73 doz grubunun invazyon kapasitesi

ise   %51  olarak  hesaplanmıştır.  İnvazyon  deneyi  sonucunda  sülfit  maruziyetiile

hücreinvazyon  kapasitesinin  kontrol  grubuna  göre  belirgin  şekilde  azaldığı

görülmektedir(Şekil 7).
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Şekil 7: Sülfitmaruziyeti sonrasında SHSY5Y hücrelerinin invazyonkapasiteleri

3.7.  Sülfit  maruziyeti  sonrasında  hücrelerin  koloni  oluşturma  kapasitesinin

belirlenmesi

Sülfit  ile muamele edilmiş SHSY5Y nöroblastom hücrelerinin koloni oluşturma kapasiteleri

belirlenmiştir. Deney sonucunda kontrol grubunun ortalama koloni sayısının 90 doz grubunun

ortalama koloni sayısının 33 olduğu görülmüştür. Koloni testi sonucunda sülfit ile muamele

edilmişmiş  SHSY5Y  nöroblastom  hücrelerinin  kontrol  grubu  ile  karşılaştırıldığında  koloni

oluşturma kapasitelerinin belirgin şekilde azaldığı görülmektedir(Şekil 8).

Şekil 8: Sülfit maruziyeti sonrasında SHSY5Y hücrelerinin koloni oluşturma kapasiteleri
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Gerçekleştirmiş  olduğumuz  projemizde,  SHSY5Y  hücre  dizinini  model  sistem

kullanılarak nörotoksik olduğu bilinen sülfit  maruziyeti sonrasındaki kanser hücre davranışı

etki  mekanizması morfolojik/moleküler  düzeyde araştırılmış ve URG4'ün nöroblastoma da

onkogenik fonksiyonu ve moleküler etki mekanizması ortaya koyulmaya çalışılmıştır.Reist ve

ark.  (1998),  sülfit  radikallerinin  DNA ve  protein  hasarını  uyararak  hücre  ölümüne  neden

olduğunu belirtmişlerdir. Bir  başka çalışmada da,  sülfitin çeşitli  koşullar  altında nörotoksik

ajan olarak rol alabileceğini bildirmişler fakat sülfitin nörotoksik mekanizmasının tam olarak

aydınlatılabilmesi için daha çok  in vivoçalışma yapılması gerektiğini vurgulamışlardır (Reist

M,1998).Schoneich ve ark. (1995), yüksek düzeyde sülfit  oluşan radikalleri  ile reaksiyona

girerek oluşturduğu toksik etkinin hücresel bileşenlere ve proteinlere saldırması ile oluşan

toksik etkiden daha fazla olduğunu bildirmişlerdir.Araştırmamız sonucunda sülfit molekülünün

SHSY5Y nöroblastom hücre hattında IC50  dozu 24 saat sonunda 5 mM olarak saptanmıştır

(Şekil 1).

Sülfitin DNA üzerine olan genotoksik etkisi ise pek çok araştırmaya konu olmuştur.

Örneğin  CHO-AS52,  CHL,  hamster  V79  gibi  hücre  dizilerinde  ve  fibroblastlarda  DNA

mutasyonlarına  ve  hasarlarına  yol  açtığı  gösterilmiştir  ve   oksidan  stresin  nükleik  asit

bazlarını hasarladığı tek ve çift iplik DNA kırıklarına sebebiyet verdiği iyi bilinmektedir (Meng

Z, 1999 ; Kargacin B, 1993).Çalışmamızda sülfitin genotoksik etkisini test etmek için Komet

analizini kullandık. Komet yönteminin temel prensibi hücrelerin DNA’larını tek tek inceleyerek

kimyasal ve fiziksel nedenlerle oluşan genotoksik ve sitotoksik etkisi muhtemel ajanların canlı

hücreler  üzerindeki  etkilerini  tespit  etmektir.  Genel  olarak,  canlı  dokulardan  izole  edilen

çekirdek içindeki DNA, ince bir agaroz jel içine fikse edilir ve elektroforetik ortamda yürütülür.

Eğer  çeşitli  genotoksik  ajanlarla  hasarlanan  DNA’lar  tamir  mekanizmaları  ile  tamir

edilememiş,  tek  veya  çift  DNA zincirlerinde  kırılmalar  oluşmuş  ise  kırılan  farklı  molekül

ağırlıklarına ve farklı elektrik yüküne sahip kırılmış DNA molekülleri elektroforetik ortamda

farklı hızlarda göç ederler. Bu moleküller DNA spesifik boyalarla boyanıp floresan mikroskop

altında incelendiğinde hasarın derecesine göre DNA’lar  dairesel  formdan kuyruklu yıldıza

benzer forma kadar çeşitli derecelerde görüntüler oluşturlar (Dikilitaş M ve Koçyiğit A, 2010;

Dinçer Y. ve Kankaya S.,2010). 

Didenko (2006) ve Fidan, DNA hasarı oluşmaya başlamış ise fragmentlerin miktarına,

DNA zincir  kırıklarına  ve  alkali-labil  bölgelerin  seviyesine  bağlı  olarak  normalde  düzgün

kenarlı görüntünün DNA kırıklarının çekirdek dışına göçü nedeniyle düzensiz bir hal aldığını

ve merkezden kenara doğru uzama görüldüğünü ve bu uzamanın hasar ile doğru orantılı
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olduğunu  belirtmişlerdir.  Bizim  sonuçlarımızda  literatürdeki  DNA  hasarı  arttıkça  DNA

kırıklarının kuyruğa doğru göçüne bağlı uzayıp kuyruklu görüntü alması ile uyumlu idi (Fidan

AF;  Didenko  V,2006).  Genotoksisite  sonuçlarını  özetlemek  gerekirse  baş  uzunluğu  sülfit

grubunda kontrole göre anlamlı olarak azalırken genotoksik etkiyi arttırıyordu. Bu bulgu ile

uyumlu olarak baş yoğunluğunun da benzer bir kalıpla azaldığı izlendi. Parçalanan genetik

materyalin  kuyruğa  ait  parametreleri  olan  kuyruk  uzunluğu,  migrasyonu,  yoğunluğu  ve

momenti ise benzer şekilde kontrole göre sülfit grubunda anlamlı olarak arttığı, istatistiksel

olarak daha da önemli oranda anlamlı olduğu bulunmuştur. 

Custom  panelleri  kullanılarak  hücre  döngüsü  ve  apoptozda  görevli  olan  genlerin

ekspresyonları ve URG4’ün değişimi araştırılmıştır. Deney sonuçlarımız, sülfit maruziyetinin

URG4’ün  hücre  proliferasyonu,  hücre  döngüsü  ve  apoptozda  rol  alan  bazı  önemli  gen

ifadeleri üzerinde etkili olduğunu göstermektedir.

Hücre döngüsü her zaman sıkı  bir  kontrol içerisinde ilerler. Bu kontrollerde siklinler,

siklin  bağımlı  kinazlar  (CDK)  ve onların  inhibitörleri  görev  alırlar.Siklinler;  hücre  döngüsü

esnasında  gerektiği  zaman  sentezlenen  ve  ardından  görevini  tamamladığında  hızla

parçalanan  bir  protein  ailesidir.  Siklin  bağımlı  kinazlar  ise  hücre  döngüsü  düzenleyici

proteinleridir ve sadece siklinlere bağlandıklarında aktive olmaktadırlar (Esposito,2004 ; Evan

G.  1998).  Siklin  bağımlı  kinazlar  hücre  döngüsünün ilerlemesinde  önemli  role  sahiptirler.

Çünkü bunların bir şekilde inaktive olması mitozun engellenmesine neden olmaktadır. Hücre

döngüsü  inhibitörlerinin  fonksiyonları  ise  siklin/CDK  komplekslerinin  aktivitelerini  sıkı  bir

şekilde  denetlemektir.Pek  çok  kanser  türünde  proapoptotik  ve  anti-apoptotik  proteinler

arasında dengesizlik oluşur. Dengenin antiapoptotik proteinler yönüne kayması kanserleşen

hücrenin  kontrollü  olarak  kendini  öldürememesine  neden  olur.  Sonuçta  bazı  kanser

türlerinde,  bu  dengeyi  sağlayacak  yeni  ilaçların  geliştirilmesi  tedavi  seçeneği  olarak

görülmektedir  (Fesik  W.S,  2000).  Bid,  Bak ve Bax gibi  pro-apoptotik  Bcl–2 ailesi  üyeleri

normal  şartlarda  hücrelerde  sessiz  halde  bulunurlar.  Bu  proapoptotik  üyeler  aktive

edildiklerinde sitokrom c’nin sitoplazmaya geçmesini sağlarlar. Bid’in kırılmasına, dolayısıyla

aktifleşmesine,  yol  açan  etken  kaspaz-8’in  aktivasyonudur.  Aktif  kaspaz-8,  Bid’i  kırar;

böylece, 15 kDa’luk bir karboksi terminal parça oluşur. Bid ayrıca diğer hücre yüzey olum

reseptörleri olan TNF ve TRAIL aracılığıyla da aktifleşir. Bid karboksi terminal parçası Bak

aracılı sitokrom c salıverilmesini de aktifleştirir (Petros A, 2004).

Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları tarafında elde edilen URG4 gen dizisi sonuçları, insan

genom dizisi sonuçları ile karşılaştırıldığında, URG4’ün kromozom 7p13 bölgesine lokalize

olduğu ve daha önce tanımlanan genler ile herhangi bir  uyum göstermediği bulunmuştur.
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Ayrıca URG4’ün sitoplazma içinde 922 aminoasit  içeren bir  protein sentezlediği  de tespit

edilmiştir.  Çeşitli  bilgisayar  programları  yardımıyla  URG4’ün cDNA’sı  kullanılarak antijenik

peptitler seçilmiş ve URG4’e karşı özellikli antikor aynı grup tarafından geliştirilmiştir. 

URG4 antikoru kullanılarak yapılan immünohistokimya deneyleri  ile  HBV ile  enfekte

olan  karaciğer  ve  hepatoselüler  karsinom  olgularında  aşırı  miktarda  URG4  protein

ekspresyonu  gözlemlenirken,  HBV  ile  enfekte  olmayan  karaciğer  dokularında  çok  az

miktarda URG4 protein ekspresyonu saptanmıştır. Bu sonuçlar, RNA düzeyinde Northern

Blot ve bununla birlikte in situ hibridizasyon yöntemleri kullanılarak yapılan deney sonuçları

ile  de  desteklenmiştir.  Hepatoselüler  karsinom  olgularında  URG4  ve  HBV  X  protein

ekspresyonunun aynı hücrelerde birlikte lokalize oldukları saptanmıştır. Bu aşamaya kadar

elde edilen araştırma sonuçlarının tümü URG4’ün in vivo ortamda HB X proteininin doğal bir

efektörü olabileceği hipotezini güçlendirmiştir. In vitro ortamda yapılan deneylerde, URG4’ün

HepG2 hücre hattına transfekte edilip  aşırı  ekspresyonun sağlandığında,  büyüme faktörü

varlığında veya yokluğunda hücre  proliferasyonunu arttırdığı  gözlemlenmiştir.  Bu bulguyu

destekleyen  diğer  çalışmalarda;  yumuşak  agar  besi  yerinde  yapılan  deneylerde  koloni

oluşumunu ve immün sistemi baskılanmış farelerde yapılan deneylerde tümör oluşumunu

hızlandırdığı saptanmıştır. Yapılan tüm deneyler sonucunda elde edilen gözlemler, URG4’ün

bu  özelliklerinin  onkogenlerin  karakteristik  fonksiyonlarına  benzediği,  HBV  X  proteini

varlığında  ekspresyonu  artan  URG4’ün  çok  basamaklı  hepatoselüler  kanser

karsinogenezinde  önemli  rol  oynayabilecek  yeni  aday  onkogen  olabileceğini

düşündürmektedir (Huang J, 2009; Song J,2006 ; Tufan N.L, 2002 ; Tong G.D,2007 ). Bunun

yanında yeni  çalışmalar, mide kanseri  ve osteosarkom olgularında da URG4’ün aday bir

onkogen olabileceğini desteklemektedir. Mide kanseri ile yapılan çalışmada URG4’ün siklin

D1 ekspresyonunu arttırdığı ve böylece hücre döngüsünde hızlandığı gösterilmiştir.

 Bu  çalışmanın  sonucunda  da  sülfit  maruziyeti  sonrası  nöroblastom  hücre  hattı

SHSY5Y’de URG4 ifadesinin doz gruplarında baskılandığı ve bunun sonucunda siklin D1

ekspresyonunu  azalttığı  ve  hücre  döngüsünü  yavaşlatıp  durdurduğu  gösterilmiştir.  Ayrıca

çalışma sonunda hücre döngüsünde görevli siklin D1, siklin D2, CDK4, CDK6 ve apoptozda

görevli bax, Bcl-2,bid  gibi genlerin ifadelerindeki değişim anlamlı bulunmuştur. İnvazyon ve

koloni çalışmaları ile de sülfit molekülünün SHSY5Y hücrelerinde doz gruplarında kontrole

göre invazyonu ve koloni oluşumunu azalttığı gösterilmiştir. 

Sonuç  olarak  bu  çalışma  kapsamında  nöroblastom  gelişiminden  sorumlu  olabileceği

düşünülen yeni bir gen olan URG4 geninin ve diğer kemoteropetik ajanlar gibi toksik olduğu

bilinen  ancak  tedavide  kullanılmayan  sülfitin  genetik  değişiklikler  üzerinde  etkisinin
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araştırılmış  ve  elde  edilen  veriler  ışığında,  nöroblastom  gelişimi  ile  sonuçlanan

karsinogenezde  URG4/URGCP’nin  bilinmeyen  mekanizmasına  katkı  sağlayacağı

düşünülmektedir.   Bu  çalışma,  nöroblastom  tedavisinde  yapılacak  daha  detaylı  ve  ileri

çalışmalara ışık tutacaktır.  
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Öz: Nöroblastom gibi sinir sistemi kökenli tümörlerde gerek cerrahi, gerekse diğer tedavi
yaklaşımlarıyla tatmin edici sonuçların alınamaması, bu tümörlerin onkogenezi üzerinde
ayrıntılı çalışma ihtiyacı doğurmuştur. Nöroblastomda tümör dokusundaki birçok genetik
değişikliğin prognoz üzerine etkisi gösterilmiştir. Nöroblastom, tümör hücresinde yapılan
genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanın en iyi şekilde yönetilmesi için gerekli bilgileri bize
sağlayan bir solid tümör modelidir.
Sülfitin hijyenik amaçlarla kullanımı eski çağlara kadar gitmektedir. Günümüzde de ilaç ve
besin endüstrisinde şekilde koruyucu olarak yaygın olarak kullanılan sülfit bileşiği, kükürt
içeren aminoasitlerin metabolizması sırasında vücutta endojen olarakta oluşturulmaktadır.
Şatıroğlu-Tufan ve arkadaşları tarafından yapılmış olan araştırmada HBV X proteini varlığında
ekspresyonunda artış gözlenen özgün-yeni bir gen tanımlanmış ve ?Up-Regulated-Gene-
4/Up Regulator of Cell Proliferation (URG4/URGCP)? olarak isimlendirilmiştir. Temel yapı
karakterizasyonu yapılan URG4?ün tam sekansının 3.607 kb olduğu ve sitoplazma içinde 922
aminoasit içeren bir protein sentezlediği tespit edilmiştir. Ayrıca URG4?ün 7. kromozomun
kısa kolunda (7p13) lokalize olduğu ve daha önce tanımlanan genler ile herhangi bir
uyum/homoloji göstermediği bulunmuştur (GeneID: 55665, Entrez Nükleotid ID NM_017920).
URG4?ün HepG2 hücre dizinine over-ekspresyonu sağlandığında, büyüme faktörü varlığında
veya yokluğunda hücre proliferasyonunu ve hayatiyeti arttırdığı, yumuşak agar besi yerinde
koloni oluşumunu uyardığı ve immün sistemi baskılanmış farelerde tümör oluşumunu
hızlandırdığı gösterilmiştir. Temel fonksiyona yönelik araştırma sonuçlarımız, URG4?ün
hepatoselüler karsinom oluşumunda önemli rol oynayabilecek yeni bir onkogen olabileceğini
göstermektedir. Grubumuz ve grubumuz dışında yapılmış olan araştırmalar da URG4?ün
sadece karaciğer kanseri gelişiminde değil, mide kanseri, osteosarkom, over kanseri, prostat
kanseri ve lösemi gelişiminde de etkili olabileceğini düşündürmektedir.
Bu çalışma kapsamında nöroblastom gelişiminden sorumlu olabileceği düşünülen yeni bir gen
olan URG4/URGCP geninin ve diğer kemoteropetik ajanlar gibi toksik olduğu bilinen ancak
tedavide kullanılmayan sülfitin genetik değişiklikler üzerinde etkisinin araştırılması
planlanmıştır. Projemizden elde edilen yeni veriler ışığında, nöroblastom gelişimi ile
sonuçlanan karsinogenezde URG4/URGCP?nin bugüne kadar bilinmeyen kontrol
mekanizmalarının açıklanmasına büyük katkı sağlayacağını düşünmekteyiz. Bu yüzden hem
URG4/URGCP geni ile araştırma yapmak hem de URG4/URGCP?nin diğer genlerle olan
ilişkilerinin nöroblastomda geniş çaplı değerlendirilmesinin sağlanması, her açıdan projemize
özgünlük kazandırmıştır.
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