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ONsSOz

Kanser gunumuzde basta gelismis Ulkeler olmak Uzere, saglik sorunlari arasinda ilk
siralarda gelmektedir. Kanser olusumuna sebep faktérlerin olan nitel ve nicel artisinin yani
sira tedaviye yonelik arastirmalarda her gegen gun hiz kazanmaktadir.N6éroblastom gibi sinir
sistemi kokenli tumorlerde gerek cerrahi, gerekse diger tedavi yaklagimlariyla tatmin edici
sonuglarinalinamamasi, bu timoérlerin  onkogenezi (zerinde ayrintili  ¢alisma ihtiyaci
dogurmustur. Néroblastomda timdér dokusundaki birgok genetik degisikligin prognoz Uzerine

etkisi gosterilmistir.

Noéroblastom, timér hicresinde yapilan genetik ve biyolojikincelemelerin, hastanin en iyi
sekilde ydnetilmesi icin gerekli bilgileri bize saglayan bir solid timdr modelidir. Tedavi
kapsaminda daha iyi sonug¢ alabilmek igin c¢esitli ajanlarin tekli veya kombine olarak
uygulanarak terapdétik etkinligi ve molekiler etki mekanizmalari yogun bir sekilde
arastiriimaktadir. Bu ¢alismada da eski ¢aglardan bu yana hijyenik amagl gliinimizde de
ilac ve besin endistrisinde koruyucu olarak kullanilan sulfit bilesiginin ve cesitli kanser
tirlerinde etkisi arastiriimis URG4/URGCP geninin ndroblastomada tedaviye yonelik etkinligi
molekuler mekanizmalariyla arastinimigtir.Yapilan arastirma sonuglari
URG4/URGCP’ninnéroblastom tedavisinde o6nemli rol oynayabilecek yeni bir onkogen

olabilecegdini disindirmektedir.

Calismamiz, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 1002

program kodlu hizli destek arastirma projesi olarak desteklenmistir.
Do¢.Dr. Yavuz DODURGA

(Proje YurGtucusu)
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OZET

Noroblastom gibi sinir sistemi kdkenli timorlerde gerek cerrahi, gerekse diger tedavi
yaklasimlariyla tatmin edici sonuglarin alinamamasi, bu tiimoérlerin onkogenezi (zerinde
ayrintili calisma ihtiyaci dogurmustur. Noéroblastomda timdr dokusundaki birgok genetik
degisikligin prognoz Uzerine etkisi gdsterilmistir. Noroblastom, timdr hicresinde yapilan
genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanin en iyi sekilde ydnetilmesi igin gerekli bilgileri bize

saglayan bir solid timoér modelidir.

Silfitin hijyenik amaglarla kullanimi eski ¢aglara kadar gitmektedir. Glinimuzde de ilag
ve besin endustrisinde sekilde koruyucu olarak yaygin olarak kullanilan stilfit bilesigi, kikurt

iceren aminoasitlerin metabolizmasi sirasinda viicutta endojen olarakta olusturulmaktadir.

Satiroglu-Tufan ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan arastirmada HBV X proteini
varliginda ekspresyonunda artis goézlenen &zglin-yeni bir gen tanimlanmis ve “Up-
Regulated-Gene-4/Up  Regulator of Cell Proliferation (URG4/URGCP)” olarak
isimlendirilmistir. Temel yapi karakterizasyonu yapilan URG4’lin tam sekansinin 3.607 kb
oldugu ve sitoplazma icinde 922 aminoasit iceren bir protein sentezledigi tespit edilmistir.
Ayrica URG4’GUn 7. kromozomun kisa kolunda (7p13) lokalize oldugu ve daha once
tanimlanan genler ile herhangi bir uyum/homoloji géstermedigi bulunmustur (GenelD: 55665,
Entrez Nukleotid ID NM_017920). URG4’Un HepG2 hiicre dizinine over-ekspresyonu
saglandiginda, buyime faktori varliginda veya yoklugunda hicre proliferasyonunu ve
hayatiyeti arttirdi§i, yumusak agar besi yerinde koloni olusumunu uyardigi ve immdin sistemi
baskilanmig farelerde timoér olusumunu hizlandirdigi gosterilmistir. Temel fonksiyona yénelik
arastirma sonuglarimiz, URG4’Un hepatoselller karsinom olusumunda o6nemli rol
oynayabilecek yeni bir onkogen olabilecegini gostermektedir. Grubumuz ve grubumuz
diginda yapilmig olan arastirmalar da URG4’lUn sadece karaciger kanseri gelisiminde degil,
mide kanseri, osteosarkom, over kanseri, prostat kanseri ve l6semi gelisiminde de etkili

olabilecegini disindirmektedir.

Bu calisma kapsaminda néroblastom gelisiminden sorumlu olabilecegi dusunulen yeni
bir gen olan URG4/URGCP geninin ve diger kemoteropetik ajanlar gibi toksik oldugu bilinen
ancak tedavide kullaniimayan sllfitin genetik degisiklikler Gzerinde etkisinin arastiriimasi
planlanmistir. Projemizden elde edilen yeni veriler 1sidinda, noroblastom gelisimi ile
sonuglanan karsinogenezde URG4/URGCP’nin bugliine kadar bilinmeyen kontrol
mekanizmalarinin agiklanmasina buyuk katki saglayacagini distinmekteyiz. Bu ylizden hem
URG4/URGCP geni ile arastirma yapmak hem de URG4/URGCP’nin diger genlerle olan
iliskilerinin néroblastomda genis ¢apli degerlendiriimesinin saglanmasi, her agidan projemize
6zgunluk kazandirmigtir.

Anahtar Kelimeler: URG4/URGCP, Noroblastom, Siilfit



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) (GenelD: 55665,
Entrez Nikleotid 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, Siilfite



1.GIRIS VE GENEL BILGILER

Noroblastom adrenal medulla veya sempatik gangliyonlarda normalde bulunan
primordial néral krest hiicrelerinden kdken alan ve ¢ocukluk ¢aginin en sik ekstrakranial solid
timoruddr. Tum  cocukluk c¢agr kanserleri arasinda %8-10’'luk bir orana sahiptir.
Noroblastomda tumoér dokusundaki birgok genetik dedisikligin prognozizerine etkisi
gosterilmistir (Siegel R.,2013 ; Gurney JG.,1996).Néroblastom’da timor hiicrelerinde
gosteriimis  genetik  degisiklikler hastaligin  patogenezinde ve prognozunda rol
oynayabilmekte ve timérin biyolojik yapisi hakkinda bize bilgi vermektedir. Noroblastomlu
hastalarin bir béliminde bu hastaligin gelisiminde bir yatkinlik oldugu ve bu yatkinlikta
kalitimin  otozomal dominant bir yolunun bulundugu bildiriimektedir (Brodeur GM,
2006).Biyolojik ve genetik degisiklikler, tedaviye yanit ve prognozun énemli gostergesi olup,
tani sirasinda timorin karakterini bize belirlemektedir. Dolayisiyla néroblastom, timér
hicresinde yapilan genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanin en iyi sekilde yénetilmesi igin
gerekli bilgileri bize saglayan bir solid timdér modelidir. Yakin gelecekte hedef, bu bilgiyi
hastalara uygulanacak daha etkin ve daha az toksik tedavilere gevirmektir. Ayrica bu genetik
degisiklikler; olgularin risk gruplarina ayrilmasi ve hedeflenmis tedavilerin planlanmasi
yéninden c¢ok 6énemlidir. Bu genetik degisiklikler arasinda allelik fazlalik/kayip olmasi,
onkogen aktivasyonu ve tumor baskilayici genlerin kaybi yaninda bazi genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklik seklinde olabilir. Noéroblastoma gibi sinir sistemi kokenli
timorlerde gerek cerrahi, gerekse diger tedavi yaklagimlariyla tatmin edici sonuglarin
alinamamasi, bu timoérlerin onkogenezi Uzerinde ayrintili ¢calisma ihtiyaci dogurmustur.
(Olshan AF, 1999; Maris JM, 2002)

Salfit molekult hava kirliliginin énemli bir bilesenidir.Sodyum sulfit (Na2S0O3), sodyum
hidrojen sulfit (NaHSO3), sodyum metabisulfit (Na2S205), potasyum metabisiilfit (K2S5205),
kalsiyum sulfit (CaSO3), kalsiyum hidrojen silfit (CaHSO3) ve Potasyum hidrojen silfit
(KHSOQ3) gibi cesitli iyonlarla yaptidi tuzlar gida ve ila¢ endistrisinde koruyucu amagcli yaygin
olarak kullaniimaktadir (Lester M.R 1995; Gunnison A.F., 1987).0Organizmanin maruz kaldigi
bu eksojen kaynaklara ilaveten, sulfit molekuli vicutta kikirt iceren amino asitlerin
katabolizmasi esnasinda endojen olarak da dretilmektedir (Gunnison A.F.,1987; Kajiyama
2000). Kaynagi ne olursa olsun toksik ozellikleri iyi bilinen SO=3‘in vicutta etkin bir sekilde
metabolize edilmesi gerekir. Bu iglem oksidatif olmayan (Gunnison A.F., 1987) ve oksidatif
SO=3 metabolizmasi (Mottley C.,1982; Mottley C.,1985) olmak (zere iki sekilde
yapiimaktadir. Enzimatikoksidasyon SO=3 metabolizmasindaki temel yolaktir. Bu yolakta
mitokondrial bir molibdohemoprotein olan Siilfit oksidaz (SOX) enzimi SO=3‘in zararsiz bir

bilesik olan inorganik stlfata (SO=4) dénisimini katalizler(Cohen H.J., 1971). Bu enzimin
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yasamsal 6nemi, 1967 yilinda Mudd ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir. Bu arastiricilar
genetik SOX enzim eksikligi olan vakalarda artmis endojen SO=3 Uretimi nedeniyle siddetli
nérolojik disfonksiyon, mental gerilik ve hayatin erken doneminde élimle karakterize bir klinik
tablonun meydana geldigini gostermislerdir. (Mudd S.H.,1967).Yapilan ¢alismalarda gorsel
ve somatosensoryel uyarilma potansiyellerinde latens uzamasina (Agar A.,2000; Kucukatay
V.,2003) tek basina ve peroksitnitrit anyonu (ONOQO") ile beraber hicre canliigi Uzerine
olumsuz etkilere (Reist M., 1998; Parsons, 1997) ndronlarda redikteglutatyon (GSH)
iceriginin azalmasina neden oldugunu gosteren in vitro ve in vivo yayinlar literatirde
mevcuttur (Marshall K.A.,1999).Ayrica c¢esitli motor ndéron hastaliklari, Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda kukurt iceren amino asit metabolizmasinda
anormallikler saptanmis olmasi silfit'inndrotoksisite agisindan &énemini gdstermektedir
(Heafield M.T., 1990). Bu sekilde artmis endojensilfite maruz kalmanin yani sira, eksojen
yolla hava kirliligi ve besinlerle maruz kalmanin toksik etkileri de bildirilmigtir. Bu molekdlin
bir insan noéroblastom hicre dizisi olan SHSYS5Y hdicreleri Uzerine olan etkisi henlz
incelenmemigtir. Bu hucrelerin canlihdi Uzerine olabilecek olasi etkisinin detaylari bu tip
kanserlerde yeni ¢alismalarin 6nunu agabilir.

Okaryotik bir hiicre de hiicre déngiisii sireci siklinler ve siklin bagimh kinazlarin
aktiviteleriyle duzenlenir. Hucrelerin, hicre dongusunun degisik evrelerinden sistemli bir
sekilde gecmeleri siklinler, siklin bagimli kinazlar ve onlarin inhibitérleri tarafindan denetlenir.
Tamor olusum surecinde, hiicre dongusu olaylarinin deregulasyonuyla sonuglanan cesitli
genetik ve epigenetik degisimler meydana gelmektedir(Graham. P.,2002).Normal gelisim ve
doku homeostazisi icin kritik 6neme sahip olan apoptozis, hicre 6limudnun genlerle
dizenlenmis formudur. Simdiye kadar 6lim reseptéri aracili dis yolak, mitokondri aracili i¢
yolak ve endoplazmikretikulum aracili oksidatif stres yolagi gibi bir cokapoptotik yolak ortaya
konulmustur. Apoptotik hiicre olimu ekstraseliler ve intraselller sinyallerin, mitokondriyal
degisimlerin, proapoptotikproteazlarin, spesifikendontkleazlarin aktivasyonu ile DNA
fragmantasyonunun dahil oldugu kompleks bir mekanizmayla baslatilabilmektedir (Susin,
S.A.,2000; Uguz, C.A.,2009).

Satiroglu-Tufan ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan arastirmada (Satiroglu-Tufan
N.L.2002)HBV X proteini pozitif ve negatif HepG2 hiicre dizinleri model sistem olarak
kullanarak “polimeraz zincir reaksiyonu segici komplementer DNA ¢ikartma (PCR select
cDNA subtraction)” teknigi ile HB X pozitif ve HB X negatif HepG2 hlicre dizinleri arasindaki
gen ekspresyon profilleri karsilastiriimistir. Bu deneyler sonucunda HBV X proteini varliginda
ekspresyonunda artis gézlenen 6zgun-yeni bir gen, Satiroglu-Tufan ve arkadaslari tarafindan
“Up-Regulated-Gene-4/Upregulator of Cell Proliferation (URG4/URGCP)” olarak

isimlendirilmis ve Amerika’daki National Center forBiotechnology Information-Gen Bankasina
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(NCBI-GenBank, EntrezGenelD: 55665 ve Entrez Nukleotid ID NM_017920) olarak kayit
edilmistir (Tufan, N. L., 2002).Oncelikle PCR segici komplementer DNA gikartma metodu ile
elde edilen ve HB X pozitif HepG2 hicre dizinindeki URG4/URGCP ekspresyonunun HB X
proteini varliginda arttigi sonucu, ayni hicre dizinleri kullanilarak birbirinden farkli molekiler
deneylerle tekrar dogrulanmistir. Ekspresyon artisinin farkli molekiiler teknikler ve deneylerle
onaylanmasindan sonra, URG4/URGCP’nin tam sekansi (full-length), “RapidAmplification of
5 and 3’ ¢cDNA Ends (RACE)” yontemi ile elde edilmistir ve 3.607 kb’lik gen klonlanmisgtir.
insan gen bankasi arastirma sonuglari, Satiroglu-Tufan ve arkadaglari tarafindan elde edilen
URG4/URGCP sekans sonuglari ile karsilastirildiginda, URG4/URGCP’nin 7. kromozomun
kisa kolunda lokalize oldugu (7p13) ve daha 6nce tanimlanan genler ile herhangi bir
uyum/homoloji gdstermedigi bulunmustur (Entrez Nuikleotid ID NM_017920). Ayrica
URG4/URGCP’nin sitoplazma iginde 922 aminoasit igeren bir protein sentezledigi tespit
edilmistir. Cesitli bilgisayar programlari yardimiyla URG4/URGCP’nincDNA’si kullanilarak
antijenikpeptitler secilmis ve URG4/URGCP’ye karsi spesifik antikor gelistirilmistir.

In vitro hdcre kiltir ortaminda yapilan deneylerde, URG4/URGCP’nin HepG2 hiicre
dizinine transfekte edilip over-ekspresyonu saglandiginda, bliylime faktéri varliginda veya
yoklugunda hucre proliferasyonunu arttirdidi, yumusak agar besi yerinde koloni olusumunu
gerceklestirdigi ve immin sistemi baskilanmis farelerde timoér olusumunu hizlandirdigi
saptanmistir. Butlin bu deney sonugclarinda gdzlemlenen &zellikler onkogenlerin karakteristik
fonksiyonlarindan oldugundan, HBV X proteini varliginda ekspresyonu artan
URG4/URGCP’ninmulti-step hepatokarsinogenezde énemli rol oynayabilecek yeni bir olasi
onkogen olabilecedi dusitnilmektedir. Grubumuz ve grubumuz disinda yapilmis olan farkli
arastirmalarda da URG4/URGCP’nin sadece karaciger kanseri gelisiminde degil, mide
kanseri, osteosarkom, over kanseri, prostat kanseri ve 16semi gelisiminde de etkili olabilecegi

gOsterilmistir.

Song ve arkadaslari mide kanseri tanisi almig 100 olguya ait parafin bloklarindan
aldiklan kesitlerde URG4/URGCP ekspresyonunu ve SGC7901, MKN28, MKN45, AGS,
BGC823 ve GES-1 mide kanseri hucre hatlarinda ise ekspresyon analizlerini
degerlendirmistir. URG4/URGCP’nin hiicre déngusinde yer alan siklin D1 ekspresyonunu
arttirdigini gézlemlemistir. Bu sonuglar, artmis siklin D1 dizeyinin hicre doéngusinin
ilerlemesine ve hucrelerin anormal gogalmasina yonlendigini dusundurmustar. Yazarlar bu
verilerle, URG4/URGCP’nin mide kanseri gelisiminde Siklin D1 ifadesinin regllasyonunda
etkili olabilecek potansiyel terapoétik bir hedef olabilecegini ifade etmektedirler (Song,
J.,2006). Huang ve arkadaslari osteosarkom tanisi almis 46 olgunun parafin bloklarindan
aldiklan kesitlerde URG4/URGCP protein ekspresyonunu degerlendirmistir. URG4/URGCP

ekspresyonunu 40 (%86,96) olguda ylksek duzeyde saptamisg, reklrren ve metastaz yapan
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olgularda ise ekspresyon dizeyinin arttigini belirtmistir (p<0,05). Ayrica URG4/URGCP
ekspresyon dlzeyi ile proliferasyon belirteci olan PCNA ile dogru orantili olarak arttigini
g6zlemlemistir. URG4/URGCP’ninosteosarkom gelisiminde kullanilabilir aday bir belirte¢
olabilecegini  duslinmektedir (Huang, J.,2009). Bu vyeni c¢alismalar 1siginda
URG4/URGCP’ninkarsinogenezde rol alabilecegini ve ayni zamanda kanser tedavisinde de
umut verici bir terapétik hedef olabilecedini disindirmustar.

Li ve arkadaslari, 116 epitelyalover kanseri vakalarinda URG4/URGCP gen
ekspresyonunu imminohistokimyasal ydntemle degerlendirmislerdir. Epitelyalover kanseri
olgularindan URG4/URGCP ekspresyonunun benin timorlere ve kontrole gore daha yuksek
oldugunu saptamiglardir. URG4/URGCP ekspresyon sonuglarinin proliferasyon indeksini
gosteren PCNA deg@erlendirmesi ile korale bulmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore,
URG4/URGCP’ninepitelyalover kanseri ilerlemesinde etkili olabilecegini ve over kanseri
prognozunda yeni bir hedef olabilecegini vurgulamaktadirlar (Li W,2012).

Dodurga ve arkadaslarinin yaptidi in vitro calismada, rapamisin tedavisinin DU145 ve
PC3 prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunuinhibe ettigi saptanmistir. Bu rapamisin ile
indiklenen hiicre déngisunin G1 evresinde durmasina ve URGCP gen ekspresyonunun
inhibisyonuna neden olabilecegini disundurmustir (Dodurga Y, 2012).

Proje yurGticlisunin de bulundugu ekip tarafindan yapilan c¢alismada, Oymak ve
arkadaslari 16komogenezde de URG4/URGCP’nin hiicre donglsu Uzerinden hiicreyi malin
transformasyona goétirebilecedini gosteren vaka sunumu calismasi da URG4/URGCP’nin
sadece solid tumorlerde degil I16komogenezde de etkili olabilecegini goéstermistir (Oymak
Y,2012).

Sunmus oldugumuz projemizde, SHSYS5Y hicre dizinini model sistem kullanilarak
nérotoksik oldugu bilinen sdlfit maruziyeti sonrasindaki kanser hicre davranigi

morfolojik/molekiler duzeyde aragtiriimistir.
2. GEREG VE YONTEM:
2.1.Kullanilan hiicre dizini ve hiicre kiiltiirii kosullar:

Calismamizda SHSY5Y néroblastoma hiicre hatti kullanilmigtir. Hicre kiltir kaplarina
yapisarak c¢ogalan bu hicreler %10 fétal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin, 100l1U/ml
penisilin ve 10 mg/ml streptomisin iceren DMEM F12 besi yerinde 37°C’de ve %5 CO_li

ortamda dretilmistir.

Hucre dizinlerinin buyumesi icin kullanilan besi yeri detay bilgileri:



e Dulbecco’sModifiedEagleMedium (DMEM): NutrientMixture F-12 (Ham's) (1:1) (

01-170-1,Biological Industries)

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

¢ 0.1 mMNon-Essential Amino Acids Solution (01-340-1B, Biologicallndustries)
e 2 mMGlutamin (03-020-1B, Biologicallndustries)

e 1 mM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biologicallndustries)

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

2.2. Hiicre canliligi ve hiicre proliferasyonu:

SHSY5Y noéroblastom hiicreleri 96 kuyucuklu hicre kultiri kaplarinda 1x10%/kuyucuk
miktarinda ekilmigtir. Hlcrelerin ylzeye yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir. 0.1 mM-5mM’lik
calisma konsantrasyonlart %10 serumlu tam besi ortami ile hazirlanmigtir. Kontrol
kuyucuklaridisinda sulfit gruplarina 100l igindeki son konsantrasyonlari 0.1, 1, 5 mM dozda
sulfit ilave edilmigtir. Belirlenen konsantrasyonda sulfit uygulamasi sonrasinda hucre
proliferasyonu “Cell ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-
1000-Biological Industries)” ile arastiriimistir. Kit iceriginde reaktif madde olarak tetrazolium
tuzu olan “XTT” icermektedir. 24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuga 100 uL ortam
koyulduktan sonra 50 pL aktive edilmis XTT sollisyonu eklenmistir. Madde eklenmesinden 4
saat sonra caligilan gruplarin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda ve 630 nm referans aralidinda okunmustur. Hicre canlihdi ylzdesi her bir
kuyucukta olgulen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine bolinmesi ve yuz ile

carpilmasi ile hesaplanmistir.
Olglilen optik dansite degeri:

O I ciilenoptik dansite de § eri
Kontrol optik dansite de g eri

% Hucre Canhhgi = x100

2.3.Trizol Reagent Kullanarak Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA izolasyonu

Gen duzeyinde ekspresyon degerlendirilmesi icin SHSYSY hucrelerinden RNA izolasyonu
gerceklestirmigtir. Hicreler igin 1 ml trizol hicreleri kaldirmak icin eklenmistir. Homojenat 1
ml’lik ependorf tiplere alinmis ve oda sicakliginda 10 dkinkiibasyona birakiimis ve ardindan
her bir ependorf tipe 200 plkloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra tekrar oda
sicakhiginda 15 dkinklbe edilmigtir. Daha sonra +4°C’ de 15.000 g’de 20 dksantrifiij edilmis

ve renksiz olan Ust faz toplanip, ayri ependorf tlplere alinmistir. Toplanan Ust fazin Gzerine
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500 ulizopropanol eklenip, pipetlenmis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. +4°C’de
15.000 g’de 30 dksantriflij edildikten sonra slUpernatan dikkatlice atilip pelletin (zerine
%70’lik etanol konulmus ve +4°C’de 12.000 g'de 10 dk santriflj edildikten sonar tekrar
slUpernatan atilip, pellet kisa bir siire hava ile kurutulmustur. Son olarak pellet 40 uIRNase-

DNasefree su ile ¢oztinmustdr.

2.4.Silfit maruziyeti sonrasinda hiicre dongiisiinde rol alan gen ekspresyonlarinin ve
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gercek Zamanh RT-PCR ile belirlenmesi:
Real-time Online RT-PCR, gen ekspresyon Urininin kantitasyonu amaciyla kullanilan
hassas molekuler bir metottur. Bu yontem sayesinde, RNA o6rnekleri kalitatif ve kantitatif
olarak kisa surede analiz edilebilmekte, ¢cok sayida drnek son derece dusik kontaminasyon
riskiyle glvenle calisilabilmektedir. Gergek zamanli PCR/RT-PCR’da drinlerin analizi
reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, PZR Grinindn mor
Otesi 1sik altinda goéruntulenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Bu
¢alismada da 96 kuyucuklu olan mikroplaka sistemi kullaniimistir.

Sulfit maruziyeti sonrasinda ilgili hiicre dizini kullanilarak, hiicre dongistinde rol alan genlerin
RNA diizeyindeki ekspresyonlari “Real Time Custom Panel” kullanilarak belirlenmistir. ilgili
hicre dizininden TRI-Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis ve takiben elde
edilen RNA'larin miktar ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total RNA'lardan Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (RocheDiagnostics) ile  cDNA sentezi gerceklestiriimigtir.
ilgili panel hiicre déngiisiinde rol alan genleri ve URG4/URGCP genini igerecek sekilde
custom olarak belirlenmistir. Bu yontemle ayni anda ve kantitatif olarak Gergek Zamanl RT-
PCR ile analiz yapilabilmektedir. Ayrica, her panelde referans—housekeeping genler- RT-
PCR kontrol grubunda yer alarak hedef genlerdeki rélatif degisikligi analiz etme imkani

saglamaktadir.



Real time RT-PCR kosullar

Tablo 1: Real-Time PCR Kosullan

Denatiirasyon

Dongli Programi Verileri
Doéngl

Analiz Modu

Hedef Dereceleri

Hedef Derece (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk: sn)
Sicaklik Transisyon Orani (°C/sn)
ikinci hedef derece (°C)
Basamak derecesi (°C)
Déngtler

Kazan¢ modu
Amplifikasyon

Doéngi Programi Verileri

Dongi

Analiz Modu

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 94
inkiibasyon zamani 15
(s:dk:sn)

Sicaklik Transisyon Orani 20.0

(°C/san)

ikinci Hedef Derecesi (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Donguler 0

Kazan¢ modu -

Deger

1

Segment 1
95

600

20.0

0.0

Deger
40

Kantitasyon

Segment 2
60

60

20.0

0.0

Tek




Soguma

Program Verileri Deger
Do6ngii sayisi 1
Analiz Modu -
Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 40
inkiibasyon Zamani 30
Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0
ikinci Hedef Derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Déngtler 0
Kazan¢ modu -

2.5.Silfit maruziyeti sonrasinda apoptozda rol alan gen ekspresyonlarinin ve
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gergcek Zamanl RT-PCR ile belirlenmesi:
Sulfit maruziyeti sonrasinda ilgili hiicre dizini kullanilarak, apoptozda rol alan genlerin RNA
dlzeyindeki ekspresyonlari “Real Time Custom Panel” kullanilarak belirlenmistir. ilgili hiicre
dizininden TRI-Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis ve takiben elde edilen
RNA'larin miktar ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total RNA’lardanTranscriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (RocheDiagnostics) cDNA sentezi gerceklestiriimistir. ilgili panel
apoptozda rol alan genleri ve URG4/URGCP genini icerecek sekilde custom olarak
belirlenecektir. Bu yontemleayni anda ve kantitatif olarak Gergcek Zamanh RT-PCR ile analiz
yapilabilmektedir. Ayrica, her panelde referans—housekeeping genler- RT-PCR kontrol

grubunda yer alarak hedef genlerdeki rélatif degisikligi analiz etme imkani saglamaktadir.

2.6. Lowry Yontemi

Protein tayininde en yaygin olarak kullanilan yéntemdir. Fosfomolibdik/fosfotungstik asit
¢Ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda proteinlerdeki fenolikamino asitlerle
verdigi reaksiyona dayanmaktadir. Bu yodntemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon
gerceklesmektedir. Birinci reaksiyonda peptit baglari ile Cu+2 arasinda bilre reaksiyonu

sonucu indirgenmis bakir olusur. ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve
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triptofanamino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkli heteropolimolibden
kompleksi meydana getirir.Olusan kompleks 600-800 nm araliginda absorbsiyon piki verir.

Lowry yontemi kullanilarak 6rneklerin protein duzeyleri agagidaki gibi tespit edilmistir.

1) Ayirag A [%2’lik Na2C03 (%1 N NaOH’de ¢dzulmus)], Ayirag B (%1 Na veya K-tartarat),
Ayirag C (% 0,5 CuS04.5H20), Ayirag¢ D (1 N folin ayiraci) olmak lzere 4 solusyon
hazirlanmis ve sirasi ile ayirag A-B-C’den 48-1-1 oraninda karigtirilarak yeni bir ayirag

hazirlanmistir.

2) Ayrica standart icin BSA kullaniimis ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde stok

¢cOzeltisi hazirlanmistir.

3) Yeni hazirlanan ayiragtan 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 200 uL olacak sekilde

konulmustur.

4) Uzerine ilk kisma her standart icin 2 kuyucuk olacak sekilde hazirlanan standartlardan,
diger kuyucuklara 1/5 oraninda sulandiriimis numunelerden her numune igin 2 kuyucuk

olacak sekilde 50 pL koyulmus ve karanlikta 10 dakika inkibasyona birakilmistir.

5) inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucugun (izerine 20 uLfolin ayiraci koyularak 30

dk beklenmis ve ELISA okuyucu ile 630 dalga boyunda okunmustur.

6) Orneklerin protein diizeyi, asagidaki sekilde verilen Standart grafik egrisi kullanilarak

hesaplanmistir.
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Lowry 3/27/00

ABS 630

Sekil 1: Lowry Protein Standart Egrisi

2.6.Silfit uygulamasi sonrasi hucrelerdeki URG4/URGCP varliginin Western Blot ile
kontrolu

Protein izolasyonu kisaca su sekilde yapilmigtir:

Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 10 dakika RiPA soliisyonu (50 mMTris-HCI
(pH7.4), 150 mMNaCl, 1% Nonidet, 0.5% sodiumdeoxycholate, 1% SDS, proteazinhibitorleri
(1 mMphenyl-methanesulfonylfluoride (PMSF), 10 ug/ml leupeptin, 20 ug/ml aprotinin), ve
fosfataz inhibitéri (0.2 mMsodiumorthovanadate) ile buz Gstlinde bekletilmistir. 10.000 rpm
ve 4°C’de santriflij sonrasinda hiicre dokuntileri ¢oktarilmis ve total protein elde edilmistir.
izolasyonu yapilmis olan protein érnekleri (her birinden 50 veya 100ug) SDS-PAGE’e
(sodiumdodecylsulfatepolyacrylamide gel electrophoresis — 8% resolving gel-(BioRad)) tabii
tutulduktan sonra PVDF membrana (Millipore) gecirilmistir. Proteinleri iceren PVDF
membran, taze hazirlanmigs PBS + 5% yag@siz sit tozu + 0.05% Tween-20 iginde ve oda
sicakliginda 1 saat bekletiimistir. PBS yikamalari sonrasinda, birincil antikor olarak 1:1000
oraninda anti-URG4 (kendi Urettigimiz) veya 1:1000 — 1:5000 oraninda anti-B-aktin
(Rabitpolyclonal, AbCam) ve sonrasinda horseradishperoxidase (HRP) konjuge ikincil
antikorlar (goat anti-rabbitigG — AccurateChemical&Scientific Corporation) kullaniimistir.
Sonuglar “enhancedchemiluminescence” (SuperSignalsiRNAChemiluminescentDetection)

teknigi ile goruntulenmistir.
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2.7.Komet analizi:

DNA cesitli reaktif molekdllerin hedefi olan, hasara duyarlih@ ylksek bir molekuldir. Genetik
bilginin saglikli olarak aktarilabilmesi icin DNA yapisinin korunmasi son derece o6nemli
oldugundan cekirdekte DNA hasarini onaran g¢esitli onarim sistemleri yer almaktadir. Agir
hasar olustugunda veya DNA onarim aktivitesi defektif ise replikasyon, transkripsiyon ve
protein sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine
sebep olmaktadir. Kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer alan DNA
hasari gunumuizde kronik noérodejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi ve
radyoterapinin etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon aracili genotoksisitenin
belirlenmesinde biyolojik belirte¢ olarak degerlendiriimektedir. Bu nedenle DNA hasarinin
hassas bir sekilde dlgliimesine olanak taniyan teknikler ginimuzde buyuk énem kazanmistir.
Tek hicre jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “KometAssay” yontemi son
yilllarda genigleyen uygulama alani, guvenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan
kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlilar Uzerinde yol actigi genotoksik ve sitotoksik etkilerin
bir géstergesi olan DNA hasar seviyelerinin 6lgliimesini saglayan dnemli bir metottur. Komet
yénteminin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve sitotoksik
ajanlarin canli hdcreleri tUzerindeki etkilerini, hicrelerin DNA'larini tek tek inceleyerek tespit
etmektir. Elde edilen veriler hem hucrede meydana gelen DNA hasarinin ne kadar oldugunu
belirler hemde hicrenin hangi yapiya gectigini ifade eder. Kometler rastgele secilmeli ve tim
jeli temsil etmelidir. Jel sistematik bir gsekilde taranmalidir. Kenar bdlgeler, hava
kabarciklarinin kenarlari ihmal edilmelidir. Bu boélgelerde genellikle anormal hasar gorulur.
Ust (iste binen Kometlerin analizi bilgisayar analiz yéntemlerinin kullanimiyla mimkin
degildir. Ancak, Ust Uste binen birgok Kometlerin kuyruklari olduk¢a uzundur. Eger ¢ok fazla
sayida Ust Uste binen Komet goz ardi edilirse, hasar gérmemis az kuyruklu “Komet’lere”
onemli derecede egilim olusabilir. Bu durumda, jel hazirlanirken hicre yogunlugunun iyi
ayarlanmasi gerekmektedir. Arastirici tarafindan segilen Kometler icin cesitli flioresan
parametreleri hesaplayacak ¢ok sayida yazilim bulunmaktadir. Bu yazilimlar ile DNA
parcalari bas ve kuyruk olarak iki ana boélime ayrilabilmekte, cesitli parametreler

hesaplanabilmektedir. Bu parametreler;
HL (Bas uzunlugu, pm)
TL (Kuyruk uzunlugu, pm)

Bas Yogunlugu (Bas kismindaki DNA yuzdesi, % H-DNA olarak ifade edilir.)
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Kuyruk Yogunlugu (Kuyruk kismindaki DNA yuzdesi,% T-DNA olarak ifade edilir.)

Kuyruk Momenti (TM, uym olarak ifade edilir, % T-DNA ile TL’nin ¢garpiminin 100’e bélinmesi

ile edilen bir degerdir)
Kuyruk Migrasyon(Bas kisminin kenarindan kiiglk saptanabilir fragmana
DNA gdégunin uzunlugudur.)

Arastirmamizda asagida tarif edildigi sekilde Komet Analizi yapilmigtir.

2.7.1. KometAssay (Tek Huicre Elektroforezi)

1) Hucreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 104 hiicre olacak sekilde ekilmigtir.

Hucrelerin yapismasi igin 24 saat beklenmistir.
2) Gruplarda belirtilen dozlarda siilfiteklenmis ve 24 saat inkiibe edilmistir.

3) Hucreler tripsinize edilmeden teflon bir hiicre kaldirici ile plakalardan kaldiriimistir. 1500
g’'de 5 dakika santrifuj edilmis ve 75 pl % 0,5’lik Ca2+ ve Mg+icermeyen PBS (fosfat tampon

tuzu) ile 37°C" de hazirlanan “Lowmelting” agaroz (LMA) ile restispanse edilmistir.

4) Onceden % 1’lik “normal melting” agaroz (NMA) ile kaplanmig olan lam (izerine ince bir
tabaka halinde dokilmus ve 30 dk buz Uzerinde beklendikten sonra3. tabakayi olusturan 70
pl % 0,5'lik LMA ile kaplanmig ve tekrar 10 dakika buz tzerinde beklenmigtir. Daha sonra lam
hicresel proteinleri uzaklastirmak amaciyla, pH’1 10 olan soduk lizis baglama tamponu ile 60

dakika boyunca 40°C de muamele edilmigtir.

2.7.2.Goriinti Analizi

Hasarsiz hicrelerin DNA'lari incelendiginde yuvarlak, kenarlari daha az yodun ve ortasi
parlak bir goériinim ile karsilasiimaktadir. DNA'nin bu gérinimi nonmigrasyon olarak
degerlendirilir. EGer DNA hasari olusmaya baslamis ise DNA zincir kirllmalarina ve alkali-labil
bolgelerin seviyesine bagli olarak normalde dizglin kenarli olan DNA goruntisu, kiriklarinin
cekirdek disina gog¢unin nedeniyle duzensiz kenarli bir gérintd halini alir. Bu goérinume
strech ya da lowmigration denir. Hasar arttikga hicreler kuyruklu yildiz (Komet, ylksek
migrasyon) seklini alir. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki floresan

yogunlugu da hasarin derecesine paraleldir.
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2.8.Sulfit maruziyeti sonrasinda hiicrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi:

ilgili hiicreler invazyon kapasitesi “trans-well matrigel invasionchamber’- invazyon kaplari
(BectonDickinson, ABD) kullanilarak 24-kuyucuklu kultir plaklari igerisinde arastiriimistir.
Kisaca, invazyonkuyucugunun alt-odacigina serum igeren kultir ortami, matrigel membranin
(8 umporacikhkl) Ust kismina ise, gece boyunca serumsuz kultir ortaminda bulundurulan
farkli dozlarda sulfit maruziyetinde SHSYSY hucreleri eklenmisgti. Gece boyunca
inkiibasyonu takiben, membranin Ust kisminda kalan invaze olmamis hiicreler kulak pamugu
cubugu ile silinerek temizlenmistir. Membranin alt yiizeyine gé¢ etmis hlicre miktari ise kristal

violet boyasi ile boyanarak 1sik mikroskobunda sayilarak degerlendirilmistir.

2.9.8iilfit maruziyeti sonrasinda hiicrelerin koloni olusturma kapasitesinin
belirlenmesi:

Silfit maruziyeti sonrasinda 6 kuyucuklu kaplara 10%hiicre ekimi yapilmis ve 10 giin boyunca
hicrelerin 2 ginde bir ortamlarini degistirmek suretiyle37°C’de, %5 CO;li ortamda
bekletilmistir. 10 glinlin sonunda hicreler soguk metanolle -20 °C’de 10 dakika fikse olmalari
saglanmigtir. Fikse olmus koloniler kristal violet boyasi ile 15 dakika boyanmigtir. Boyanmis

olan koloniler kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sayilmis ve degerlendirilmigtir.

2.10. Genlerin Kantitasyon Degerlerinin istatistiksel Analizleri

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu yapildi. Web
tabanh “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis“ programinda bulunan, Volcano Plot
analizleri kullanildi. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun +3SD karsilastiriimasi
esasina dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun karsilagtiriimasi yapilan durumlarda
kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon degerleri rdlatif olarak belirlendi. Gruplarin
karsilagtirimasi “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-

testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.BULGULAR

3.1. Siilfitin Hicre Canliligi ve Proliferasyonuna Etkisi

Model sistem olarak insan ndéroblastom hiicre hatti (SHSY5Y--ATCC no: CRL-2266)
kullanilmistir.  XTT  metodu ile hiicre proliferasyonu  tespit  edilmistir(Cell
ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Biologicallndustries)). Kit
iceriginde reaktif madde olarak tetrazolium tuzu olan “XTT” bulunmaktadir. 96 kuyucuklu

hicre kdltur kaplarindaki hicrelerin sulfit maruziyetini (0.1, 1, 5 mM) takip eden 24-48-72
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saatlerde aktive edilmis XTT sollisyonu eklenmistir. 4 saat 37°C’de, %5 CO.li ortamda

bekletilmistir. Deney sonucunda olusan renk reaksiyonu 450nm’da 96 kuyucuklumikroplaka
okuyucuda tespit edilmigtir. Sulfitin 1Cso dozu 24. saatte 5 mM olarak saptanmistir (Sekil 1).
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Sekil 2: XTT analizi ile doza bagl hiicre canliligi sonuglari

3.2.Siilfit maruziyeti sonrasinda hiicre dongiisiinde rol alan gen ekspresyonlarinin ve

URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gergcek Zamanh RT-PCR ile belirlenmesi:

Gergcek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve 5mM sulfit uygulanmig doz grubu arasindaki
hicre donglstinde rol alan genlerin ve URG4/URGCP gen ekspresyonlarin nasil degistigi
custom olarak dizayn edilen plaka ile duplike sekilde belirlenmistir (Tagman Array 96-well
plate Human Cell Cycle Material Number: 4414254). Calisma ekspresyonlari analiz edilen

genler Tablo 2 de gdsterilmis ve istatistiksel olarak anlamli degisim bulunan genler Tablo3 de

belirtilmistir.

Tablo 2: Ekspresyon degisimleri incelenen hlicre déngustinde goérevli olan genler

Sembol Tanimlama Gene Adi
ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptor Tirozin Kinaz ABL/JTK7
ATM Ataxia Telangiectasia Mutasyonu AT1/ATA
ATR Ataxia telangiectasia ve Rad 3 ligkili FRP1/MEC1
BCL2 B-hucre 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 Huicre Boélinme Dongusu 16 sislog (S. cerevisiae) APC6

CcDC2 Hicre Bélinme Dongusi 2, G'den S ve G2'den M CDC28A/CDK1
CcDC20 Hiicre Béliinme Dénglisi 20 homologu (S. cerevisiae) CDC20A/p55CDC
CDC25A Hiicre Bolinme Déngusti 25 homologu A (S. pombe)

CDC34 Hiicre Bolinme Dénguisti 34 homologu (S. cerevisiae) E2-CDC34/UBC3
CDK2 Siklin Bagimli Kinaz 2 p33(CDK2)
CDK4 Siklin Bagimli Kinaz 4 CMM3/PSK-J3
CDK5R1 Siklin Bagimli Kinaz 5, Diizenleyici Altiinite 1 (p35) CDK5P35/CDK5R
CDK5RAP1 CDKS5 diizenleyici alttinite ile iligkili protein 1 C200rf34/C42
CDK6 Siklin Bagimh Kinaz 6 PLSTIRE

CDK7 Siklin Bagiml Kinaz 7 CAK1/CDKN7
CDK8 Siklin Bagimh Kinaz 8 K35

CDKN1A Siklin Bagimli Kinaz inhibitdri 1A (p21, Cip1) CAP20/CDKN1
CDKN1B Siklin Bagimli Kinaz inhibitdri 1B (p27, Kip1) CDKN4/KIP1
CDKN2A Siklin Bagimli Kinaz inhibitorii 2A (melanom, p16, CDK4 inhibitdri) ARF/CDK4I
CDKN2B Siklin Bagimli Kinaz inhibitori 2B (p15, CDK4 inhibit6ri) CDK4I/INK4B
CDKN2C Siklin Bagiml Kinaz inhibitérii 2C (p18, CDK4 inhibitori)

CDKN2D Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 2D (p19, CDK4 inhibit6ri)

CDKN3 Siklin Bagimh Kinaz inhibitéri 3 CDI1/CIP2
CHEK1 CHK1 kontrol noktasi homologu (S. pombe) CHK1
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CHEK2 CHK2 kontrol noktasi homologu (S. pombe) CDS1/CHK2
c-MYC v-MYC miyelositomatosiz viral onkogen homologu (avian)

E2F4 E2F transkripsiyon faktorti 4, p107/p130 baglanma E2F-4
HRAS v-Ha-ras Harvey sigcan sarkoma viral onkogen homologu

KRAS v-Ki-ras2 Kirsten sigan sarkoma viral onkogen homologu

NRAS Noroblastom RAS viral (v-ras) onkogen homologu

URG4 Up-Regulated-Gene-4 URG4

TP53 TUmor protein p53 LFS1/TRP53
GAPDH Gliseraldehit -3-fosfat dehidrogenaz G3PD/GAPD
ACTB Beta Aktin PS1TP5BP1
HGDC insan Genomik DNA Kontaminasyonu HIGX1A
RTC Revers Transkripsiyon Kontroli RTC

PPC Pozitif PCR Kontrol PPC

Tablo 3: Kontrol ve Doz Gruplari Arasinda Hicre Déngisi Gen Ekspresyon Degisim Tablosu

Hiicre Dongiisii Gen ekspresyon degisim

tablosu

(Kontrol grubuna gore)

Genler Degisim p degeri (p<0.05)
CCND1 -2,5458 0,000125

CCND2 -2,1836 0,00119

CDK4 -1,6131 0,00022

CDK®6 -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. Siilfit maruziyeti sonrasinda apoptozda rol alan gen ekspresyonlarinin ve
URG4/URGCP gen ekspresyonunun kantitatif Gergcek Zamanl RT-PCR ile belirlenmesi:

Gergek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve 5mM siilfit uygulanmis doz grubu arasindaki
apoptozda rol alan genlerin ve URG4/URGCP gen ekspresyonlarin nasil degistigi kastim
olarak dizayn edilen plaka ile duplike sekilde belirlenmigtir. (Tagman Array 96-well plate
Human Apoptosis Material Number: 4414203). Calisma ekspresyonlari analiz edilen genler
Tablo 4 de gosterilmis ve istatistiksel olarak anlaml degisim bulunan genler Tabla 5 de

belirtilmistir.

Tablo 4: Ekspresyon degisimleri incelenen apoptozda gorevli olan genler

Sembol Tanimlama Gene Adi

APAF1 Apoptotik pepdidaz aktive edici faktor 1 CED4/DKFZp781B1145
BAD BCL2-hucre 6limu antagonisti BBC2/BCL2L8
BAG1 BCL2-ligkili athanogen BAG-1

BAK1 BCL2-antogonist oldiriict 1 BAK/BAK-LIKE
BAX BCL2- X protein iligkili Bax zeta

BCL2 B-hiicre CLL/lemfoma 2 Bcl-2

BCLAF1 BCL2-transkripsiyon faktor iligkili 1 BTF

BID BH3 6l antagonist domain iliskili FP497

BIRC8 Bakuloviral IAP 8 tekrar iceren ILP=2/ILP2

BIK BCL2-ile ilskili 6ldiiricu BIP1/BP4

XIAP X-bagli apoptoz inhibitori API3/BIRC4

NOD1 Nukleotid baglayan oligomerizasyon domaini 1 CARD4/NLRCA1
CASP1 Kaspaz 1, apoptoz iliskili sistein peptidaz 1 ICE/IL1BC

CASP10 Kaspase 10, apoptoz iligkili sistein peptidaz ALPS2/FLICE2
CASP14 Kaspase 14, apoptoz iligkili sistein peptidaz MGC119078

CASP2 Kaspase 2, apoptoz iliskili sistein peptidaz 2) CASP-2/ICH-1L
CASP3 Kaspase 3, apoptoz iliskili sistein peptidaz CPP32/CPP32B
CASP4 Kaspase 4, apoptoz iligkili sistein peptidaz ICE(rel)Il/ICEREL-II
CASP5 Kaspase 5, apoptoz iligkili sistein peptidaz ICE(rel)llIl/ICEREL-III
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CASP6

Kaspase 6, apoptoz iligkili sistein peptidaz

MCH2

CASP7 Kaspase 7, apoptoz iliskili sistein peptidaz CMH-1/ICE-LAP3
CASP8 Kaspase 8, apoptoz iliskili sistein peptidaz ALPS2B/CAP4
CASP9 Kaspase 9, apoptoz iliskili sistein peptidaz APAF-3/APAF3
CD40 CD40 molekdull, TNF reseptor siiper aile Giyesi 5 Bp50/CDW40
CD40LG CD40 ligand CD154/CD40L
DAPK1 Oltm iligkili protein kinaz 1 DAPK/DKFZp7811035
DFFA DNA fragmentasyon faktori, 45kDa, alfa polipeptit DFF—-45/DFF1
FAS Fas (TNF reseptor siper aile tyesi 6) ALPS1A/APO-1
RIPK2 Receptor-etkilesimli serin-treonin kinaz 2 CARD3/CARDIAK
TNF TUmor nekroz faktdér (TNF siper aile, tye 2) DIF/TNF-alpha
TNFRSF10A Tumor nekroz faktor reseptor siper aile, tye 10a APO2/CD261
TNFRSF10B Tumor nekroz faktér reseptor stper aile, Uye 10b CD262/DR5
TNFRSF11A Tumor nekroz faktor reseptor stper aile, tye 11b OCIF/OPG
TNFRSF1A Tumor nekroz faktér reseptor super aile, tye 1A CD120a/FPF
TNFRSF21 Tumor nekroz faktér reseptor stper aile, tye 21 BM-018/DR6
TNFRSF25 TUmor nekroz faktor reseptor slper aile, lye 25 APO-3/DDR3
CD27 CD27 molekili S152/T14
TNFRSF9 TUmor nekroz faktor reseptor super aile, Uye 9 4-1BB/CD137
TP53BP2 Tumor protein p53 binding protein, 2 53BP2/ASPP2
TRADD TNFRSF1A-iligkili 61im domaini Hs.89862

TRAF2 TNF reseptor iligkili faktor 2 MGC:45012/TRAP
TRAF3 TNF reseptor iligkili faktor 3 CAP-1/CD40bp
TRAF4 TNF reseptor iligkili faktor 4 CART1/MLNG62
GAPDH Gliseraldehil 3 fosfat dehidrogenaz G3PD/GAPD
ACTB Beta aktin PS1TP5BP1
URG4 Up-Regulated-Gene-4 URG4

RTC Revers Transkripsiyon Kontroli RTC

PPC Pozitif PCR Kontrol PPC

Tablo 5: Kontrol ve Doz Gruplari Arasinda Apoptoz Gen Ekspresyon Degisim Tablosu

Apoptoz Gen ekspresyon degisim tablosu
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(Kontrol grubuna gore)
Genler Degisim p degeri (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. Siilfit uygulamasi sonrasi hiicrelerdeki URG4/URGCP varliginin Western Blot ile

kontrolii

Western blot ydntemi

ile URG4 disindagen ekspresyonunda anlamh

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

degisimleri de arastiriimistir ve sonuglar sekil 3' te gosterilmistir.

degisim olan

ekspresyon
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‘ | URG4/URGCP

Siklin D1
CDK 4
Bcl-2
P‘ Bax
A a— :
Beta aktin

Sekil 3: Western blot analizi ile kontrol ve doz gruplarindaki URG4'Un protein duzeyindeki

degisimi
3.5. Komet analizi

Komet analizi ile belirlenmis genototoksisiteye ait demonstratif gdsterimler sekil 4 de

verilmistir.

K S

Sekil 4: Gruplarin 24 saat inkibasyonunu takiben Komet analizi ile demonstratif olarak

goruntisiu.K: kontrol, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup.
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Toksisite sonucu olusan fragmante DNA’ nin varligini saptamak icin ¢alisma gruplarinda

Komet yontemi kullaniimistir. Cometassay IV programi yardimi ile bas uzunlugu, bas

yogunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk migrasyonu ve kuyruk momenti

parametreleri 150 hlicrede dlgllerek ortalamalari alinmigtir.

3.5.1. Bas - Kuyruk Uzunlugunu ve Yogunlugunun Belirlenmesi

Bas uzunlugu ve yogunlugu sulfit grubunda kontrole gére anlamli dizeyde azalmistir

(p<0.001). Pargalanmis genetik materyalin kuyruga ait parametrelerinden olan uzunlugu ve

yogunlugu kontrole goére slfit grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmigtir (p<0.001,

Sekil 5).
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Sekil 5: Kontrol ve silfit (5mM) dozunun 24 saat inkiibasyonu takiben Komet yontemi ile
degerlendirilen degerleri a) bas uzunlugu b) bas yogunlugu c) kuyruk yodunlugu d) kuyruk

uzunlugu *) p< 0.001 dizeyinde kontrolden fark

3.5.2.Kuyruk Momenti ve Migrasyonun Belirlenmesi

Benzer sekilde genototoksisite dlgimunun kuyruga ait parametrelerinden kuyruk migrasyonu
(Sekil 6a) ve kuyruk momentinin (Sekil 6b) kontrole gore doz grubunda istatistiksel olarak

onemli oranda (p<0.001) artmis oldugu izlenmistir.
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a) K S b)

Sekil 6: Kontrol ve silfit (5mM) dozunun 24 saat inkibasyonu takiben Komet yontemi ile
degerlendirilen degerleri a) Kuyruk Momenti b) Kuyruk Migrasyonu *) p< 0.001 dizeyinde

kontrolden fark

3.6 Silfit maruziyeti sonrasinda hiicrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi

Sulfit ile muamele edilmis SHSYSY noéroblastom hicrelerinin  invazyonkapasiteleri
belirlenmistir. Kontrol grubunun invazyon kapasitesi %73 doz grubunun invazyon kapasitesi
ise %51 olarak hesaplanmistir. invazyon deneyi sonucunda silfit maruziyetiile
hucreinvazyon  kapasitesinin ~ kontrol grubuna gbére belirgin  sekilde azaldigi
gorulmektedir(Sekil 7).
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Sekil 7: Silfitmaruziyeti sonrasinda SHSYSY hucrelerinin invazyonkapasiteleri

3.7. Siulfit maruziyeti sonrasinda hiicrelerin koloni olusturma kapasitesinin
belirlenmesi

Silfit ile muamele edilmis SHSY5Y ndéroblastom hicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri
belirlenmigtir. Deney sonucunda kontrol grubunun ortalama koloni sayisinin 90 doz grubunun
ortalama koloni sayisinin 33 oldugu goértlmustir. Koloni testi sonucunda silfit ile muamele
edilmismis SHSY5Y noroblastom hicrelerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda koloni

olusturma kapasitelerinin belirgin sekilde azaldigi gértlmektedir(Sekil 8).
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Sekil 8: Silfit maruziyeti sonrasinda SHSY5Y hicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri
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4. TARTISMA VE SONUG

Gergeklestirmis oldugumuz projemizde, SHSY5Y hicre dizinini model sistem
kullanilarak nérotoksik oldugu bilinen stilfit maruziyeti sonrasindaki kanser hiicre davranisi
etki mekanizmasi morfolojik/molekiler diizeyde arastiriimis ve URG4'Un ndroblastoma da
onkogenik fonksiyonu ve molekiler etki mekanizmasi ortaya koyulmaya calisiimistir.Reist ve
ark. (1998), sulfit radikallerinin DNA ve protein hasarini uyararak hicre 6limine neden
oldugunu belirtmislerdir. Bir baska calismada da, silfitin gesitli kosullar altinda ndrotoksik
ajan olarak rol alabilecegini bildirmisler fakat silfitin nérotoksik mekanizmasinin tam olarak
aydinlatilabilmesi icin daha ¢ok in vivogalisma yapilmasi gerektigini vurgulamislardir (Reist
M,1998).Schoneich ve ark. (1995), ylksek duzeyde sulfit olusan radikalleri ile reaksiyona
girerek olusturdugu toksik etkinin hicresel bilesenlere ve proteinlere saldirmasi ile olusan
toksik etkiden daha fazla oldugunu bildirmiglerdir.Arastirmamiz sonucunda siilfit molekdltndn

SHSYSY noroblastom hicre hattinda 1Cs, dozu 24 saat sonunda 5 mM olarak saptanmisgtir

(Sekil 1).

Sulfitin DNA (zerine olan genotoksik etkisi ise pek ¢ok arastirmaya konu olmustur.
Ornegin CHO-AS52, CHL, hamster V79 gibi hiicre dizilerinde ve fibroblastlarda DNA
mutasyonlarina ve hasarlarina yol acgtigi gosterilmistir ve oksidan stresin nukleik asit
bazlarini hasarladigi tek ve cift iplik DNA kiriklarina sebebiyet verdigi iyi bilinmektedir (Meng
Z, 1999 ; Kargacin B, 1993).Calismamizda sulfitin genotoksik etkisini test etmek i¢cin Komet
analizini kullandik. Komet yonteminin temel prensibi hiicrelerin DNA’larini tek tek inceleyerek
kimyasal ve fiziksel nedenlerle olugan genotoksik ve sitotoksik etkisi muhtemel ajanlarin canli
hlcreler Gzerindeki etkilerini tespit etmektir. Genel olarak, canli dokulardan izole edilen
cekirdek icindeki DNA, ince bir agaroz jel icine fikse edilir ve elektroforetik ortamda yaratalar.
Eger c¢esitli genotoksik ajanlarla hasarlanan DNA'lar tamir mekanizmalar ile tamir
edilememis, tek veya cift DNA zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan farkli molekl
agirliklarina ve farkh elektrik yukine sahip kiriimis DNA molekdlleri elektroforetik ortamda
farkh hizlarda go¢ ederler. Bu molekuller DNA spesifik boyalarla boyanip floresan mikroskop
altinda incelendiginde hasarin derecesine gére DNA'lar dairesel formdan kuyruklu yildiza
benzer forma kadar c¢esitli derecelerde géruntuler olusturlar (Dikilitas M ve Kogyigit A, 2010;
Dinger Y. ve Kankaya S.,2010).

Didenko (2006) ve Fidan, DNA hasari olugsmaya baglamis ise fragmentlerin miktarina,
DNA zincir kiriklarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagh olarak normalde duizgun
kenarli gérintinin DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina goé¢i nedeniyle dizensiz bir hal aldigini

ve merkezden kenara dogru uzama gorulduguni ve bu uzamanin hasar ile dogru orantili
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oldugunu belirtmiglerdir. Bizim sonuglarimizda literatirdeki DNA hasari arttikca DNA
kiriklarinin kuyruga dogru goécgine bagh uzayip kuyruklu gérinti almasi ile uyumlu idi (Fidan
AF; Didenko V,2006). Genotoksisite sonuglarini 6zetlemek gerekirse bas uzunlugu sulfit
grubunda kontrole gdre anlaml olarak azalirken genotoksik etkiyi arttiriyordu. Bu bulgu ile
uyumlu olarak bas yogunlugunun da benzer bir kalipla azaldi§i izlendi. Parcalanan genetik
materyalin kuyruga ait parametreleri olan kuyruk uzunlugu, migrasyonu, yogunlugu ve
momenti ise benzer sekilde kontrole goére silfit grubunda anlamli olarak arttigi, istatistiksel

olarak daha da dnemli oranda anlamli oldugu bulunmustur.

Custom panelleri kullanilarak hiicre dénglisi ve apoptozda goérevli olan genlerin
ekspresyonlari ve URG4’ln degisimi arastiriimistir. Deney sonuglarimiz, sulfit maruziyetinin
URG4’Un htcre proliferasyonu, hiicre donglst ve apoptozda rol alan bazi énemli gen

ifadeleri Gzerinde etkili oldugunu géstermektedir.

Hucre dongusU her zaman siki bir kontrol icerisinde ilerler. Bu kontrollerde siklinler,
siklin bagimh kinazlar (CDK) ve onlarin inhibitorleri gérev alirlar.Siklinler; hicre déngusu
esnasinda gerektii zaman sentezlenen ve ardindan goérevini tamamladiginda hizla
parcalanan bir protein ailesidir. Siklin bagimh kinazlar ise hicre donglsu duzenleyici
proteinleridir ve sadece siklinlere baglandiklarinda aktive olmaktadirlar (Esposito,2004 ; Evan
G. 1998). Siklin bagiml kinazlar hidcre doéngusunidn ilerlemesinde 6énemli role sahiptirler.
Gunku bunlarin bir sekilde inaktive olmasi mitozun engellenmesine neden olmaktadir. Hicre
dongusu inhibitoérlerinin fonksiyonlari ise siklin/CDK komplekslerinin aktivitelerini siki bir
sekilde denetlemektir.Pek cok kanser turinde proapoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasinda dengesizlik olusur. Dengenin antiapoptotik proteinler ydéniine kaymasi kanserlesen
hicrenin kontrolli olarak kendini dldirememesine neden olur. Sonugta bazi kanser
tirlerinde, bu dengeyi saglayacak vyeni ilaglarin gelistirimesi tedavi secenegi olarak
goriulmektedir (Fesik W.S, 2000). Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri
normal sartlarda hicrelerde sessiz halde bulunurlar. Bu proapoptotik Uyeler aktive
edildiklerinde sitokrom c’nin sitoplazmaya ge¢cmesini saglarlar. Bid'in kirllmasina, dolayisiyla
aktiflesmesine, yol agan etken kaspaz-8’in aktivasyonudur. Aktif kaspaz-8, Bid'i kirar;
bdylece, 15 kDa'luk bir karboksi terminal parga olusur. Bid ayrica diger hicre ylzey olum
reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciliiyla da aktiflesir. Bid karboksi terminal parcasi Bak

aracili sitokrom c saliverilmesini de aktiflestirir (Petros A, 2004).

Satiroglu-Tufan ve arkadaslar tarafinda elde edilen URG4 gen dizisi sonuglari, insan
genom dizisi sonuglari ile karsilastirildiginda, URG4’4an kromozom 7p13 bdlgesine lokalize

oldugu ve daha dnce tanimlanan genler ile herhangi bir uyum gdstermedigi bulunmustur.
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Ayrica URG4’lin sitoplazma icinde 922 aminoasit igceren bir protein sentezledigi de tespit
edilmistir. Cesitli bilgisayar programlari yardimiyla URG4’Gn cDNA’si kullanilarak antijenik

peptitler secilmis ve URG4’e kargi 6zellikli antikor ayni grup tarafindan gelistiriimigtir.

URG4 antikoru kullanilarak yapilan immuinohistokimya deneyleri ile HBV ile enfekte
olan karaciger ve hepatoseliller karsinom olgularinda asiri miktarda URG4 protein
ekspresyonu goézlemlenirken, HBV ile enfekte olmayan karaciger dokularinda ¢ok az
miktarda URG4 protein ekspresyonu saptanmistir. Bu sonuglar, RNA dizeyinde Northern
Blot ve bununla birlikte in situ hibridizasyon ydntemleri kullanilarak yapilan deney sonugclari
ile de desteklenmistir. Hepatosellller karsinom olgularinda URG4 ve HBV X protein
ekspresyonunun ayni hicrelerde birlikte lokalize olduklari saptanmistir. Bu asamaya kadar
elde edilen arastirma sonuglarinin timd URG4’Un in vivo ortamda HB X proteininin dogal bir
efektdrl olabilecegi hipotezini guglendirmistir. In vitro ortamda yapilan deneylerde, URG4’ln
HepG2 hiicre hattina transfekte edilip asiri ekspresyonun saglandiginda, buyime faktori
varliginda veya yoklugunda hucre proliferasyonunu arttirdiyi gozlemlenmistir. Bu bulguyu
destekleyen diger calismalarda; yumusak agar besi yerinde yapilan deneylerde koloni
olusumunu ve immudn sistemi baskilanmig farelerde yapilan deneylerde timoér olusumunu
hizlandirdigi saptanmistir. Yapilan tim deneyler sonucunda elde edilen gézlemler, URG4’ln
bu &zelliklerinin  onkogenlerin karakteristik fonksiyonlarina benzedigi, HBV X proteini
varliginda ekspresyonu artan URG4Un ¢ok basamakli hepatoseliler kanser
karsinogenezinde o6nemli rol oynayabilecek yeni aday onkogen olabilecegini
dusundirmektedir (Huang J, 2009; Song J,2006 ; Tufan N.L, 2002 ; Tong G.D,2007 ). Bunun
yaninda yeni calismalar, mide kanseri ve osteosarkom olgularinda da URG4'Gn aday bir
onkogen olabilecegini desteklemektedir. Mide kanseri ile yapilan ¢alismada URG4’Un siklin

D1 ekspresyonunu arttirdi§i ve boylece hlcre dongusiunde hizlandigi gosterilmistir.

Bu c¢alismanin sonucunda da sUlfit maruziyeti sonrasi ndéroblastom hicre hatti
SHSYS5Y'de URG4 ifadesinin doz gruplarinda baskilandigi ve bunun sonucunda siklin D1
ekspresyonunu azalttigi ve hicre dénglUsuinu yavaslatip durdurdugu gdsterilmistir. Ayrica
calisma sonunda hlicre dongusiunde goérevli siklin D1, siklin D2, CDK4, CDK6 ve apoptozda
gérevli bax, Bcl-2,bid gibi genlerin ifadelerindeki degisim anlamli bulunmustur. invazyon ve
koloni calismalari ile de siilfit molekuliniin SHSY5Y hiicrelerinde doz gruplarinda kontrole

gore invazyonu ve koloni olusumunu azalttigi gosterilmistir.

Sonug¢ olarak bu calisma kapsaminda néroblastom gelisiminden sorumlu olabilecegi
dagundlen yeni bir gen olan URG4 geninin ve diger kemoteropetik ajanlar gibi toksik oldugu

bilinen ancak tedavide kullaniimayan sulfitin genetik degisiklikler Uzerinde etkisinin
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arastiriimis  ve elde edilen veriler 1si§ginda, noéroblastom gelisimi ile sonucglanan
karsinogenezde URG4/URGCP’nin  bilinmeyen mekanizmasina katki  saglayacagi
dusundlmektedir. Bu calisma, noéroblastom tedavisinde yapilacak daha detayli ve ileri

calismalara isik tutacaktir.
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