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ONSOZ
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SIMGELER VE KISALTMALAR

4NQO 4-nitrokinolin-1-oksit

AAF N-asetil-2-aminofloren
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BER Base excision repair (Baz ekzisyon tamiri)
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1. GIRIS

1.1. Deoksiriboniikleik asit: DNA

DNA’nin yapist aydinlatilmadan 6nce bir¢ok bilim insaninin goriisii genetik
materyalin proteinler olabilecegi yoniindeydi. Ancak, DNA ile ilgili ilk kanitlar
1940’1 yillarda yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. ilk olarak 1944 senesinde
Oswald Avery ve arkadaslart DNA aktariminin bakteriler arasinda gerceklestigini ve
bdylece hastalik yapici 6zellikte olmayan bakterilerin hastalik yapict 6zellige sahip
olabildiklerini gostermistir. 1952 yilinda Alfred Hershey ve Martha Chase viral
DNA’nin bakterilere enjeksiyonu ile faz viriislerinin bakterileri enfekte ettigini
gosteren bir ¢alisma yayinlamistir. 25 Nisan 1953 senesinde James Watson ve Francis
Crick ¢ift heliks terimini bilim diinyasina kazandirarak DNA’nin yapis1 hakkinda bir
goriis ortaya koymustur. Watson guanin bazinin sitozin ile, adenin bazinin ise timin
ile eslesen benzer yapilara sahip oldugunu ve bodylece bazlarin DNA’nin heliks
yapisina en uygun olacak sekilde yerlestigini gozlemleyerek, DNA yapisinin
aydinlatilma siireci devam etmistir. Watson’in bu bulgusu Erwin Chargaff’in biitiin
tiirlerin DNA’sinda esit sayida guanine karsilik sitozin ve esit sayida adenin bazina
karsilik timin oldugu kesfi ile de desteklenmistir. 1957 senesinde Crick bir proteindeki
aminoasit dizisinin bir baz dizilimi ile kodlandigini ne stirmiistiir. Bu durum Brenner
isimli arastirmacinin proteinlerdeki 20 aminoasitin kodon olarak bilinen ii¢lii baz
dizileri tarafindan kodlandigi yoniindeki bulgusu ile desteklenmistir. Crick bu
gorlisiiniin yam1 sira bilim diinyasina “santral dogma” terimini kazandirarak bir
bilginin niikleik asitlerden proteinlere dogru gecebildigini ancak bu durumun tam tersi

yonde olmasinin miimkiin olamayacagini belirtmistir. 1961 yilinda Crick ve ¢aligma



arkadaglar tiglii baz kodonlarinin varligini dogrulamas, biitiin kodonlarin tanimlanmasi
ise 1966 yilinda Har Hobind Khorana adli arastirmacinin ¢alismalar ile
tamamlanmistir. 1962 senesinde DNA’nin yapisinin aydinlatilmasia katki veren
Watson, Crick ve Wilkins’e Nobel Odiilii verilmistir. DNA’nin ¢ift heliks yapisinin
aydinlatilmasi tip ve biyoloji alanina dnemli katkilar saglamistir. Kanser ile iligkili
tiimorler ve bunlarin ilag tedavilerinde, antibiyotik direncinin belirlenmesinde ve nadir
goriilen hastaliklarin kesfi ve tedavisinde DNA ile ilgili ¢calismalar 6nemli veriler

saglamaktadir (Ferry, 2019).

1.2. DNA hasar tiirleri ve DNA tamir mekanizmalari

Kalitimin en temel yapisi olan DNA reaktif bir molekiil olup endojen ve ekzojen
ajanlarin neden oldugu yapisal degisikliklere karsi oldukca hassastir. Biitiin canli
organizmalar yasamlar1 boyunca DNA’da degisikliklere neden olan fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ajanlara maruz kalmaktadir. Ancak organizmanin saglikli bir sekilde
hayatin1 siirdiirmesi genomik biitiinliiglin korunmasina baghdir. Organizmalar
genomlarinda meydana gelebilecek hasarlara karsi bircok koruma stratejisi
gelistirmistir. Canli sistemlerde bulunan ¢esitli DNA tamir mekanizmalari sayesinde
DNA hasar1 dogrudan ya da dolayli olarak ortadan kaldirilmakta ve bdylece hiicre
dongiisii devam ettirilmektedir. Bir bagka durumda ise organizmalar DNA hasarindan
kacarak DNA’nin replikasyonu sirasinda hasarsiz tamamlayic1 iplik tarafindan
saglanan bilginin kullanilmas:1 yolu ile hasarin kopyalanmasinin 6niine gegmektedir
(Baynton ve Fuchs, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017). Genel olarak bir organizmanin
DNA hasarina verdigi yanitlar; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri ile
iligkili genlerin devreye girmesi ve programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis
slirecinin yasanmasi seklinde siralanmaktadir (Khanna ve Jackson, 2001). Dengenin
saglanamadig1 durumlarda ise kanser basta olmak iizere ¢esitli hastalik durumlar

ortaya ¢cikmaktadir (Baynton ve Fuchs, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).



Hiicresel sistemler DNA’da olusan hasara karsi DNA tamir mekanizmalari,
DNA hasarina karsi gelistirilen tolerans, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve hiicresel
O0lim yolaklar1 araciligi ile genomik biitiinliigii korumaya c¢alismaktadir. DNA
hasarinin devam etmesi durumunda programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen
apoptozis durumu devreye genomik dengesizligi gidermek i¢in girmektedir. Bu durum
hasara karsit hiicrelerin vermis oldugu diizenleyici bir yamittir (De Boer ve

Hoeijmakers, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).

Bugiine kadar 130°dan fazla DNA tamirinden sorumlu olan gen tanimlanmustir.
Meydana gelen DNA hasar tiiriine baglh olarak farkli tamir mekanizmalar1 devreye
girmektedir. DNA tamir yolaginda meydana gelen herhangi bir defekt cesitli
hastaliklarla iligkilendirilmistir. Bunlardan biri Cockayne sendromu (CS), digeri de
ataksi teleanjiektazi (AT) dir. Bu hastaliklar diginda bazi kanser tiirleri de DNA tamir
mekanizmasinda meydana gelen hasarlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin
herediter kolon kanseri yanlis eslesme tamir mekanizmasinda goriilen mutasyon
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Slupphaug ve ark., 2003). DNA hasar sinyal ve tamir
mekanizma yolaklarinda olusan defektlerin anlagilmasi basta birgok kanser tiirti olmak
tizere, ¢esitli hastaliklarin aydinlatilmasinda 6nem tasimaktadir (Khanna ve Jackson,
2001).

DNA’nin yap1 ve biitiinliigiinii etkileyen degisiklikler DNA’daki kimyasal
baglarin ~ deaminasyon,  depiirinasyon  gibi  stabilite = problemlerinden
kaynaklanabilecegi  gibi, iyonize radyasyon gibi dis faktorlerden de
etkilenebilmektedir. Bu faktorler DNA’da tek ve/veya ¢ift zincir kiriklari, iplik i¢i ya



da iplikler arasi ¢apraz baglar ya da kimyasal baz degisiklikleri gibi hasar durumlarini

meydana getirmektedir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000).

DNA hasar1 kaynagina gore endojen ve ekzojen DNA hasarlar1 olmak tizere iki
sinifta toplanir. Endojen DNA hasari hiicrelerin yapisinda bulunan su ve reaktif oksijen
tiirlerinin hidrolitik veya oksidatif reaksiyonlar vermesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Ekzojen DNA hasar1 ise UV, iyonize radyasyon, alkilleyici ajanlar, ¢cevresel stres gibi
cesitli dis etkenlerin DNA’ya hasar vermesidir (Chatterjee ve Walker, 2017). DNA

hasar tiirlerinin siniflandirilmasi Sekil 1.1.’de verilmistir.

DNAHASAR
TURLERI

ENDOJEN DNA| |EKZOJEN DNA|

HASARI HASARI
Replikasyon St
hatalar ve yanls ra(}ir)?:gin
baz eglesmesi
Baz
deaminasyonu e

DNA metilasyonu  |Alkalleyici ajanlar

Abazik bolgeler Aromatik aminler

- e Polisikli aromatik
Oksidatif DNA hidrokarbonlar
(PAH)
Toksinler

Sekil 1.1. DNA hasar tiirleri



1.2.1. Endojen DNA hasari

Endojen kokenli DNA hasari, ekzojen DNA hasarina kiyasla daha yiiksek
oranda ger¢eklesmektedir. Ancak ekzojen kaynaklarin endojen DNA hasarim
indiikledigi bilinmektedir. Ozellikle bir¢ok kanser tiiriiniin ortaya ¢ikmasinda ekzojen
faktorlerin neden oldugu endojen hasarlar rol oynamaktadir. Ayrica ekzojen faktorler
endojen degisimlere neden olarak bazi genlerin ekspresyonunda degisikliklere neden
olur. Bu baglamda endojen faktdrlerin neden oldugu DNA hasarlarinin anlasilmasi,
ekzojen faktorlerle olan etkilesimin ve kanser gibi Onemli hastaliklarin

aydinlatilmasinda 6nem tagimaktadir (De Bont ve van Larebeke, 2004).

Endojen DNA hasarina neden olan durumlar: reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi
(oksidatif stres), lipid peroksidasyon (aldehit tiirevlerinin olusumu), Ostrojen
metabolitleri, metilleyici ajanlar (S-adenozil metiyonin gibi), hidroliz, hidrolitik
deaminasyon ve karbonil stresidir. Reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species:
ROS) DNA hasarina neden olan en 6nemli kaynaktir. En ¢ok bilinen ve arastirilan
oksidatif DNA lezyonu ise 8-0kso-dGuanindir. ROS disinda lipid peroksidasyonu
DNA hasarina yol agmaktadir. Lipid peroksidasyon sonucunda DNA’ya hasar verme
potansiyeline sahip olan aldehit tiirevleri olugsmaktadir. En fazla ortaya ¢ikan aldehit
tiirevlerinden en toksik olani 4-hidroksinonenal (HNE) ve en mutajenik olani ise
malondialdehittir (MDA). Bu bilesikler DNA’daki bazlarin halka dis1 yapisinda
eklentilere neden olur ve ayrica baz eslesme bolgelerini bloke eder (De Bont ve van
Larebeke, 2004).

Replikasyon hatalar: ve yanlis baz eslesmesi: Dogru bir DNA sentezi hiicre

dongiisinde DNA polimeraz enzimleri tarafindan uygun baz eslesmesi ile



gerceklestirilir. Polimeraz enzimlerinin uygun bazi eslestirmesi termodinamik stabilite
ve uygun geometrik sekil ve biiyiikliikteki bazin enzimin aktif bolgesine yerlesmesi ile
saglanir. Yanlis eslesme durumu hem yanlis eslesme tamir mekanizmasi hem de 3°-5°
deoksiniikleotit ekzoniikleaz enzimi ile kontrol edilir. Ancak hiicrelerde yanlis baz
eslesmesi, tek baz yerlesmesi ya da baz silinmesi durumu gergeklesebilmektedir. Bu
durumun tamir edilememesi durumunda ise bir sonraki replikasyon basamaginda

mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Baz deaminasyonu: Baz deaminasyonu durumunda sitozin, adenin, gaunin ve 5-
metil-sitozin halka dis1 amin yapisini kaybederek sirasiyla urasil, hipoksantin, ksantin

ve timine doniismektedir (Chatterjee ve Walker, 2017).

DNA metilasyonu: Organizmalarda oksijen disinda DNA’da hasara neden olan
baska molekiiller de bulunmaktadir. Bunlardan biri de DNA’nin enzimatik
metilasyonunda metil grubu dondrii olarak goérev yapan S-adenozil metiyonindir
(SAM). Normal islevini kaybeden SAM N’-metilguanin, sitotoksik DNA lezyonu olan
N3-metiladenin ve mutajenik oOzelligi en fazla olan OS-metilguanin yapilarin
olusturmaktadir. Ozellikle O®-metilguanin ve buna bagli O*-metiltimin ve O*-etiltimin
mutajenik Ozellikteki bilesiklerdir. Bu bilesikler G:C>A:T ve T:A>C:G doniisiim
mutasyonlarina neden olmaktadir. SAM tarafindan iiretilen diger mindr metil lezyon
iirinlerine ise N3-metiltimin ve N3-metilsitozin yapilar1 6rnek verilebilir. Organizmada
metillenmis bazlar DNA’dan O%-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT) ile ya da
baz ekzisyon tamir (BER) yolagi ile kaldirilmaktadir (De Bont ve van Larebeke, 2004;
Chatterjee ve Walker, 2017).



Abazik (apiirinik/apirimidik) bolgeler: N-glikozil baglarinin hidrolize olmasi1 ya
da DNA glikozilaz enzimi tarafindan pargalanmasi sonucunda ortaya ¢ikan DNA hasar
tiirtidiir. Tamir edilmediginde mutajenik 6zellik gosterebilen abazik bolgeler stabil
olmayip B-eliminasyon reaksiyonu ile kolaylikla tek zincir kiriklarina doniisme
egilimindedir. Bu bolgeler genellikle endoniikleaz enzimi ile baz ekzisyon tamir yolagi

ile tamir edilmektedir (De Bont ve van Larebeke, 2004; Chatterjee ve Walker, 2017).

Oksidatif DNA hasari: Aerobik solunum yapan canlilarda hiicresel solunum
sirasinda elektron transport zincirinin yan triinii olarak reaktif oksijen tiirleri agiga
cikmaktadir. Ayni zamanda katabolik oksidaz, anabolik siiregler ve peroksizomal
metabolizma sonucunda da reaktif oksijen tiirleri ortaya g¢ikar. Diisiik seviyelerde
onemli hiicresel fonksiyonlar1 bulunan (redoks reaksiyonlarinda hiicresel mesajci
olarak gbrev yapma, immiin sistemde patojenlerle savagmada) reaktif oksijen
tirlerinin seviyesinin organizmada artmasi sonucunda DNA’da oksidatif baz
lezyonlari ve 2-deoksiriboz degisiklikleri meydana gelmektedir (Chatterjee ve Walker,
2017). En yaygin olarak goriilen oksidatif baz hasar tiirleri 8-oksoguanin veya 8-0ksoG
olarak da bilinen 7,8-dihidro-8-oksoguanin ve timin glikoldiir (Slupphaug ve ark.,
2003). Hiicre igerisinde bu durum mitokondride solunumun kisitlanmasi, DNA’nin
histon yapis1 ile korunmasi, siiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimlerle
reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi ile kompanse edilir (Chatterjee ve Walker,
2017). DNA, protein ve lipid gibi makromolekiil yapilarina zarar verme potansiyeline
sahip reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali yer alir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve ark., 2003).
Organizmada hidrojen peroksitin Fe*? ile Fenton reaksiyonu sonucu agiga gikan
hidroksil radikali, reaktif oksijen tiirleri arasindan en reaktif tiirdiir. Oksidatif DNA
hasar1 sonucunda okside bazlar ya da zincir kiriklar1 meydana gelmektedir. Hidroksil
radikali elektrofil o6zellikte olup, DNA’nin ¢ift baglari arasina girerek metil
gruplarindan hidrojen atomlarimi ¢ikartir ve seker kalintilari ile etkilesime girerek
DNA yapisin1 bozmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017). Ornegin hidroksil radikali
C5/C6 c¢ift baglarinda yer alan timin bdolgesine atakta bulunarak timin glikol



kalintilarint olusturmaktadir. Bunun disinda adenin ve guanin yapisindaki imidazol
halka yapisin1 agarak DNA hasarina neden olan formamidopirimidin yapisinin
olusumuna neden olmaktadir. Hidroksil radikali guanin bazinin C8 kalintisim
hidroksilleyerek doymus imidazol halkas1 igeren 7,8 dihidro-8-oksoguanin yapisini
olusturur (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve ark., 2003). Bu yap1 sitozin
yerine adenin bazi ile esleserek DNA’da mutasyona neden olur (Chatterjee ve Walker,
2017). Oksidatif DNA hasar1 baz ekzisyon tamir yolagi ile ya da tek zincir/gift zincir
kirik tamir yolaklari ile diizeltilmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve
ark., 2003).

1.2.2. Ekzojen DNA hasar

Iyonize radyasyon (IR) sonucu olusan hasar: Direkt ya da indirekt olarak
DNA’ya hasar veren IR; baz lezyonlarini olusturabilir ya da IR hasarina 6zgii tek zincir
kirtk olusumuna neden olmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017). Ayrica DNA’da
seker-fosfat yapisinda da bozulmalar goriilmektedir (Slupphaug ve ark., 2003).

UV wsinlara maruz kalma sonucu olusan hasar: UV-C, UV-B ve UV-A olmak
tizere 3 farkli gruba ayrilan UV 1smlarmin her birinin dalga boylar1 birbirinden farkl
olup, DNA’nin absorblayabildigi UV radyasyon boyu 260 nm’dir. UV 1sinlari; UV
1sinlarinin absorblanmasi halinde molekiillerde fotokimyasal degisiklikler meydana
getirmektedir ya da direkt olarak absorblanamayan UV 1sinlar1 molekiillerin yakininda

bulunan 1s1k duyarlastirict maddelerin  molekiilleri etkilemesi ile etkisini



gostermektedir. UV-C 1sinlar1 DNA’da siklobiitan pirimidin dimerleri ve pirimidin (6-
4) pirimidon foto triinleri olusturur (Chatterjee ve Walker, 2017).

Alkilleyici ajanlarin neden oldugu hasar: Sigara dumani, biyokiitle yanmasi,
endiistriyel islemler ve bazi kematerapdtik ajanlar ekzojen DNA hasaria neden olan
alkilleyici ajanlardir. Elektrofilik 6zellikte olan alkilleyici ajanlar niikleofilik bazin
halkasindaki nitrojen atomlarma kars1 yiiksek affinite gostermektedir. Ayrica bu
ajanlar oksijen tiirlerine kars1 da affinite gostermektedir. Komet testi yonteminde de
pozitif kontrol olarak kullanilan alkilleyici ajanlara metil metansiilfonat (MMYS), etil
metansiilfonat (EMS), N-metil-N'-nitro-nitrozoguanidin (MNNG) ve metilnitrozotire
(MNU) &rnek verilebilir. MMS, N’-metilaguanin ve N3-metiladenin olustururken,
MNNG ve MNU ise timin ile yanlis eslesme gosteren ve G:C-> A:T mutasyonalarina
neden olan O°®-metilguanin yapis1 olusturmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Aromatik aminlerin neden oldugu hasar: Sigara dumani, yakit, komdiir,
endiistriyel boyalar, pestisitler ve yiiksek sicaklikta pisen besinler aromatik amin
igeren tirtinlerdir. Aromatik aminlerden en ¢ok bilineni insektisit olarak da kullanilan
2-aminofloren (AF) ve asetillenmis tiirevi olan N-asetil-2-aminofloren (AAF) dir.
Aromatik amin iceren bilesikler guanin bazinin C8 pozisyonuna atak gostererek

DNA’da hasar olusumuna neden olmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) neden oldugu hasar: Karsinojen
kimyasallar olarak bilinen polisiklik aromatik hidrokarbonlar iki ya da daha fazla
aromatik halkalar iceren ve genellikle inert 6zellikteki bilesiklerdir. Yaygin olarak

sigara ve tiitiin dumaninda, egzoz dumaninda, komiirlesmis yiyeceklerde bulunur ve



ayrica organik maddelerin ve fosil yakitlarin tam olarak yanmamas1 sonucunda agiga
cikarlar. Polisiklik aromatik hidrokarbon yapisindaki 6nemli bilesiklere naftalen,
antrasen, piren, 1-hidroksipiren, 1-nitropiren, benzo (a) piren ve dibenzo (a) piren
verilebilir. P-450 sistemine bagli olan PAH'lar DNA ile etkilesime giren ara lirtinler
olusturmaktadir. Ozellikle karsinojenite agisindan insanlarda kansere neden olan
dibenzo (a) piren en potent polisiklik aromatik hidrokarbon yapisindaki bilesiktir
(Chatterjee ve Walker, 2017).

Toksinlerin neden oldugu hasar: Canlilarin toksinlere maruz kalmasi kontamine
olmus tahil {irtinlerinin, baharatlarin, findik ve siit ve siit iirlinlerinin tiiketimine bagh
olarak gerceklesmektedir. Toksinlerden ozellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus tarafindan iretilen Aflatoksinler canlilarin saghgi ac¢isidan Onem
tagimaktadir. Aflatoksinlerden Aflatoksin B1 en potent ve karaciger kanserine neden
olan tiirdiir. Aflatoksin B1 P450 sistemi ile aktif formu olan aflatoksin B1-8,9-epoksit
tirevine doniigiir. Bu aktif form guanin yapisindaki N7 yapisina eklenerek pozitif
yiikli 8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9-hidroksiaflatoksin B1 yapisina doniisiir. Bu yap1
DNA’da glikozilik baglar1 zayiflatarak depiirinasyona neden olmaktadir (Chatterjee
ve Walker, 2017).

1.3. DNA hasar yamit1 (DNA Damage Response:DDR)

DNA hasar yaniti; lezyona 6zgii sensor proteinlerinin hasar yanitin1 baslatmasi,
hasar yanit faktorlerinin hasarli bolgede toplanmasi ve ayrica kromatin yeniden
modelleme mekanizmasinin devreye girmesini i¢eren bir mekanizmalar toplulugudur
(Chatterjee ve Walker, 2017). Genomik biitiinliigii saglayan ve genomda meydana

gelen defektlerin ¢oziilmesinde etkin olan DNA hasar yanit mekanizmasinin igerisinde
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farkli DNA tamir yolaklari, hasar toleransi ve hiicre dongiisii kontrol noktalar1 yer
almaktadir. DNA hasar yanit mekanizmasi organizma i¢in 6nemli biyolojik islevlere
sahiptir. Bu mekanizmada yer alan faktorlerde olusacak herhangi bir problem
sonucunda norolojik bozukluklar, immiin yetmezlik ve farkli kanser tiirlerine yatkinlik
durumu gozlenmistir. Ayrica bu mekanizma sisteminde yasanan herhangi bir aksaklik
organizmanin daha hizli bir sekilde yaslanma siirecine girmesine neden olmaktadir

(Giglia-Mari ve ark., 2011).

1.4. DNA Hasar Tamir Mekanizmalari

DNA hasar tamir mekanizmalar1 Sekil 1.2.’de verilmistir.

| DNA HASAR TAMIR MEKANIZMALARI |

E EE Niikleotit ekzisyon E
= - r=4= tamiri (NER) <
& Hasarin tersine 3] & & E Tek zincir kirtk

cevrilmesi = g tamiri (SSBR)
= : = Yanlis eslesme tamiri E E
p Baz ekzisyon tamiri = Z (MMR) - g Cift zincir kirik rekombinasyon (HR)
| (BE’R) RS Z E tamiri (DSBR) Homolog olmayan oo
~N g ~N Iplikler arasi gapraz £ birlegmesi (NHET)
g U-g baglanma tamiri (ICL) E

Sekil 1.2. DNA hasar tamir mekanizmalariin simiflandirilmasi
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1.4.1. DNA baz hasari tamiri

Hasarn tersine ¢evrilmesi: Insanlarda ve memelilerde iki farkli enzim O- ve N-
alkillenmis baz yapilarini tersine ¢evirmektedir. O-alkillenmis baz yapisini tersine
ceviren enzim OS-alkilguanin-DNA alkiltransferaz iken, N-alkillenmis baz
eklentilerini tersine ¢eviren enzim ise AlkB-iliskili a-ketoglutarate-bagl dioksigenaz
(AlkB) dir. Bu enzimler hasar1 bazdaki alkil grubunu enzimin katalitik cebinde yer
alan sistein kaliitisina transfer eden basit bir reaksiyon ile tersine g¢evirmektedir

(Chatterjee ve Walker, 2017).

Baz ekzisyon tamiri (BER): Cok yonlii bir tamir sistemi olan bu yolak ile
oksidatif baz hasari, deaminasyon, alkilasyon ve abazik tek baz hasar1 tamir
edilmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve ark., 2003). DNA'nin ¢ift
heliks yapisinda herhangi bir bozulmaya yol agmayan minor kimyasal degisikliklere
sahip baz yapilart BER mekanizmasinin tamir yolaginda substrat gérevi gormektedir
(Giglia-Mari ve ark., 2011). BER yolagi enzimatik olmayan durumlarla ya da DNA-
glikozilaz enzimleri araciligi ile baslatilmaktadir (Slupphaug ve ark., 2003).
Cekirdekte hiicre dongiisiiniin G1 fazinda aktif olan bu yolak DNA hasar bolgesinde
kromatin yeniden modellenmesini takiben en az 11 farkli ve hasarli baza 6zgii DNA
glikozilaz enzimlerinin hasarli bolgeyi tanimlamasi ile baglar. DNA glikozilaz
enzimleri baz ekzisyon yolaginda gorevli enzimler olup sadece glikozilaz aktivitesine
sahip tek fonksiyonlu enzimler ya da glikozilaz aktivitesine ek olarak B-liyaz aktivitesi
ile ¢ift fonksiyonlu olabilmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve ark.,
2003). Urasil DNA-glikozilaz gibi tek fonksiyonlu enzimler hasarli bazi ortadan
kaldirarak abazik bolge olustururken, bifonksiyonel olan enzimler ise liyaz aktivitesi
ile DNA 3’ abazik bolgesini temizlemektedir. Ozellikle oksidatif stres sonucu olusan
hasarl1 bazlarin kaldirilmasindan bifonksiyonel DNA glikozilaz enzimleri sorumludur

(Slupphaug ve ark., 2003).
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Kisa ve uzun tamir yolagi bulunan BER mekanizmasinda, kisa tamir yolaginda
tek fonksiyonlu enzimler gorev alirken, uzun tamir yolaginda ise cift fonksiyonlu
glikozilaz enzimleri gérev almaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017). Kisa tamir
yolaginda tek niikloetit boslugu, uzun tamir yolaginda ise iki ya da sekiz adet niikleotit
arasindaki bosluk giderilmektedir. Her iki yolak tek zincir boslugunun olusturulmasi,
DNA sentezi ile olusan boslugun giderilmesi ve iki DNA zincirinin fosfat ester bagi

ile birlestirilmesi asamalarini igerir (Slupphaug ve ark., 2003).

1.4.2. Coklu ve hacimli baz hasarinin tamiri

Niikleotit ekzisyon tamiri (NER): NER, DNA’da meydana gelen UV isinlarin
indiikledigi lezyonlar, hacimsel kimyasal eklentiler, alkilleyici ya da oksidasyon
ajanlarinin neden oldugu baz hasarlarinin ortadan kaldirilmasinda gorev alan bir
mekanizmadir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000). Ozellikle NER mekanizmas1 aktif
olarak DNA’da kimyasal degisikliklere ve heliks yapisinin bozulmasina neden olan,
kemoterapétik ajanlarin, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin hacimsel eklentilerin
giderilmesinde rol almaktadir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000; Chatterjee ve Walker,
2017). NER mekanizmasimin anlasilmasinda Esherichia coli bakterileri tizerinde
yapilan c¢alismalar 6nem kazanmistir. Her ne kadar memeli sisteminde NER
mekanizmasi prokaryotik bir canlininkinden daha kompleks olsa da temel mekanizma
evrimsel olarak prokaryotik canlilardan daha gelismis canlilara tasinmistir. Temel
olarak bu mekanizma hasarin tanimlanmasi, hasar ¢evresinde DNA heliks yapisinin
bolgesel olarak agilmasi, hasarli iplikteki lezyonun kaldirilmasi ve iplik uzamasi

asamalarini icerir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000). Bu tamir yolaginda gerceklesen
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mutasyonlara sahip bireylerde Kseroderma pigmentosum (XP), Cockayne Sendromu
gibi gesitli hastaliklara yatkinlik gézlenmektedir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000;
Chatterjee ve Walker, 2017).

Yanlis eslesme tamiri (MMR): DNA’da replikasyon hatalar1 sonucunda meydana
gelen yanlis baz eslesmeleri diniikleotit tekrarlarini olusturmaktadir (Slupphaug ve
ark., 2003). Mayotik ve mitotik rekombinasyon, DNA hasar sinyali, apoptozis,
somatik hipermutasyon ve {li¢lii tekrar uzamasi gibi bircok cesitli hiicresel siire¢
icerisinde yer alan yanlis eslesme tamiri replikasyon boyunca ortaya c¢ikan yanlis
eslesmeleri, tekrarlayan DNA dizileri i¢indeki ekleme-silme dongiilerinin tamirinden
sorumlu mekanizmadir (Chatterjee ve Walker, 2017). Ayn1 zamanda oksidatif hasar
sonucu olusan 8-oksoguaninin tamirinde de gorev almaktadir (Slupphaug ve ark.,
2003). MMR mekanizmasinda rol alan tamir genlerinin hipoksi, inflamasyon gibi
nedenlerden dolay1 olusan gevresel stresi baskilamada rol aldig1 gosterilmistir.Ureme
hiicrelerinde gergeklesen MMR mutasyonlari bireylerin kolon ve over kanserine olan

yatkinhigini artirmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Iplikler arasi capraz baglanma tamiri (ICL): DNA’da ¢apraz baglanmaya neden
olan ajanlarin tamamlayici ipliklerden iki bazin kovalent olarak baglanmasi sonucunda
ortaya c¢ikan durum iplikler arasi ¢apraz baglanma olarak bilinmektedir. Capraz
baglanmaya neden olan ajanlara platin bilesikleri, nitrojen hardal gazi, alkilleyici
ajanlar ornek verilebilir. Fanconi anemia (FA) adiyla bilinen proteinler tarafindan

iplikler aras1 ¢apraz baglanma hasar1 tanimlanmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).
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1.4.3. DNA zincir kiriklarinin tamiri

Tek zincir kirtk tamiri (SSBR): Tek zincir kiriklar1 genellikle DNA'min oksidatif
hasar1, abazik bolgeler ve DNA topoizomeraz-1 enziminin yanlis aktivitesi sonucunda
ortaya ¢ikan durumdur. Tek zincir kiriklarinin tamir edilmemesi durumunda DNA
replikasyonunun bozulmasi, transkripsiyonun durmasi ve hiicresel NAD+, ATP ve
apoptoz indiikleyici faktorlerin hiicreden salindigt PARP1 aktivasyon durumu
gergeklesir. Uzun ve kisa yolak olmak tizere iki farkli tek zincir tamir kirik

mekanizmasi bulunmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Cift zincir kurik tamiri (DSBR): Hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini etkileyen
ve DNA hasar tiirlerinden en tehlikeli olan DNA c¢ift zincir kiriklar1 iyonize radyasyon,
radyomimetik kimyasallara maruziyet, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
kromozomlar {izerindeki mekanik stres, replikasyon ¢atalinin DNA lezyonlarina atak
yapmast sonucunda ya da rekombinasyon siireci boyunca ara {iriin olarak ortaya
cikmaktadir (Khanna ve Jackson, 2001; Slupphaug ve ark., 2003). Cift zincir kiriklar
hiicre i¢in oldukca toksik bir durum olup tamir edilemedigi durumda hiicrenin
6liimiine neden olmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug ve ark., 2003).
Biyolojik olarak organizma i¢in 6nem arz eden ¢ift zincir kiriklarinin tamiri diger
DNA hasar tiirlerinin tamirine gére daha zordur. Ozellikle ¢ift zincir kiriklar:
sonucunda bir kromozom bdlgesi silinerek timdr baskilayict bir gen olusabilir, ya da
bagka bir kromozom bdlgesi amplifiye olarak onkogenik potansiyele sahip proteinlerin
kodlanmasina neden olabilmektedir (Khanna ve Jackson, 2001). DNA’daki ¢ift zincir
kiriklarinin tamirinde birgok mekanizma gorev almaktadir. Hasarin belirlenmesine
yardimer sinyallerin olusumu ile baslayan slirece homolog rekombinasyon (HR) ve
homolog olmayan ug birlesmesi (NHEJ) olan iki farkli tamir mekanizmasi, hiicre
dongiisiiniin durmasi, apoptoz ve hiicre i¢in gerekli olan adaptif yanitlarin tliretilmesi
destek olmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017; Khanna ve Jackson, 2001; Slupphaug

ve ark., 2003). Cift zincir kirik tamir mekanizmasi temelde homolog rekombinasyon
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(HR) ve homolog olmayan ug birlesmesi (NHEJ) seklinde iki yolak igerir (Chatterjee
ve Walker, 2017). Farkli mekanizmalar ve farkli proteinler ile tamir siirecinde gorev
alan bu iki mekanizmanin ortak yonii, hasarin belirlenmesinde ve hasarin tamirinde
gorevli tamir faktorlerinin devreye sokulmasinda gorev alan kinaz yapili ATM
proteinine ihtiyag¢ duymasidir. Her iki mekanizma da hiicre dongiisiinlin farkli
asamalarinda baskin olmaktadir. HR tamir mekanizmasi hiicre dongiisiiniin S fazindan
sonra etkin olarak gérev alirken, NHEJ yolag: ise homolog kromozomlarin meydana
geldigi G1 fazinda baskin olmaktadir (Slupphaug ve ark., 2003). NHEJ tamir
yolaginda gorevli olan yap1 Ku proteinidir. Bu protein DNA’nin serbest ug¢larina
baglanmaktadir. Ardindan Xrcc4 proteini DNA ligaz IV ile birlikte tamir siirecince
gorev alir. Tamirin ligasyon oncesi basamaginda helikaz ve ekzoniikleaz aktivitesi
iceren Rad50-Mrell-Nbsl kompleksi rol oynamaktadir. Homolog rekombinasyon
yolaginda ise DNA ucuna baglanan protein Rad52’dir. Bu yolakta gorev alan bir diger
protein ise saglam iplik isgaline yardimci olan Rad51 proteinidir. Saglam olan iplikten
gerekli bilgi alindiktan sonra homolog rekombinasyon siirecinde zincir uzama islemi
DNA polimeraz enzimi ile gergeklesir. Zincir uclarinin baglanmasinda ise DNA ligaz
I enzimi gorev yapmaktadir. Homolog rekombinasyon mekanizmasinda iki hasarsiz
ucun birlesmesi s6z konusu iken, NHEJ mekanizmasinda bu durum gegerli
olmamaktadir. Genellikle, NHEJ mekanizmasi kii¢lik sekans silinmelerine neden olan
hatalara daha yatkin bir yolaktir. Baslangictaki ¢alismalar 6karyotik hiicrelerde cift
zincir kiriklarinin tamirinde baskin olan yolagin NHEJ oldugunu bildirse de
gliniimiizdeki arastirmalar bu hiicre tiirleri i¢in homolog rekombinasyon yolaginin da
hayati 6neme sahip oldugu yoniinde sonuglar bildirmistir (Khanna ve Jackson, 2001).
Bu mekanizmalarda yasanan herhangi bir defekt sonucunda ataksi teleanjiektazi (AT)
ya da ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde gorev alan BRAC2 genindeki mutasyon sonucu
ortaya ¢ikan meme kanseri gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Slupphaug ve ark.,
2003).
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1.5. Genotoksisite tesleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite hiicre DNA’sinda, kromozomlarda veya
DNA replikasyon mekanizmasinda meydana gelen degisiklikleri ve olusan hasari ifade
eden genel bir tanimdir. Genetik toksisiteye neden olan genotoksik etkili bilesiklere
ise genotoksin adi verilmektedir (Mouchet ve ark., 2005). Genotoksik ajanlara 6rnek
olarak endiistriyel kimyasallar, pestisitler ve farmasotik bilesikler verilebilir ve bu
ajanlar DNA seviyesinde baz eklentileri, yanlis baz eslesmesi veya baz silinmesi gibi
degisikliklere neden olabilecegi gibi; mikrogekirdek olusumu, anoploidi gibi
kromozomal hasarlar da meydana getirebilir (Mouchet ve ark., 2005; Umbuzeiro ve
ark., 2017). Meydana gelen bu durumlar genotoksisitenin belirtecleri olarak
bilinmektedir ve bu belirtecler genotoksisite testleri ile tespit edilmektedir (Mouchet
ve ark., 2005).

DNA hasarlarinin, gen mutasyonlarinin, kromozomal aberasyonlar gibi geri
doniigsiiz  hasarlarin  tespit edilmesinde kullanilan  genotoksisite testleri
farmasoétiklerden kozmetik iriinlere, endiistriyel kimyasallardan gida katki
maddelerine kadar birgok maddenin giivenlilik degerlendirmesinde rol alir.
Genotoksisite testleri kimyasallarin gilivenlilik degerlendirilmesinin yapilmasini
saglayarak, uluslararasi yasalara gore canli ve ¢evre sagligini korumayi amaglar (Corvi

ve Madia, 2017).

Temel in vitro analiz serileri ile belirlenen genotoksik tehlikenin degerlendirilme
islemi gereken durumlarda in vivo hayvan testleri ile devam eder (Corvi ve Madia,
2017). Tehlike degerlendirilmesinde rol alan in vitro genotoksisite testleri hem ileri

testlerin hem de risk degerlendirilmesinin yapilmasma yardimci olur. In vitro
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genotoksisite testleri gen ve kromozomal hasarlar1 belirleyen testleri icerir. Bu
testlerdeki en 6nemli dezavantaj organizmada goriilen toksikokinetik siireglerini
(absorbsiyon, dagilim, atilim) degerlendirmede yetersiz olmasidir. Metabolizma
siirecinin degerlendirilmesi yoniinden bakildiginda ise, genotoksisite testlerinden biri
olan Ames testinde rat karaciger S9 fraksiyon ilavesi metabolizmaya iliskin bilgi
saglasa da eklenen bu fraksiyon tiim enzim sistemini temsil etmedigi icin

metabolizmaya iliskin yeterli bilgi saglanamaz (Umbuzeiro ve ark., 2017).

OECD kilavuzunda yer alan standart in vitro genotoksisite testleri sunlardir:

- Bakteriyel revers mutasyon testi (OECD TG 471)
- In vitro memeli kromozomal aberasyon testi (OECD TG 473)
- In vitro memeli hiicresi gen mutasyon testi (OECD TG 476)

- In vitro memeli hiicresi mikrogekirdek testi (OECD TG 487)

Genellikle, in vitro testlerden pozitif bir sonug elde ediliyorsa, bu ileri in vivo
hayvan deneyleri ile dogrulanir. Istenen durum ise in vitro testlerden elde edilen
sonuglarin hayvan deneyleri ile Ortiismesidir. Bu durumda, in vitro testlerinin
optimizasyonunun saglanmasi, hayvan deneylerinin gereksiz kullanimina neden

olabilecek yanlis pozitif sonuglarin dniine gegcmesi agisindan dnemlidir.

OECD kilavuzunda yer alan in vivo test yontemleri sunlardir:
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- Memeli eritrosit mikrogekirdek testi (OECD TG 474)
- Memeli kemik iligi kromozomal aberasyon testi (OECD TG 475)

- Transgenik rodent somatik ve iireme hiicresi gen mutasyon testi (OECD TG
488)

- In vivo memeli alkali komet testi (OECD TG 489)

In vivo testlerin yapilmas1 hususunda her iilkenin yasal diizenlemeleri dikkate
alindiginda farkliliklar oldugu goriilmektedir. Ornegin Avrupa bolgesinde kozmetik
iriinler i¢in in vivo testlerin yapilmasi yasaklanmistir. Ancak yine ayni bolgede
endiistriyel kimyasallar ve biyolojik iirlinler i¢in bir ya da daha fazla in vitro testlerden
elde edilen yanit pozitif ise in vivo hayvan testleri uygulanmaktadir. Eger in vitro
testlerden kesin olarak negatif sonug alinirsa ileri bir hayvan testi yapilmasina ihtiyag
duyulmamaktadir. Farmasotikler, veteriner hekimlikte kullanilan ilaglar ve herbisitler
gibi liriinlerde ise in vitro genotoksisite test sonuglarindan bagimsiz olarak, in vitro

testleri takiben in vivo hayvan deneyleri yapilmaktadir (Corvi ve Madia, 2017).

Avrupa Birligi regiilasyonuna gore in vitro genotoksisite testlerinin performansi
miimkiin derecede az hayvan kullanim1 veya hi¢ hayvan kullanmama prensiplerine
uygun olacak sekilde artirilmalidir. In vivo testlere duyulan ihtiyacin azaltilmasi igin
uygun in vitro test kombinasyonlar1 belirlenmeli ve in vitro testlerden elde edilen
sonuglarin dogrulugunun teyidi i¢in ilave ek testler uygulanmalidir. Birgok
diizenleyici kurulus in vivo hayvan testlerinin yapilmasi gerektigi yoniinde goriis
bildirmektedir. Yine de bu testlerde amag¢ hayvan kullanimini optimize ederek
kullanilan hayvan sayisini azaltmak yoniinde olmalidir. Bunu saglamak i¢in daha
kiigiik hayvan gruplari tercih edilebilir, tek cinsiyet hayvan kullanilabilir, farkl: test

sonuclar1 tek bir calismaya entegre edilebilir ve elde edilen sonuglar kisa siireli
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tekrarlayan doz toksisite caligmalar1 ile birlestirilebilir. Farkli genotoksisite
testlerinden elde edilen sonuglarin entegrasyonu genotoksisite test bulgularinin daha

dogru yorumlanmasini saglamaktadir (Corvi ve Madia, 2017).

15.1. Komet: Tek Hiicre Jel Elektroforezi

Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan genotoksisite testlerinden biri olan ve tek
hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen komet testi yontemi ilk olarak 1984 senesinde
Ostling ve Johanson adli iki arastirmacinin ndétral sartlarda g¢ekirdekten DNA
parcalarinin gogiinii gostermesi ile ortaya ¢ikmistir (Bankoglu ve ark., 2021; Lu ve
ark., 2017). 1988 yilinda Singh ve arkadaglari komet testi yontemini alkali sartlar
altinda gerceklestirmeyi basararak yontemin spesifikligini ve yeniden iiretilebilirligini
artirmis ve giiniimiizde en ¢ok kullanilan komet testi sekli haline gelmistir (Gajski ve
ark., 2021; Lu ve ark., 2017). Ancak “komet” terimi ilk kez 1990 yilinda Olive ve
arkadaglar1 tarafindan agaroz jel lizerinde goriilen DNA ’nin kuyruklu y1ldiz seklindeki

goriintiisiinii tanimlamak i¢in kullanilmistir (Meller, 2018).

1990’1 yillar komet testi yonteminin bir¢ok alanda kullanilmaya baslandig:
zaman dilimidir. 1990 yilinin baginda komet testi ilk kez saglikli bireylerde biyoizlem
caligmalarinda kullanilmigtir. Ayn1 dénemde hayvanlar iizerinde sigarada bulunan
nitrozaminlerin DNA hasarina neden oldugunu gostermek icin komet testi yontemi
kullanilmistir. 1990 yilinin ortalarinda ise mesleki ve c¢evresel maruziyetin
degerlendirilmesinde komet testi yonteminin kullanima ile ilgili raporlar yayimlanmaya

baslamistir. Bu doénem komet testi yoOnteminin antioksidan ve fitokimyasal
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caligmalarda da kullanildigi donemdir. Nanopartikiillerin neden oldugu DNA
hasarmin hiicre kiiltiirli iizerinde komet testi yontemi ile belirlenmesi ise 1997 yilina
denk gelmektedir. 1990’11 yillarin sonuna dogru ise Ulusal Kanser Ajansi'nin
monograflarindan secilen 208 farkli kimyasalin fareler iizerinde kapsamli bir sekilde

degerlendirilmesinde komet testi yontemi kullanilmistir (Meller, 2018).

Genotoksik ve fiziksel ajanlara ya da endojen faktorlere maruz kalma sonucunda
ortaya ¢cikan DNA hasari, DNA’nin genomik yapisinda meydana gelen kimyasal
degisiklikleri kapsayan bir terimdir (Bankoglu ve ark., 2021; Bolognesi ve ark., 2019;
Lu ve ark., 2017). Bir hiicre yasam dongiisii boyunca DNA hasari ile karsi karsiya
kalmaktadir (Lu ve ark., 2017). Hiicrelerin yasam dongiisii boyunca kars1 karsiya
kaldiklar1 bu durumun teorik olarak tamiri miimkiindiir ancak DNA tamirinin yanlis
yapilmasi ya da hasarin devam etmesi durumunda bu siire¢ mutasyonlara, malignant
hiicre doniigiimlerine ve hiicre 6liimiine kadar gidebilmektedir (Bankoglu ve ark.,
2021). DNA biitiinliigiiniin bozuldugu bu durum, genotoksisite testlerinden biri olan
komet testi yontemi ile belirlenebilmektedir (Gajski ve ark., 2021). DNA
biitlinliigiiniin bireysel hiicre diizeyinde belirlenebildigi bir test yontemi olan komet,
DNA hasarinin degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok yonlii, hizli ve hassas bir
yontemdir (Bolognesi ve ark., 2019; Gajski ve ark., 2021). Komet testinin bu
ozelliklerine ek olarak giivenilir sonuglar iiretmesi, diisiik bir maliyete sahip olmas1 ve
az ekipman gerektirmesi yontemin diger genotoksisite testlerinden farkini ortaya
cikaran Ozellikleridir (Gajski ve ark., 2021; Mpoller 2018). Ayrica, genotoksisite
testlerinden olan kardes kromatit degisim testi ve mikrogekirdek yontemine goére
komet testinin en Onemli avantajlarindan biri hiicre bdliinmesine ihtiyag

duyulmamasidir (Mouchet ve ark., 2005).

Tek hiicre ya da hiicre siispansiyonlarindan elde edilen hiicreler iizerine

uygulanabilen komet testi genotoksik bir ajanin etki mekanizmasini bilmeye gerek
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kalmadan, olusan DNA lezyonlarin1 genis bir aralikta tespit etmeye olanak saglar
(Bolognesi ve ark., 2019). 1988 yilinda Singh ve arkadaslar tarafindan alkali komet
testinin gelistirilmesini takiben, yontem lizerinde cesitli modifikasyonlar yapilarak
genis capta farkli tiir DNA hasarlarinin tespiti gergeklestirilmistir (Gajski ve ark.,
2021). Boylece komet testi sadece DNA zincir kiriklarini belirlemede kullanilan bir
yontem olmaktan 6te, cesitli enzim modifikasyonlari ile spesifik DNA lezyonlarinin
tespit edilmesine de olanak saglayan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Enzim
modifiye komet testi ile farkli enzimler ortama eklenerek farkli tiir DNA hasarlari
(alkillenmis bazlar, okside pirimidinler ve okside guanin yapilarl) tespit
edilebilmektedir. Enzim modifiye komet test yontemi ilk olarak Gedik ve arkadaglar
tarafindan HeLa hiicrelerinin bulundugu ortama bakteriyel T4 endoniikleaz V
enziminin ilavesi ile siklobiitan pirimidin dimerlerinin tespitinde kullanilmistir
(Moller, 2018). Enzim modifiye komet test yonteminde en fazla kullanilan enzimler
sunlardir: endoniikleaz III (Endolll), formamidopirimidn-DNA glikozilaz (Fpg), 8-
oksoguanin DNA glikozilaz 1 (OGG1). Lezyona spesifik olan bu enzimlerin
kullanilmasi ile DNA hasarinin arkasinda yatan mekanizma aydinlatilmaktadir (Gajski
ve ark., 2021). Komet testi yontemi ile ayn1 zamanda bireysel DNA tamir kapasitesi
de olglilmektedir (Bankoglu ve ark., 2021; Meller 2018). Sekil 1.3.’de komet testi ile

tespit edilebilen DNA hasarlar1 verilmistir.
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Komet testi yonteminin prensibi negatif yliklii DNA parcalarinin elektrik alanda
anota dogru goc ederek kuyruklu yildiza benzer goriintii olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Elektrik alanda anot bolgesine dogru gerceklesen go¢ DNA

zincirlerinde meydana gelen kirtk miktarimin belirleyicisidir (Bolognesi ve ark., 2019).

Yontemde tek hiicre slispansiyonu olarak agaroz jel i¢erisine gdmiilen hiicrelere
yuksek tuz ve deterjan madde ile lizis islemi uygulanir. Bu islemin amac1t DNA nin
histon yapisin1 bozarak DNA’nin niikleer matrikse siiperkoil yapisinda baglanmasini
saglamaktir. Boylece DNA kiriklarinin varliginda siiperkoil yap1 gevser ve
elektroforez asamasinda anota dogru DNA’nin uzamasi gercekleserek kuyruklu
yildiza benzer goriintii gerceklesmektedir. DN A ’nin niikleoit formuna dontistiigii lizis
asamasindan sonra elektroforez uygulamasi yapilir. Ardindan nétralizasyon islemi
gerceklestirilir. Degerlendirme asamasinda ise fluroesans boya ile boyama islemi
gerceklestirilir ve floresan mikroskop altinda DNA’da meydana gelen hasar
gortintiilenir (Gajski ve ark., 2021). DNA hasarinin degerlendirilmesi farkli hasar
smiflarini igeren gorsel skorlama yontemine ya da bilgisayar ortaminda goriintiileme
analizlerine bagli olarak yapilmaktadir. Bilgisayar ortaminda goriintiileme analizlerine
bagli olarak yapilan hasar degerlendirmesi kuyruk uzunlugu, kuyrugun floresans
ylizdesi ve kuyruk momenti gibi farkli parametrelere baghdir. Bu parametreler
arasindan DNA zincir kirikliginin siklig1 ile dogrusal bir iliskide olan DNA kuyruk
yiizdesi en giivenilir parametre olarak kabul edilmektedir (Bolognesi ve ark., 2019).
Komet testi yontemi ile hasar sonucunda meydana gelen kuyruk momentinin
hesaplanmasi ile farkli deney gruplarindaki DNA hasar1 karsilastirilabilmektedir (Lu
ve ark., 2017).

Notral ortamda uygulanan komet testi yonteminde ¢ift zincir kiriklarin tespiti
yapilirken, giinlimiizde en ¢ok tercih edilen alkali komet testinde hem tek hem de ¢ift

zincir kiriklarinin tespiti yapilabilmektedir. Ayni zamanda alkali komet testi ile alkali-
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labil bolgeler, DNA-DNA veya DNA-protein gibi ¢apraz baglanmalar,
tamamlanmamis ekzisyon tamir bolgelerini igeren tek zincir kiriklar1 da tespit
edilmektedir. Hem notral hem de alkali komet testinde fragmente DNA
goriintiilenmekte ve kantitatif olarak DNA hasar1 6l¢iilebilmektedir (Lu ve ark., 2017).

In vitro ve in vivo genotoksisite ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan komet
test yontemi preklinik ila¢ ¢alismalarinda, ¢cevresel maruziyetin degerlendirilmesinde,
mesleki maruziyet ¢alismalarinda, biyoizlemde, yasam tarzinin DNA hasarina olan
etkisinin  degerlendirilmesinde, DNA tamir kapasitesinin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Lu ve ark., 2017; Moller ve ark., 2020). Ekotoksikolojik
calismalarda yaygin olarak kullanilan komet test yontemi yaygin bir kullanim alanina
sahip nanopratikiillerin genotoksisitelerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
(Bolognesi ve ark., 2019). Ayn1 zamanda komet testi toksikolojide 6nemli bir yeri olan
risk degerlendirme ¢alismalarinda kullanim alanina sahiptir. Somatik hiicrelerde
meydana gelen DNA hasar1 hakkinda bilgi veren komet testi yontemi ayrica lireme
hiicreleri iizerinde de DNA hasarinin degerlendirilmesi ile iireme toksikolojisi

acisindan bilgi saglamaya yardimci olmaktadir (Gajski ve ark., 2021).

1.6. Pozitif Kontroller

Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (Organisation for Economic Co-

operation and Development-OECD) kilavuzunda yer alan tanima goére deneysel grup
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olarak ifade edilen pozitif kontroller bir test yOnteminin belirlenen sekillerde
gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek i¢in kullanilan kimyasal yapili bilesikler ya
da materyallerdir (Meller ve ark., 2020; Petersen ve ark., 2021). Kullanilacak
yontemde test edilmesi planlanan hipoteze uygun sekilde pozitif kontrol grubu
secilmektedir (Stone ve ark. 2009). Ornegin hiicre canliliginn belirlendigi
sitotoksisite testlerinde pozitif kontrol olarak hiicre 6liimiine neden olacak bilesikler
secilmelidir (Petersen ve ark., 2021). Bir diger 6rnek de oksidatif stres yolagi ile
indiikelenen sitotoksisite belirlenirken segilecek olan pozitif kontrol oksidatif stres
durumu olusturacak biitil hidroperoksit gibi bir ajan olmalidir (Stone ve ark., 2009).
Bu durum esas alinarak komet test yonteminde kullanilacak olan pozitif kontroller
direkt ya da indirekt etki mekanizmasi ile DNA’da hasar olusturma potansiyeline sahip
bilesikler olmalidir. Genetik toksikolojide hiicre kiiltiirii lizerinde yapilan ¢alismalarda
pozitif kontrollerin kullanimi, deneyin performanst hakkinda gerekli bilgiyi
sagladigindan dolay1 zorunludur. Komet testinde kullanilan pozitif kontroller deneyler
arasi farkliliklar1 degerlendirmek ve elde edilen sonuglarin giivenilir oldugundan emin

olmak i¢in kullanilmaktadir (Meller ve ark., 2020).

Pozitif kontrollerden elde edilen sonuglarin farkli laboratuvar calismalarinda
benzer olmayist ve farklt zaman dilimlerinde ayni yontemden ayni sonuglar elde
edememek pozitif kontrollerin kullanildig1 yontemlerde karsilasilan sinirlardan biridir
(Petersen ve ark., 2021). Laboratuvarlar arasi deneylerde olusan farkliliklar1 6nlemek
adina arastirmacilar ozellikle in vitro komet testi prosediiriinii standart hale getirmek
i¢cin kullanilacak olan pozitif kontroller ile ilgili optimizasyon yapilmasina dair goriis

bildirmislerdir (Meller ve ark., 2020).

Uygulanan komet test yontemine bagli olarak farkli pozitif kontroller
kullanilmaktadir. Ornegin, temel alkali komet test yonteminde pozitif kontrol olarak

kullanilan materyaller biri hidrojen peroksit veya X-ray i1sinidir. Enzim modifiye
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komet test yontemi olan Fpg Komet ya da oksidatif stres dlgiitlerinden biri olan
OGG1’e hassas bolgeler i¢in uygulanan komet testi yonteminde ise pozitif kontrol
olarak 1s18a duyarlilastirict Ro 19-8022 kullanilmaktadir (Collins ve ark., 2014). Bu
bilesikler disinda komet testi ydntemi uygulanarak yapilan ekotoksikoloji
caligmalarinda pozitif kontrol olarak potansiyel karsinojenik bir etilleyici bilesik olan
EMS ve metilleyici ajan olan MMS kullanilmistir (Mouchet ve ark., 2005). Ancak
komet testi ile yapilan insan biyoizlem caligmalarinda etik nedenlerden ve saglikli
bireylerin kasten genotoksik bir ajana maruz kalmayacagindan dolay1 pozitif kontrol

grubu kullanilmamaktadir (Meller ve ark., 2020).

Canlilar {izerindeki etkiler hakkinda bilgi sahibi olmak icin yapilan in vitro
calismalarda segilecek olan pozitif kontrollerin, planlanan test yonteminin amacina
uygun Ozellikler tagimasinin yani sira ayn1 zamanda doz-cevap iligkisine sahip yanitlar
olusturmasi istenmektedir. Bunun disinda pozitif kontrol olarak kullanilacak olan

bilesigin se¢iminde asagida siralanan su 6zelliklerin dikkate alinmasi gerekir (Petersen

ve ark., 2021) :

- Pozitif kontroliin arastirilacak biyolojik etki mekanizmasi ile uyumlu olmasi

- Hazirlama kolaylig:

- Kimyasal saflik orani

- Tanimh fiziksel 6zellikler

- Depolama ve kullanim sirasindaki stabilitesi

- Kullanilan test materyalleri ile fiziksel, kimyasal ve biyolojik ge¢imliligi
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- Yontemin dinamik arali§ini kapsayacak sekilde uygun yanitlar ortaya koymast
- Ticari olarak satin alinabilirlik/bulunabilirlik
- Taniml toksisite profili

- Kullanim sonras1 giivenli atilabilir durum

1.6.1. Hidrojen Peroksit (H.O,)

Radikal olmayan reaktif oksijen tiirlerinden biri olan H>O; biyolojik sistemlerde
oksidatif fosforilasyon gibi endojen fizyolojik siiregler sonucunda iiretilmektedir
(Benhusein ve ark., 2010; Halliwell 2006). Reaktif bir molekiil olmayan H,O, demir-
Il (Fe*?) ve bakir-1l (Cu*®) gibi gecis metalleri araciligi ile Fenton reaksiyonu
sonucunda son derece reaktif bir yapi1 olan hidroksil radikaline doniismektedir
(Benhusein ve ark., 2010; Halliwell 2006; Senevirathne ve ark., 2010). Hidroksil
radikali hizli bir sekilde DNA, lipidler ve proteinler gibi hiicresel makromolekiillere
baglanarak fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden olur (Senevirathne ve ark.,
2010).

H.O>’nin sistein proteaz enzimlerinden biri olan kaspaz-3°i aktive ederek
apoptozis ve nekrozise neden oldugu bilinmektedir (Benhusein ve ark., 2010; Siu ve
ark., 2009). Kaspaz-3’in H,O; ile aktive olmasi hiicre i¢ci Ca*? hemostazinda
bozulmaya neden olmaktadir (Senevirathne ve ark., 2010). Kaspaz bagimli apoptotik

stirecleri indiikleyen H2O; ayn1 zamanda kaspaz bagimli olmayan apoptotik yolaklarda
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gbrev alan proteinlerin aktivasyonunu indiiklemektedir. Buna ek olarak, bir stres
proteini olan HSP70 protein miktarinda hiicrelerin H.O’e maruz kalmasi sonucunda

artis gozlemlenmistir (Siu ve ark., 2009).

H20;’e maruz birakilan hiicrelerde belirgin bir hiicresel 6liim gozlenmistir. Bu
durum H:O;’nin sitotoksik potansiyelini ortaya koymaktadir. Sitotoksik hasar
potansiyeli olan H,O, 6zellikle merkezi sinir sistemi hiicrelerinin 6liimiine neden olan
serbest radikal tiirlerinin olusumunda rol alan 6nemli bir kaynaktir. Ayn1 zamanda
hiicrelerde oksidatif stres artisina neden olan MDA {iretimi ve LDH salimindan da

sorumludur (Senevirathne ve ark., 2010).

H>O2’nin ¢esitli hiicrelerde DNA hasarina yol agmasi komet test yonteminde en
yaygin sekilde kullanilan pozitif kontrollerden biri haline getirmistir (Bankoglu ve
ark., 2019; Benhusein ve ark., 2010; Senevirathne ve ark., 2010). DNA’da tek ve ¢ift
zincir kiriklarina neden olan H>O,’nin kullanildigi komet testi calismalarinda
maruziyet siiresi ve uygulanan konsantrasyon degerleri arasinda farkliliklar
gozlemlenmistir (Bankoglu ve ark., 2019; Benhusein ve ark., 2010). Bu durum
H.O.’nin pozitif kontrol olarak kullanildigi komet testi yonteminden elde edilen
sonuglarin farkli olmasina neden olmaktadir. Bu duruma ayrica, H.O.’nin hiicre
kiiltiiri ve saklama sirasinda diisiik stabiliteye sahip olmasmin etkili oldugu

belirtilmistir (Bankoglu ve ark., 2019).
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1.6.2. Metil Metansiilfonat (MMS)

DNA’da yanlis baz eslesmesi ve replikasyon bloklarina neden olan MMS, DNA
bazlarindaki nitrojen ve oksijen atomlarmi direkt olarak alkilleyen ve DNA’da
metilasyona neden olan gii¢lii bir klastojendir (Chang ve ark., 2002; Fatur ve ark.,
2003; Kirkland ve ark., 2016; Lundin ve ark., 2005). IARC Grup 2A sinifinda yer alan
MMS, in vivo genotoksik bir bilesiktir (Chang ve ark., 2002; Kirkland ve ark., 2016).
MMS, DNA iizerinde guanin bazini toksik ve karsinojenik olmayan 7-metilguanine ve
adenin bazini lethal bir lezyon olup DNA sentezini inhibe eden 3-metiladenin’e
donistiirerek yanlis baz eslesmesi ve replikasyon catalinda ilerleme oraninda
azalmaya neden olur (Chang ve ark., 2002; Lundin ve ark., 2005). Ayni zamanda
MMS, kromozomlar aras1 ve kromozom i¢i rekombinasyonu indiiklemektedir (Lundin
ve ark., 2005). MMS’nin DNA iizerinde neden oldugu hasar bypass tamir
mekanizmasi, baz ekzisyon tamiri ve rekombinasyon tamir yolagi ile diizeltilmektedir.
Ayrica, hiicre boliinmesinin S fazinda MMS’ye duyarli olan hiicreler, hiicre boliinme
dongiisii kontrol noktasi proteinleri ile de MMS nin neden olabilecegi hasar1 durdurma

ozelligine sahiptir (Chang ve ark., 2002).

MMS’nin neden oldugu apiirinik/apirimidinik bolgelerdeki lezyonlar komet test
yontemi ile tespit edilmektedir (Fatur ve ark., 2003). Hosseinzadeh ve arkadaslar
(2008) MMS’nin farelerdeki farkli organlarda neden oldugu DNA hasarini incelemek
icin komet test yontemini kullanmistir. Elde ettikleri sonuclar MMS’nin fare

organlarinda % kuyruk DNA oraninda belirgin bir artisa neden oldugunu gostermistir.
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1.6.3. Etil Metansiilfonat (EMS)

EMS, alkilleyici bir ajan olup yaygin olarak bilinen kimyasal bir mutajendir
(Koch ve ark., 2010; Masoabi ve ark., 2018; Shirasawa ve ark., 2016; Di Sotto ve ark.,
2010). Genotoksik hasar1 indiikleme potansiyeline sahip olan EMS ayni zamanda
mikrogekirdek olusum sikligini artirmaktadir (Di Sotto ve ark., 2010). EMS, DNA’da
¢ogunlukla nokta mutasyonlarina neden olmaktadir (Koch ve ark., 2010; Masoabi ve
ark., 2018; Shirasawa ve ark., 2016; Witt ve ark., 2018). EMS’nin en yaygin olarak
C/G---T/A doniisim mutasyonlarima neden oldugu bildirilmistir. EMS, DNA’daki
guanin bazim alkilleyerek O-6 etilguanin yapisini olusturur ve timin ile yanlhs baz
eslesmesi gergeklesir. EMS aym1 zamanda tek niikleotit varyasyonlarina ve

insersiyon/delesyon mutasyonlarina da neden olmaktadir (Shirasawa ve ark., 2016).

Yiksek oranda gen mutasyonlarina, diisiik siklikta ise kromozomal
aberasyonlara neden olan EMS’nin bir¢ok bitkii tirli i¢in faydali o6zellikler
kazanmasina yol actig1 bildirilmistir (Koch ve ark., 2010; Masoabi ve ark., 2018). Su
stresine ve herbisitlere kars1 dayanikli bitki tiirleri gelistirmede EMS’ nin neden oldugu
mutasyonlardan yararlanilmistir (Masoabi ve ark., 2018; Witt ve ark., 2018).
Bitkilerde genetik cesitlilik olusturmak i¢in kullanilan EMS’nin neden oldugu nokta
mutasyonlart 6zellikle, domates, piring, muz, pamuk gibi bitkilerde kuruluga kars1

toleransi artirmistir (Witt ve ark., 2018).
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1.6.4. N-Etil-N-Nitrozoiire (ENU)

Alkilleyici ajanlar DNA’da replikasyon sirasinda yanlis eslesmelere neden
olabilecek istenmeyen DNA eklentileri olusturan kimyasallardir (Richardson ve ark.,
1987). Alkilleyici kimyasallar sinifinda yer alan ve insanlarda potansiyel karsinojenite
riski bulunan N-nitrozo bilesikleri bu sinif i¢erisindeki en potent gruptur (Bronstein ve
ark., 1991). Bir N-nitrozo bilesigi olan ENU monofonksiyonel alkilleyici bir ajandir
(Bronstein ve ark., 1991; Gichner 2003; Nath ve Maiti 2022; Richardson ve ark.,
1987). Viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigii iyi olan ENU kolay bir sekilde hiicrenin
cekirdegine ulasarak DNA bazlarina etil grubunu ekler (Nath ve Maiti 2022).
DNA’daki oksijen atomu ile etkilesime giren ENU, ayn1 zamanda adenin ve guanin
bazinin yapisindaki nitrojen halkasi ile de etkilesime girme potansiyeline sahiptir
(Bronstein ve ark., 1991). Alkilleyici ajanlarin neden oldugu firlinler igerisinden
ozellikle guanin bazinin O° ve timin bazinin O* konumunun etillenmesi sonucu ortaya
¢ikan yapilar en mutajenik olanlardir (Bronstein ve ark., 1991; Richardson ve ark.,
1987). ENU niikleotit etilasyonu ile yanlis baz eslesmesi sonucunda DNA’da nokta
mutasyonlarmin olusumuna neden olur (Cordes 2005; Nath ve Maiti 2022). Temel
olarak DNA’da nokta mutasyonlarima neden olan ENU’nun DNA’da kiigiik
silinmelere de neden oldugu bildirilmistir (Nath ve Maiti 2022).

ENU, DNA alkilasyonu yapmasinin yani1 sira ayni1 zamanda proteinlerde genetik
olmayan yapisal degisikliklere ve redoks sinyal dengesini bozarak hiicre i¢i oksidatif
stresi indiiklemeye neden olmaktadir (Nath ve Maiti 2022). Giiglii bir toksin, mutajen
ve genotoksik bir ajan olan ENU karsinojenite calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Li ve ark., 2010; Nath ve Maiti 2022). Farelerde yapilan deneyde tek
doz ENU maruziyetinin fare karacigerinde hepatoselliiler karsinomay1 indiikledigi
belirtilmistir (Li ve ark., 2010). ENU’nun karsinojenite caligmalarinda kullanim
istlinliigli, bircok karsinojen maddenin biyolojik etkisi metabolik aktivasyona bagl

iken, ENU’nun metabolik aktivasyona ihtiya¢ duymadan niikleotitleri direkt olarak
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alkillemesine dayanmaktadir (Li ve ark., 2010; Nath ve Maiti, 2022). Bir¢ok
arastirmaci tarafindan mutajen bir ajan olarak kullanilan ENU’nun fare spermatogonia
hiicrelerinde spesifik bolge mutasyonlarini indiikledigi gosterilmistir (Hitotsumachi ve
ark., 1985). Aym1 zamanda genotoksik bir madde olan ENU’nun DNA hasarin
indiikleyip indiiklemedigini komet test yontemi ile arastiran aragtirmacilar doza baglh
olarak ENU’nun DNA hasarina yol agtigin1 belirtmislerdir (Gichner, 2003). Bagirsak
neoplazisi arastirmalarinda model olarak kullanilan ENU, aym1 zamanda genetik
taramalara katkida bulunan bir ajandir. Ozellikle, memelilerde X inaktivasyonu gibi

durumlarda rol alan genleri agiga ¢ikarmada ENU mutagenezinden yararlanilmistir
(Cordes, 2005).

1.6.5. Etoposid

Hiicre dongiisline spesifik bir ajan olan etoposid farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antikanser etkili bir ajandir (Godard ve ark., 1999;
Tammaro ve ark., 2013). Topoizomeraz o ve § olmak iizere iki tane izomer formunu
iceren topoizomeraz II etoposidin hiicresel hedefidir (Tammaro ve ark., 2013). Her iki
izomer formunu ayirt etmeksizin inhibe eden etoposid DNA ile iiglii kompleks bir yap1
olusturarak enzimin fonksiyonunu bozar ve DNA’da tek ve cift zincir kiriklarinin
olugsmasina neden olur (Godard ve ark., 1999; Tammaro ve ark., 2013). Ayni1 zamanda
etoposid bir¢ok farkli hiicre hattinde apoptozisi indiikklemektedir (Godard ve ark.,
1999).
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DNA’da zincir kiriklari olusturan etoposidin genotoksik etkisi hem in vitro hem
de in vivo komet test yontemi ile arastirilmistir. Etoposidin ratlardaki belirli organlarda
DNA hasarini indiikledigi, in vitro Chinese Hamster Ovary (CHO) hiicre hattinda ise
1 saatlik maruziyet sonucunda ve doza bagli olarak DNA hasarina neden oldugu

bildirilmistir (Godard ve ark., 1999).

1.6.6. Diger Pozitif Kontroller

Diger pozitif kontrollere 6rnek olarak N-nitrosodimetilamin (dimetil nitrozamin)
(NDMA; DMN), N-metil-N-nitrozoiire (MNU) ve potasyum bromat (KBrs) verilebilir
(Hartmann ve ark., 2003).

Oksidasyon ajan1 olan KBr; icme sularinin dezenfeksiyonu sirasinda bir yan
iriin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gida katkis1t maddesi olarak ve fermente igeceklerin
elde edilmesinde kullanilmaktadir (Al-Mareed ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2011).
Ayrica farmasotik ve kozmetik tirlinlerin yapiminda da kullanilmaktadir (Al-Mareed
ve ark., 2022). Uzun yillardan beri Amerika’da ekmek yapiminda kullanilan KBrs,
ekmegin normal yapim siirecinde daha stabil formu olan potasyum bromide
dontismektedir (Zhang ve ark., 2011). Potasyum bromide doniisiim tam olarak
gerceklesmediginde bu durum insanlarda potansiyel karsinojen riski tagiyan potasyum
bromatin ekmekte kalint1 olarak bulunmasina neden olur (Poul ve ark., 2004; Zhang
ve ark., 2011). IARC’ye gore KBrs; insanlar i¢in muhtemel karsinojen (Grup 2B)
smifinda yer almaktadir ve insanlarda c¢oklu organ toksisitesini indiiklemektedir

(Ahmad ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2011). Coklu organ toksisitesinde 6zellikle ilk
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hedef bobreklerdir. in vivo ve in vitro calismalar potasyum bromatin potansiyel bir
nefrotoksin oldugunu ortaya koymustur (Al-Mareed ve ark., 2022). Yapilan hayvan
deneyleri potasyum bromatin si¢an ve farelerin bobreklerinde tiimor olusumuna neden

oldugunu gostermistir (Al-Mareed ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2011).

KBr; maruziyeti, DNA ve kromozom hasar olusumu ile iliskilendirilmistir (Al-
Mareed ve ark., 2022). Alkali komet testi ile yapilan ¢alismalar KBr3’iin DNA kuyruk
yiizdesini arttirdigin1 gostermistir (Speit ve ark., 1999; Zhang ve ark., 2011). KBrs’iin
en sik neden oldugu DNA hasar tiirii 8-oksodeoksiguanozindir (Al-Mareed ve ark.,
2022; Speit ve ark., 1999). Bir komet testi tiirii olan Fpg-komet testi ile KBrs3’iin neden
oldugu oksidatif DNA baz hasarinin tespiti yapilmaktadir (Speit ve ark., 1999). Cift
zincir DNA kiriklarinda 3'-OH olusumunu indiikleyen potasyum bromat intestinal
hiicrelerde DNA-protein ¢apraz baglanmasina neden olmaktadir (Ahmad ve ark.,
2015; Al-Mareed ve ark., 2022).

Komet testinde pozitif kontrol olarak kullanilan bir diger pozitif kontrol NDMA
ya da DMN"’ dir. Kisa zincirli bir nitrozamin bilesigi olan NDMA, ¢evresel bir¢ok
bilesen igerisinde yer almaktadir (Murdock ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2021). Cin,
Japonya, Kanada gibi bir¢ok iilkenin igme sularinda saptanan NDMA’nin Diinya
Saglk Orgiitii (DSO) tarafindan belitlenen i¢gme suyu konsantrasyonu 100 ng/L’dir.
Bircok yoldan maruziyetin gergeklesebildigi NDMA, insan sagligt ve ekoloji
agisindan tehlike olusturma potansiyeline sahiptir. Ozellikle gidalarda NDMA
kontaminasyonunun kolerektal kanser riskinde artisa neden oldugu belirtilmistir
(Zhang ve ark., 2021). Potansiyel olarak DNA hasarmi indiikleyen NDMA nin
genotoksik etkisi metabolik aktivasyon ile gergeklesmektedir (Hobbs ve ark., 2015).
CYP2E1 biyoaktivasyonuna ihtiyag¢ duyan NDMA’nin bu geni eksprese eden
hiicrelerde belirgin derecede hiicre canlilifinda azalmaya neden oldugu gdosterilmistir.

Ayn1 zamanda Tip I diyabet icin risk faktdrii olan NDMA’nin insiilin sekresyonu
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yapan pankreatik B hiicrelerinde doza bagli olarak belirgin bir DNA hasarina yol actig1
gozlemlenmistir (Murdock ve ark., 2004). Sican karacigerinde yapilan ¢aligmalarda,
komet testinde NDMA maruziyetinin artan DNA gogiine neden oldugu bildirilmistir
(Hobbs ve ark., 2015). CYP2EL1 ile biyoaktive olan NDMA, alkilasyon ile DNA’ya
alkali eklentiler yapar ve DNA zincir kiriklarini olusturur (Hobbs ve ark., 2015;
Murdock ve ark., 2004).

Monofonksiyonel alkilleyici bir ajan olan MNU direkt etkili bir mutajendir
(Diab ve ark., 2022; Menke ve ark., 2001). Mide ve bagirsakta metil {irenin nitrat ile
nitrozasyonu sonucu endojen olarak iretilir (Diab ve ark., 2022). Antineoplastik bir
ajan olan MNU farkli organ sistemlerinde farkli dozlarda DNA hasarina neden
olmaktadir (Diab ve ark., 2022; Kitamoto ve ark., 2015). Siganlar ile yapilan komet
testinde MNU’nun karaciger ve kemik iliginde DNA kuyruk ylizdesini arttirdigs;
midede sitotoksik olmayan dozlarda bile DNA hasarini indiikledigi gosterilmistir.
MNU DNA hasarmmi, DNA’nin yapisindaki nitrojen bazlarindaki ve fosfat
gruplarindaki nitrojen ve oksijen atomlarina alkil grubu transfer ederek gergeklestirir.
Genis DNA eklentilerinin olusumu RNA transkripsiyon siirecindeki hata ile

sonuclanmaktadir (Kitamoto ve ark., 2015).

1.7. Fibroblast

Morfolojik olarak karakteristik bir ig seklinde yapisi olan fibroblastlar bag

dokunun temel hiicresidir (Ichim ve ark., 2018). Kendi aralarinda ve diger hiicrelerle
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etkilesim icerisinde kalmalar1 kurduklar1 simetrik ve ¢oklu baglar sayesinde

gerceklesir (Richard ve ark., 2012).

Fibroblastlar baska hiicre tiirlerine farklilasma potansiyeline sahiptir. Yapilan
calismalar fibroblastlarin kondrojenik hiicrelere, endodermal hiicre hatlarina
farklilagabildigini gostermistir. Ayn1 zamanda fare fibroblast hiicrelerinin insiilin

tireten hiicre agregatlarina doniisebildigi belirtilmistir (Ichim ve ark., 2018).

Fibroblastlar bulundugu doku tiiriiniin kokenine gore, farkli proliferasyon ve
ekspresyon oranlarma sahip biyolojik belirteglere sahiptir. Ornegin proliferasyon
Ozelligine sahip fibroblast hiicrelerinde yiiksek oranda CD40 ekspresyonu
gbzlemlenirken, bu oran proliferasyon yetenegine sahip olmayan fibroblastlarda daha
diisiik belirlenmistir. Hiicrelere ait Clq reseptor ve Thy-1 gibi antijen ekspresyon
miktart da doku tiirline gore degisiklik gostermektedir. Fibroblastlarin sahip oldugu
biyolojik belirtegler ayn1 zamanda fibroblast hiicre miktarmin belirlenmesini
saglamaktadir. Fakat bu belirtecler sadece fibroblast hiicrelerine 6zgii olmayip, diger
hiicre tiirlerinde de bulunabilmektedir. Bu durum fibroblast miktarini1 belirlemede
negatif sonu¢ vermektedir. Bu belirte¢lerden bazilari; Vimentin, Discoidin Domain
Reseptor 2 (DDR2), ve CD90 olarak bilinen Thy-1’dir. Vimentin, fibroblastlarin da
igerisinde oldugu bir¢ok hiicre tiiriinde bulunan; hiicrelerde kontraktilite, migrasyon,
proliferasyon, diren¢ gibi énemli mekanik ve biyolojik islevlere sahip yapisal bir
bilesendir. DDR2 kardiyak doku fibroblast hiicrelerinde bulunmaktadir. CD90
ekspresyonu ise fibroblastlarin apoptoza olan duyarliligini temsil etmektedir. Bu
baglamda CD90 ekspresyonu yapan fibroblast hiicreleri, yapmayanlara gére apoptoza
daha duyarlidir. CD90 ekspresyonu ayni zamanda inflamatuvar bir sitokin olan IL-6

tiretimi ile iligkilidir (Ichim ve ark., 2018).
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1.7.1. Fibroblast Hiicrelerinin Gérevleri

Fibroblastlar bir¢ok biyolojik siiregte Onemli gorev alir. Bunlardan ilki
fibroblastlarin yara iyilesme siirecinde gorev almasidir. Doku hasar1 inflamasyon
stirecini baglatan Interlokin-1p, timor nekroz faktdr gibi bir¢ok biyokimyasalin
salgilanmasi ile baglar (Richard ve ark., 2012). Yara iyilesme siireci ise fibroblast
hiicrelerinin de i¢inde yer aldig1 kompleks bir fizyolojik siiregtir (Barisic-Dujmovic ve
ark.,2010). Bu siiregte fibroblastlar yaranin iyilesmesini graniilosit-makrofaj koloni
stimiile edici faktor, tip I kolajen salgilama ve dokunun kontraktilitesini artirarak

gerceklestirir (Richard ve ark., 2012).

Yara iyilesme doneminde olusan skarli doku fibroblastlarin yiiksek oranda
prolifere olmasi sonucunda meydana gelmektedir. Ancak fibroblastlarin normalden
fazla bir sekilde prolifere olmasi (hiperproliferasyon), fibroblast hiicrelerinin ¢cok daha
fazla miktarda hiicre dis1 matriks bilesenleri salgilamasina ve yiiksek miktarda kolejen
tiretimine neden olur. Bu durum dokularda islev kaybina neden olarak doku ve
organlarin yaslanma siireci ile iligkili kalic1 fibrozis durumunu tetiklemektedir (Ichim

ve ark., 2018).

Bag dokuya mekanik diren¢ saglayan fibroblastlar doku homeostazinin
siirdiiriilmesinde rol almaktadir. Kontraktilitesini kaybetmis ve hiicre dis1 matriks
bilesenlerinin salgilanmasinda azalma goriilen fibroblast hiicreleri bag doku
biitiinliiglinlin bozulmasina neden olarak yaslanma siirecinin igerisinde yer alir. Bu
baglamda yapilan g¢alismalar fibroblastlarin yaslanma siirecinin engellenmesinde
rejeneratif tipta alternetif bir segenek olarak kullanilacagini gostermistir (Roy ve ark.,

2020).

37



Fibroblastlar ozellikle tip I kolajen iiretiminden sorumlu olan hiicrelerdir
(Richard ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalar normal periferal kanda kolajen tiretimi
yapan ve hematopoietik hiicrelere 6zgii belirtecleri (kolajen tip-1 a-diiz kas aktini, CD
b, CD | 3 gibi) eksprese eden fibrosit hiicrelerinin varhigini ortaya koymustur

(Barisic-Dujmovic ve ark., 2010).

Fibroblast hiicrelerinin viicut icin énemli bircok biyolojik siirecte yer almasi,
onlarin potansiyel olarak klinikte kullanimini beraberinde getirmistir. Fibroblastlarin

klinikte potansiyel kullanim alanlart sunlardir (Ichim ve ark., 2018):

- lyilesme gostermeyen cesitli yaralarin tedavisinde penis ucu derisindeki

fibroblastlarin ve keratinositlerin beraber kullanima,

- Diyabetik ayak iilserleri, vendz ayak iilserlerinde yara iyilesmesini
hizlandirmak i¢in kullanilan; Gida ve Ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration:
FDA) onayli, insan neonatal fibroblast hiicrelerinden koken alan, steril ve biyoabsorbe

dermal yapiya sahip Dermagraft,

- Distrofik epidermolizis bulloza klinik tedavisinde,

- Yetiskinlerde nazolabial kivrim kirisiklarinin tedavisinde kullanilan, FDA

onayli otolog fibroblast kaynakli bir iiriin olan LAVIV™ (azficel-T)
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1.7.2. 3T3 Hiicre Hatt1

3T3 hiicre hatt1 1962 yi1linda New York Universitesi’nde ¢alisan iki arastirmaci
Todaro ve Green tarafindan Swiss-albino fare embriyo dokusundan izole edilmistir
(Todaro ve Green 1963). Embriyonik bir fibroblast hiicre hatt1 olan 3T3 tek tabaka
olarak ¢ogalmaktadir. Besi yerinde kolaylikla ¢ogalan bu hiicre hattinin biiyiimesi
hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmaktadir (Armelin 1973; Perker ve ark., 2019).
Temas engelleme olarak bilinen “contact inhibiton” 6zelligine sahip 3T3 hiicre hatti
birgok biyolojik ¢alismada kullanilan 6nemli bir deneysel modeldir (Armelin, 1973).

Sekil 1.4.’de 3T3 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii verilmistir.

Sekil 1.4. 3T3 hiicre hattinin inverted mikroskop altindaki goriintiisii
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1.8. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiltiirii; hiicrelerin dokulardan, hiicre hatlarindan veya hiicre suslarinda
dogrudan ya da enzimatik yollarla izole edilerek, hiicreler i¢in gerekli olan besin
maddeleri ve biiyiime faktorleri iceren bir besi yeri ortaminda yapay olarak ¢cogaltilma

islemidir (Anton ve ark., 2015; Baust ve ark., 2017).

Onemli bir ¢aligma alan1 olan hiicre kiiltiirii birgok biyolojik arastirmaya 151k
tutmaktadir (Anton ve ark., 2015). Bir hiicrenin biyokimyasal ve fizyolojik siireglerini
anlamada 6nemli model olan hiicre kiiltiirii kanser ve kok hiicre aragtirmalarina, ilag
gelistirme siirecine katki saglamaktadir (Anton ve ark., 2015; Jensen ve Teng 2020).
Ilag gelistirme siirecinin klinik 6ncesi asamasinda ilacla ilgili toksikokinetik
parametrelerin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiiri caligmalarindan
yararlanilmaktadir. Ayrica, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gen terapisine, genomik ve
proteomik arastirmalara, karsinojenite ve mutajenite ¢aligmalarina destek olmaktadir

(Anton ve ark., 2015; Baust ve ark., 2017).

Hiicre hatti, ilk pasaj isleminden sonraki hiicre kiiltiirline verilen tanimdir
(Masters ve Stacey 2007). Ik kez 1951 senesinde agresif serviks adenokarsinomdan
hayatin1 kaybeden 30 yasindaki Henrietta Lacks isimli hastadan, Dr. George Gey
“HeLa” adi ile bilinen insan hiicre hattini elde etmistir. Bir insan kanser hiicre hatti
olan HeLa, hiicre kiiltiirii ortaminda hizl1 cogalmasi ile karakterizedir ve diinyadaki

birgok arastirmaci tarafindan giiniimiizde kullanilmaktadir (Lucey ve ark., 2009).
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Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan hiicreler 6liimsiiz (devamli) ya da sinirh
yasam siiresine sahip olmaktadir. Sinirli yagam siiresine sahip hiicreler genellikle 50
jenerasyona kadar yasayabilen insan diploit fibroblast hiicreleridir. Birgok insan hiicre
hatti, saglikli embriyonik, yetiskin veya kanser dokusundan izole edilmektedir

(Masters ve Stacey 2007).

Hiicre kiiltiirtinde hiicreler, uygun sicaklik (37°C), nem ve %5 karbondioksit
iceren ortamda; gerekli besin maddelerinin, biiylime faktorlerinin ve hormonlarin yer
aldig1 uygun pH’ya sahip besi yeri ortaminda ¢ogaltilmaktadir (Anton ve ark., 2015).
Optimum kosullarin saglandig hiicreler bulunduklar1 ortamda adherent/tek tabaka ya
da siispande olarak ¢ogalir (Masters ve Stacey, 2007). Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin
cogalmasi i¢in gerekli olan besi yerinin igerigi, pH’s1, ozmolaritesi gibi faktorler hiicre
kiiltiirtinde kullanilan hiicre tiirtine gore degisiklik gostermektedir (Baust ve ark.,
2017). Ticari olarak piyasada farkli besi yeri bulunmaktadir. Ancak temelde bir besi
yeri hiicre i¢in gerekli olan amino asitleri, vitaminleri, tuzlar1 ve glikozu icermektedir.
Besi yeri ortami igerisine hiicrelerin bilylimesine ve tutunmasina destek olan ve besi
yeri ortamindaki eksiklikleri tamamlayan ve hayvansal ya da biyolojik kokenli olan
serum ilavesi yapilir. Besi yeri ortamina ilave edilen en yaygin serum tiirii kalf

serumdur (Masters ve Stacey, 2007).

Hiicre kiiltiirii caligmalari, bu alanda c¢alisan arastirmacilarin birgok alanda
uzmanhigini gerektiren bir alandir (Masters ve Stacey, 2007). Bu alanda en ¢ok
karsilagilan problemlerden biri kontaminasyon riskidir. Kontaminasyona yol agan
faktorler bakteri, viriis, mikoplazma gibi mikrobiyal ajanlar ya da serbest radikaller,
agir metaller gibi kimyasal kontaminantlar olabilir (Baust ve ark., 2017). Bu yiizden
bu alanda calisan arastirmacilarin, aseptik teknik, mikroskop kullanimi, hiicre
morfolojisi gibi durumlarda bilgi sahibi olmasi beklenmektedir (Masters ve Stacey,
2007).
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Hiicre kiiltiiriiniin basarili olmas1 temelde 4 gereksinime baglidir. Bunlar:

1) lyive dogru donanima sahip ekipmanlar: biyolojik giivenlik kabini, santrifiij,
inverted mikroskop, 37°C ve %5 COz inkiibator, sicak su banyosu, hiicre

sayim cihazi

2) Steril teknikler ve uygulamalari

3) Kalite kontrol siirecinden gegmis uygun kimyasal ajanlar/bilesikler

4) Hiicre tiiriine gore gerekli teknikler ve uygulamalar hakkinda yeterli bilgi ve

donanim (Helgason ve Miller, 2005).

1.9. Hiicre Pasaji

Hiicrelerin bulundugu flask igerisinde ¢ogalma siirecinde gecirdikleri 3 farkli
evre vardir. Bu evrelerden ilki hiicrelerin yeni bir ortama adaptasyonunun gerceklestigi
gecikme periyodu olarak bilinen “lag periyot”tur. ikinci evre hiicrelerin hizli cogalma
periyodudur. En son evre ise hiicrelerin maksimum sayiya ulastiktan ve hiicre ylizeyini
tamamen doldurduktan sonraki plato fazidir. Hiicrelerin flask igerisine ekilme oranina

bagli olarak, bulunduklari1 ortamda uygun doluluk oranina ulastiktan sonra bir bagka
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ortama transfer edilme islemine “pasajlama” ya da “alt kiiltiirleme” ad1 verilmektedir

(Masters ve Stacey, 2007).

Hiicre pasajinin amaci:

- Hiicrelerin saglikli bir sekilde cogalmasina olanak saglamak,

- lleri deneyler i¢in hiicreleri saklamak,

- Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanmak (Kwist ve ark., 2016).

Hiicre calismalarinda hiicre pasaj sayisi onemli bir faktordiir. Farkli hiicre
hatlarinda hiicre pasaj sayisinin etkisi kiiltiir kosullarina, hiicre hattina ve kullanilan
hiicre tiiriine baghdir (Cao ve ark., 2021). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda zaman
gectikce kullanilan  hiicre tipine bagli olarak hiicrelerin metabolizmasinda
degisikliklerin meydana geldigi hiicre yaslanma siireci gerceklesir. Ozellikle pasaj
sayist, siirl yasam dmriine sahip birincil hiicrelerde belirli bir pasaj sayisindan sonra
hiicrelerde degisiklige yol actig1 i¢in dnemli bir dlgiittlir. Bu durum 6liimsiiz hiicre
hatlarinda da 6nem tasimaktadir. Birgok arastirmaci daha tutarli sonuglar elde etmek
icin diisiik pasaj sayisina sahip hiicreleri kullanmayi tercih etmektedir. Hiicrelerin
saglikll bir sekilde ¢cogalmasi i¢in pasaj onemli bir asamadir. Pasaj sayis1 arttik¢a
hiicrelerin biyolojik aktivitelerinde degisiklik olacagi i¢in ayni deney yonteminden
elde edilen sonuglar degisiklik gosterebilmektedir. Ayn1 zamanda artan pasaj sayisi

hiicrelerde kontaminasyon riskini artirabilecek bir faktordiir (Kwist ve ark., 2016).
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Hiicrelere uygulanan pasaj sayisinin; hiicrelerin biiyiimesi, hiicre sayisinin iki
kat1 ¢ikma siiresi, flask yiizeyini kaplama verimliligi ve hiicrelerin DNA hasarina
neden olan bilesiklere verdigi yanit iizerine etkisi bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada Suriye hamster embriyo (SHE) hiicrelerinin pasaj sayisinin UV ya da gama
radyasyon 1ginlarinin DNA hasarina ve gen ekspresyonuna etkisi degerlendirilmistir.
Erken pasajlama donemindeki tam doluluga ulagan hiicrelerin UV 1ginlarin 6ldiiriicti
etkisine "log" fazindaki hiicrelere gore daha hassas oldugu belirtilmistir. Geg donem
pasajda eksponansiyel olarak biiyliyen hiicreler ile tam doluluga ulasan hiicrelerin bu
duruma olan duyarliliginin ise esit derecede oldugu bildirilmistir (Chang-Liu ve
Woloschak, 1997). Kolorektal kanser ¢alismalarinda kullanilan HT29 hiicre hattinda
gerceklestirilen hiicre pasaj sayisinin fenotipik ve metabolik 6zelliklere etkisinin
arastirildigi bir ¢alismada, artan hiicre pasaj sayisinin hiicre dongiisiinii etkiledigi ve
HT29 hiicrelerinin ¢ogalma ve go¢ etme yetenegini azalttigi bildirilmistir. Ayrica
hiicre pasaj sayisindaki artisin hiicrelerin metabolizmasinda degisiklige yol actig

belirtilmistir (Cao ve ark., 2021).

Kullanilan hiicre tiirlinlin 6zelligine gore uygulanan pasaj tenikleri farklilik
gostermektedir. Pasaj isleminde yiizeye tutunan hiicre hatlar1 i¢in belirli bir doluluk
oranma ulasmasi énemli olmaktadir. Ornegin, primer hiicre hattindan biri olan fare
embriyonik fibroblast hiicresi 3T3'e %80-90 doluluk oranina ulastiktan sonra alt
kiiltiirleme/pasaj islemi uygulanir. Eger bu doluluk oran1 %100'e ulasirsa hiicrelerin
cogalma potansiyelinde azalma meydana gelmektedir. Bu durum ylizeye
tutunmayan/siispande hiicreler icin ise daha farklidir. Devamli biiyliyen ve yiizeye
tutunmaya hiicrelerin saglikli bir sekilde ¢ogalmalarina devam edebilmeleri i¢in rutin
olarak besi yeri degisikligi ya da pasaj yapilmalidir. Hiicrelerin eksponansiyel biiylime
fazinda kalabilmeleri icin alt kiltiirleme/pasaj isleminin her 2-3 giinde bir

tekrarlanmasi gerekir (Helgason ve Miller, 2005).
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%80 gibi belirli bir doluluk oranina ulasan hiicreler tiimor ¢calismalarinda, aktif
olarak cogalma evresinde olan hiicrelere gore daha iyi calisma modeli olma
potansiyeline sahiptir. Ornegin, nekrotik ve apoptotik hiicre dliimlerini engelleyen bir
stres proteini olan HSP27'nin ekspresyonu %80 oraninda doluluga ulasan HT-29 ve
CaCo-2 hiicre hatlarinda daha fazladir ve HSP27'nin hiicre igerisinde lokalize oldugu
bolgelerde baglangic ve ¢ogalma evresindeki bolgelere gore farklilik gdzlenmistir. Bu
durum, kolorektal kanser hiicrelerinin belirli bir doygunluk evresine geldikten sonra

kematerapétik ilaglara olan direncin artmasi ile sonuglanmustir (Garrido ve ark., 1997).

1.10. Tezin Amaci ve Hedefleri

Bu tez ¢alismasinda, komet yonteminde en ¢ok kullanilan ve genotoksik etkisi
oldugu bilinen kimyasal bilesiklerden H2O,, EMS, MMS, ENU ve etoposidin farkli
konsantrasyonlarda ve farkli maruziyet siirelerinde 3T3 fare embriyonik fibroblast
hiicre hatt1 iizerindeki etkilerinin in vitro hiicre kiiltiirii yontemi ile test edilerek

karsilastirilmasi amaglanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda tezimizin hedefleri 2 basamaktan olusmaktadir:

1. Calismamizda ilk olarak H.O,, EMS, MMS, ENU ve Etoposid’in
genotoksisite potansiyeli komet testi uygulanarak 3T3 fare embriyonik
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fibroblast hiicreleri iizerinde 30 dakika ve 60 dakika maruziyet siireleri

boyunca aragtirilacaktir.

2. Calismamizin ikinci kisminda pozitif kontrol olarak kullanilan farkli

kimyasallardan elde edilen sonuglar karsilastirilacaktir.

Tez ¢alismamizdan elde edecegimiz biitiin bulgular degerlendirildikten sonra
komet yonteminde tartismali bir konu olan in vitro hiicre kiiltiirii tizerinde hangi pozitif
kontroliin hangi konsantrasyonda ve ne kadar stirede DNA hasarini ne oranda artirdigi
yorumlanacaktir. Yapilacak yorumlar dogrultusunda hangi pozitif kontroliin in vitro
komet yontemi i¢in uygunlugu degerlendirilecektir. Komet testi OECD tarafindan in
vivo memeli hiicrelerinde 2014 senesinde valide bir yontem olarak kabul edilmesine
ragmen in vitro olarak kullanilan bu test yontemi ise daha valide olma asamasindadir.
Bu nedenle in vitro yontemlerden elde edilecek sonuglar bu validasyon asamasina
destek olma 6zelligi tagimaktadir. Tez ¢alismamizdan elde edecegimiz veriler in vitro
komet yonteminde kullanilan pozitif kontroller ile ilgili eksik olan bu validasyon
stirecine katki saglayacak ozelliktedir. Ayrica tezimizden elde edilen bulgular komet
testinde yaygin olarak kullanilan pozitif kontrollerin genotoksisite profilleri hakkinda

literatiirlere katk1 saglamis olacaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanmilan Maddeler

DMEM (Biological Industries, Israil)
Tripsin-EDTA (Sigma, ABD)
L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin (Sigma, ABD)
Fotal Bovin Serum (FBS) (Sigma, ABD)
Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) (Sigma, ABD)
Na,EDTA (Amresco, ABD)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
Hidroklorik asit (Merck, Almanya)

Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (Amresco, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Amresco, ABD)
Tris (Merck, Almanya)

Triton x-100 (Merck, Almanya)
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Normal erime noktali agar (NMA) (Sigma, ABD)
Diisiik erime noktali agar (LMA) (Sigma, ABD)
Etidium bromiir (Sigma, ABD)

H.O; (Sigma, ABD)

MMS (Sigma, ABD)

EMS(Sigma, ABD)

Etoposid (Cayman Chemical, ABD)

ENU (Sigma, ABD)

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Steril calisma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur)
Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)

Hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC20, Singapur)

Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

Fluoresan Mikroskop (komet testi yazilim programi-Comet Assay 1V ile)
pH metre cihazi (WTW pH 3301, Almanya)

Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C), (Scancool, Almanya)

Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

Buz makinasi (Hoshizaki, Avrupa)

Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

S1v1 azot tanki (International Cryogenics, ABD)

Santrifiij (Hettich, Almanya)
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2.2. Kullamilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

DMEM besi yeri: DMEM igerisine %10 FBS, %1 Penisilin-streptomisin ilave
edildi ve +4°C’de sakland1. Deney esnasinda 37°C’ye getirilerek kullanildi.

Stop medyum ¢ozeltisi: %60 DMEM ve %40 FBS karistirilarak hazirlandi ve

+4°C’de saklandi. Deney esnasinda 37°C’ye getirilerek kullanildi.

Notralizasyon ¢ozeltisi: 0,4 M Tris tartilarak distile suda ¢oziildii ve pH=10’a

ayarlandi. Ardindan ¢dzelti oda sicakligi kosullarinda saklandi.

Lizing ¢ozeltisi: 100 mM Na:EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris tartilarak distile

suda ¢oziildii ve pH=10’a ayarlandi. pH ayarindan sonra {izerine %1 sodyum lauril
sarkosinat ilave edilerek 1-2 giin boyunca tam bie karigim elde edilinceye kadar
karistirildi. Stok olarak hazirlanan bu ¢ozeltiye kullanilacagi giin taze olarak %] triton

ve %10 DMSO ilavesinden sonra +4°C’de sogutularak kullanildi.

Elektroforez cozeltisi: 1 mM NaEDTA ve 300 mM NaOH tartilarak distile suda

¢ozildi. Deney glinii taze olarak hazirlanmasi gereken bu ¢ozelti karistirilarak pH>13

olacak sekilde ayarlandi ve +4°C’de sogutulduktan sonra kullanildi.
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Normal erime noktali agar (NMA): %1 ’lik ¢6zeltisi PBS ile ¢oziilerek hazirlanan

bu ¢ozelti heniiz sicak iken lamlar bu ¢ozeltinin igine daldirilarak 6n yiizlerinin agar
ile kaplanmasi saglanadi ve oda sicakliginda kurutulduktan sonra lam saklama

kutularinda saklanda.

Diisiik erime noktali agar (LMA): %0,75’lik ¢ozeltisi PBS ile ¢oziilerek

hazirlandiktan sonra +4°C’de saklandi. Deney sirasinda agarin mikrodalgada

¢oziilmesi saglandiktan sonra 37°C’ye getirilerek kullanildi.

PBS ¢ozeltisi: Hazir tabletler distle suda ¢oziilerek hazirlandi.

Etidium bromiir cozeltisi: 200 pg/ml stok ¢ozeltisi distile suda ¢oziilerek

hazirlanan stok ¢ozelti oda sicakliginda saklandi. Lamlarin boyanmasi sirasinda 1:10
seyreltildi ve 20 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. Mikroskop altinda hiicre sayimi

sirasinda her bir lam tizerine 60 pl damlatilip lamin iizerine lamel kapatildi.

2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmasi

3T3 fare embriyonik fibroblast hiicresi (3T3-Swiss albino, ATCC, Almanya) -
80°C’den ¢ikarildi.
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- -80°C’den ¢ikarilan hiicreler 37 °C’de hizlica ¢6ziindii.

- Laminar akis kabini altinda 15 ml’lik steril santrifiij tiipiindeki 10 ml (37 °C)
DMEM besi yeri igerisine aktarildiktan sonra, 1300 rpm’de, oda sicakliginda 5 dakika
santrifiij edildi.

- Ust faz pastor pipeti yardimiyla steril kosullarda atildiktan sonra alt fazdaki
hiicrelerin iizerine yaklasik 5-6 ml DMEM medyum ilave edildi. Hiicreler DMEM
icerisinde pipetle cek-birak ydntemiyle homojen olarak dagitilarak 25 cm?’lik flasklara

ekildi ve 37°C, % 5 CO; inkiibatoriine kaldirildi.

- -80°C’den ¢ikan hiicrelerin iirememe ve ¢gogalmama olasiligina kars1 pasajlama
islemini birka¢ kez tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli ¢ogalip ¢ogalmadigi
kontrol edildi. 3-4 giinde bir hiicreler tripsin ile bulunduklari yiizeyden kaldirilarak
yeni besiyeri ortamina aktarildi. Hiicrelerin diizenli sekilde ¢ogalmalari kontrol
edildikten sonra deneyler yapildi. Hiicreleri pasajlama islemi tiim deneyler bitene

kadar devam etti.

3T3 hiicresinin pasaj islemi:

- Flasktaki DMEM besi yeri aspire edildi.
- 2 ml tripsi/EDTA (37°C) konulduktan sonra 37°C’de 3-4 kadar dakika
bekletildi.
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- Tripsinin ¢alismasini durdurmak icin 2 ml stop medyum c¢ozeltisi ilave edildi
ve hafifce calkalandi.

- Bu 4 mI’lik hiicre suspansiyonu pastor pipet ile 15ml’ilk tiipe aktarildi.

- 1300 rpm oda sicakliginda 5-6 dak santrifiij edildi.

- Ust faz tiipiin dibinde gériinen pellete dokunmadan pastér pipet ile alindi.

- Pelletin lizerine yaklasik 2 ml DMEM ilave edildi.

- Pastor pipet ile ¢cek-birak seklinde karistirilarak TC-20 cihazinda hiicre sayimi1
yapildi.

- Yeni pasaj i¢cin 5 ml DMEM medyum igerisinde 300.000-400.000 hiicre olacak
sekilde T25 flask igerisine aktarildu.

Sekil 2.1.”de hiicre pasajinda kullanilan araglar gosterilmistir.

Sekil 2.1. Hiicre pasajinda kullanilan cihazlar; inverted mikroskop (sol {ist), santrifiij cihazi
(sag ist), TC-20 sayim cihazi (sol alt), laminar akis kabini (sag orta), CO; inkiibatdrii (sag alt)
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2.4. Test Materyallerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Maruziyeti

Tezimizde hiicreler lizerinde potansiyel genotoksik etkileri test edilen ve pozitif
kontrol olarak kullanilan materyaller H2O., MMS, EMS, etoposid ve ENU Sekil

2.2.”de verilmistir.

il metansiilfonat

i’ ;
K
i

ﬁ.f.é;*ff“ ’ i
' Etoposid ~ N-etil-N-nitrozoiire

Sekil 2.2. Tez ¢alismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz kimyasallar

Tez c¢aligmamizda kullandigimiz kimyasallarin hazirlanist ve hiicrelere

maruziyeti:

H20> cozeltisi: 1 Molar H20: stok ¢ozeltisi steril distile su igerisinde taze olarak
hazirlandi. 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere
%0,1 maruziyet ile 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ve 200 uM konsantrasyonlar test edildi.

53



MMS cozeltisi: 1 Molar MMS stok ¢ozeltisi steril DMSO igerisinde hazirlandi.

1, 5, 10, 50, 100 ve 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0,1 maruziyet
ile 1, 5, 10, 50, 100 ve 500 uM konsantrasyonlar test edildi.

EMS cozeltisi: 1000 mM EMS stok ¢ozeltisi steril DMSO igerisinde hazirlandi.
5, 10, 20, 50, 100, 200 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %1 maruziyet ile
0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonlar test edildi.

ENU cézeltisi: 1000 mM ENU stok ¢ozeltisi steril DMSO igerisinde hazirlandi.
2.5, 5, 10, 20, 40 ve 200 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %1 maruziyet
ile 0.025, 0.05, 0.01, 0.2, 0.4 ve 2 mM konsantrasyonlar test edildi.

Etoposid c¢ozeltisi: 5 mM stok etoposid ¢ozeltisi steril DMSO igerisinde

hazirlandi. 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere
%1 maruziyet ile 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlar test edildi.

2.5. Genotoksik Etkilerin Arastirillmasi: Komet Testi

DNA hasarma neden olan kimyasal bilesiklere maruz kalmanin biyogostergesi

genotoksisite testleri ile gerceklestirilmektedir. Genotoksisite testlerinden notral ya da
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alkali pH’da elektroforez isleminin yapildigi Komet testi (Single Cell Gel
Electrophoresis, Tek Hiicre Jel Elektroforezi) en sik kullanilan yontemlerden biridir.
Komet yonteminden elde edilen veriler biyoizleme caligmalarinda maruz kalinan
kimyasal bilesigin genetik materyali etkileyebildigini gostermesi agisindan yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Cesitli hiicre tiirlerinde in vivo ve in vitro olarak
uygulanabilen komet testi ile DNA hasarininin belirlenmesinin yani1 sira ve DNA
onarimint aragtirmak amaciyla da sik kullanilan yontemlerden biridir. Diger
yontemlere kiyasla bu test yontemi hizli ve hassas olup maliyet agisindan daha
ucuzdur. Komet teknigi, 1978 yilinda ilk olarak Rydberg ve Johanson adh
arastirmacilar tarafindan DNA’daki kiriklarin tayin edilmesi amaciyla kurulmustur.
Sonraki yillarda bu teknik, 1984 senesinde Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilerek, noétral pH’daki lizing ve elektroforez sartlarinda uygulanabilir hale

getirilmigtir.

Yontem “komet” adini, mikroskop altinda bakildiginda DNA’daki kuyrugun
kuyruklu yildiza benzetilmesi sebebiyle almistir. 1988 yilinda Singh ve arkadaglari
tarafindan komet test protokoliinde degisiklikler yapilmis ve yontem alkali pH’da
gergeklestirilmeye baglanmistir. Giiniimiizde de yapilan kiiciik degisikliklerle, bu test
yontemi diinya genelinde en yaygin kullanilan genotoksisite test protokollerinden biri

haline gelmistir.

Komet testinin yapilisi:

Hiicreleri agara alma: T25 flaskta ¢ogalan hiicreler TC-20 sayim cihazinda

sayildi. Uygun konsantrasyonda (150.000/2 ml DMEM) 6’11 kuyucuklu plakalara
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ekildi. Inkiibatérde 1 giin boyunca ¢ogalmalari icin bekletildi. Testin 3. giiniinde
hiicreler, pozitif kontrol olarak segilen test kimyasallarina 30 dakika ve 1 saat olmak
lizere maruz birakildi. Hiicreler plakalardan tripsinlenerek tliplere aktarildi. Her bir
ornege ait lamda yaklagik 20.000 hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak bir
eppendorfta 100 pl hiicre siispansiyonu ile 200 pl LMA (37°C’de) karistirildiktan
sonra dnceden NMA ile bir yiizleri kaplanmis ve kurutulmus lamlara yayildi. Daha
sonra agarlar donmadan {izerine lamel kapatildi. Daha sonra altinda buz kaliplar

bulunan metal bir satih {izerinde bekletilerek agarin tamamen donmasi saglandi.

Lizing islemi: Agarin i¢eresine hiicrelerin gdmiilerek hazirlandigi lamlar, deney
giinii taze hazirlanip buzdolabinda bekletilen bir sale icerisindeki soguk lizing
cozeltisine daldirlarak yaklagik 1-1,5 saat boyunca +4°C’de bekletildi. Bekleme
stiresinin sonunda lamlar lizing ¢6zeltisinden ¢ikarilarak agarla kaplanan ylizeyleri

tiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igerisine dizildi.

Alkali pH'da elektroforez _asamasi: Komet testine uygun 6zel koyu renkli

malzemeden yapilan elektroforez tanki pH>13 olarak ayarlanan soguk elektroforez
tampon ¢ozeltisi ile tank i¢in hesaplanan miktarda dolduruldu. Lamlar dizildi ve
ardindan once akim uygulamaksizin 20 dakika bu tampon c¢ozeltisi icerisinde
bekletildi. Daha sonra, 20 dakika boyunca 25 V ve 300 mA akim uygulayarak

elektroforez agamasi gergeklestirildi.

Notralizasyon asamasi: Toplam 40 dakikalik alkali uygulamasi ve elektroforez

asamasindan sonra lamlar elektroforez tankindan ¢ikarilip salelere dizildi. Sale

icerisindeki lamlar notralizasyon ¢ozeltisi ile 5’er dakika siireler seklinde toplam 15
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dakika yikandi. Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla sirastyla %50, %70 ve %99
alkol ile 5’er dakika siirelerle bekletilen lamlar okuma yapilincaya kadar oda

sicakliginda lam kutusu igerisinde saklandi.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme: Lamlarin iizerine 60 pl etidium bromiir

cozeltisi ilave edildi ve lizeri lamel kapatildi. En az 10 dakika bekleme siiresinden
sonra mikroskopta okuma islemi gerceklestirildi. Her lam i¢in toplam 100’er hiicre
sayild1 ve fluoresan mikroskopunda degerlendirildi. “Comet assay IV” programi

kullanilarak hiicreler isaretlendi ve hiicre sayimi yapildi.

Sekil 2.3.’de komet testinde kullanilan cihazlar gosterilmistir.

Sekil 2.3. Tez ¢alisgmamizda komet testinde kullandigimiz cihazlar; fluoresan mikroskop (en
iist), elektroforez cihazi (en alt)
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2.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatiksel degerlendirmeleri, SPSS programi (SPSS Windows Release 23,0)
kullanilarak yapilmistir. Komet testi sonuglarinin degerlendirilmesinde her bir numune
icin tiim 100 sayima ait DNA kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) degerleri kontrol ve
test kimyasallar1 gruplar1 olarak kullanilmistir. Tiim testlerden edilen sonuglar, 30
dakika ve 1 saatin karsilastirmalari, Repeated measures ANOVA testi ile yapilmustir.

Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1 Komet Testi Sonuclar:

Fluoresan mikroskop altinda her bir numuneye denk gelen slaytlarda rastgele
secilen 100’er hiicreye ait Comet assay IV programu ile elde edilen sonuglar Ortalama
Kuyruk Yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri + standart hata (SEM:Standart
Sapma/n; n=100) seklinde verilmistir. Her bir numune igin ikiser kez okuma
yapilmistir. Komet testinde pozitif kontrol olarak belirlenen konsantrasyonlarda H,O-,
MMS, EMS, Etoposid ve ENU kullanilmistir. Segilen pozitif kontroller 3T3 hiicre
hatt1 iizerinde 30 dakika ve 60 dakika boyunca maruz birakilmistir. Her bir numunenin
3T3 hiicre hiicrelerindeki 30 dakika ve 60 dakika maruziyet sonucunda elde edilen
ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) + SEM Cizelge 3.1., Cizelge 3.2., Cizelge 3.3.,

Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.’te sunulmustur.

Cizelge 3.1. H,O,’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonuclari ile
karsilagtirlldiginda (Repeated measures One-Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.+£SEM
Konsantrasyon (uM) 30 dakika 60 dakika
1uM 3,8234 +0,0624 5,5953 = 0,081
5 uM 6, 1709 +0,1296 4,9339 0,071
10 uM 6, 7026 +0,1072 7,1507 + 0,1046
o 25 uM 12,1924 £0,1548 # | 6,5413 + 0,097
T 50 uM 46,3480 +0,2412 # | 10,8708 +0,1230
75 uM - 16,7375+ 0,1710
100 uM 30,5565 + 0,1865
200 uM -

59




Cizelge 3.2. MMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonuclari ile
karsilastirildiginda (Repeated measures One-Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.£SEM
Konsantrasyon (uM) 30 dakika 60 dakika
1 uM 4,3328 £ 0,0556 12,6061 +0,1489 #
5 uM 4,0847 £+ 0,0659 6,5479 = 0,0634
g 10 uM 3,3337 +0,0469 12,1521 £0,1412 #
S 50 uM 3,8766 + 0,0484 8,0549 £ 0,0769 #
100 uM 4,4620 + 0,0623 8,6792 £ 0,1087 #
500 uM 8,2192 + 0,0863 27,0370 = 0,1888 #

Cizelge 3.3. Etoposidin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonuclari ile
karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.+SEM
Konsantrasyon (uM) 30 dakika 60 dakika

0,05 uM 5,3122 +0,1027 6,4068 + 0,0640

0,1 uM 9,5257 +£0,1133 # 5,6827 + 00,0573

o) 0,5 uM 7,7108 £ 0,1060 8,8790 + 0,1098

E 1 uM 11,5927 +0,1360 # 4,7213 £ 0,0563
5 uM 23,9108 £ 0,2589 # 12,7499 +0,1428
10 uM 33,8460 +0,2517 # 12,1012 +0,1389
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Cizelge 3.4. EMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonuclari ile
karsilagtirlldiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.£SEM
Konsantrasyon (uM) 30 dakika 60 dakika
0,05 mM 5,7787 + 0,0593 4,4627 + 0,0505
0,1 mM 6,5104 + 0,0655 5,7101 + 0,0513
g 0,2 mM 7,5441 +0,0732 # 3,4654 + 0,0439
[ 0,5 mM 5,6808 + 0,0751 6,1033 + 0,0547
1 mM 6,2001 + 0,0800 5,5505 + 0,0576
2 mM 7,8550 + 0,0776 10,5401 +0,1111

Cizelge 3.5. ENU’nun 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonuclari ile
karsilagtirlldiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.£SEM
Konsantrasyon (uM) 30 dakika 60 dakika
0,025 mM 3.9862 + 0,0570 7.0230 + 0,1036 #
0,05 mM 45751 + 0,0562 5,7590 = 0,0540
2 0.1 mM 61930 £ 0,0712 65215 + 0,0585
] 0.2 mM 9,2160 + 0,1070 # 4.2736 + 0,0504
04 mM 10,5466 + 0,1157# | 3,9352 + 0,0497
2 mM 14,8610 £ 0,1356 # | 5,1676 + 0,0625
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Cizelge 3.6. Pozitif kontrol olarak se¢ilen kimyasallarin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri
ile 3T3 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. *p<0,05, negatif kontrol ile
30 dakika sonuglar1 karsilastirildiginda; *p<0,05; negatif kontrol ile 60 dakika sonuglar1
karsilagtirlldiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

Ort.Kuyruk Yog.£SEM
Konsantrasyon
30 dakika 60 dakika
Kontrol 2,6352 +0,0431 3,2916 + 0,048
1uM 3,8234 + 0,0624 5,5953 + 0,081
5 uM 6,1709+0,1296 * | 4,9339+0,071
10 uM 6, 7026 +=0,1072* | 7,1507 +0,1046 *
o) 25 uM 12,1924 +0,1548 * | 6,5413 + 0,097 *
T 50 uM 46, 3480 +0,2412* | 10,8708 +0,1230 *
75 uM - 16,7375+ 0,1710 *
100 uM - 30,5565 +0,1865 *
200 uM - -
1 uM 4,3328 £ 0,0556 12,6061 + 0,1489 *
5 uM 4,0847 +0,0659 6,5479 + 0,0634 *
g 10 uM 3,3337 +0,0469 12,1521 +0,1412 *
S 50 uM 3,8766 + 0,0484 8,0549 +0,0769 *
100 uM 4,4620 + 0,0623 8,6792 +0,1087 *
500 uM 8,2192 + 0,0863 * 27,0370+ 0,1888 *
0,05 uM 5,3122 +0,1027 6,4068 + 0,0640 *
0,1 uM 9,5257 +0,1133 * 5,6827 + 0,0573
o 0,5 uM 7,7108 £ 0,1060 * 8,8790 + 0,1098 *
E 1 uM 11,5927 +£0,1360 * | 4,7213 +0,0563
5 uM 23,9108 +£0,2589 * | 12,7499 +0,1428 *
10 uM 33,8460 +£0,2517 * | 12,1012+0,1389 *
0,05 mM 5,7787 + 00,0593 4,4627 +0,0505
0,1 mM 6,5104 + 0,0655 * 5,7101 + 0,0513
‘£ 0,2 mM 7,5441 +0,0732 * 3,4654 + 0,0439
w 0,5 mM 5,6808 +0,0751 6,1033 + 0,0547 *
1 mM 6,2001 + 0,0800 * 5,5505 + 0,0576
2 mM 7,8550 + 0,0776 * 10,5401 +0,1111 *
0,025 mM 3,9862 +0,0570 7,9230 +0,1036 *
0,05 mM 45751 + 0,0562 5,7590 + 0,0540
2 0,1 mM 6,1930 + 0,0712 * 6,5215 + 0,0585 *
L 0,2 mM 9,2160 + 0,1070 * 4,2736 + 0,0504
0,4 mM 10,5466 +0,1157 * | 3,9352 + 0,0497
2 mM 14,8610 +0,1356 * | 5,1676 + 0,0625
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Sekil 3.1. H;O;’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM. #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika sonugclari ile
karsilagtirlldiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

H>O’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) £ SEM Sekil 3.1°de verilmistir. Tez ¢aligmamizda elde
ettigimiz bulgular, H,O’nin 25 uM ve 50 uM 30 dakika maruziyet sonucunda ortaya
¢ikan DNA hasarinin ayni konsantrasyon degerinin 60 dakikalik siire sonunda neden
oldugu DNA hasarina gore istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir (p<0,05).
75 uM, 100 uM ve 200 uM H,0O- konsantrasyon degerlerinin 3T3 hiicreleri tizerinde
30 dakikalik maruziyeti sonucunda hiicreler “hayalet” olarak adlandirilan “ghost”
hiicre durumunda olduklari i¢in lamlar1 okuma sirasinda sayillamamigtir. Aynt durum
200 pM H:0: konsantrasyon degerinin 3T3 hiicreleri iizerindeki 60 dakikalik
maruziyeti sonucunda da gozlendigi i¢in bu konsantrasyon degerine ait DNA hasar

bulgular1 elde edilememistir.
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Sekil 3.2. MMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika
sonuglari ile karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

MMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) =+ SEM Sekil 3.2’de verilmistir. Calismamizda elde
ettigimiz bulgulara goére 1 pM, 10 pM, 50 uM, 100 puM ve 500 uM MMS
konsantrasyon degerlerinin 3T3 hiicreleri tizerindeki 60 dakikalik maruziyeti, ayni
konsantrasyon degerlerinin 30 dakikalik maruziyet bulgularina gore istatiksel olarak

anlamli ¢ikmistir (p<0,05).
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Sekil 3.3. Etoposidin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika
sonuglari ile karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

Etoposidin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + SEM Sekil 3.3’te verilmistir. Elde ettigimiz bulgular 30
dakika 0,1 uM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM Etoposid maruziyetinin, 60 dakika maruziyet
sonucunda elde ettigimiz verilere gore istatiksel olarak anlamli oldugunu géstermistir

(p<0,05).
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Sekil 3.4. EMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika
sonuglari ile karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

EMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM Sekil 3.4’te verilmistir. Tez calisgmamizda elde
ettigimiz bulgulara gére EMS’nin 0,2 mM 30 dakika 3T3 hiicreleri iizerindeki
maruziyeti, ayni konsantrasyon degerinin 60 dakika maruziyetine gore istatiksel olarak

anlamlidir (p<0,05).

66



=
[0}

u
= e
SN
—

=

o N
i
—

e
—
—

Ortalama Kuyruk Yogunlug

i

ENU 0,025 ENUO0,05mM ENUO1mM ENUO02mM ENUO04mM ENU2mMM
mM

o N B OO

30 dakika =60 dakika

Sekil 3.5. ENU’nun 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). #p<0,05, 30 dakika ve 60 dakika
sonuglari ile karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way ANOVA).

ENU’nun 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + SEM Sekil 3.5’te verilmistir. Buna gore 0,025 mM
ENU’nun 3T3 hiicrelerindeki 60 dakikalik maruziyet sonucu aynmi konsantrasyon
degerinin 30 dakikalik maruziyet sonucuna gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). 0,2 mM, 0,4 mM ve 2 mM ENU 30 dakika maruziyeti ise ayni konsantrasyon
degerlerinin 60 dakika maruziyetine gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 3.6. Pozitif kontrol olarak segilen kimyasallarin 30 dakika maruziyetleri ile 3T3
hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). *p<0,05,
negatif kontrol ile 30 dakika sonuglar1 karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way
ANOVA).

Pozitif kontrol olarak secilen kimyasallarin 30 dakika maruziyetleri ile 3T3
hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM Sekil 3.6.’da verilmistir. Tez
calismamizda pozitif kontrol olarak secilen kimyasallardan 5 uM H,O,, 10 uM H,0O,
50 uM H;0: 500 uM MMS; 0,1 uM ETO, 0,5 uM ETO, 1 uM ETO, 5 uM ETO, 10
uM ETO; 0,1 mM EMS, 0,2 mM EMS,1 mM EMS, 2 mM EMS; 0,1 mM ENU, 0,2
mM ENU, 0,4 mM ENU ve 2 mM ENU’nun 3T3 hiicreleri tizerindeki 30 dakika

maruziyeti negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.7. Pozitif kontrol olarak secilen kimyasallarin 60 dakika maruziyetleri ile 3T3
hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) + standart hata degerleri (SEM). *p<0,05,
negatif kontrol ile 60 dakika sonuglar karsilastirildiginda (Repeated measures One- Way
ANOVA).

Pozitif kontrol olarak se¢ilen kimyasallarin 60 dakika maruziyetleri ile 3T3
hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM Sekil 3.7.’de verilmistir. Tez
calismamizda pozitif kontrol olarak segilen kimyasallardan 10 pM H202, 25 pM H:0O,
50 uM H:0;, 75 uM H20,, 100 uM H202; 1 uM MMS, 5 uM MMS, 10 uM MMS, 50
uM MMS, 100 uM MMS, 500 uM MMS; 0,05 uM ETO, 0,5 uM ETO, 5 uM ETO,
10 uM ETO; 0,5 mM EMS, 2 mM EMS; 0,025 mM ENU ve 0,1 mM ENU’nun 3T3
hiicreleri lizerindeki 60 dakika maruziyeti negatif kontrole gore istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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4. TARTISMA

Kalitimin en temel yapisi olan DNA reaktif bir molekiil olup endojen ve ekzojen
ajanlarin neden oldugu yapisal degisikliklere karsi oldukca hassastir. Biitiin canli
organizmalar yasamlar1 boyunca DNA’da degisikliklere neden olan fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ajanlara maruz kalmaktadir. Ancak organizmanin saglikli bir sekilde
hayatin1 siirdiirmesi genomik biitiinliigiin korunmasina baghdir. Organizmalar
genomlarinda meydana gelebilecek hasarlara karst bircok koruma stratejisi
gelistirmistir. Canli sistemlerde bulunan ¢esitli DNA tamir mekanizmalari sayesinde
DNA hasar1 dogrudan ya da dolayli olarak ortadan kaldirilmakta ve bdylece hiicre
dongiisii devam ettirilmektedir. Bir bagka durumda ise organizmalar DNA hasarindan
kagarak DNA’nin replikasyonu sirasinda hasarsiz tamamlayict iplik tarafindan
saglanan bilginin kullanilmasi1 yolu ile hasarin kopyalanmasinin 6niine gegmektedir

(Baynton ve Fuchs, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).

Hiicrelerin  DNA’sinda, kromozomlarinda veya DNA replikasyon
mekanizmasinda meydana gelen degisiklikler ve olusan hasar genetik toksisite veya
genotoksisite olarak ifade edilmektedir (Mouchet ve ark., 2005). Genetik toksisiteye
neden olan genotoksik kimyasal bilesiklere 6rnek olarak endiistriyel kimyasallar,
pestisitler ve farmasdtik bilesikler verilebilir ve bu kimyasallar DNA seviyesinde baz
eklentileri, yanlis baz eslesmesi veya baz silinmesi gibi degisikliklere neden
olabilecegi gibi; mikrocekirdek olusumu, andploidi gibi kromozomal hasarlar da
meydana getirebilir (Mouchet ve ark., 2005; Umbuzeiro ve ark., 2017). Meydana gelen
bu durumlar genotoksisitenin belirtegleri olarak bilinmektedir ve bu belirtecler

genotoksisite testleri ile tespit edilmektedir (Mouchet ve ark., 2005).
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DNA hasarlarinin, gen mutasyonlarinin, kromozomal aberasyonlar gibi geri
dontissiiz  hasarlarin  tespit  edilmesinde kullanilan  genotoksisite  testleri
farmasotiklerden kozmetik {riinlere, endistriyel kimyasallardan gida katki
maddelerine kadar bircok maddenin giivenlilik degerlendirmesinde rol alir.
Genotoksisite testleri kimyasallarin giivenlilik degerlendirilmesinin yapilmasini
saglayarak, uluslararasi yasalara gore canli ve ¢evre sagligini korumay1 amaglar (Corvi

ve Madia, 2017).

Genotoksisite testlerinden en sik kullanilan yontemlerden biri alkali ya da notral
sartlar altinda elektroforez tekniginin uygulanmasi esasina dayanan “Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE))” olarak bilinen komet testidir.
Biyoizlem ¢aligmalarinda 6énemli bir yeri olan komet testi in vivo ve in vitro olarak
gerceklestirilebilmektedir. Hizli, hassas ve maliyet ag¢isindan uygun bir yontem olan
komet testi ile DNA hasarinin tespit edilmesinin yani sira DNA onarimi da

olgtilebilmektedir (Ostling ve Johanson, 1984; Rydberg ve Johanson, 1978).

Komet yonteminde hiicreler daha dnceden NMA ile kaplanmig lamlara diisiik
LMA ile siispande edilerek yayilir. Daha sonra hiicrelerin lizise ugramasi i¢in yiiksek
tuz konsantrasyonlu ylizey aktif bir madde ile muamele edilir. Alkali ya da ndtral
sartlar altinda DNA sarmal1 gevser ve ardindan elektroforez teknigi uygulanir. Test
kimyasalt DNA’da hasar olusturmadiysa, ¢ekirdekte yer alan matriks proteinleri ile
DNA bir biitiin halinde goziikiir. DN A hasarinin meydana geldigi durumlarda ise DNA
zincirleri biitiinliigiinii kaybederek, kuyruklu y1ldiz goriintiisii olusturacak sekilde agar

igerisindeki bosluklara yayilir (Ustiindag ve ark., 2014).
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Negatif yiike sahip DNA kirik u¢lart molekiil agirliklarina ve elektrik yiiklerine
gore elektroforez uygulamasi ile pozitif yiiklii anot bolgesine dogru goc eder.
Elektroforezden sonra nétralizasyon islemi uygulanir ve DNA spesifik boya ile
mikroskop altinda goriintiileme islemi gergeklestirilir. Genotoksik etkiye sahip
bilesikler DNA molekiillerinin farkli hizlarda ¢ekirdek disina ¢ikmasina neden olarak
kuyruklu y1ldiz gériintiisii olustururlar (Singh ve ark., 1988; Ustiindag ve ark., 2014).

Kantitatif olarak DNA hasarmnin tespit edildigi komet testi alkali ya da notral pH
ortaminda yapilabilmektedir. Kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk
uzunlugu parametreleri DNA hasarinin kantitatif olarak hesaplanmasinda kullanilan
parametrelerdir. Komet testinde ortam pH’sina bagli olarak tespit edilen DNA hasar
tird farklilik gostermektedir. Notral pH’da gerceklestirilen komet testinde DNA’da
olusan ¢ift zincir kiriklar1 belirlenebilirken, alkali pH’da ise ¢ift zincir kiriklarinin yani
stra tek zincir kiriklari, alkali labil bolgeler, oksidatif baz hasari, DNA-DNA, DNA-
protein ya da DNA-ilag ¢apraz gegisleri saptanabilmektedir (Ustiindag ve ark., 2014).

Pozitif kontroller OECD’nin kilavuzunda yer alan tanima gore bir test
yonteminin belirlenen sekillerde gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek igin
kullanilan kimyasal yapili bilesikler ya da materyallerdir (Moller ve ark., 2020;
Petersen ve ark., 2021). Pozitif kontroller kullanilacak yontemin hipotezine uygun
sekilde segilmelidir (Stone ve ark., 2009). Komet test yonteminde de kullanilacak olan
pozitif kontroller direkt ya da indirekt etki mekanizmasi ile DNA’da hasar olusturma
potansiyeline sahip bilesikler olmalidir. Genetik toksikolojide hiicre kiiltiirii iizerinde
yapilan c¢alismalarda pozitif kontrollerin kullanimi, deneyin performansi hakkinda

gerekli bilgiyi sagladigindan dolay1 zorunludur. Komet testinde kullanilan pozitif
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kontroller deneyler arasi farkliliklar1 degerlendirmek ve elde edilen sonuglarin

giivenilir oldugundan emin olmak i¢in kullanilmaktadir (Meller ve ark., 2020).

Pozitif kontrollerden elde edilen sonuglarin farkli laboratuvar calismalarinda
benzer olmayis1 ve farkli zaman dilimlerinde ayni yontemden ayni sonuglari elde
edememek pozitif kontrollerin kullanildig1 yontemlerde karsilasilan sinirlardan biridir
(Petersen ve ark., 2021). Laboratuvarlar aras1 deneylerde olusan farkliliklar1 dnlemek
adina arastirmacilar 6zellikle in vitro komet testi prosediiriinii standart hale getirmek
icin kullanilacak olan pozitif kontroller ile ilgili optimizasyon yapilmasina dair goriis

bildirmislerdir (Meller ve ark., 2020).

Uygulanan komet test yontemine bagli olarak farkli pozitif kontroller
kullanilmaktadir. Ornegin, temel alkali komet test yonteminde pozitif kontrol olarak
kullanilan materyallerden biri hidrojen peroksit digeri ise X-ray 1smidir. Enzim
modifiye komet test yontemi olan Fpg Komet ya da oksidatif stres dlgiitlerinden biri
olan OGG1’e hassas bolgeler i¢in uygulanan komet testi yonteminde ise pozitif kontrol
olarak 1s18a duyarlilastirict Ro 19-8022 kullanilmaktadir (Collins ve ark., 2014). Bu
bilesikler disinda komet testi yOntemi uygulanarak yapilan ekotoksikoloji
calismalarinda pozitif kontrol olarak potansiyel karsinojenik bir etilleyici bilesik olan
EMS ve metilleyici bir kimyasal bilesik olan MMS kullanilmistir (Mouchet ve ark.,
2005). Ancak komet testi ile yapilan insan biyoizlem ¢aligmalarinda etik nedenlerden
ve saglikli bireylerin kasten genotoksik bir kimyasal maddeye maruz kalmayacagindan

dolay1 pozitif kontrol grubu kullanilmamaktadir (Meller ve ark., 2020).
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Komet testinde en yaygin sekilde kullanilan pozitif kontrollerden biri hiicrelerde
DNA hasarina neden olan H.O-’dir (Bankoglu ve ark., 2019; Benhusein ve ark., 2010;
Senevirathne ve ark., 2010). H,O, Fe™ gecis metalinin aracilik ettigi Fenton
reaksiyonu ile yliksek reaktif 6zellige sahip hidroksil radikali ve diger reaktif oksijen
tiirlerine doniisiir. Bu durum hiicre DNA’sinda tek ve ¢ift zincir kiriklarinin olusmasi
ile sonuglanir (Andersson ve ark., 2007). DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarina neden
olan H,O;’nin kullanildig1 komet testi ¢alismalarinda maruziyet siiresi ve uygulanan
konsantrasyon degerleri arasinda farkliliklar gézlemlenmistir (Bankoglu ve ark., 2019;
Benhusein ve ark., 2010). Bu durum H;O;’nin pozitif kontrol olarak kullanildigi komet
testi yonteminden elde edilen sonuglarin farkli olmasina neden olmaktadir (Bankoglu
ve ark., 2019). Andersson ve ark. (2007) yaptigi bir ¢alismada uzun siire kiiltiir edilmis
insan lenfositlerini farkli siirelerde H>O.’ye maruz birakmistir. 0.25 mmol/L H,O;
konsantrasyonu 10 dakikalik maruziyet sonucunda en yiiksek hasara neden olurken,
30 dakikalik DNA tamirinden sonra H,O,’nin neden oldugu DNA hasarinda diisiis
gozlemlenmistir. Benhusein ve ark. (2010) HepG2 hiicrelerinde H,O, nin DNA hasar
kapasitesini belirlemek i¢in komet testi yontemini kullanmistir. H,O,’nin DNA hasar
kapasitesini belirlemek i¢in 25 ve 50 uM H,O;’i 5 dak., 30 dak., 40 dak., 1 sa. ve 24
sa. siire ile HepG2 hiicrelerine maruz birakilmistir. Sonuglar H,O,’nin neden oldugu
DNA hasarinin 1 saate kadar olan maruziyette her iki konsantrasyon igin de yiiksek
oldugunu, 24 saatlik maruziyette ise bir artigin olmadigi yoniinde olmustur. Rosignoli
(2001), H2O’nin neden oldugu DNA hasarin1 komet testi kullanarak insan normal
kolonosit hiicrelerinde ve HT29 ile HT29 19A insan kolon tiimor hiicre hatlar
tizerinde degerlendirmistir. H,O,, DNA hasarin1 normal kolonosit hiicrelerinde doza
bagli olarak artirmistir. 30 dakika iizeri inkiibasyon siiresinde 15 mM H:0.
konsantrasyonunda ise DNA hasarinda azalma gdzlenmistir. Insan lenfosit hiicreleri
tizerinde H,O.’yi farkli doz ve maruziyet siirelerinde uygulayan Gasiorowski ve
Brokos (2001) 20 uM H,0, konsantrasyonunun 5 dakika maruziyet siiresinde daha
fazla DNA hasarma neden oldugunu ancak 2 saat maruziyet siiresinde ise DNA
hasarinda belirgin bir azalma goézlemlendigini belirtmistir. Sistematik bir derleme
makalesinde Bankoglu ve ark. (2019) pozitif kontrol olarak kullanilan H,O’nin
aragtirmacilar tarafindan yaygin sekilde 75 uM konsantrasyonda ve 5 dakika buz

izerinde uygulandig1 yoniinde oldugunu belirtmistir. Tez ¢calismamizda 1 uM, 5 pM,

74



10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM ve 200 uM H,O;’nin 3T3 hiicreleri lizerinde
30 dakika ve 60 dakika maruziyeti sonucunda neden oldugu DNA hasarlar
karsilastirilmistir. Tez calismamizdan elde ettigimiz veriler 25 uM ve 50 uM H,O;’nin
hiicreler tizerindeki 30 dakikalik maruziyet sonucunda goriilen DNA hasarinin 60
dakikalik maruziyete gére daha fazla oldugunu gostermistir. H,O-’nin 25 ve 50 uM
konsantrasyon degerlerinin 30 dakikalik maruziyetlerinde ve 50, 75 ve 100 uM
konsantrasyon degerlerinin 60 dakikalik maruziyetlerinde belirgin bir DNA artisinin
meydana gelmesi in vitro komet testinde H,O, nin uygun bir pozitif kontrol oldugunu
gostermektedir. Bu baglamda belirtilen bu konsantrasyon degerlerinde ve maruziyet
stirelerinde in vitro olarak gergeklestirilen komet testinde H.O’nin pozitif kontrol

olarak kullanilmasi uygun olacaktir.

IARC Grup 2A smnifinda yer alan MMS DNA’da yanlis baz eslesmesine,
replikasyon bloklarina neden olan ve DNA bazlarindaki nitrojen ve oksijen atomlarini
direkt olarak alkilleyen giiglii bir klastojendir (Chang ve ark., 2002; Fatur ve ark.,
2003; Kirkland ve ark., 2016; Lundin ve ark., 2005). MMS, DNA iizerinde guanin
bazini toksik ve karsinojenik olmayan 7-metilguanine ve adenin bazini lethal bir
lezyon olan ve DNA sentezini inhibe eden 3-metiladenin’e doniistiirerek yanlis baz
eslesmesine ve replikasyon catalinda ilerleme oraninda azalmaya neden olur (Chang
ve ark., 2002; Lundin ve ark., 2005). Ayn1 zamanda MMS, kromozomlar arasi ve
kromozom i¢i rekombinasyonu indiiklemektedir (Lundin ve ark., 2005). MMS’nin
neden oldugu apiirinik/apirimidinik bolgelerdeki lezyonlar komet test yontemi ile
tespit edilmektedir (Fatur ve ark., 2003). Hosseinzadeh ve ark. (2008) MMS’nin
farelerdeki farkli organlarda neden oldugu DNA hasarmi incelemek i¢in komet test
yontemini kullanmistir. Elde ettikleri sonuglar MMS’nin fare organlarinda %kuyruk
DNA oraninda belirgin bir artisa neden oldugunu gostermistir. de Andrade ve ark.
(2004) sucul biyogevrede genotoksik kirliligi MMS’nin farkli konsantrasyonlarini (2,
4 ve 8 x 10° Molar) farkli maruziyet zamanlarinda (1, 2, 6 ve 24 saat) insan 16kosit
hiicreleri  iizerinde komet testi ile arastirmiglardir. MMS’nin  artan

konsantrasyonlarinda ve artan maruziyet siiresi ile meydana gelen DNA hasarinda artig
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gozlemlemiglerdir. MMS’nin en yiiksek konsantrasyonunda 6 ve 24 saatlik
maruziyette hicbir canli hiicre bulunmadig1 bildirilmistir. Artan maruziyet siiresi ve
artan konsantrasyona bagl olarak DNA hasarinda artis gézlemlenmistir. MMS’nin
neden oldugu DNA hasar1 tamirinde rol alan baz ekzisyon ve homolog rekombinasyon
tamir yolaklarinda goriilen polimorfizmin MMS-maruziyet zamanlar: ile iligkisinin
incelendigi bir ¢alismada, MMS maruziyetinin neden oldugu DNA hasarinin 2 saatten
sonra tamamlanmadig bildirilmistir (Ryk ve ark., 2008). Bausinger ve Speit (2014)
yaptiklar1 bir calismada insan tam kan ve periferal mononiikleer kan hiicreleri lizerinde
MMS, potasyum bromat, (+/-)- anti-B[a]P-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksit (BPDE), 4-
nitrokinolin-1-oksit (4NQO) kimyasallarinin yol ac¢tigt DNA hasart farkli
konsantrasyonlarda ve farkli zaman dilimlerinde komet testi ile 6l¢iilmiistiir. 2 saatlik
maruziyet sonucunda 80 uM MMS’nin en yiiksek DNA hasarina neden oldugu, 18
saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 80 uM MMS’nin neden oldgu DNA hasarinda
azalma meydana geldigi belirtilmistir. Yapilan bir calismada fare periferal kan
hiicreleri kullanilarak komet testi gerceklestirilmistir. Genotoksik kimyasal bilesik
olarak MMS kullanilmistir. Farkli zamanlarda hiicrelere maruz birakilan MMS’nin
neden oldugu DNA hasarinda farkliliklar gézlenmistir. 3 saatlik maruziyet sonucunda
DNA hasarinda artig, 16 saatin sonunda DNA hasarinda pik ve ardindan bir disiis
stireci gozlenmistir (Ellahuene ve ark., 2004). Biz de tez ¢alismamizda MMS’nin 1
uM, 5 uM, 10 pM, 50 uM, 100 uM ve 500 pM konsantrasyon degerlerinin 3T3
hiicreleri lizerinde 30 dakika ve 60 dakika maruziyet sonunda neden oldugu DNA
hasarini karsilagtirdik. Elde ettigimiz veriler 30 dakikalik 500 uM MMS maruziyetinin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde DNA hasarinda artisa neden oldugunu gosterirken,
60 dakika maruziyet sonucunda ise meydana gelen DNA hasarinda MMS’nin tiim
konsantrasyon degerlerinde istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir. 1 uM, 10
uM, 50 uM, 100 uM ve 500 uM MMS’nin 60 dakika maruziyet siiresi sonunda neden
oldugu DNA hasar1 30 dakikalik siire sonundaki DNA hasarina gore daha yiiksek
bulunmustur. MMS’nin en yiiksek konsantrasyon degerinin 30 dakikalik maruziyet
sonunda DNA hasarin1 negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde
artirdigin1 gbzlemlesek bile, bu artisin negatif kontrole oldukga yakin bir deger olmasi
bu konsantrasyon degerinin in vitro komet testinde pozitif kontrol olarak kullanilmasi

sonuclarin dogru yorumlanmasi agisindan problem olusturabilir. 60 dakikalik
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maruziyette MMS nin tiim konsantrasyon degerlerinde negatif kontrole gore anlaml
bir artis gdzlemlenmesine ragmen, bu artisin diizgiin bir sekilde olmamasi yine bu
maruziyet siiresinde tez c¢alismamizda sectigimiz konsantrasyon degerlerinde
MMS’nin in vitro komet testinde pozitif kontrol olarak kullanilmast MMS’yi uygun

bir pozitif kontrol aday1 yapmamaktadir.

EMS, alkilleyici bir kimyasal bilesik olup yaygin olarak bilinen kimyasal bir
mutajendir (Koch ve ark., 2010; Masoabi ve ark., 2018; Shirasawa ve ark., 2016; Di
Sotto ve ark., 2010). EMS’nin en yaygin olarak C/G---T/A doniisiim mutasyonlarina
neden oldugu bildirilmistir. EMS, DNA’daki guanin bazini alkilleyerek O-6 etilguanin
yapisini olusturur ve timin ile yanlis baz eslesmesi gerceklesir. EMS ayni1 zamanda tek
niikleotit varyasyonlarina ve insersiyon/delesyon mutasyonlarina da neden olmaktadir
(Shirasawa ve ark., 2016). Gichner ve ark., (2000) yaptiklar1 bir calismada komet testi
uygulayarak tiitiin bitkisinden izole edilen hiicrelerin ¢ekirdeklerine EMS, ENU ve
gama 1sinlar1 maruz birakarak farkli zaman dilimlerindeki DNA tamir kinetigini
belirlemislerdir. 3 mM EMS maruziyetinden sonra 4 haftalik DNA tamiri 6l¢tilmiistiir.
72 saate kadar DNA hasarinda bir azalma meydana gelmemis, kuyruk momentindeki
azalma 1 hafta ve 4 haftanin sonunda gézlemlenmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada
TX1 tiitlin hiicre hattinda EMS maruziyet stiresindeki degisimin DNA hasari ile iligkisi
komet testi ile belirlenmistir. TX1 hiicreleri 30 mM EMS’ye 0, 30, 60, 90, 120, 150 ve
180 dakika siire boyunca maruz birakilmistir. 15 dakika iizeri maruziyet zamanlarinda
kuyruk momentinde belirgin bir artig gozlemlenirken, 3 saatlik siire sonunda ise hiicre
canliliginda belirgin bir azalma saptanmistir. Arastirmacilar EMS maruziyet
stiresindeki artis ile artan kuyruk momenti arasinda direkt bir ilisgki oldugunu
belirtmistir (Stavreva ve ark., 1998). Tez ¢alismamizdan elde ettigimiz verilere gore
30 dakika 0,2 mM EMS maruziyeti sonunda goriilen DNA hasar1 60 dakika maruziyet
siiresi sonunda goriilen DNA hasarina gore daha yiiksek bulunmustur. EMS her ne
kadar DNA artisina neden olmus olsa da bu artis negatif kontrole oldukca yakin

seviyelerde gergeklesmistir. Bu yiizden EMS’nin in vitro komet testinde pozitif
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kontrol olarak segilmesi tez ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulara gére uygun

goziikmemektedir.

Alkilleyici bilesikler DNA’da replikasyon sirasinda yanlis eslesmelere neden
olabilecek istenmeyen DNA eklentileri olusturan kimyasallardir (Richardson ve ark.,
1987). Alkilleyici kimyasallar sinifinda yer alan ve insanlarda potansiyel karsinojenite
riski bulunan N-nitrozo bilesikleri bu sinif i¢erisindeki en potent gruptur (Bronstein ve
ark., 1991). Bir N-nitrozo bilesigi olan ENU monofonksiyonel alkilleyici bir Kimyasal
bilesiktir (Bronstein ve ark., 1991; Gichner, 2003; Nath ve Maiti, 2022; Richardson ve
ark., 1987). Giiglii bir toksin, mutajen ve genotoksik bir kimyasal madde olan ENU
karsinojenite ¢caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve ark., 2010; Nath ve
Maiti, 2022). Birgok arastirmaci tarafindan mutajen bir bilesik olarak kullanilan
ENU’nun fare spermatogonia hiicrelerinde spesifik bolge mutasyonlarini indiikledigi
gosterilmistir (Hitotsumachi ve ark., 1985). Ayn1 zamanda genotoksik bir madde olan
ENU’nun DNA hasarimni indiikleyip indiiklemedigini komet test yontemi ile aragtiran
aragtirmacilar doza bagl olarak ENU nun DNA hasarima yol ag¢tigin1 belirtmislerdir
(Gichner, 2003). Fortini ve ark. (1996) CHO hiicre hatti {izerinde ENU ve N-etil-N’-
nitro-N-nitrozoguanidin  (ENNG) alkilleyici bilesiklerinin  farkli maruziyet
zamanlarindaki DNA hasar onarimimi aragtirmislardir. ENNG ile ENU’nun, DNA
hasar1 ve tamirinde benzer sonuglar gosterdigi, 24 saatlik siire sonunda DNA hasarinin
tamamen tamir edildigi belirtilmistir. Calismamizda 0,025 mM ENU konsantrasyon
degerinin 60 dakikalik siire sonunda neden oldugu DNA hasar1 30 dakika sonunda
goriilen DNA hasarina gore daha yiiksek c¢ikarken; ENU’nun daha yiiksek
konsantrasyonlarinin 30 dakika maruziyet siiresi sonunda neden oldugu DNA hasari,
60 dakikalik siire sonunda goriilen hasara gore daha fazla bulunmustur. 30 dakikalik
yuksek konsantrasyon degerlerindeki ENU maruziyetinde goriilen DNA hasari, tez
caligmamizda sectigimiz pozitif kontroller arasindan ENU’nun uygun bir aday

oldugunu gostermistir.
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Hiicre dongiisiine spesifik bir bilesik olan etoposid farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antikanser etkili bir kimyasaldir (Godard ve ark.,
1999; Tammaro ve ark., 2013). Topoizomeraz o ve p olmak iizere iki tane izomer
formunu iceren topoizomeraz II etoposidin hiicresel hedefidir (Tammaro ve ark.,
2013). Her iki izomer formunu ayirt etmeksizin inhibe eden etoposid DNA ile iiglii
kompleks bir yap1 olusturarak enzimin fonksiyonunu bozar ve DNA’da tek ve cift
zincir kiriklarinin olugsmasina neden olur (Godard ve ark., 1999; Tammaro ve ark.,
2013). DNA’da zincir kiriklar1 olusturan etoposidin genotoksik etkisi hem in vitro hem
de in vivo komet test yontemi ile aragtirilmistir. Etoposidin ratlardaki belirli organlarda
DNA hasarini indiikledigi, in vitro CHO hiicre hattinda ise 1 saatlik maruziyet
sonucunda ve doza bagli olarak DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir (Godard ve
ark., 1999). Insan periferal kan hiicrelerinde fungusitlerin DNA hasarina olan etkisinin
komet testi yontemi ile arastirildigi ve etoposidin pozitif kontrol olarak se¢ildigi bir
calismada, 1 saatlik etoposid maruziyeti sonucunda sitotoksik olmayan etoposid
dozlarinda doza bagli olarak DNA hasarinin arttig1, 24 saatlik siire sonunda ise DNA
hasarinin normale dondiigii bildirilmistir (Lebailly ve ark., 1997). Schonn ve ark.
(2010) yaptiklar1 bir ¢alismada etoposidin insan adenokarsinom hiicresi olan HT29
hiicre hattinda DNA hasar1 ve tamirinin doza ve zamana bagl olarak degisimi komet
testi kullanilarak incelenmistir. Calismada hiicreler 10 uM etoposid/ 1 ve 24 saat ve
100 uM etoposid/1 saat olacak sekilde maruz birakilmistir. Caligmanin sonucu 10 uM
etoposidin 1 saatlik maruziyet sonucunda 100 uM/1 saat ve 10 uM/24 saat etoposid
maruziyetine gore yaklagik 1.5 kat daha fazla DNA hasarina neden oldugunu
gostermistir. Biz de ¢alismamizda 30 dakikalik etoposid maruziyetinin yol agtigi DNA
hasarmin 60 dakikalik maruziyete kiyasla daha yiiksek ciktigmi bulduk. Ozellikle
etoposid 30 dakikalik maruziyet siiresi boyunca diigiik konsantrasyonda bile negatif
kontrole kiyasla belirgin bir DNA hasarina yol agmistir. Bu yiizden in vitro komet testi

icin tercih edilmesi uygun pozitif kontroller arasinda etoposid yer almaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda, komet testinde pozitif kontrol olarak siklikla kullanilan
kimyasal bilesiklerden H2O2, MMS, EMS, ENU ve Etoposid’in farkli konsantrasyon
degerlerinde ve farkli maruziyet siirelerinde 3T3 fare embriyonik fibroblast hiicreleri

tizerindeki genotoksisite profilleri degerlendirilmistir.

Bu tez ¢aligmasinda her bir pozitif kontrol i¢in asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. H.O.’nin genotoksik etkilerinin komet testi ile degerlendirdigimiz
calismamizda 5 uM, 10 pM, 25 uM ve 50 puM konsantrasyon degerlerinde 30
dakikalik maruziyet sonuclar1 negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamhi
bulunmustur. 60 dakikalik maruziyet sonuglarina gore ise 5 farkli konsantrasyon
degerlerinde (10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM) negatif kontrole gore istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. 30 dakika 25 uM ve 50 pM HzO:’nin neden oldugu DNA
hasar1 60 dakikalik maruziyete gore daha yiiksek ¢ikmistir. H,O, nin 75 uM, 100 uM
ve 200 uM konsantrasyon degerlerinde 30 dakikalik maruziyet sonuglarina ait
%kuyruk yogunlugu verileri elde edilememistir. 200 uM H,O, konsantrasyon
degerinin 60 dakikalik maruziyetine ait DNA hasarmin gostergesi olan %kuyruk

yogunluk verisi elde edilememistir.
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2. MMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyetleri ile 3T3 hiicreleri
tizerindeki genotoksik etkileri komet testi ile degerlendirilmistir. 30 dakikalik
maruziyette sadece en yliksek MMS konsantrasyon degerinde meydana gelen DNA
hasar1 negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. 60 dakikalik
maruziyette MMS’nin biitlin konsantrasyonlarinin 3T3 hiicreleri {izerinde neden
oldugu DNA hasar1 negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli ¢ikmigtir. Ancak bu
anlamhilik diizgiin bir sekilde gergeklesmemistir. 30 dakikalik ve 60 dakikalik
maruziyet sonuglariin karsilastirildigi calismamizda 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM
ve 500 uM MMS konsantrasyon degerlerinde 30 dakikalik maruziyet sonucunda

gbzlemlenen DNA hasar1 daha yiiksek bulunmustur.

3. Etoposidin genotoksik etki profilinin farkli maruziyet siirelerinde
komet testi ile degerlendirildigi ¢alismamizda, etoposidin en diisilk konsantrasyon
degeri hari¢ diger biitiin konsantrasyon degerlerinde 30 dakikalik maruziyet verileri

negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

4. EMS’nin genotoksik etki profilinin komet testi ile aydinlatildig: tez
calismamizda EMS’nin 0,2 mM 30 dakika 3T3 hiicreleri {izerindeki maruziyetinin
neden oldugu DNA hasari, ayn1 konsantrasyon degerinin 60 dakika maruziyetine gore
daha ytiksek ¢ikmistir. EMS’nin 30 dakika ve 60 dakika maruziyet sonuglar1 ayr1 ayri
degerlendirildiginde negatif kontrole gore anlamli sonuglar elde edilmesine ragmen,
EMS’nin 3T3 hiicrelerinde meydana getirdigi %kuyruk yogunlugu verileri negatif

kontrole yakin degerler olarak elde edilmistir.

5. 0,025 mM ENU’nun 3T3 hiicrelerindeki 60 dakikalik maruziyet

sonucunun neden oldugu DNA hasari ayni konsantrasyon degerinin 30 dakikalik
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maruziyet sonucuna gore daha yiiksek ¢ikmistir. 0,2 mM, 0,4 mM ve 2 mM ENU 30
dakika maruziyeti ise ayni konsantrasyon degerlerinin 60 dakika maruziyetine gore

istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tezimizden elde ettigimiz biitiin veriler 15181nda H202, Etoposid ve ENU’nun in
vitro alkali komet test yonteminde pozitif kontrol olarak kullaniminin uygun oldugunu

gostermektedir.

In vitro komet testininin standardizasyonunun saglanmasi icin baska hiicre
hatlarinda ve diger pozitif kontrollerin de kullanildig1 aragtirmalara ihtiya¢ vardir.
Ayrica tercih edilecek olan pozitif kontrolleri komet yonteminin tiirlerine gore

belirlemek daha dogru olacaktir.
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OZET

Komet Yontemi ile 3T3 Hiicre Hattinda Pozitif Kontrollerin in vitro
Karsilastirilmasi ve Optimizasyonu

Hiicre diizeyinde DNA hasarim1 belirlemek igin kullanilan Komet (Tek Hiicre Jel
Elektroforez) yontemi bir genototoksisite testi olup, hassas, hizl1 ve giivenilir sonuglar vermesi
ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bu test yontemi sayesinde tek ya da ¢ift DNA zincir kiriklari, baz
cifti hasarlar1, alkali labil bolgeler, apoptotik ¢ekirdekler belirlenebilmektedir. Komet testinde
pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasallar DNA hasarini indiikledigi bilinen genotoksik
maddelerdir. Pozitif kontroller hem in vitro hem de in vivo arastirmalarda bir maddenin
genotoksik hasarmin olup olmadigint ve DNA hasar/onarim kapasitesinin belirlenmesi
acisindan onemlidir. Bu yiizden komet yonteminde uygun pozitif kontroliin belirlenmesi son
derece 6nemlidir.

Diinyada bir¢ok farkli laboratuvarda komet testi yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat,
yapilan her ¢aligmada farkli pozitif kontrollerden farkli konsantrasyonlardan alinan yanitlarin
degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle tez ¢calismamizda komet yonteminde en ¢ok
kullanilan ve genotoksik etkisi oldugu bilinen kimyasal maddelerden hidrojen peroksit (H205),
etil metansiilfonat (EMS), metil metansiilfonat (MMS), N-etil-N-nitroziire (ENU) ve etoposid
farkli konsantrasyonlarda 3T3 fare embriyonik fibroblast hiicresi {izerinde test edilmistir.
Ayrica tez calismamizda komet testinde hiicre kiiltiirii {izerinde pozitif kontrol olarak
kullanilan farkli kimyasallarin DNA hasarim indiikleyici etkileri maruziyet siireleri 30 dakika
ve 60 dakika olmak tizere kargilagtirilmigtir.

Tezimizden elde ettigimiz sonuglara gére H202, Etoposid ve ENU’nun in vitro alkali
komet test yonteminde kullanilmas1 uygun pozitif kontrollerdir. MMS ve EMS i¢in elde edilen
sonuclar negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli olmasina ragmen, elde edilen degerler
negatif kontrole yakin sonuglar oldugu igin in vitro alkali komet testinde pozitif kontrol olarak
kullanimi uygun degildir.

Anahtar Sozciikler: Genotoksisite, Hiicre Kiiltiirii, Komet, Pozitif Kontrol, Tek Hiicre Jel
Elektroforez
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SUMMARY

Comparison and Optimization of Positive Controls Using Comet Assay in 3T3
Cell Line in vitro

Comet (Single-Cell Gel Electrophoresis) assay is a genotoxicity test used to determine
DNA damage at the cell level and comes into prominence as giving sensitive, fast and reliable
results. By using this test method, single or double DNA strand breaks, base pair damages,
alkali labile regions, and apoptotic nuclei can be determined. In this method, chemicals applied
as positive controls have genotoxic features, which are known to induce DNA damage.
Positive controls are important for determining whether a substance causes genotoxic damage
and DNA damage/repair capacity in both in vitro and in vivo studies. Therefore, it is highly
important to determine the appropriate positive control in the 'Comet' assay.

The comet assay is widely used in many different laboratories around the world.
However, it is known that the responses obtained from different positive controls at different
concentrations vary in each study. Therefore, in our thesis study, hydrogen peroxide (H20>),
ethyl methanesulfonate (EMS), methyl methanesulfonate (MMS), N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU) and etoposide, which are the most commonly genotoxic chemicals in the comet assay,
were tested on 3T3 embryonic fibroblast cells at different concentrations. In addition, in our
thesis study, the DNA damage-inducing effects of different chemicals used as a positive
control on cell culture in the comet test were compared, with exposure times of 30 minutes
and 60 minutes.

According to the results we obtained from our thesis, the use of H,O,, Etoposide and
ENU in the in vitro alkaline comet test method are suitable positive controls. Although the
results obtained for MMS and EMS are statistically significant compared to the negative
control, they are not suitable for use as a positive control in the in vitro alkaline comet test as
the results are close to the negative control.

Keywords: Cell Culture, Comet, Genotoxicity, Positive Control, Single-Cell Gel
Electrophoresis
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