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OZET

insan Amniyotik Hiicre Kiiltiirlerinde Nikotin Ve Resveratroliin Sox2 Ve Sox4
Genlerinin Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisinin Real Time Pcr Yontemi Ile
Incelenmesi

Hamilelikte sigara iciminin fetiis gelisiminde ve biiyiimesinde zararh
etkilerinin olduguna dair kanitlar bulunmasina ragmen her 3 kadindan biri erken
hamilelik doneminde sigara icmektedir. Nikotin sigarada bulunan en 6nemli toksik
bilesenlerden biridir. Biz de caliymamizda hamilelikte sigara kullaniminin
tehlikelerine dikkat cekebilmek icin; nikotinin, insan amniyotik hiicre
kiiltiirlerinde Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyleri iizerine etKisini
gostermeyi amacladik. Ayrica toksik bilesiklere karsi antioksidanlarin 6nemini
vurgulayabilmek i¢in; nikotinle muamele edilen insan amniyotik hiicre
kiiltiirlerinde bir antioksidan olan resveratroliin belirledigimiz genlerin ekpresyon
diizeylerinde nasil bir etkiye sahip oldugunu gostermeyi hedefledik.

Calismamiza 20 hasta dahil edilmis olup her hasta icin; kontrol hiicre
kiiltiirii grubu, nikotin ile muamele edilen hiicre Kiiltiirii grubu ve resveratrol +
nikotin ile muamele edilen hiicre Kkiiltiirii grubu olusturulmustur. Gruplarin her
birinde Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyleri real time RT- PCR ile
incelenmistir.

Cahismamiz sonuglarina gore nikotin ile muamele edilen hiicre Kkiiltiirii
gruplarinda Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyleri degisiklik gostermis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p degerleri Sox2 icin p=0,005 - Sox4 i¢cin
p=0,000). Nikotin ve resveratrol + nikotin grubu karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamh bir fark elde edilmistir. (p degerleri Sox2 icin p=0,036 - Sox4 i¢in
p=0,026)

Sonu¢ olarak nikotinin insan amniyotik hiicre Kkiiltiirlerinde Sox2 ve Sox4
genlerinin ekspresyon diizeylerini degistirdigi, resveratroliin de nikotin muamelesi
ile artan Sox2 ve Sox4 ekspresyon diizeyini azaltma da onemli bir antioksidan
oldugu saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Nikotin, Sox2, Sox4, Resveratrol, RT-PCR
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ABSTRACT

Investigation The Effects of Nicotine and Resveratrol on Sox2 and Sox4 Genes
Expression Levels in Human Amniotic Cell Culture by Real Time PCR

Although there are various evidence relating to the smoking during
gestation harms to development and growth of fetus, one-third of women smoke
during pregnancy. Nicotine in cigarette is one of the most important toxic
components. For this reason, in our study we aimed to show the effects of nicotine
in human amniotic cell cultures upon the expression levels of Sox2 and Sox4 genes.
In addition, we aimed to show the effect of resveratrol, kind of an antioxidant,
upon the expression levels of genes we examined on nicotine treated human
amniotic cell cultures to emphasize importance of antioxidant against toxic
components.

The twenty patients included to our study and the third group was created
for each patients. The groups respectively are called control cell culture group,
nicotine treated cell culture group and resveratrol + nicotine treated cell culture
group. The levels of expression Sox2 and Sox4 genes were examined by real time
RT-PCR method for each group.

The Sox and Sox4 genes showed changes in expression levels and were
statistically significance according to our results. (p=0,005 for Sox2- p=0,000 for
Sox4). A statistically significant difference was found between nicotine group and
resveratrol + nicotine group were compared. (p=0,036 for Sox2- p=0,026 for Sox4)

As a result, we founded that nicotine changes the expression levels of Sox2
and Sox4 genes and examined that resveratrol is an important antioxidant to
reduce expression levels of Sox2 and Sox4 genes increased by treatment of nicotine.

Key Words: Nicotine, Sox2, Sox4, Resveratrol, RT-PCR
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1. GIRIS

Gebelikte sigara kullanimi; diisiik, perinatal oliimler ve diisiik agirlikli bebek
dogumu sendromu gibi farkli komplikasyonlara neden oldugundan hamilelik sirasinda
sigara kullanimmin fetal gelisim i¢in oldukca tehlikeli oldugu kabul edilmistir'.
Bununla birlikte sigarada bulunan cesitli toksik maddeler obstetrik ve gelisimsel
komplikasyonlara neden olmaktadir. Sigara i¢imi oksidatif streste, bagisiklik ve
inflamatuvar yanitta, ksenobiyotik metabolizmasinda, pihtilasma ve fibrinolizde, tiimor
olusumunda, 1s1-sok yanitinda, DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) tamirinde, ekstra seliiler
matrix degredasyonunda yer alan genlerin ekspresyonunu degistirmektedir®. Sigarada
bulunan toksik bilesenlerin en énemlilerinden biri nikotindir'. Nikotin; kritik gelisim
sathalarinda beyni etkileyen bir néroteratojen olup, sigara igenlerin ¢ocuklarinda
bilissel, duygusal, davranigsal problemlerin goriilmesine neden olmaktadir. Ayni
zamanda akciger gibi organlarin gelisimini etkilemektedir’. Nikotinin tek basina kanseri
indiikledigine dair kanitlar olmamasina ragmen farkli calismalar; nikotinin kanser
hiicrelerinin ~ biiyiimesine ve endotelyal hiicrelerin proliferasyonuna katkida
bulundugunu goéstermistir’. Ayrica nikotinin normal timositlerde, farklilasmamis
fibroblastlarda, birgok kanser hiicre serisinde apoptozu engelledigi gosterilmistir.

Caligmamizda hamilelikte sigara kullaniminin zararlarina farkli yonden
dikkatleri ¢ekebilmek, literatiire yeni kaynaklar sunabilmek amaciyla; cesitli sinyal
yolaklarinda gorev alan SOX2 (Cinsiyet belirleyen bolge homeobox2), SOX4 (Cinsiyet
belirleyen bolge homeobox4) genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Buna ek
olarak resveratrol igerigi yiiksek gidalar tiiketmenin, toksik maddelerin zararlarini
indirgemede Onemli oldugunu vurgulayabilmek adina  resveratroliin; nikotinin
etkiledigi SOX2, SOX4 genlerinin ekspresyon profillerinde nasil bir etkiye sahip
oldugu aragtirilmistir.

SOX2, intronsuz bir gen olup hiicrenin molekiiler kaderinin belirlenmesinde ve
embriyonik gelisiminin diizenlenmesinde rol olan transkripsiyon faktorlerinin SRY
(cinsiyet belirleyen bolge Y) ile iliskili HMG-box (Yiiksek mobilite grup-box) ailesinin
bir iiyesini kodlar. Bu genin {riini santral sinir sistemindeki kok hiicrelerin

korunmasinda gereklidir. Mutasyonlar1 optik sinir hipoplazisi sendromik mikroftalmi ve



yapisal goz malformasyonlariyla iliskilidir®. Erken embriyogenezis sirasinda
pluripotensi icin gerekli transkripsiyon faktoriidiir. On beyin ve gozlerin gelisiminde
SOX2'nin onemli oldugu gosterilmistir’. SOX4 geni gelisim ve tiimorogenezis ile
baglantilidir. Cesitli timér tiirlerinde SOX4'iin asi eksprese oldugu gozlenmistir®,
Tomiirogenezisin yaninda hiicre oliimiine Onderlik eden apoptozis yolaginda gorev
yapabilir’.

Resveratrol iiztimde, cilekte ve bitkisel ilaglarda bulunan polifenik bir birlesiktir.
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, endotelyal nitrik oksit sentetazin stimiilasyonu,
trombosit agregasyonu gibi ¢esitli biyokimyasal aktiviteler sergiledigi gosterilmistir'®.
Resveratrol, ayn1 zamanda sigara dumani eksrakti indiiklemesiyle artan mitokondri O,
(oksijen) iriinlerini azaltarak endotelyal hiicreleri sigara dumani eksrakti indiikleyici
DNA hasarlarima kars: korumaktadir''.

Bu ¢alisma, nikotin ile muamele edilen insan amniyotik hiicre kiiltiirlerinde;
proliferasyonda ve tiimor olusumunda 6nemli rol oynayan SOX2 ve SOX4 genlerinin
ekpresyon diizeylerindeki degisiklige bagli olarak bebekte olusabilecek olumsuzluklari
belirlemeyi, gebelikte sigara i¢iminin zararlarina farkli yonden dikkatleri ¢ekebilmeyi
ve resveratrol ile nikotin arasindaki etkilesimi belirlenmis olan genler iizerinden

gorebilmeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hamilelikte Sigara Kullanim

Hamilelikte sigara i¢iminin fetus gelisiminde ve biiyiimesinde zararh etkilerinin
olduguna dair kanitlar bulunmasina ragmen her 3 kadindan biri erken hamilelik
déneminde sigara i¢cmektedir'”. Sigara icenlerde toksik bilesiklere maruz kalma,
intrauterin fetal gelisimi i¢in oldukca tehlikelidir ve ayn1 zamanda ¢esitli obstetrik ve
gelisimsel komplikasyonlara neden olmaktadir. Hamilelik sirasinda sigaranin
beklenenden farkli etkileri; spontan diisiik, 6nde gelen plasenta, plasental abrupsiyon,
erken dogum, diisik dogum, fetal biliylime kisitlamasi, diisiik dogum agirhigi ve ani
bebek Oliimii sendromunu i¢ermektedir. Sigaranin icerdigi kimyasal bilesikler primer
kontakt hiicreler ve ¢esitli ikincil dokularda genotoksik ve prekarsinojenik lezyonlarin
olusumunu indiiklemektedir. Sigara icimi oksidatif strese, immiin ve inflamatuvar
yanita, ksenobiyotik metabolizmaya, pihtilagma ve fibrinolizise, onkogenezise, 1s1-sok
cevaba, DNA tamirine, DNA paketlenmesine ve ekstraseliller matriks

degradiyasyonuna dahil genlerin ekspresyonunu degistirmektedir™"”.

Sigara insan
bedenine zarar verebilen binlerce toksik madde igcermektedir. Bunlar igerisinde en

onemlisi nikotindir'.

2.2. Nikotin

Nikotin pridin ve pirolidin halkasindan olusan ve tiitiin bitkisinin yapraklarindan
izole edilen alkoloid bir bilesiktir'®. Ticari tiitiin yapraginda bulunan alkoloidlerin % 95
kadarii olusturmaktadir’. Nikotinin 2 stereo izomeri bulunmaktadir. Aktif izomer
nikotinik kolinerjik reseptorlere baglanan (S)- nikotindir ve bu izomer tiitiinde
mevcuttur. (R)- nikotin, kolinerjik reseptorlerin sadece zayif bir agonistidir. Nikotin
zay1f bir baz oldugundan hiicre zarindan gegisi pH’ya baghdir. Asidik pH’da nikotin
iyonize durumdadir ve hiicre membranindan kolayca gecemez'®. Sigara dumaninin
major toksik bileseni olup, periferik ve santral sinir sisteminde reaktif oksijen tiirlerinin
{iretimini uyararak oksidatif stresin olusumuna yol agtig1 bilinmektedir'*. Nikotin ¢ok
diisiik miktarlarda merkezi sinir sisteminin hafif bir uyaricisidir fakat saf formu yiiksek

derecede zehirleyicidir ve insektisid olarak kullanilmaktadir'”.



2.2.1. Nikotinin Tarihgesi

Tiitiin tartm1 MO. 6000 yi1linda Amerika kitasinda baslamustir. Bu tarihten 4.500
yil sonra Orta Amerika’da yasayan Mayalarin tiitiin kullandig1 kitaplara ge¢mistir.
Avrupalilar tiitlinii 1492 yilinda Kiiba’ya ayak basan Christopher Colomb sayesinde
Ogrenmis, tlitiinlin Avrupa’da yayilmasi ise Fransa’nin Portekiz elgisi Jean Nicot
sayesinde olmustur'®.1559 yilinda Avrupa‘ya getirilen tiitiin bitkisi sigara icme ve
bitkisel insektisit elde etme amactyla kullanilmstir'.

1809 yilinda tiitlin bitkisinde nikotini gozlemleyen Fransiz bilim adam
Vauquelin tiitiin 6zlinde alkali ve ucucu aktif bir madde oldugunu fark etmistir.
Nikotinin tiitlin bitkisinden izolasyonu ve piirifikasyonu 1828 yilinda Heidelberg
Universitesinden Poselt ve Reimann tarafindan yapilmis; tiitiinin  Avrupa’da
yayilmasina sebep olan Nicot onuruna elde ettikleri iirline nikotin ad1 verilmistir. 1843
yilinda Melsens tarafindan nikotinin ampirik formiilii (C;oH4N), 1847 yilinda ise
Schloesing tarafindan molekiiler agirligi tanimlamistir. Nikotinin bugiin bilinen gelismis
yapis1 1895 yilinda Aldof Pinner tarafindan agikliga kavusturulmustur. 1950°1i yillarda
nikotin metabolizmasinin ilk ¢aligmasi yapilmis, 1981 yilinda dogal (S)- nikotin

enantiyosegici sentezi, 2000 yilinda ise (R)- nikotin enantiyosegici sentezi yapilmistir®’.

2.2.2. Nikotinin Kimyasi

Nikotinin kimyasal formiilii CioH 14N>, molekiiler agirligr ise 162,23 kDa’dir.
Sistematikte, nikotin 3- (1-metil- 2- pirolidinil) piridin olarak adlandirilmaktadir.
Nikotinin 4 olast1 konformasyonu vardir. Nikotinin en olasi konformasyonu,
konformasyon 1 ve 2 arasindaki doniisiimdiir. Konformasyon 1’de pirolidin halkasinin
Cs’lindeki hidrojen, piridin halkasinin Hs’niin arkasindayken; Konformasyon 2’de
piridin halkasmin H,’sinin arkasindadir. iki konformasyon arasindaki doniisiim pirolidin
halkas1 déndiiriilerek elde edilir’'. Saf nikotin karakteristik bir kokuya sahip ve sividr.
Hava ile temas ettiginde kahverengine doniisiir. Nikotin 760 Torr’da 247,5 °C’de

kaynama noktasina sahiptir®.
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Sekil 1: Nikotinin kimyasal yapis1 - Konformasyon I ve Konformasyon II°'

2.2.3. Nikotinin Absorbsiyonu

Nikotinin biyolojik zarlar {izerinden absorbsiyonu pH’ya baghdir. pH asidik ise
nikotin iyonizedir ve membrani kolaylikla gecemez. Fizyolojik pH’da (pH=7,4) nikotin
iyonize degildir ve kolaylikla membrani gecebilir®. Tiitiin dumam kiiciik hava yollarina
ve akcigerin alveollerine eristiginde nikotin hizla absorbe edilir. Sigara i¢imi sirasinda
nikotinin kandaki konsantrasyonu hizla yiikselir ve sigara i¢imi bittiginde pik yapar.
Insan akcigerinde pH 7,4 degerindeki sivi, nikotinin ¢dziinmesini saglayarak
membranlardan transferini kolaylastirir. Ortalama olarak nikotinin Img kadar1 sigara
icimi sirasinda absorbe edilir'®. Nikotinin emilimi agiz boslugu, deri, akciger, mesane

ve gastrointestinal sistem araciligiyla gerceklesebilir®.

2.2.4. Nikotinin Viicut Dokularinda Dagilim

Absorbsiyondan sonra nikotin kan dolasimina katilir. pH=7,4"te % 69 kadar
iyonize, % 31 kadar ise aniyonize durumdadir. Sigara igenlerin otopsi 6rnekleri temel
alindiginda nikotin afinitesinin karaciger, bobrekler, dalak ve akcigerlerde yiiksek; yag
dokuda ise daha diisik oldugu goriilmistir'®**. Nikotin ayrica anne siitinde de
birikmektedir. Plasental bariyeri kolayca gectiginden amniyotik siv1 ve fetal serumda

daha yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Bir sigara i¢ciminden sonra arteriyel



kandaki nikotin konsantrasyonu ¢ogunlukla 20- 60 ng/ml arasinda degisen oranlarda

bulunur'®.

2.2.5. Nikotin Metabolizmasi

Nikotin karaciger tarafindan bir¢ok metabolite kapsamli olarak metabolize edilir.
Nikotinin 6 ana metaboliti tammmlanmistir. Kantitatif olarak cogu memeli tlirlerindeki
nikotinin en énemli metaboliti laktam tiirevli kotinindir. Insanlarda nikotinin %70- 80

kadar1 kotinine doniistiiriilir'®*

. Nikotini metabolize eden 2 majér monooksijenaz
bulunmaktadir. Bunlar sitokrom P—450 ve flavin monooksijenaz (FMO)’dir®. Nikotin
metabolizmasi yolaklar1 Fazl ve FazIl nikotin metabolizmasi olarak ele alinabilir. Fazl
metabolizmasi nikotinin mikrozomal oksidasyonunu igermektedir ve 4 gruba ayrilir™.

Faz I Metabolizmasi birinci grubu C-oksidasyon ve 5’- hidroksi — nikotinin 3-
pridilasetik asite doniisiimii icermektedir. Insanlarin ¢ogunda nikotin  %70- %80
oraninda C-oksidasyonu ile kotinine metabolize olur. Kotinin insan, tavsan, fare ve
sicanda bir idrar metaboliti olarak tespit edilmistir. Nikotinin kotinine doniisiimiinii ileri
stiren mekanizma; mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenen hidroksilasyon sonucu
aldehit doniistimii ve sitozolik enzimlerle indiiklenen kotinin doniistimlerinden ibarettir.
Nikotin iminiyum iyonun 5’- hidroksinikotinden su kaybi ile olustugu ve kotinine
dontistiigli bilinmektedir. y- (3-piridil)- y-oxo-N-metil biitiramit, kotinin uygulamasini
takiben izole edilen metabolittir. y- (3-piridil)- y-oxo-N-metil biitiramit insan idrarinda
da tespit edilmistir. 3-Piridil asetik asit (-)- kotinin uygulamasin1 takiben izole edilen bir
metabolittir. Ayrica diger ara {irtinler dimetil kotinin ve 6- (3-piridil)- y- oxobiitrikasit,
3-piridil asetik asite donligmektedir. Nikotinin C- oksidasyonunda yer alan en onemli
enzim kotinin olusumuna Onciiliikk eden CYP2A6 (sitokrom P450 2A6)’d1r22.

Faz 1 metabolizmasi ikinci grubu nornikotin, demetil kotinin, trans—3-
hidroksikotinin ve 6- (3-piridil)- y-metilaminobiitrikasit olusumudur. Demetil kotinin,
nornikotin ve 3-hidroksikotinin insanlara ve hayvanlara (-)-nikotin ve (-)-kotinin
uygulamasin1 takiben izole edilmis ve idrar metaboliti olarak tanimlanmistir. 3-
Hidroksikotinin’in, '*C-(-) nikotinden olustugu bilinmektedir. Nikotin-metil-'"*C’; 3-
hidroksikotinin, kotinin ve 8- (3-piridil)- y-oxo-N-metil biitiramite doniisiirken '*C-
kotininin; 3-hidroksikotinin, demetilkotinin ve y- (3-piridil)- y-oxo-N-metil biitiramide

doniistiigi gosterilmistir™.



Faz 1 metabolizmasi tigiincii grubu N-oksidasyon’dur. Nikotin—1’-N-oksit, ilk
olarak tavsan karaciger ekstraktinda tanimlanmistir. Nikotin—1’-N-oksit olusumu,
hepatik flavin i¢eren monooksijenaz 3 (FMO3) tarafindan katalize edilir. Kotininin de
N-oksidasyonu yapilmaktadir. Ancak kotinin N-oksidasyonunda yer alan enzim heniiz
tanimlanmamistir 2,

Faz 1 metabolizmasinin 4. grubunu N-metilasyon olusturmaktadir. Nikotin
metabolizmasinin diger yolaklar1 nikotinin N-metilasyonu ve N-demetilasyonunu
icermektedir. Hayvanlara (-) - nikotin ve (-)- kotinin uygulamasini takiben idrar
metaboliti olarak izometilnikotinyum ve kotinin methoniyum olusmustur 2,

Faz 1I Metabolizmasi N- ve O- glukuronidasyonu igermektedir. UDP-
glukuronoziltransferaz (UGT) enzimleri, glukuronid ile birlesmeyi saglamaktadir.
Nikotinin glukuronid’li metabolitleri, nikotin ve kotinin N-glukuronidler olup bu

metabolitler idrarda saptanmistir™.
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Sekil 2: Nikotin metabolizmasi ve konformasyonu '®

2.2.6. Nikotin ve Kotinin Metabolizmasindan Sorumlu Karaciger Enzimleri
Nikotin ve kotinin metabolizmasindan sorumlu karaciger enzimleri; sitokrom

P450 enzimleri, aldehit oksidazlar, flavin monooksijenaz 3’ler, amin N-

metiltransferazlar, UDP-Glukuronoziltransferazlar olmak iizere 5 gruba ayrilir'

Sitokrom P450 enzimlerinden CYP2A6, nikotin ve kotinin oksidasyonundan sorumlu
primer enzimdir'®***®, CYP2B6 (sitokrom P450 2B6) nikotinin oksidasyonunda gorevli
ikinci aktif hepatik enzimdir. CYP2D6 (sitokrom P450 2D6) nikotin metabolizmasinda



aktif iken kotinin metabolizmasinda etkin bir role sahip degildir. CYP2E1 (sitokrom
P450 2E1) ise yiiksek nikotin konsantrasyonunda nikotin metabolizmasinda etkilidir.
Aldehit oksidazlar nikotin-A"® -iminiyum iyonun kotinine déniisiimiinii katalizleyen
sitosolik enzimlerdir. Tavsan karaciger mikrozomlarinda yapilan invitro ¢aligmalarda;
aldehit oksidaz yoklugunda nikotin-A'®’-iminiyum iyonun biriktigi gozlenmistir.
Flavin monooksijenazlar, endoplazmik retikuluma ve de c¢ekirdek zarma yapisik
bulunan ksenobiyotik metabolizmada rol alan Fazl enzimleridir’’. Flavin igeren
monooksijenaz 3 (FMO3), nikotin N’ oksit olusumundan sorumlu temel enzimdir. Amin
N-Metiltransferazlar tarafindan nikotin N-metilasyon katalizlenmektedir'®. UDP-
Glukuroniltransferazlar, nikotin ve kotininin faz II reaksiyonlar1 ile glukuronidasyonun
gerceklesmesini  saglar. Glukuronidasyon ile glukuronikasidin substrata transferi

gergeklesir. Boylece suda ¢oziiniirligii yiiksek metabolik iiriinler olusur®.
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Sekil 3: Nikotin metabolizmasi ve yikim yollart *°

2.2.7. Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

Nikotin bir asetilkolin agonistidir ve nikotinik reseptorler araciligiyla etkilidir.
Nikotinik asetilkolin reseptorleri ilk defa sinir kas sinapsinda tespit edilen 290 kDa
agirhginda bir proteindir”. Nikotinik reseptorler etkilerini Na kanallari itizerinden
gosterir. Norotransmitter olan asetilkolin hiicre duvarinin disinda bulunan nikotinik
reseptorii etkileyerek, sodyum iyon kanallarini acan konformasyonel degisiklige sebep
olur®. Nikotinik asetilkolin reseptorlerini Na* ve Ca," girisi ve K ¢ikist ile yonetilen

klasik ligand kapili iyon kanal proteinleri veya iyonotropik reseptdrler olarak



tanimlamak da miimkiindiir®. Nikotinik asetil kolin reseptorleri alfa, beta, gama, sigma,

epsilon olmak iizere 5 ayr1 grupta incelenir’'.

2.2.8. Nikotinin Viicuttan Atilimi
Nikotin atilimmin idrar, gaita, safra, mide 6zsuyu ve ter yolu ile olabilecegi

1622 ¢! nikotin hayvanlara verilmis ve %55 kadar idrarda gozlenmistir.

gosterilmistir
Nikotin ve kotinin sigaraya maruz kalan annelerin bebeklerinin idrarinda da tespit
edilmistir’. Ratlarla yapilan ¢alismalarda isaretli nikotinin intravendz uygulanmasindan
sonra radyoaktivitenin bir kisminin safrada salgilandig1 goriiliirken insanlarda safradaki

nikotin miktarini 6lgebilecek bir ¢alisma yapllmamlstlrm.

2.2.9. Nikotinin Biyolojik Etkileri

Nikotin; apoptozis, anjiogenezis, hiicre aracilikli bagisiklik gibi organizma igin
cok 6nemli olan ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 bozarak bir tiimor tetikleyicisi gibi gorev
yapmaktadir’”. Yiiksek doz nikotin P450 enzimlerin aktivitesini artirarak serbest radikal
olusumuna Onciilik etmektedir’>. Nikotin;  oksidatif radikal olusumuna sebep
oldugundan néral hiicrelerde oksidatif zarara yol agan bir norotoksikanttir’”. Nokta
mutasyonlar1 olusturarak akciger yapisinin korunmasi ve akciger biiylimesini kontrol
eden programi degistirmektedir. Ayn1 zamanda akcigerlerin antioksidan kapasitesini

azaltmaktadir™.

2.2.9.1. Nikotinin Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Nikotinin in vivo ve invitro oksidatif stresi indiikledigi bildirilmistir. Lipid
peroksidasyon islemi g¢esitli hastaliklarin patogenezinde énemli rol oynamaktadir. Lipid
peroksidasyonunun baslatilmasi; ¢ogu durumda siiperoksit, hidroksil radikaller gibi
serbest radikaller ve hiicresel zarara sebep olan H,O, (hidrojen peroksit) gibi diger
reaktif oksijen tiirleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Intraperitoneal nikotin
uygulanan sigan dokularinda lipid peroksidasyon diizeylerinin arttifi gozlenmistir.
Nikotin karacigerde ana metaboliti olan kotinine oksitlenir ve dokularda serbest
radikallerin olusumuna sebep olur. Dokulardaki glutatyonun azalmasi ile birlikte bu
serbest radikallerin olusumu oksidatif hasara sebep olur®. 2mg/kg subkutandz nikotin

uygulamasi1 yapilan ratlarin bobrek ve karacigerlerinde oksidatif stresin artigi
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gosterilmistir’®. Oksidatif stresin rolii 6zellikle solunan tiim oksijenin % 20’sini tiiketen
beyinde onemlidir. Beyin antioksidanlarin ve ilgili enzimlerin nispeten zayif bir
konsantrasyonunu igerir. Nikotinin ve klorpirifosun gelismekte olan sinir hiicrelerinde
oksidatif hasara yol actig1 gosterilmistir. Gelismekte olan beyin; koruyucu enzimlerin ve
glutatyon gibi antioksidanlarinin rezervlerinin az olmasi, noronlar1 oksidatif
molekiillerden koruyan glialarin yetiskin beynine gore eksik olmasi nedeniyle oksidatif
strese karst daha hassastir’. Maternal sigara igimi yavrularda oksidatif stresi
arttirmaktadir. Ratlarda fetal ve neonatal donemde nikotine maruz kalma pankreatik
glutatyon peroksidaz ile MnSOj4 protein ekspresyonu ve ROS (reaktif oksijen tiirleri)
tretimini arttirmistir.  Hayvan c¢alismalar1 fetusun reaktif oksijen tiirlerine maruz
kalmasi sonucunda pankreatik hiicre fonksiyonunun degiserek diabete Oniiciiliik

edebilecegini gostermistir’ .

2.2.9.2. Nikotinin Apoptoz Uzerine Etkisi

Nikotin gesitli faktorleri uyararak apoptoza engel olmaktadir®. insan akciger
kanserinin gelisimini igeren ¢alismada nikotinin, Bcl-2 (B-hiicre lenfoma-2) onko-
proteininin ekspresyonunu artiran ve apoptozu baskilayan kinazi (ERK2) aktive ettigi
kanitlanmistir™. Bcl-2 antiapoptotik olmasi nedeniyle hasarli hiicrenin &lmesinden
ziyade boliinerek ¢ogalmasini sagladigi i¢in hasarin nesilden nesile kiimiilatif sekilde
aktarilmasini saglayarak onko-protein gibi davranir’®. Baska bir ¢alismada nikotinin,
UV-uyaril apoptozisi engelledigi gosterilmistir>”. Akciger karsinom hiicrelerinde ise
nikotinin, antiapoptotik olarak gérev yapan protoonkogen Bcl-2‘nin fosforilasyonunu

uyardig1 gozlenmistir™=

Nikotin aracilikli apoptozun engellenmesi tiitliin ile iliskili
kanserlerin patogenezine katkida bulunabilmektedir’. Son yillarda pek gok arastirmaci
nikotinin asetilkolin reseptorlerine baglandigini ve kolinerjik antiinflamatuar yolagin
agonistik aktivasyonunun bir¢ok invitro sistemde apoptozisi engelledigini ifade etmistir
2

2.2.9.3. Nikotinin Hiicre Cogalmasi Uzerine Etkisi

Nikotin akciger kanseri hiicre serilerinin ¢ogalmasini tesvik eden aktif bir sigara
bilesenidir. Ayn1 zamanda anjiogenezisi uyararak apoptozise karsi diren¢ olusumunda

etkilidir. Akciger kanseri hiicrelerinde bu olaylar nikotinik asetilkolin reseptorleri

araciligr ile gergeklesirken; NSCLC’de (non- small cell lung cancer) nikotinin pro-
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invaziv etkisi, a7-nAChR (alfa7 nikotinik reseptor) yolu ile olugsmaktadir. Real- Time
PCR analiz sonuglar1 a7-nAChR’nin insan meme kanseri ve pankreatik kanser hiicre
hatlarinda da eksprese oldugunu gostermistir. Nikotinin, insan meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasina ve yayilmasina katkida bulundugu tespit edilmistir. Meme
kanseri hiicrelerinde nikotinin pro-invaziv etkisi; nAChR, Src (reseptor olmayan tirozin
kinaz) ve Ca bagimli yolak aracilig1 ile gerceklesir'®. Konno ve arkadaslarmin yaptigi
calismada ise nikotinin, doz bagimli hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonunda etkili oldugu
gozlenmistir™. Nikotin; diiz kas hiicrelerinin, murin ebriyonik fibroblastlarm ve insan
embriyonik akciger fibroblastlarinin biiyiimesini ya da DNA sentezinin baslatilmasini
uyarmaktadir. Ancak nikotin HL—60 (insan premiyelositik 16semi hiicre hatt1) 16semik
hiicrelerde ve BALB/3T3 (fare fibroblast hiicre hatt1) hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini

inhibe etmektedir*'.

2.2.9.4. Nikotinin Genotoksik Etkisi

Insanlarda ve kemirgenlerde sigaranin genetik hasara sebep oldugu acikca
gosterilirken nikotinin genotoksik etkisine dair ¢aligmalar celigkili ve sinirlidir. Bazi
aragtirmacilar nikotin ve metabolitlerinin genotoksik bir tehlike teskil etmedigini
bildirmistir**. Son zamanlarda nikotinin, insan dis eti fibroblastlarinda mikrogekirdek
sikligin1 arttirdigin1 ve insan spermatozoalarinda DNA zincir kiriklarini uyardigin
bildiren c¢aligmalar yap11m1§t1r43. Ayn1 zamanda nikotinin; andploidi, poliploidi ve

kardes kromatid degisimini uyardig belirtilmistir**.

2.2.9.5. Nikotinin Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Nikotinin farkli kromozomal lokasyonlarda bulunan genlerin, gen aktiviteleri ile
gen ifadeleri tizerindeki etkisini arastiran ve gosteren degisik calismalar yapilmistir.
Nikotin katesolamin sekresyonunu arttirmakta ve katesolamin biyosentez yologinda
islev goren adrenal mediiller hiicrelerdeki tirozin hidroksilaz ve dopamin B-hidroksilaz
gibi enzimleri aktif hale getirmektedir. Tirozin hidroksilaz ve dopamin B-hidroksilaz
gen ekspresyonunda, nikotine uzun siire maruz kalmanin etkisi incelenmistir. 1-2 giin
nikotine maruz kalmanin her iki genin mRNA seviyesini yiikselttigini gostermistir. Bu
durum nikotinin transkripsiyon aracilikli etkisini belirtmektedir. Diger bir caligmada

nikotinin 1s1 sok proteinlerini [HSP70 (70 kilodalton 1s1 soku proteini) ve HSP28 (28
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kilodalton 1s1 soku proteini)] uyardig1 ve c-fos (hiicresel onkogen fos) protoonkogen
ekspresyonun azalmasma sebep oldugu gdsterilmistir’”. Nikotinin HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) iligkili bir enzim olan laktat dehidrogenaz1 peroksidasyona karsi
koruyan PON1 (paraoksonaz 1) geninin ekspresyonunu azaltigi gézlenmistir®™. Ratlarin
prefrontal korteksinde nikotinin, Dopamin D1 Reseptor mRNA ekspresyonunu dnemli
Olclide arttirdigt bunun da Dopamin D1 reseptdr geninin promotdr bolgesinin Hy
asetilasyonu ile gergeklesebilecegi bildirilmistir™. Nikotin maruziyeti ile metabolik
genlerin de ekspresyonlar1 degismektedir. Sigara igenlerin bronkoalveoler hiicrelerinde
CYPI1A1 (sitokrom p4501A1), CYPIB1 (sitokrom p4501B1), CYP2S1 (sitokrom
p4502S1), GSTP1 (Glutatiyon S-transferaz P1) ve EPHXI1 (epoksit hidrolaz 1)
genlerinin ekspresyonlart artirilirken CYP2B6/7, CYP3AS5 (sitokrom p4503A5) ve
UGT2A1 (UDP-Glukuronoziltransferaz 2A1) genleri baskilanmistir. Sigara i¢enlerin
biyopsi drneklerinde ise CYP1A1, CYP1BI, CYP2C9, GSTP1 VE GSTA2 (Glutatiyon
S transferaz alfa 2) genlerinin ekspresyonu artirthirken; CYP2J2, EPHXI

baskilanmaktadir®’.

2.2.9.6. Nikotinin Hamilelik Sirasinda ve Yeni doganda Etkilileri

Azalan fetal agirlik, artan prematiire dogumlar-perinatal Sliimler, kendiliginden
olusan disiikler, konjenital kusurlar; tiitin dumani ve nikotin maruziyeti ile
iligskilendirildiginden; nikotin embriyonik gelisim ile ilgili ¢esitli hastaliklardan sorumlu
tutulmustur®™. Nikotinin fetus gelisimi {izerinde tek basina etkisinin olup olmadigmi
arastirmak i¢in ¢ok sayida hayvan deneyleri yapilmistir. Koyunlarda ve maymunlarda
nikotinin, anne ile yavrunun kardiyovaskiiler sistemini etkiledigi goriilmiistiir.
Hamilelik sirasinda ratlara enjekte edilen giinlik Smg/kg gibi diisiik dozda nikotinin,
kacinma tepkisini 6grenmede secici eksikliklere neden oldugu saptanmustir. Prenatal
donemde nikotin maruziyetinin etkileri yetigkinlikte de slirmektedir. Nikotin ile
muamele edilen fare ve ratlarin yavrularinda hafiza ve dikkat eksikligi gézlenmistir.
Otonomik fonksiyonlarda prenatal nikotin maruziyetinin etkisi ¢esitli tiirlerde
aragtirtlmistir. Prenatal nikotin maruziyeti hipoksi ya da anoksiye karsi gelistirilen
direnci bozmaktadir. Kemirgenlerde prenatal nikotine maruz kalma postnatal
hiperaktiviteye, biligsel bozukluklara, artan anksiyeteye, somatosensoriyel eksikliklere,

kalic1 ndrokimyasal degisikliklere sebep olmaktadir. Hayvan deneylerinde fetal nikotin
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maruziyetinin; obezite, hipertansiyon ve tip-2 diyabet ile iligkili postnatal metabolik
degisikliklerle sonuglanabilecegi ileri stiriilmiigtiir®.

Prenatal nikotin maruziyetinin, artan postnatal viicut agirligi ve viicut yagi ile
sonuglandig: ratlarla yapilan caligmalarda gdsterilmistir. Prenatal nikotin maruziyetinin,
viicut agirhigi dengesinin merkezi endokrin kontroliindeki degisiklikler sayesinde viicut
agirh@ini/yaglanmayi arttirabilecegi ileri siiriilmiistiir. Viicut agirligini, enerji dengesini
diizenleyen sinyaller; istah ve viicut agirligi dengesini saglayan beyindeki en 6nemli
merkez olan hipotalamusta bulunmaktadir. Nikotinik asetil kolin reseptorleri genis
olarak hipotalamusta yer almaktadir. Prenatal donemde nikotine maruz kalmanin,
Rhesus makaklarinin  hipotalamuslarinda istah ve tokluk diizenleyicileri olan
proopiomelanokortin mesajct RNA ve noropeptid Y ekspresyonunu degistirdigi
saptanmistir. Benzeri ¢alismalar viicut agirhigi  dengesinde nikotin uyarimli
degisikliklerin, fetal yasam sirasinda hipotalamik kontrol ~mekanizmasindaki
degisikliklerle diizenlenebilecegini ileri siirmektedir®.

Ratlarda; fetal ve neonatal donemde nikotine maruz kalma pankreatik gelisimi,
postnatal beta hiicrelerinin sag kalimmi ve fonksiyonunu olumsuz etkilemektedir.
Pankreatik gelisimdeki olumsuzluklar yetiskinlikte anormal glikoz dengesine sebep
olmaktadir. Beta hiicre y1gim1 ve fonksiyon kaybi, nikotinin gelisen beta hiicrelerindeki
asetilkolin reseptorlerine baglanmasindan dolay1 hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin
artmas ile iligskilendirilmistir. Prenatal nikotin maruziyeti ayn1 zamanda Tip-2 diyabetin
baska bir 6zelligi olan insiilin hassasiyetinin bozulmasina sebep olur®.

Prenatal donemde sigara i¢gimine maruz kalmayla iliskili saglik problemlerinden
biri de hipertansiyondur. Hayvan deneyleri bu etkinin nikotin aracilikli olabilecegini
ileri siirmektedir. Gergekten de fetal ve neonatal nikotin maruziyeti Wistar-Kyoto fare
soylarinda yetiskinlikte artan kan basinci ile sonuglanmistir. Fetal ve neonatal donemde
nikotinine maruz kalan ratlarda endotel fonksiyon bozuklugu ve/ya da bobrek fonksiyon
bozuklugu yiiziinden postnatal donemde yiiksek kan basinci gozlenmistir. Gao ve
arkadaslarinin yaptig1 c¢aligmada ise nikotine maruz kalan yavrularda endotel ya da
bobrek fonksiyon bozuklugu gézlenmemistir. Bunun yerine fetal ve neonatal nikotin
maruziyetinin perivaskiiler adipoz dokunun miktarini, niteligini degistirdigi ve kan
damarlarinin kasilma tepkisini azaltmak icin perivaskiiler adipoz dokunun yeteneginin

bozuldugu gosterilmistir. Ciinkii perivaskiiler adipoz doku hemen hemen tiim sistemik
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arterleri sarmaktadir ve vaskiiler islevin dnemli bir modiilatoriidiir. Hamilelikte nikotine
maruz kalma sonucunda olusan postnatal kan basinci perivaskiiler adipoz dokunun
islevini degistirebilir. Ayn1 zamanda prenatal donemde nikotine maruz kalma strese
dayali kardiyak bozukluklara sebep olur. Yavru ratlarin nikotine maruz kalmasi sol
ventrikiilde damar tikanikliginin boyutunu artirmaktadir ve ergenlik doneminde iskemi
durumunu takiben ilk 25 dakilalik zaman diliminde sol ventrikiiliin islevinin
postiskemik donemde iyilestirilmesini azaltmaktadir. Bununla birlikte nikotin tarafindan
indiiklenen kardiyak islev bozuklugu sigara dumanina maruz kalan yeni doganlarda ani
bebek 6liimii sendromu (SIDS) riskini arttirmaktadir *.

Perinatal donemde nikotine maruz kalmanin akciger gelisiminde ve postnatal
akciger islevinde siddetli etkileri vardir. Ornegin nikotin fotal maymunlarda hava yolu
yapisini ve mekanigi degistirebilir ki buda ekspiratuar rezerv voliim, zorlu vital kapasite
ve zorlu ekspiratuar voliim gibi akciger fonksiyon parameterlerinin azalmasina neden
olur. Ilaveten perinatal donemde nikotine maruz kalma ratlarm akcigerlerinde
alveolarizasyonu bozmaktadir. Nikotin ile muamele edilen koyunlarin yavrularinda
postnatal nefes darlig1 ve anormal nefes alma paterni gézlenmistir. Hamilelik sirasinda
sigara i¢imi SIDS riskini arttirmaktadir. Gergekten de gebelik sirasinda ratlarin nikotine
maruz kalmas1 dogumdan sonra oksijen yetersizligine bagli olarak mortaliteyi
arttirmaktadir®.

Hayvan deneylerinden elde edilen bilgilere gore nikotine maruz kalmak sigara
icen bayanlarin yavrularinin iiretkenligini olumsuz etkilemektedir. Fetal ve neonatal
gelisim sirasinda nikotine maruz kalmak yeni dogan disilerde; fertilitenin azaltmasina,
ovaryum steroidojenezisin disregiilasyonuna ve folikiil dinamiginin degismesine sebep
olmaktadir. Bununla birlikte granuloza hiicre g¢ogalmasina, artan ovaryum hiicre
apoptozuna ve ergenlik doneminde ovaryum anjiogenezisine yol agmaktadir. Yenidogan
erkek yavrularda ise sperm hareketinin engellenmesine, seminifer tiibiillerin
vakuollagsmasina, epididimal kanal igerisine 16kosit ve germ hiicrelerinin niifuz
etmesine, germ hiicrelerinin eksfoliasyonuna, seminifer tiibiillerin bosalmasina sebep
olmaktadir®.

Prenatal donemde sigara dumanina maruz kalma beyin tiimori ve 16semi dahil
cocukluk kanserlerinde artisa sebep olmaktadir. Fotal ve neonatal donemde kanser

gelisiminde nikotinin uzun siireli etkisi ¢ok iyi arastirillamamistir fakat nikotinin bu
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donemlerde kanserle iliskisi olabilecegine dair goriisler ileri siiriilmiistiir. Nikotin ve
metabolitleri timdriin olusmasinda ve ilerlemesinde etkilidir. Nikotinin, detoksifikasyon
yetenegini azaltmasindan dolay1 fetus igin zararli olabilir. Nikotin sigaraya 0zgii
nitrozamin ve 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon (NNK) gibi karsinojenik
bilesenlere doniisebilir. Sigara icen annelerin yenidogan bebeklerinin idrarinda NNK ve
metabolitleri gozlenmistir ki bu da karsinojenlerin plasentaya transfer oldugunun
belirtisidir. NNK diisiik dozlarda bile hamsterlar i¢in transplasental karsinojendir. NNK
ile muamele edilmis gebe hamsterlarin yavrularinda solunum sistemi, pankreas,
karaciger ve bobrekiistii bezleri dahil bir ¢cok farklt dokuda tiimor gelisimi gozlenmistir.
Boylece fetal ve neonatal donemde nikotine maruz kalma kanser gelisimi riskini

arttirmaktadir. Ancak bir¢ok arastirmayla bu hipotezin dogrulanmasi gerekmektedir™®.

2.3. Resveratrol

Resveratrol; iiziim, yerfistigi, dut gibi ¢esitli bitkiler tarafindan stres, ultraviyole,
yaralanma ve fungal iltihaba yamit olarak iretilen dogal bir fitoaleksindir’®".
Resveratrol antioksidan aktiviteye ve anti-inflamatuar etkiye sahip olup bir¢ok hastalig1
onlemektedir’”. Resveratroliin dogal antioksidan rolii @i¢ farkli antioksidan mekanizma
ile agiklanmaktadir. Bunlardan biri koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde
oksidatif zincir komplexini azaltmaktir. Digeri mitokondride olusan siiperoksit
radikalini yakalamak sonuncusu ise fenton reaksiyonu iriinleri tarafindan indiiklenen
lipid peroksidasyonunun inhibasyonudur™.

Resveratrol klasik terminolojide 3,5,4'-trihidroksistilben olarak
adlandirimaktadir®®. Tam beyaz olmayan bir toz goriiniimiindedir. Erime noktas1 253 —
255 °C’dir”’. Resveratrol stilbenden kdken alan 6nemli bir stilbenoidtir. sis-E ve trans Z

olmak {izere 2 geometrik izoformu bulunmaktadir. Trans ve sis resveratrollerin her ikisi

de serbest veya glikoza bagli olabilir™.
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Sekil 4: Resveratroliin kimyasal yapist™

Resveratrol biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder. Resveratrol bitkiler
tarafindan strese yanit olarak {iretilir ve normalde fazla miktarda iretilmez.
Resveratroliin biyosentezi p-kumarol-CoA’nin p-kumarol kalintist ile malonil-CoA’dan
3 adet C -2 alt {initesinin dekarboksilasyonu ile kondensasyon sonucu olusur. Daha ileri
reaksiyonlart resveratroliin bifenolik halkasinin 3.posizyonunda glikozil ya da siilfat
kalmtilari ile konjuge olmasidir™.

Resveratroliin biiyiik kismi jejunumdan, az kismi ileumdan emilir. Bazolateral
tarafa transport edilen resveratroliin ¢ogu, glukuronid ve siilfat formlarina konjuge
edilir. Tiim perfiize edilen resveratroliin ve konjugatlarimin yalnizca % 6’s1 barsak
epitelini gegmektedir. Glikozile formu 3-O-a-D-glukozidtir. Glikozilasyon resveratroliin
enzimatik olarak oksidasyonunu Onler ve bdylece biyolojik etkinligini korur,
kararliligimi ve biyoyararlanimini arttirir. Barsak hiicreleri sadece glikozile olmayan
resveratrolii absorbe ettigi i¢in emilim siirecinde glikozidazlar gerekir. Andlauer ve
arkadaslarinin ratlarla yaptig1 ¢alismada absorbe edilen resrevetaroliin biiyiik bir kismi
glukoronide (%16,8) konjuge olmustur. Degismeden kalan trans-resreveratrol orani
sadece %3,4 olarak tespit edilmistir™®.

Diisiik dozdaki resveratroliin plazmadaki ana metabolitleri glukuronidlerdir.
Yiiksek doz resveratrol uygulamasinda plazmadaki énemli metabolitler monosiilfatlar
haline gelir. Yiiksek doz resveratrol uygulamasinda metabolizmanin ilk adimi 3-siilfo
konjugasyondur. Bu adimi takiben glukuronidasyon veya siilfatlama olusur’’.
Resveratrol karacigerde glukuronatlanir, karaciger ve duedenumda stilfatlanir. Siilfatla
konjugasyon resveratroliin biyoyararlaniminda hiz smirlayict basamaktir™.

Yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gore resveratrol ve metabolitleri esas
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olarak diski ve idrar yoluyla atilmaktadir’. Atillm zamam plazmada bulunan
resveratroliin konsantrasyonuna baglidir. Uretilen miktar ile atilan miktar arasinda iliski
yoktur. Cok kiiciik miktarda glikozile olmayan resveratrol idrarda bulunur. Bobrekte

baslica dogal formda bulunurken, idrarda konjuge formu biiyiik Qogunluktad1r53.

2.3.1. Resveratroliin Biyolojik Etkileri

Kuvvetli bir antioksidan olan resveratroliin; oksidatif stres, apoptoz, yaslanma,
hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi ve inflamasyonun baskilanmasi gibi ¢esitli
biyolojik siireclerde etkili oldugu kabul gormektedir’™®.

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha
fazla tek elektron tagiyan molekiillere verilen isimdir. Bagska molekiiller ile ¢cok kolayca
elektron aligverigine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen
partikiilleri de denmektedir. Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve
DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen
maddelere de antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir”. Bir¢ok ¢alismada
resveratroliin, hiicresel antioksidan ve detoksifikasyon kapasiteyi arttirarak hiicreyi
oksidatif hasara ve hiicre 6liimiine karsi korudugu bildirilmistir’. Resveratrol; katalaz,
siiperoksit dismutaz, hemooksijenaz-1 gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
yiikseltmektedir’®. Jang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada; serbest oksijen radikalleri
iretimini uyaran zymosan ile indiiklenen insan monositlerinde ve ¢esitli hiicre tiplerinde
resveratroliin; ros {rlinlerinin inhibitorii oldugu gosterilmistir. Tadolini ve arkadaslar
ise resveratroliin, membran ic¢indeki lipid peroksil radikallerini tutarak lipid
peroksidasyonunu engelledigini gostermistir™.

Apoptoz, kaspaz aktivasyonunu igeren karmasik biyokimyasal kaskadlardan
olusan siki sekilde diizenlenmis bir siirectir. Kaspazlar, apotoz baslatilmasi ve
yiirtiilmesi ile ilgili sistein proteaz simifidir'®. Mekaniksel olarak iki farkli apoptoz tipi
tarif edilmistir; birincisi kaspaz-8 bagimli ve reseptor aracilikli tip-1 digeri ise kaspaz-9
bagimli ve mitokondri aracilikli tip-2°dir. Resveratroliin farkli yolaklar vasitasi ile
apoptoza aracilik ettigi gosterilmistir. Fas yolaginda; resveratrol 6liim reseptorlerini
uyarmaktadir ki bu da tip-1 apoptozu aktive etmektedir. Fas (tip2 transmembran
protein), timor nekroz faktorii (TNF) siiper ailesinin 6lim reseptorlerinden biridir.

Clement ve arkadaslar1 resveratroliin, insan tiimor hiicrelerinde FasL (fas-ligand) sinyal
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bagimli apoptozu tetikledigini belirtmistir. Resveratroliin apoptoz {izerine mitokondriyal
yolak aracilikli etksi Dorrie ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir. Bu ¢calismada ALL
(akut lenfoblastik 16semi) hiicrelerinde mitokondriyal membranlarin depolarizasyonu ve
kaspaz -9 aktivasyonu ile resveratroliin apotozu indiikledigi gozlenmistir. Rb
(retinoblastoma protein) ve transkripsiyon faktorlerinin E2F (retinoblastom baglayan
protein) ailesi G1/ S (interfazin ilk sathasi/DNA sentez safhasi) fazina geciste hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini diizenleyen oOnemli proteinlerdir. Rb-E2F/DP (G1-S faz
gecisini  kontrol eden komplex) yolaginin resveratrol aracilikli hiicre dongiisii
diizenlenmesinde ve apotozda etkili oldugu Adhami ve arkadaslari tarafindan ileri
siiriilmektedir. Resveratroliin bir tiimor baskilayic1 gen olan p53’iin (protein 53)
aktivasyonunu arttirarak apoptozu uyardigina dair ¢aligmalar mevcuttur. Resveratrol
uyarmli apoptoz aym zamanda seramid iiretimini de igermektedir®. Seramidler
apoptotik kaskadlarin aktivasyonunda ikincil haberci olarak rol oynamaktadir®. Bazi
toksol gibi kemoterapotik ajanlar tiibiilin polimerizasyonu ile etkileserek apoptozu
uyarmaktadir. Resveratrol tiibilin polimerizasyon yolagini kullanarak apoptoza onciiliik
edebilmektedir. Resveratroliin apoptozu uyardigi diger bir yolak ise Adenilat-siklaz

yolagidir®.

2.4. Sox Genleri

Sox genleri gen ifadesi ve diizenlenmesinde c¢ok Onemli rolii olan DNA
baglanma domainlerinin yapisindadir ve HMG (yiiksek mobilite grup)-box siiper
ailesinin bir iiyesi olup animalia subesinde yiiksek homoloji gosteren konservatif
genlerdir 62 Gelisimin erken asamalarinda bir¢ok hiicre tipinde ifade olan Sox
proteinleri pluripotensinin korunmasinda 6nem tasimaktadir®. Germ tabakasi olusumu,
hiicre tipi tayini, organ gelisimi gibi cesitli gelisimsel siireglerin diizenlenmesinde gorev
almaktadirlar. Dolayisiyla sox genlerinin delesyonu veya mutasyonu insanlarda
cogunlukla gelisim kusurlar1 ve konjenital hastalik ile sonuglanir®. Sox grubuna ait
genlerin sayis1 30 civarindadir. Sox grubu; yapisi ve fonksiyonu temel alinarak SoxA- J
adi altinda 10 alt gruba ayrilmis olup ¢esitli hiicre soylarinda gelisimin
diizenlenmesinde gorev yapmaktadir. Sox proteinlerinin ¢ogu transkripsiyonel
aktivatordiir fakat bazilar1 represordiir. SoxB’nin SoxB2 alt grubunun Sox14 ve Sox21

tiyeleri transkripsiyonel represor iken; C-terminal bolgelerindeki farkliliktan dolayi
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SoxB1 alt grubunun Soxl, Sox2, Sox3 iiyeleri transkripsiyonel aktivatorlerdir®™. Sox
genleri norol dokularin, merkezi ve periferal sinir sisteminin, iskelet dokunun

gelisiminde dnemli rol oynamaktadir®.

2.4.1. Sox 2

Sox2 geninin resmi adi sex determing region Y-box2’dir. 3. kromozomun uzun
kolu iizerinde 26.3 — 27. pozisyonlar arasinda yer alan intronsuz bir gen olup, hiicre
kaderinin belirlenmesinde ve embriyonik gelisimin diizenlenmesinde etkili HMG -box
ailesinin bir iiyesini kodlar®. Sox2 geni, Sox gen alt familyasmin Bl grubuna aittir.
cDNA (komplamenter DNA) dizisi 2418 baz biiyiikliigiindedir. Hiicrede; kendini
yenileme, ¢ogalma ve apoptozda dnemli rol oynamaktadir. Cogu tiimor tiplerinde asiri
ifade edilmektedir. Sox2’nin susturulmasinin tiimér olusumunun kaybi ve ¢ogalmanin

66

durmasi ile sonuclanabilecegi gosterilmistir™. Transkripsiyon faktorlerinin yiiksek

mobilite grubu ailesine dahil olan Sox2 farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerin

. 66,67
korunmasinda 6énem tagir™ ",

Sekil 5: Sox2’nin 3. kromozom iizerinde lokalizasyonu®®

2.4.1.1. Sox2 ve Embriyonik Kok Hiicre

Kok hiicrelerin  kendini yenilemesi, pluripotensinin kontrolii altindaki
mekanizmalar1 ve hiicre farklilagsmasin1 aydinlatmak icin ¢esitli ¢alismalar embriyonik
kok ve embriyonal kanser hiicreleri lizerine yogunlasmustir. Sox2 pluripotent kok
hiicrelerin belirtecidir®. Kok hiicrelerde pluripotensinin korunmasinda OCT4 (oktamer

baglayici transkripsiyon faktor 4), NANOG (Nanog homeobox) ve Sox2 birlikte gorev
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yapmaktadir. Sox2; OCT4 ile heterodimer olarak bulunmustur. Embriyonik kok
hiicrelerin kendilerini yenilemesinde ve pluripotensinin korunmasinda islev gosteren bu
tic faktor, cesitli genlerin diizenleyici bolgelerinde birlikte yer aldigindan ana

diizenleyiciler (master regiilatrler) olarak adlandirilmaktadir”®”".

2.4.1.2. Sox2 ve Kanser

Ortaya ¢ikan g¢alismalar Sox2’nin kok hiicre 6zelligini korumasinin yani sira
cesitli kanser tiirleriyle iliskili oldugunu; 6zofagus, akciger gibi bir¢ok kanser tiirlerinde
amplifiye oldugunu gdstermistir®’. Sox2’nin asir1 ekspresyonu onkogeniktir ve akciger-
meme kanserlerinde hiicre populasyonunun biiyiimesini énemli 6l¢iide uyarmaktadir’’.
Sox2’nin inhibisyonu prostat kanseri hiicre dizilerinde hiicre proliferasyonunu
azaltmakta, apoptozu indiiklemektedir®®. Dr Li ve arkadaslari, prostat kanseri hiicre
dizilerinde Sox2’nin hiicre biiyiimesine katkida bulundugunu ve artan apoptoz direncine
sebep oldugunu gostermistir’>. Noral progenitor hiicrelerden Sox2’nin ablasyonu
gelisen beyinde artan apoptoz ile iliskilendirilmistir’'. D121-SP ( kiigiik hiicreli dis1
aciger kanseri kok hiicre hatti) akciger karsinom hiicrelerinde Sox2’nin siRNA (kii¢iik
miidahale RNA) teknolojisi kullanilarak baskilanmasi artan apoptozis ile

sonuclanmistir’.
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Sekil 6: Sox2 proteininin kanserlesme siirecine etkisi®’
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2.4.2. Sox4 Geni

6p22.3 bolgesinde lokalize olan Sox4 geni intronsuz bir gen olup hiicre
kaderinin belirlenmesinde ve embriyonik gelisimin diizenlenmesinde yer alan
transkripsiyon faktorlerinin SRY iliskili HMG-box ailesinin bir tiyesini kodlar’. Sox4
geni Sox genleri alt familyasinin C grubuna dahildir’. Omurgalilarda ¢ok 6enmli bir
transkripsiyon faktorii olan Sox4 bircok dokuda hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu

icin gereklidir”.
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Sekil 7: Sox4 geninin lokalizasyonu’®

2.4.2.1. Sox4 ve Kanser

Birgok kanser tiirlinde Sox4 ekspresyonun deregiilasyonu ile artan kanser hiicre
proliferasyonu, hiicre sag kalimi, apoptozun inhibasyonu, tiimor gelisimi ve metastaz
arasinda iligki bulundugu gosterilmistir. Ancak bazi timorlerde Sox4’ilin tiimdr siipresor
gibi davrandig1 rapor edilmistir. Bu zitlik durumu; Sox4 aktivasyonun hiicre durumuna
ve timér orjinine gore farklihk gosterdigini belirtmektedir’’. Son zamanlarda elde
edilen bulgular, Sox4’in meme kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri,
mediilloblastoma, tiikriik bezi kanseri, hepatoselliiler karsinom dahil olmak {izere bir

7778 Sox4 melanom, glioblastom ve

cok tiimorde upregiile oldugunu gostermistir
16semilerde asirt ifade olmaktadir™. Fare myeloid 1osemi gelisiminde Sox4 geninin
onkogen oldugu gosterilmistir. Bu farkli timorlerde asir1 eksprese olan Sox4’iin akciger
ve mesane kanseri hiicre hatlarinda ise tiimoér baskilayic1 etkisi oldugu ileri
siiriilmektedir’.

Hedef genler temel alindiginda Sox4’iin ¢esitli sekillerde kanser gelisimini
etkiledigi sOylenebilir. Birincisi Wnt, Notch, Hedgehog ve TGFa gibi gelisimsel
yolaklarin aktivasyonunda anahtar rol oynamaktadir. ikincisi NKX3.1 (homeobox
protein Nkx. 3.1) transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasi aracilifiyla faklilasmay1
inhibe etmektedir. Uciinciisii tiimorlerde hiicre proliferasyonunu artirarak EGFR
(epidermal biiylime faktorii reseptorii), FGFRL1 (fibroblast biiyiime faktorii reseptorii

benzeri 1) ve IGF2R (insiilin benzeri biliyiime faktorii 2 reseptorii) gibi biiylime faktorii

reseptorlerini hedefler®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler
Bu c¢alismada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler

temin edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

e Besiyeri (Amcel grow ve Basal Media)

e Tripsin (MULTICELL)

e Nikotin (Acros Organics)

e Resveratrol (Sigma)

e PBS (HyClone)

e RNA izolasyon kiti (Vivantis)

e High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biossystems)

e Taq man Gene expression assay (Applied Biossystems)

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
e Steril kabin (KOJAIR)

Etiv (MEMMERT)

e CO; inkiibatorii (Hera cell 150)

e  Santrifiij (Niive Nf 800)

e Invert mikroskop (Olympus CK40)

e -20 (Bosch)

e  Mikrosantrifiij (Techne force 16)

e Thermal Cycler (Bioer Xp Thermal Cycler)

e Real Time PCR cihazi (Applied Biossystems 7500 )
e Vorteks (Niive NM 110)

Arastirmanin yapildigi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuari, C.U. Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda bulunmaktadir.
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3.2. Amniyotik S1vi Orneklerinin Saglanmasi

Calisma gruplart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Anabilim
Dali Polikliniginde takip edilen amniyosentez yapilmast zorunlu olan, sigara
kullanmayan 25-30 yas grubu ve 16-17 haftalik gebelerden olusturuldu. Hastalar i¢in
yapilmasi gerekli olan testler tamamlandiktan sonra arta kalan amniyotik sivilar hasta
rizas1 alinarak ¢alismamizda kullanildi. Her hastanin amniyotik sivisi 12-14 giinliik
kiiltiir asamasindan sonra pasajlanarak 3 flaska ayrildi. Flasklar kontrol grubu, nikotin
grubu ve nikotin + resveratrol grubu olmak iizere 10 giinliik kiiltiir asamasina tabi

tutuldu.

3.2.1. Hasta Rizasi
Calismada yer alan tiim hasta grubunun caligmaya katilimlari, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurullar1 Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda

belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmis hasta riza formu doldurularak saglandi

(Ek-1).

3.3. Yontem

3.3.1. Amniyotik Hiicre Kiiltiirii Ekim Islemi

1. Siringadaki amniyotik s1v1 6rneklerinin 8cc’si steril falkonlara aktarildi.

2. Falkonlar 1000 devirde 8 dakika santrifiij edildi.

3. Falkonlardaki siipernatant 1 cc’ye kadar atildi.

4. Pipetaj yapildiktan sonra pellet 2 cc besiyeri eklenmis 2 farkli flaska
boliindii.

5. Flasklara besiyeri aktarilma islemi su sekilde gerceklestirildi:
Her hastadan alinan 6rnek i¢in iki flask hazirlandi. Flasklardan birine 2 cc
Amcel grow besiyeri digerine ise Basal Media besiyeri eklendi. Besiyeri
siringa ile ¢ekildi, siringanin ucuna filtre takilarak flasklara aktarildi.
Flasklarin iizerine besi yeri markasinin ilk harfi ve tarih ve hastanin protokol
numarast yazildi. Flasklarin kapaklari inkiibatére konmadan once CO,
gecisine izin verecek sekilde ayarlandi.

6. Flasklar CO; inkiibatoriinde tiremeye birakildi.

7. Ekimden 1 hafta sonra iireme kontrolii yapildi.
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8.

9.

Flasktaki besiyeri behere dokiildii ve aymi besiyerinden 2 cc eklenerek
medium degistirme islemi gerceklestirildi.

12. giinde hasat ekilecek flask se¢ildi ve secilen flaskin besiyeri degistirildi.

3.3.2. Amniyotik Hiicre Kiiltiirii Pasaj islemi

Pasaj islemi i¢in hasta sonuclar1 verildikten sonra hasat etmedigimiz hiicre

kaltarleri kullanmlda.

10.
11.

12.

13.
14.

Daha onceden flasklara ekilmis ve ¢ogaltilmis hiicreler kullanildi.
Flasklardaki besiyeri pastor pipeti yardimi ile falkonlara aktarildi.

Flask tabanina yapismis olan amniyotik hiicreleri ¢ézebilmek icin flaska
siringa ile lcc tripsin ilave edildi. Tripsinin her yere niifuz etmesini
saglamak i¢in flask hafif¢e ¢alkaland1 ve tripsin ile ¢dziinen hiicreler pastor
pipeti yardimiyla falkona aktarildi.

Arta kalan hiicreleri de falkona aktarabilmek icin i¢in flaska 1 cc tripsin
daha ilave edildi. Flasklar 37 derecelik etiivde flask 3-4 dakika bekletildi.
Hiicrelerin flask tabanindan ¢oziiniip ¢6ziinmedigini anlamak i¢in invert
mikroskop altinda flasklar incelendi.

Flasklara 2 cc yikama besi yeri ilave edilerek ¢oziinmiis olan amniyotik
hiicreler pastor pipeti yardimi ile falkona aktarildi.

Falkon 1000 devirde 8 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant 1,5 cc’ye kadar atildi.

Pellet, ayn1 marka besiyeri konulan 3 flaska esit olarak paylastirildi.
Flasklardan birincisi kontrol grubu olarak adlandirildi.

Ikinci flaska 100 mikro litre (20 ng/ml) nikotin ilave edildi ve nikotin grubu
olarak adlandirildi.

Uciincii flaskal00 mikro litre (20 ng/ml) nikotin ve 100 mikro litre (0,5uM )
resveratrol ilave edildi, nikotin+ resveratrol grubu olarak adlandirildu.
Flasklar 10 giin siire ile CO, inkiibatoriinde iiremeye birakildi.

Invert mikroskop altinda iireme kontrolii yapildiktan sonra hasat islemi

yapild1.
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3.3.3. Amniyotik Hiicre Kiiltiirii Hasat Islemi

1. Ureme kontrolii yapilan flasklardaki besiyeri pastdr pipeti yardimi ile
falkonlara aktarildi.

2. Besiyeri falkona aktarildiktan sonra flask tabanina yapigsmis olan amniyotik
hiicreleri ¢ozebilmek icin enjektdr yardimu ile flaska 1 cc tripsin ilave edildi.
Tripsinin flaskin her yerine niifuz edebilmesi i¢in flask hafifce calkalandi.

3. Tripsin ile ¢dziinen hiicreler pastdr pipeti yardimi ile falkona aktarildi.

4. Tamamen ¢dzlinemeyen hiicreleri de falkona aktarabilmek i¢in i¢in flaska 1
cc tripsin daha ilave edildi ve 37 derecelik etiivde flask 3-4 dakika
bekletildi.

5. Hiicrelerin flask tabanindan ¢oziinlip ¢oziinmedigini anlamak icin invert
mikroskop altinda flasklar incelendi.

6. Flasklara 2 cc yikama besiyeri ilave edilerek ¢oziinmiis olan amniyotik
hiicreler pastor pipeti yardimu ile falkona aktarildi.

7. Falkon 1000 devirde 8 dakika santrifiij edildi.

8. Siipernatant yarim cc’ye kadar atild1.

9. Yikama isleminin gergeklestirilmesi igin falkondaki pellet {izerine 1 ml PBS
eklendikten sonra pastor pipeti ile pipetaj yapilarak PBS icindeki hiicreler
eppendorfa aktarildi.

10. Eppendorflar vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

11. Yikama ve santrifiij islemi tekrar edildi.

12. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Pellet RNA izolasyonu i¢in kullanildi.

3.3.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Vivantis RNA izolasyon kiti kullanildi. RNA izolasyon

protokolii:

1. 350 pl Buffer TR pellet iizerine eklenir ve vortekslenir.

2. Karisim homojenizasyon kolonuna aktarilir. En yiiksek devirde 2 dakika
santrifiij edilir. Kolon i¢indeki 6rnek kullanilir.

3. Ornegin iizerine 350 pl %80’lik alkol eklenir, pipetaj yapilir ve RNA
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baglayici kolona aktarilir.

4. RNA baglayict kolon 10.000 x g’ de 1 dakika santrifiij edilir kolonun alt
kisminda toplanan 6rnek atilir.

5. RNA baglayici kolana 500 pl yikama tamponu ilave edilir. En yliksek hizda
1 dakika santrifiij edilir. Kolonun alt kisminda toplanan 6rnek atilir.

6. 70 ul DNaz I parcalama karisimi RNA baglayict kolona aktarilir ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilir.

7. RNA baglayict kolona 500 pl inhibitér removal tampon eklenir. En yiikek
hizda 1 dakika santrifiij edildikten sonra kolonun alt kisminda toplanan
ornek atilir.

8. RNA baglayici kolana 500 pl yikama tamponu ilave edilir. 10.000 x g’ de 1
dakika santrifiij edilir. Kolonun alt kisminda toplanan 6rnek atilir. Bu islem
2 defa tekrarlanir.

9. Kolon 10.000 x g’ de 1 dakika santrifiij edilir. Kolonun alt kisminda
toplanan o6rnek atilir.

10. Kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktirilarak membranin {izereine 40-60
ul RNAaz icermeyen su ilave edilir. 1 dakika bekletildikten sonra 10.000 x
g’ de 1 dakika santrifiij edilir. Mikrosantrifiij tiipiinde toplanan RNA -20 °C
veya -80 °C’de saklanir.

3.3.5. cDNA Eldesi

Elimizdeki RNA o6rneklerinden cDNA elde edebilmek i¢in Applied Biosystems
High- Capacity cDNA Reverse Transcription kiti kullanildi. Revers transkripsiyon (RT)
kit bilesenleri buz ilizerinde ¢ozdiiriildiikten sonra RT master mixi yine buz iizerinde
hazirlandi. (Cizelge 1) cDNA revers transkripsiyon reaksiyonunu hazirlamak i¢in 2xRT
master mixten 10’ar mikro litre PCR tiiplerine aktarild1 ve her tiipe pipetaj yapilarak 10
mikro litre RNA ilave edildi. Tiiplerin {izerine RNA O6rneklerinin numaralar1 yazildi.
Numaralandirilan PCR  tiipleri Thermal Cycler cihazina yerletirildi. cDNA

reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in Cizelge 2’de belirtilen program kullanildi.
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Cizelge 1. 2xRT master mix bilesenleri ve miktarlari.

Kullanilan miktar
2x RT Master Mix
10X RT Buffer 2.0 pul
25XdNTPkarigimi 0.8 ul
10X RT Random Primer 2.0 ul
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 pl
Niikleaz igermeyen Su 4.2l
1 reaksiyon i¢in toplam hacim 10 ul

Cizelge 2. cDNA eldesi i¢in Thermal Cycler’da kullanilan program

1.Asama 2.Asama 3.Asama 2.Asama
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o0

3.3.6. Real Time RT- PCR

Real-time reverse-transkriptaz (RT) PCR; baslangi¢c miktarina gore olusan, son
PCR iiriinlintin kuantifikasyonunun 6zgiin, hassas ve diger metodlara gore daha kolay
tespit edilebildigi bir yontemdir. Bu yontemde; her bir PCR dongiisiinde olusan
flouresan 1s1nim1 araciligi ile son {iriin miktar1 tespit edilebilir®. Calismamizda Sox2 ve
Sox4 genleri i¢in tasarlanan FAM boyal1 prob i¢eren TagMan Gene Expression Assay
kullanarak real-time RT- PCR reaksiyonunu gergeklestirdik. TagMan real-time PCR
asamasinda ii¢ ¢ift primer kullanilir. 1. ve 2. primerler her bir DNA iplikcigi tizerinden
replikasyonu baslatir. 3. prob ise bu primerler arasindan bir zincire baglanir. Prob, iki
modifiye edilmis baz igerir; 5’ ucunda bulunan floresan reporter (R) ve 3’ucundaki
floresan quencher (Q). Replikasyon esnasinda 1. primer yoniinde uzayan DNA iplikcigi,
probun 5’ucunu zincirden ayirir ve polimerazin eksontikleaz aktivitesi floresan reporter

molekiiliinii probdan ayirir. Qencherden ayrilan reporter molekiilii floresan 151ma yapar.
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Olusan floresan 1simimin baslangis miktarina gore orani, her bir PCR dongiisiinde
olgiiliir®'.

Real Time PCR karisimi Cizelge 3’teki gibi hazirlandi. Hazirlanan PCR karisimi
96’11k plate‘e 20’ser mikrolitre aktarildi. Plate’in iistii sefaf filmle kapatildi ve {izerine
koruyucu ortii yerlestirildi. Plate Applied Biyosistem 7500 Real time- PCR cihazina
yliklendi. Cihazin programi Cizelge 4’teki gibi ayarlandi.

Cizelge 3. Real Time RT- PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlar

PCR Reaksiyon karisim bilesenleri 20 pl reaksiyon hacmi igin

Tek reaksiyon

20X TagMan Gene Expression Assay 1.0 pl
2X TagMan Gene Expression Master Mix 10.0 pl
cDNA 0Ornegi 4.0 pl
RNAaz- igermeyen su 50ul

Cizelge 4. Applied Biosystems 7500 real -time RT-PCR i¢in kullanilan Program

Is1 Dongiisii Kosullari
Asama Sicaklik (°C) Zaman(dd: ss)
Hold 50 2:00
Hold 95 10:00
Dongii 95 0:15
(40 Dongii)
60 1:00
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3.3.7. Real Time RT- PCR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in Threshold Cycle (CT) veya crossing
points (Cp) degerleri arasindaki farkhiliklar Slgiiliir®. Esik-deger déngii ( Threshold
Cycle = C T ) degeri bize; iiriindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir. CT;
sistem basladigindan itibaren, iistel oranda iirlin olugmasi ve logaritmik lineer faza gegis
noktasidir®. Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in ACp
yontemi kullamildi. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak degerlendirildi®:

ACp= Cp hedef gen- Cp referans gen

AACp= ACp muamele edilen- ACp kontrol

Ratio= 2 24P
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4. BULGULAR

Calismamiza, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum Anabilim
Dal1 poliklinigine bagvuran amniyosentez yaptirmasi gerekli olan 20 hasta arastirmaya
dahil edildi. Caligmaya dahil edilen gebelerin yas aralig1 25-35 olarak belirlenip gebelik
sirasinda sigara kullanmayan bireyler tercih edildi. Gebelik haftas1 16-17 arasinda olan
gebelerin amniyon sivist kiiltiirlinden yaptirmasi zorunlu olan testler tamamlandiktan
sonra elimizde kalan amniyotik hiicre kiiltiirleri arastirmamizda kullanildi. Her hastanin
hiicre kiiltiirii pasajlanarak 3 ayr flaska aktarildi. Flasklar yaptigimiz islemlere gore
kontrol grubu, nikotin grubu ve nikotin + resveratrol grubu olarak isimlendirildi. RNA
izolasyon kiti kullanilarak hiicre kiiltiirlerinden elde edilen RNA’lar cDNA kiti ile
cDNA’ya doniistiiriildii. Sox2 ve Sox4 genleri i¢in tasarlanan gen ekspresyon assay ile
genlerin kontrol grubundaki, nikotin muamelesindeki ve nikotin + resveratrol
muamelesindeki ekspresyon diizeylerine bakildi. Ekspresyon diizeyleri ACp yontemi
kullanilarak hesaplandi. Kontrol grubumuz her hasta grubunda Sox2 ve Sox4 genlerinin
ekspresyon diizeyleri i¢in 1 olarak belirlendi. Nikotin ve nikotin+resveratrol gruplarinda
Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyleri ise kontrol grubu ile referans gen olarak
kullandigimiz B aktin geninin ekspresyon diizeylerine bagli olarak hesapland.

Nikotinin Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyi lizerindeki etkisi t testi ile
hesaplandi. Nikotinin Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon seviyesi tizerinde etkili
oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu. (Sox2 i¢in p=0,005 - Sox4 icin p=0,000)
Nikotin hiicre kiiltiirlerinin %60°’1nda Sox2 geninin ekspresyonu artirirken % 30’unda
ekspresyon seviyesinin diismesine neden olmustur. Amniyotik hiicre kiiltiirlerinin %10
‘unda Sox2 geni ekspresyon diizeyi sabit kalmistir. Sekil 8’de kontrol grubu Sox2 geni
ekspresyon degeri ile nikotinle muamele edilen gruplara 6zgii Sox2 geni ekspresyon

degerleri verilmistir.
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Sekil 8: Kontrol grubu ve 20 farkli hastaya ait nikotin gruplarinda Sox2

ekspresyon degerlerini gosteren grafik.

Nikotin hiicre kiiltlirlerinin  %60’1nda Sox4 geninin ekspresyonu artirirken %
35’inde ekspresyon seviyesinin diismesine neden olmustur. Kiiltlirlerin %S5°inde ise
Sox4 geni ekpresyon diizeyi sabit kalmistir. Sekil 9’da kontrol grubu Sox4 geni
ekspresyon degeri ile nikotinle muamele edilen gruplara 6zgii Sox4 geni ekspresyon

degerleri verilmistir.
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Sekil 9: Kontrol grubu ve 20 farkli hastaya ait nikotin gruplarinda Sox4

ekspresyon degerlerini gosteren grafik.

Resveratroliin; nikotinin uyardigi Sox2 ve Sox4 genleri ekspresyon diizeyleri
tizerine etkisi Wilcoxon testi ile hesaplandi ve sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.036, p=0.026) (Sekil 10-11). Resveratroliin nikotinin uyardigr Sox2 ve
Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyini diigtirdiigii belirlendi. Sox2 ve Sox4 genlerinin
nikotin ve nikotin + resveratrol grubundaki ekspresyon diizeyleri Sekil 12-13 de

gosterilmistir.
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Sekil 11: Sox4 geni i¢in wilcoxon analizi sonucu elde edilen p deger
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Sekil 12: 20 farkli hastaya ait nikotin ve nikotintresveratrol gruplarinda Sox2
ekspresyon degerlerini gosteren grafik ( Seri 1: Nikotin grubu, Seri 2:

Nikotin+Resveratrol grubu)
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Sekil 13: 20 farkli hastaya ait nikotin ve nikotin+resveratrol grublarinda Sox4
ekspresyon degerlerini gosteren grafik ( Seri 1: Nikotin grubu, Seri 2:

Nikotin+Resveratrol grubu)
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5. TARTISMA

Hamilelikte sigara i¢ciminin fetus gelisiminde ve biiylimesinde zararl etkilerinin
olduguna dair kanitlar bulunmasina ragmen her 3 kadindan biri erken hamilelik
déneminde sigara igmektedir'>. Hamilelik sirasinda sigara kullanimi bebekte saglik
problemlerinin olugma riskini artirmaktadir ve bu risk yetigkinlik doneminde de etkisini
siirdiirmektedir™.

Sigarada bulunan en 6nemli toksik bilesen olan nikotin; gelisen fetusun maruz
kaldig1 tehlikeli evrensel kimyasallardan biridir. Epidemiyolojik ¢alismalar; hamilelik
sirasinda maternal sigara i¢ciminin ¢ocuklarda hipertansiyon, obezite, disglisemi ve
dislipidemiye neden oldugunu gostermistir. Prenatal nikotin maruziyeti kan
damarlarinin yapisinin ve reaktivasyonun gelisiminin yani sira enerji dengesini, yag
depolanmasmin kontroliinli ve pankreatik langerhans adaciklarin  gelisimini
degistirmektedir. Bu risk pasif icici gebeleri de kapsamaktadir®. Nikotin antioksidan
enzimleri engelleyerek lipid peroksidasyonuna sebep oldugundan serbest radikallerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir®®. Nikotin gesitli faktdrleri uyararak apoptoza engel
olmaktadir’. Fetal ve neonatal nikotin maruziyetinin kanser gelisiminde uzun siireli
etkisi iyi bir sekilde incelenmemistir ancak bu durumun risk olusturabilecegine dair bir
olasilik kesinlikle vardir. Nikotin ve metabolitleri timor biiyliimesine tesvik etme ve
tiimor biiylimesine katkida bulunan 6zellikleriyle bilinir. Fetus diisiik detoksifikasyon
yetenegi nedeniyle bu etkilere karst savunmasiz olabilir®’.

Insan amniyotik hiicre kiiltiirlerinin kullamldig1 calismamizda diizenleyici ve
master gen Ozellikleriyle secilmis olan Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyleri
nikotin varhiginda belirgin bir artis gostermistir. Genel olarak bakildiginda hiicre
kiiltiirlerinin yaklasik olarak %60’inda nikotinin etkisinin ilgili iki genin gen ifade
diizeylerini istatistiki olarak anlamli derecede arttirmis olmasi beklentilerimize
uygundur. Clinkiit HMG- box ailesi i¢inde yer alan ve DNA baglanma 6zelligi nedeniyle
de giliclii bir transkripsiyon faktorii olan Sox2 ve Sox4 genleri o6zellikle erken
embriyonik evrede ¢ok aktif genler arasinda yer almaktadir. Amniyotik hiicreler her ne
kadar erken embriyonik hiicreler olmasa da farklilasmis ve 6zellesmis hiicrelere gore de

bir gegis grubu olusturmaktadir. Zaten Sox2 ve Sox4 genlerinin bulundugu doku, gorev
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ve fonksiyondan kaynaklanan bazal veya dogal olarak tanimlanabilecek bir ekspresyon
diizeyleri bulunmaktadir. Bu nedenle nikotin ile muamele edilmis amniyotik hiicre
kiiltiirlerinde saptanan ilgili genlerin gen ifadesi artisinin nikotinden kaynaklandigini
sOyleyebiliriz. Bu agidan degerlendirdigimizde ¢alismamiza esas olan amniyotik hiicre
kiiltiirlerinde nikotinin agonist etkisiyle Sox2 ve Sox4 ifadeleri biiylik oranda artarken
%30’luk boliimiinde ise diisiis gostermistir. Her ne kadar nikotinin bu genlerin ifadesine
etkisi t-testi analizi ile anlamli oldugu bulunmussa da bu etkinin gen ekspresyonunun
artmast m1 yoksa azalmasi yoniinde oldugunu kavramada sadece ylizde olarak bir
aciklama yapabilmekteyiz. Nikotinin etkisiyle Sox2 ve Sox4 geni ifade diizeyinde
beklenenin tersine meydana gelen diisiisiin kullandigimiz amniyotik hiicre kiiltiiriinde
yer alan heterojen hiicre ve doku farkliliginin yani sira calismada kullanilan kiiltiir
hiicrelerinin senkronize olmamasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Genel olarak
Sox2 ve Sox4 ile ilgili ¢aligmlar, bu genlerin artan ekspresyonunun apoptozu onleyerek
hiicre boliinmesini ve proliferasyonunu tetikledigini ortaya ¢ikarmistir.

Bareiss ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptig1 bir calismada; Sox2 geni ve insan
ovaryum kanseri ile arasinda bir iligki oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismada; insan
ovaryum kanser hiicre serilerinde Sox2 geni ekspresyonunun, kanser kok hiicre
markerlarinin ekspresyon diizeylerini arttirdigi gosterilmistir. Buna ilaveten, Sox2
ekspresyonun apoptozu azalttigi ve boylece kemoterapi uygulamalarina karsi direng
gosterdigi raporlanmlstlrgg. Vamsidhar ve arkadaslarinin Sox2 genin akciger skuamoz
hiicreli karsinom (SCC) ve akciger adenokarsinomda (ADC) yiiksek oranda ifade
oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda Sox2 geninin ekspresyon diizeyinin SCC hiicre
hatlarinda ADC hiicre hatlarina gére daha yiiksek oldugu bulunurken, Sox2 geninin
ekspresyon diizeyinin doku ve hiicre tipine gore farklilik gosterilebilecegi
belirtilmistir”. Gangemi ve arkadaslarinin fareler tizerinde yaptigi calismada ise
gliyoblastom tiimorii tetikleyen hiicrelerde Sox2 geninin sessizlestirilmesiyle birlikte
hiicre proliferasyonunun ve tiimorijenik yenetegin inhibe oldugu gosterilmistir. Daha
onceki c¢alismalarda oldugu gibi bu calismada da Sox2 geninin sessizlestirilmesi
sonucunda apoptozun artmasinin, hiicre ¢ogalmasini ve hiicrelerin timor olusturma
yetenegini azalttig1 sonucuna varmislardir’. Hui ve Shaojun’un insan gliyoma hiicre
hatlarim1 arsenik trioksit ile muamele ederek Sox2 geninin ekspresyonunu azaltarak

apoptozun indiiklendigini gostermislerdir’’. Tian ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
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ise gastrik kanserlerinde kok hiicre benzeri hiicrelerde Sox2 geninin siRNA’lar
araciligiyla sessizlestirilmesi sonucu apoptoz oraninin arttigi ve tiimor olusumunun
baskilandig1 rapor edilmistir’>. Shabo ve arkadaslari cocukluk ¢aginda en sik goriilen
ekstrakraniyal solid tiimor noroblastomla ilgili ¢alismalarinda Sox2’nin asir1 eksprse

oldugunu gostermistir’”.

Bu calismalar Sox2 geninin hiicrede; kendini yenileme,
cogalma ve apoptozda onemli rol oynadigin1 gostermektedir. Sox2 geni ¢ogu tiimor
tiplerinde asir1 ifade edilmektedir. Sox2’nin susturulmasmin tiimor olusumunun kaybi
ve ¢ogalmanin durmasi ile sonuglanabilecegi gosterilmistir®

Ruizhe ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada; mide kanseri hiicre hatlarinda
Sox4 geninin ekspresyon diizeyinin arttifini ve siRNA yoluyla Sox4 geninin
sessizlestirilmesi  sonucu apoptozun indiiklendigi  gozlenmistir’™. Giines ve
arkadaslarinin yaptig1r bir ¢alismada, liroteliyal mesane kanserinde Sox4 ekspresyon
seviyesinin immiinohistokimyasal ve real-time PCR yontemi ile belirlenmis olup
mesane tiimorlerinde bu genin ekspresyon seviyesinin normal dokulara gére daha fazla
oldugu bulunmustur’. Wonhee Hur ve arkadaslar1 hepatoselliiler hiicre hatlarinda p53
yolagi {izerinde Sox4 etkisini ve etkilesimini degerlendirmis; artan Sox4
ekspresyonunun p53 aracilikli apoptozu inhibe ederek hepatokarsinojeneze katkida
bulundugunu ileri siirmiislerdir’®. Pramoonjago ve arkadaslari yaptiklari calismada
adenoid kistik karsinomda asir1 eksprese olan genlerden biri olan Sox4’iin RNA
interferenz aracilikli susturulmasinin apoptozun artmasma yol actigini gdstermis;
boylelikle Sox4’tin hiicre sag kalimimi tesvik ederek adenoid kistik karsinom
hiicrelerinin malign fenotipe katkida bulundugunu ileri siirmiistiir’®. Sox4’iin hiicre
kaderindeki ve gelisimindeki anahtar rolii dikkate alindiginda farklilasmis hiicrelerde bu
genin yeniden ekspresyonu artan antiapoptotik 6zellikler ve kendini yenileme ile olgun
hiicrelerin farklilagsmasinin bozulmasina sebep olabilecegi hipotezi kurulabilir®.

Bu tiir caligmalar bizim c¢alismamizla direkt baglantili olmamakla beraber
nikotinin genel anlamda genler {izerinde antiapoptotik etkisinin gosterilmis olmasi artan
Sox2 ve Sox4 gen ifadeleriyle ortak bir kesisim noktasi olusturmaktadir.

Bizim hipotezimizi destekler nitelikte yapilan bircok c¢alismada nikotinin
kanserlesme siirecinde etkili oldugu ve apotoza engel oldugu gosterilmistir. Susan ve
arkadaslar1 nikotinin apoptoz iizerindeki etkisini gostermek icin yaptig1 caligmada

nikotinin, tiimér nekrozis faktér ve UV- uyarili apoptozisi engelledigini belirtmistir’.
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Akciger karsinom hiicrelerinde ise nikotinin, antiapoptotik olarak gorev yapan
protoonkogen Bcl-2‘nin fosforilasyonunu uyardigr Haiqiang ve arkadaslar1 tarafindan
gdzlenmistir’®. Naoya ve arkadaslar yaptiklar ¢alismada kanser kok hiicre isaretleyicisi
aldehit dehidrogenazla (ALDH) flow sitometre kullanarak MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde nikotinin, kanser kok hiicreleri populasyonu {izerine etkisini incelemis ve
nikotinin ALDH pozitif hiicre populasyonunu artirdigini bulmuslardir®®. Heeschen ve
arkadaslari umblikal ven toplardamar endotel hiicrelerinde ve kroner atar damar endotel
hiicrelerinde nikotinin doza bagli olarak hiicre sayisini artirdigini fakat 24 saat boyunca
diisiik oksijen konsantrasyonuna (%3 oksijen) maruz kalan hiicrelerde nikotinin
apoptotik hiicre sayisini azalttigini saptamistir-.

Bu nedenledir ki tiimorogenezis ile ilgili yapilan ¢aligmalarda Sox2 ve Sox4
genlerinin hedef olarak seg¢ilmesi anti- apoptotik 6zellikleri nedeniyle hiicre ve genom
hasarinin kiimiilatif olarak birikmesi ile iliskilidir. Nikotin de tek basina ele alindiginda
tiimorojenik etkisi benzer sekilde antiapoptotik 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Bu bilgiler 1s181inda nikotin etkisi ile apoptozun engellenmesinin, hasarli hiicre
birikimine sebep olarak bebegin dogum oOncesinde veya ilerleyen yaslarda g¢esitli
hastaliklara yakalanma riskinin artmasina neden olabilecegini sdyleyebiliriz. Gelisimin
kontroliinde yer alan master diizenleyici gen ailelerinden biri Sox gen ailesidir”. Sox2
ve Sox4 genlerinin master genler oldugu dikkate alinirsa nikotin muamelesi ile bu
genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimin; maternal sigara i¢imi etkisi ile bebekte
olusabilecek ¢esitli biyolojik komplikasyonlarin genetik temeli ile iliskili olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu da ¢alismanin ¢ok 6nemli sonuglarindan biri olmasi nedeniyle dikkat
¢ekicidir.

Nikotin ile muamele edilen amniyotik hiicre kiiltiirii gruplar ile nikotin +
resveratrol ile muamele edilen hiicre kiiltiirii gruplarinda; Sox2 ve Sox4 genlerinin
ekspresyon diizeyleri wilcoxon testi ile analiz edildi. Resveratrol muamelesi sonucunda
her iki genin ekspresyon diizeyinde anlamli bir diisiis gézlendi. Resveratroliin nikotin
aktivitesinin tersi yonde etki gostermesi daha Once yapilan g¢aligmalarla tutarlilik
gostermistir. Serbest radikallerin etkisizlestirilmesinde ¢ok 6nemli rolii olan resveratrol,
bu o0zelligi nedeniyle nikotinin hiicre {izerinde olusturdugu etkiyle antigonist
etkilesimde bulunur. Ancak nikotinin Sox2 ve Sox4 genleri lizerindeki antiapoptotik

ozelligi arttiric1 etkilesiminde, resveratroliin bu etkiyi kaldiran ve apoptozu tetikleyen
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Ozelligin ortaya c¢ikmasi, Sox genlerinin calisma ritmini bozabilme ihtimalini de
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle resveratrol tehlikelidir sonucuna ulagsmamak i¢in
resveratroliin erken embriyonik hiicrelerde Sox genleri {iizerindeki etkisini net
gosterebilecek bir deney diizenegine ihtiyag vardir.

Yapilan ¢esitli calismalarda resveratroliin apotozu uyardigina ve kanser
gelisimini engelledigine dair veriler mevcuttur. Honggiao ve arkadaslar1 insan bronsiyal
hiicre dizileri ile yaptiklar1 calismada resveratrol muamelesinin kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitesini arttirarak sigara dumani 6zilinlin neden oldugu kaspaz aktivitesinin kaybin
onlemede etkili oldugunu gdstermis resveratroliin bu hiicre dizilerinde apoptozu
arttirdigini  belirtmistir'®. Nihal ve arkadaslari insan epidermoid karsinom A431
hiicrelerine resveratroliin apoptoz lizerinde doza bagli olarak arttiric1 etkisi oldugunu
gdstermis apoptozun en yiiksek oldugu konsantrsayonu 25 mM olarak belirlemistir'®.
Dixan ve arkadaglar1 LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinin her ikisinde de
resveratroliin;  kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesini etkileyerek apoptozu arttirdigini
saptamlstlrlm. Ferry-Dumazet ve arkadaglari cestili insan 16semi hiicre dizilerinde
resveratroliin apoptoz iizerine etkisini incelemis ve resveratroliin bu hiicre dizilerinde
apoptozu uyardigini gézlemlemistir'*.

Bu veriler dogrultusunda resveratroliin nikotinin inhibitérii gibi davranarak
nikotin muamelesi ile artan Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttigini
ve anti-apoptotik aktiviteye karsi hiicreleri korudugunu sdyleyebiliriz. Elde ettigimiz
sonuglar hamileleik sirasinda ¢evresel sigara dumani maruziyetinin etkilerini kismen de

olsa azaltabilmek ig¢in resveratrol igerigi yiiksek gidalar tiikketmenin Onemini

vurgulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum Anabilim
Dal1 poliklinigine bagvuran amniyosentez yaptirmasi gerekli olan 20 hasta arastirmaya
dahil edildi. Hastalarin yaptirmasi gerekli olan testler tamamlandiktan sonra hiicre
kiiltiirleri pasajlanarak her hasta i¢in kontrol grubu, nikotin ile muamele edilen grup ve
nikotin+ resveratrol ile muamele edilen hiicre kiiltiirii gruplar1 olusturuldu. Gruplarin
her biri molekiiler biyolojik yonden degerlendirilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde
edilmistir

1. Nikotin ile muamele edilen insan amniyotik hiicre kiiltiirii gruplarinda Sox2
geni ekspresyon seviyesinde anlamli bir fark gézlenmistir. (p=0,005)

2. Nikotin ile muamele edilen insan amniyotik hiicre kiiltiirii gruplarinda Sox4
geni ekspresyon seviyesinde anlamli bir fark gozlenmistir. (p=0,000)

3. Nikotin ile muamele edilen grup ile nikotin+resveratrol ile muamele edilen
grup kiyaslanginda Sox2 geninin ekspresyon diizeyinde anlamli bir fark goézlenmis
(p=0,036); resveratroliin, nikotin etkisi ile artan Sox2 geni ekspresyonunu azatligi
belirlenmistir.

4. Nikotin ile muamele edilen grup ile nikotin+resveratrol ile muamele edilen
grup kiyaslanginda Sox4 geninin ekspresyon diizeyinde anlamli bir fark gozlenmis
(p=0,026); resveratroliin, nikotin etkisi ile artan Sox4 geni ekspresyonunu azathgi
belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmada farkli tipte hiicreler igeren amniyotik hiicre kiiltiirii
kullanilmast ve bireysel farkliliklar nedeniyle nikotinin, Sox2 ve Sox4 genlerinin
ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi farkli hastalara ait hiicre kiiltiirlerinde degiskenlik
gostermistir. Nikotin ile Sox2 ve Sox4 genlerinin ekspresyon diizeyi arasindaki iligkinin
aragtirildigr ulusal bir yayina rastlanmamasi nedeniyle elde ettigimiz bulgular ulusal
verilerle karsilagtirllamamistir. Sonug¢ olarak nikotinin hiicre {izerindeki Sox2 ve
Sox4’lin genler tizerindeki Ortiisen antiapoptotik etkisinin belirli spesifik hiicre

hatlarinda ¢alisilarak etkilesimin net olarak ortaya konmasi saglanabilir.
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EKLER

EK-1 Hasta Riza Formu

AMNIYOTIK HUCRE KULTURU CALISMASI ONAM FORMU

insan Amniyotik Hiicre Kiiltiirlerinde Nikotin ve Resveratroliin Sox2 ve Sox4
Genlerinin Expresyon Diizeyleri Uzerine Etkisinin Real Time PCR Yontemi ile
Incelenmesi

Prof. Dr. Umit Liileyap damsmanhginda, Yiiksek Lisans Ogrencisi Gamze
Comertpay tarafindan yiliksek lisans tez calismasit olarak siirdiiriilecek olan
calismamizda nikotin ve resveratrolun amniyotik hiicre kiiltiirlerinde belirli genlerin
ekspresyon profili lizerine etkisi arastirilacaktir.

Calismamiz ¢ercevesinde C.U.T.F. Tibbi Biyoloji ve Genetik Béliimii
Sitogenetik Laboratuarina gelen hastalarin yaptiklari test sonucu artan amniyotik
sivilarindan yararlanilacaktir. Sonuclar sadece bilimsel amach kullanilacak, kisisel
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Parasal bir 6deme yapmanizi gerektirmeyen ve size bir
0deme yapilmasinin s6z konusu olmadig1 calismaya katilmama hakkiniz ve istediginiz
zaman c¢alismadan ¢ekilme hakkiniz bulunmaktadir.

Arastirmaya katilmay1 kabul ettiginiz takdirde boliimiizde yaptirdiniz test
sonrasi arta kalan amniyotik sivilariniz kullanilacaktir.

Bu calismayla ilgili ek bilgi talebiniz olursa sozlii olarak karsilanacaktir.
Asagida isimleri ve telefon numaralari bulunan arastiricilar tarafindan gerekli
bilgilendirmeler yapilacaktir.

Bio. Gamze Comertpay: Tibbi Biyoloji Anabilim Dali: (0322) 338 60 60 / 3498

YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLARI OKUDUM, KANIMDAN
GENETIK INCELEME YAPILMASINI KABUL EDIYORUM.
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Hasta veya hukuksal olarak Sahit Kisi Amniyotik Sivisi
sorumlu Kisi Kullanilan Kisi
Adi-Soyadz: Adi-Soyadr: Adi-Soyadr:
Imza: Imza: Imza:

Tarih: Hastaya Yakinligi:

51




OZGECMIS

1986 yilinda Adana’da dogdu. Ilk, orta ve lisans 6grenimini burada tamamladh.
2004 yilinda Adana Ticaret Odasi Anadolu Lisesi’nden mezun oldu ve Cukurova
Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nii kazandi. 2010 yilinda lisans egitimini
tamamladi ve aym y1l Cukurova Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji

Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans programina basladi.

52



