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OZET

PESTIiSIT MARUZIYETINE CEVABEN OLUSABILECEK DNA
METILASYON DEGISIMININ IN VITRO KOSULLARDA
ARASTIRILMASI

On yili agkin siiredir gerceklestirilen bilimsel calismalar, c¢evresel kirleticilerin
genom ve/veya epigenom diizeyinde degismelere neden oldugunu gdstermistir. Artan
veriler ¢evresel kirleticilerin epigenetik modifikasyonlar1 degistirebildigini gostermistir.
Epigenom diizeyinde meydana gelen degismelerin basta kanser olmak iizere birgok
hastaligin etiyolojisinde tek basina ve/veya baska mekanizmalarla birlikte rol
oynayabilecegi bilinmektedir. Bu baglamda, c¢evresel kirleticilerin epigenetik
mekanizmalart degistirerek/etkileyerek bazi hastalik siireclerini  degistirebilecegi
disiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda, Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC -
The International Agency for Research on Cancer) tarafindan insanda karsinojen
potansiyeli yliksek olarak ilan edilen 2 adet pestisit in vitro kosullarda epigenetik
modifikasyonlardan total DNA 5 metilsitozin (5mC) miktarini degistirip degistirmedigi
aragtirtlmistir. Bu amagla, Glyphosate ve Tetrachlorvinphos pestisitlerinin ¢esitli
konsantrasyonlari ile A549 hiicreleri in vitro kosullarda muamele edilmistir. 12 ve 24
saat muamelelerin sonunda izole edilen DNA o6rnekleri ELISA yontemine dayali kit
yardimiyla total SmC miktar1 belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore Glyphosate ile 12 ve 24 saat muamele sonucunda total
5mC miktar1 artmustir. 24 saatlik muamelede, total 5SmC miktar1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Arastirilan konsantrasyonlar, sitotoksik olmayan dozlardir. Diger
taraftan, Tetrachlorvinphos ile muameleden sonra olgiilen total 5SmC miktar1 negatif
kontrole gore artmistir. Bu artiglar konsantrasyon artis1 ile birlikte olup, en yliksek
konsantrasyonlarin neden oldugu 5mC miktarinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorilmiistir.

Bu calisma ile karsinojenik oldugu bildirilen iki pestisitin, DNA metilasyon
miktarlarin1 degistirdigi belirlenmistir. Total SmC miktar1, bu iki pestisit i¢in birer
maruziyet biyomarkiri olabilecegi gibi karsinojenite i¢in de bir etki mekanizmasi

olabilecegi onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epigenetik, 5mC, Kanser, Pestisit, Glyphosate, Tetrachlorvinphos.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DNA METHYLATION ALTERATIONS IN RESPONSE
TO PESTICIDE EXPOSURE IN VITRO CONDITION

Scientific studies performed over a decade showed that environmental pollutants
cause changes at the genome and / or epigenome level. Increased data have shown that
environmental pollutants can alter epigenetic modifications. It is known that alteration
occurring at the epigenome level can play a role in the etiology of many diseases,
especially cancer, alone and / or with other mechanisms. In this context, it is thought
that environmental pollutants can change some disease processes by changing /
affecting the epigenetic mechanisms. In the thesis study, it was investigated whether the
amount of total DNA 5 methylcytosine-5mC was changed as epigenetic modifications
in response to two pesticides in vitro conditions, which were declared high human
carcinogenic potential by the International Agency for Research on Cancer (IARC). For
this purpose, A549 cells were treated with various concentrations of Glyphosate and
Tetrachlorvinphos pesticides in vitro. At the end of 12 and 24 hour treatments, total
5mC amount of DNA samples were determined by using kit based ELISA method.

According to the results obtained, total amount of 5mC was increased as a result of
treatment with Glyphosate for 12 and 24 hours. Treatment for 24 hours, total amount of
5mC was found statistically significant. The concentrations investigated are non-
cytotoxic doses. On the other hand, the total amount of 5mC measured after treatment
with Tetrachlorvinphos was increased relative to the negative control. These increases
were accompanied by concentration increases, and the amount of 5mC caused by the
highest concentrations was not found to be statistically significant.

In this study, two pesticides reported to be carcinogenic changed DNA methylation
quantities. The total amount of 5mC is suggested to be an action mechanism for

carcinogenicity as well as exposure biomarkers for these two pesticides.

Key Words: Epigenetic, 5mC, Cancer, Pesticide, Glyphosate, Tetrachlorvinphos.

XVII



1. GIRIS VE AMAC

Diinyada her yil 13 milyondan fazla dliimiin sebebi gevresel kirleticilerdir. Onleyici
tedbirlerin alinmasina ragmen hastaliklarin yaklasik % 24’{iniin sebebi cevresel kirleticilere
maruz kalma ile iliskili oldugu bildirilmistir (Priiss-Ustiin ve Corvalan, 2006). Amerika
Hastallk Kontrol ve Onleme Merkezi tarafindan yapilan bir taramada, Amerikan
populasyonunda kanda ve idrarda 148 farkli ¢evresel kimyasal madde tespit edilmistir. Bu
durum, insan populasyonunun ¢evresel kimyasallara ne kadar genis 6lgekte maruz kaldiginin
en iyi gostergelerinden birisidir (Bollati ve Baccarelli, 2010).

Bitki hastaliklari, hasereler ve yabani otlarin tarim triinlerinde meydana getirecegi zarari
en aza indirmek i¢in kullanilan yontemlerin basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Bu
yontem, hem uygulanabilme olanagi hem de etkili cevap alinabilmesi bakimindan yaygin
olarak kullanilmaktadir (Bolognesi 2003). Hasereler, yabani otlar ve bitki hastaliklarina neden
olan zararlilarin etkisini durduran veya azaltan, zararhyr Oldiiren veya ortamdan
uzaklastirilmas1 i¢in tasarlanmis madde veya madde karisimlari “Pestisit” olarak
tanimlanmaktadir (EPA 2009). Pestisitlerin kullanimi, bitkilerin haserelerden korunmasi igin
en etkili ve en ¢ok kabul goren bir yontem olmasi nedeni ile tarimsal verimliligin
arttirtlmasina 6nemli katki saglamaktadir (Bolognesi 2003).

Pestisitler ¢evremizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Weichenthal ve ark., 2010).
Bu bilesiklerin ¢ogu kalicilik 6zelliklerinden dolayr dogada uzun yillar kalabilecek
potansiyele sahiptirler (Bolognesi 2003). Uretimi arttirmak ve iiretilmis olan {iriinii uzun siire
korumak amaciyla kullanilan pestisitlerin, pestisiti dogrudan kullananlar veya pestisite dolayl
olarak maruz kalanlar tizerinde zararl etkileri oldugu goriilmiistiir. Halk sagligi ve tarimsal
programlarda pestisitlerin yaygin kullanimi1 ciddi ¢evre kirliligine ve potansiyel saglik
tehlikelerine neden olmustur. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) pestisitleri, potansiyel saglik
risklerine gore siniflandirmistir.

Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency-EPA) bir pestisit
formulasyonunu, aktif madde ve inert icerigin bir kombinasyonu olarak tanimlamaktadir.
Inaktif olan igeriklerin pestisit etkisi gdsterme gibi bir yetenegi olmamasina ragmen biyolojik
olarak aktif olabilecekleri, bazen de bir pestisit formiiliiniin en toksik bileseni olabilecekleri
bildirilmistir (Bolognesi 2003). Amerika’da yaklagik 890 tane aktif icerik pestisit olarak
kayithdir. Giinlimiizde bu aktif igerikler 20700 pestisit iiriinliniin i¢inde pazarlanmaktadir (US
EPA Pesticide Industry Sales and Usage: 1996 and 1997 Market Estimates). Amerika’da

satilan pestisitler, EPA tarafindan yiiriitillen genotoksisite ve mutajenite testleri gibi
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kanserojenite tarama testlerini ge¢mis olsalar da hayvanlar {izerinde yapilan deneyler bu
pestisitlerden bazilarinin kanserojenik oldugunu gostermistir. Ciftgiler ve pestisit liretiminde
calisanlar iizerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda ise bazi pestisitlerin ¢esitli kanser
turleriyle iliskili oldugu gorilmiistir (Alavanja ve Bonner 2005, Alavanja ve ark., 2007,
Bassil ve ark., 2007, Koutros ve ark., 2010, Waggoner ve ark., 2010).

Pestisitlerin diinya {izerindeki kullaniminin yayginlagsmasiyla saglik tizerindeki etkileri de
hizla artmaktadir. Pestisitlere maruziyet ve farkli kanser tipleri, diyabet, norodejenaratif
hastaliklar; Parkinson Alzehiemer, amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi, dogum kusurlar1 ve
iireme bozukluklar1 gibi kronik hastaliklar arasinda pozitif iliski oldugunu gosteren ¢ok sayida
kanit vardir. Ayrica pestisitlere maruz kalma astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi
KOAH gibi solunum problemleri, kronik nefropatiler, otoimmun hastaliklar sistemik lupus
eritomatous ve romatid artirit gibi kronik hastaliklari ile kronik yorgunluk sendromu ve
yaslanma gibi durumlarla da iliskili olduguna dair belirleyici kanitlar vardir. Kronik
bozukluklarin ortak 6zelligi pestisitlerin hiicresel homeostazda, iyon kanallarinda, enzimlerde,
reseptorlerde karisikliga sebep olabilecegi veya temel aktivitesinin ana mekanizmadan bagka
diger yolaklara aracilik etmesini indiikleyebilecegi bildirilmistir (Mostafalou ve Abdollahi,
2013).

Genotoksisite testleri uzun yillardir kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar ¢esitli fiziksel ve
kimyasal ajanlarin genotoksik potansiyelerini degerlendirmek i¢in bir¢ok farkli genotoksisite
yontemleri kullanilmistir (Bedir ve ark., 2004). Bu testlerle, ¢esitli ¢evresel maruziyetler
sonucu olusan hasarlar tespit edilmistir (Choy 2001, Vural 1996, Zeiger 2004). Bu yontemler
kullanilarak, tarim ilaglari, radyasyon, sigara, ¢esitli ilaclar gibi bircok ajanin potansiyelinin
belirlenmesinin yaninda, bu ajanlarin neden olduklar1 hasarlarin hastaliklarla olan iligkileri de
degerlendirilmistir (Albertini ve ark., 2000, Anderson ve Zeiger 1997, Brusick 1980, Carrano
ve Natarajan 1988, Choy 2001, Hrelia ve ark., 1994, Jena ve ark., 2002, Kirkland 1993,
Mateuca ve ark., 2006, Preston ve ark., 1981, Wassom 1989, Zeiger 1998). Simdiye kadar,
genotoksisite testleri kullanilarak pestisitlerle yapilan ¢aligmalar, bir¢ok pestisitin genotoksik
oldugunu ortaya koymustur (Cayir ve ark., 2014). Ayrica, pestisitlere maruz kalan
populasyonlar ile ilgili yapilan genotoksisite ¢alismalarinda ise ¢ogunlukla DNA hasarinin
(farkli yontemlerle dlciilmiis) istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriilmistiir (Coskun ve
ark., 2011).

Giintimiizde kullanilan pestisitler, birgok genotoksisite, mutajenite ve kanser ile ilgili
testlerden onay alindiktan sonra kullanilmalarina izin verilmektedir. Ancak, bu testler cogu

zaman yeterli olamamaktadir. Ornegin, kullanilmalarina izin verilen birgok pestisitin,
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karsinojenik potansiyeli de oldugu kullanilmalarindan yillar sonra anlagilmis ve daha sonra
bircogu yasaklanmistir. Ayrica, epidemiyolojik c¢alismalarda pestisitlerin ¢ok kullanildigt
toplumlarda bazi kanser tiirlerinin yaygin oldugunu ve kanserli birey sayisinin saglikli
toplumlara gore daha fazla oldugunu gostermistir. Tiim bunlar, pestisitlerin 6nemli bazi
mekanizmalar bakimindan arastirilmadigimi gostermektedir. Bunlarin basinda epigenetik
mekanizmalar gelmektedir. Giiniimiizde, pestisit giivenligi i¢in uygulanan testler arasinda
epigenetik mekanizmalarin arastirildigi testler yer almamaktadir. Dolayisiyla bu tez
caligmasinda, karsinojen potansiyeli yiiksek olan pestisitlerin epigenetik mekanizmalar
bakimindan degerlendirilmesi, alinacak tedbirler ve politikalar bakimindan belirleyici
olacaktir. Ayrica, karsinojen pestisitlerin molekiiler epigenetik mekanizmalar1 tam olarak
bilinmediginden, bu ¢alisma 6nem arz etmektedir.

Tez ¢alismasinda degerlendirdigimiz Glyphosate ve Tetrachlorvinphos pestisitleri
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Merkezi (The International Agency for Research on
Cancer-IARC) tarafindan yapilan siniflamada 2A ve 2B karsinojen sinifinda yer almigtir
(Guyton ve ark., 2015). Karsinojen potansiyeli yiiksek bu iki pestisitin epigenom diizeyinde
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmadigi goriilmiistiir.

Bu ¢alismanin amaci, Glyphosate ve Tetrachlorvinphos pestisitlerinin DNA’da total 5-
metilsitozin  (5mC) modifikasyonunu etkileyip etkilemedigi dolayist ile 5SmC DNA
modifikasyonunun karsinojen potansiyeli yiiksek olan pestisitlerde yeni bir biyomarkir olup
olmadigini ortaya koymak i¢in in vitro hiicre kiiltiiriinde organofosfat grubu iki pestisitin
meydana getirdigi etkileri arastirmaktir. Pestisitlerin olusturduklar1 sitotoksisite ile ilgili
bilgiler elde edilerek muamele edilen bu iki kimyasalin degisik konsantrasyonlar1 ile olugan

DNA metilasyon degisimi incelenerek olas1 doz-cevap iligkisini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik Mekanizmalar

Ik olarak, 1940’larda Conrad Waddington tarafindan 6nerilen Epigenetikterimi genlerin
cevreyle etkilesimi sonucunda fenotipin etkilenmesini tanimlarken (Waddington 2011),
giinimiizde DNA yapisinda degisme meydana gelmeden, gen anlatimi yolu ile etkisini
gOsteren mekanizmalar olarak tanimlanmaktadir (Holliday 2006, Martin ve Zhang 2007).

Epigenetik mekanizmalar, bireyin tim yasami boyunca goézlemlenen, bu degisimlerle
birlikte gen anlatimmin da degistigi olaylardir. Epigenetik mekanizmalarla kromatinin farkli
sekilde paketlenmesinin yakin iliskisi bulunmaktadir (Orcan 2006).

Son yillarda epigenetik alanindaki hizli gelismeler bircok siirece farkli bakis agisi
kazandirmistir. Yapilan calismalarda elde edilen gilivenilir sonuglar hastaliklarin
patogenezinde mutasyon ve kromozomal degismeler gibi genetik faktorlerin tek baslarina
etken olmadigmi gostermistir. Tek yumurta ikizleri identik DNA sekanslarina sahip
olmalarina ragmen ileri yaslarinda bazi hastaliklara yatkinliklar farkli olabilmektedir (Huang
ve ark., 2012). Bu durum ayn1 genotiplerin farkli fenotipler yansitabilecegini ifade etmektedir.
Dolayis1 ile baska faktorlerin bu durumu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanan ve DNA sekansinda bir degisiklige neden olmayan degismeler
epigenetik modifikasyonlar olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar; DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu ve miRNA gibi degisimleri icermektedir (Baccarelli ve
Bollati, 2009).
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Sekil-1. Epigenetik Siiregler (Jones ve ark., 2008).

Canli hiicrelerdeki DNA, memeli ¢ekirdeginin yapisal sinirlarina sigacak sekilde

proteinlere ve RNA’ya uygun kompleks bir yapidir. Niikleosomlarda daha ¢ok DNA bulunur.

Bir histon oktameri etrafina sarilmis yaklasik 146 bp (baz cifti) DNA igermektedir. Basit
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palindromik CpG dizisindeki metil gruplarinin sitozin kaynaklarina uygulanmasi ile DNA
modifiye edilebilmektedir. Histon kuyruklar1 ve bazi i¢ amino asit kalintilar1, posttransyonel
modifikasyonlardir ve transkripsiyon yeterliliginin belirlenmesi bakimindan 6nemlidirler

(Jones ve Liang, 2009 ).

2.1.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en ¢ok c¢alisilan (Baccarelli ve Bollati, 2009) ve insanlarda gézlenen
temel epigenetik modifikasyondur (Nephew ve Huang, 2003, Paluszczak ve Baer-Dubowska,
2006). DNA metilasyonu; DNA metiltransferaz  (DNMT) Kkatalizinde bir CpG
diniikleotidindeki sitozin halkasinin 5. karbonuna metil grubunun kovalent olarak
baglanmasiyla olugsmakta ve sonugta 5-metilsitozin (5mC) meydana gelmektedir (Reamon-
Buettner ve ark., 2008). CpG diniikleotidleri tiim genom boyunca karigik bir seklide
dagilmistir. Fakat CpG adalari olarak bilinen bolgelerde yogun olarak bulunurlar (Paluszczak
ve Baer-Dubowska, 2006). CpG adalari 500 bp’ den daha uzun olan G+C igerigi esit veya %
55’ten fazla olan CpG kiimelerinden olusur. Tiim genlerin hemen hemen yaris1 promotor
bélgelerinde CpG dizilerini bulundurur (Gronbek ve ark., 2007). Insan genomunda yaklasik
29000 CpG adasi oldugu diisiiniilmektedir. Saglikli insan hiicrelerinde CpG adasi disindaki
CpG diniikleotidlerinin % 70-80’1 asirt derecede metillenmisken, CpG adalar i¢indeki CpG
diniikleotidleri metillenmemistir (Nephew ve Huang, 2003).

DNA metilasyonu, embriyonik gelisim sirasinda genlerin anlatim yapip yapmamasinda,
transkripsiyonda, kromozom stabilitesinde, X kromozomu aktivasyonunda ve genomik
imprintingde 6nemli rol oynamaktadir (Esteller 2007, Robertson 2005).

DNA sentezinden sonra S-adenozil methiyonin (SAM)’den bir metil grubunun sitozin
halkasinin 5’ pozisyonuna baglanmasiyla insan DNA’sindaki sitozin kaynaklarmin yaklasik
%1°1 metilenmis hale gelir. DNA’nin kopyasinin ayrilmasindan saatler sonra meydana gelen
baz1 metilasyonlar vardir ki bu modifikasyon DNA senteziden ¢ok kisa bir siire sonra ortaya
cikmaktadir (Liang ve ark., 2002). DNA metilasyon modellerinin kurulmasinda,
korunmasinda ve siirdiiriilmesinde gorevli en az li¢ enzim vardir. DNA metiltransferaz 3A
(DNMT3A) ve DNA metiltransferaz 3B (DNMT 3B) enzimlerinin erken gelisimde gorevli
oldugu, hemimetil ve metillenmemis DNA (bir zinciri metilenmis diger zincir metillenmemis)
icin metil gruplarii kullandig1 diistiniilmektedir. DNMT1’in 6ncelikle bir “onarim enzimi”

olarak hareket ettigi diisiiniilmektedir (Holliday ve Pugh, 1975). Aslinda hemimetillenmis



DNA i¢in tercih edilmektedir ve DNMT1 somatik hiicrelerde en aktif DNA metiltransferazdir
(Ooi ve ark., 2007).
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Sekil-2. Sitozinin Metilasyonu (Lafon-Hughes ve ark., 2008).

Yapilan calismalar farkli DNA metilasyon sekillerinin oldugunu gdostermistir. DNA
metilasyonundaki degisiklikler global (genel) hipometilasyon ve bolgesel hipermetilasyonu
icerir (Paluszczak ve Baer-Dubowska, 2006). Tiim genom diizeyinde olusan ve global
hipometilasyon olarak tanimlanan metilasyon sekli bunlardan bir tanesidir. Bu degisimde
DNA metillenme miktar1 tim genom boyunca azalmistir (Bird 2002). Global metilasyon
genomik instabilite ve mutasyonlarin artmasiyla iligkilidir (Laird 2005). Normalde insan
genomunda yaklasik olarak 1,4 milyon Alu tekrarlayan element ile 1,5 milyon uzunlugunda
aralara serpistirilmis niikleotid elementleri vardir (Houck ve ark., 1979). Yapilan ¢alismalar
bu iki yapmin normalden ¢ok daha fazla metillendigini gostermistir. DNA metilasyonunun
3’te 1’inden fazlasi tekrar elementlerinden olusmaktadir (Yang ve ark., 2004). Genom
boyunca yaygin olmasindan dolayr LINE-1 ve Alu elementleri kanser dokularinin genomik
DNA metilasyonunun tahmini i¢in global biyo-markirlar olarak kullanilmiglardir
(Weisenberger ve ark., 2005, Yang ve ark., 2004, Zhu ve ark., 2010). Ancak periferik kan gibi
normal dokularda global DNA metilasyonunun olup olmadig ile ilgili yeterli veri yoktur
(Choi ve ark., 2009).

Global metilasyon degisimleri disinda gen diizeyinde de metilasyon degisimleri meydana
gelebilmektedir. Yapilan ¢alismalar ¢evresel kirleticiler nedeni ile gen spesifik hipo ve hiper
metilasyon degisimlerinin meydana geldigini gostermistir (Anier ve ark., 2010, Deshmukh ve

ark., 2011, Gronniger ve ark., 2010). Bu degisimlerin potansiyel olarak gen transkriptinde
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onemli rol oynadigi gorilmiistir. DNA metilasyon degisiklikleri genlerin promotor
bolgelerinde bulunan CpG adaciklarinda meydana gelmekte ve gen anlatimimi dogrudan
etkilemektedir. Son kanitlar ¢esitli kanser dokularinda CpG adaciklart olarak tanimlanan
bolgelerde farkli sekillerde metillenmenin meydana geldigi ve bu bolgelerin transkripsiyon
baslangi¢ bolgesinden 2 kb uzakta oldugu tespit edilmistir (Irizarry ve ark., 2009). Normal
hiicrelerin CpG adasi igeren gen promotor bdlgeleri genellikle metillenmemistir ve de novo
metilasyona kars1 direnclidir (Bestor ve ark., 1992). Kanser gelisimi sirasinda CpG
adalarindaki sitozinlerin metilasyonu kromatin sikistirilmas: yoluyla genlerin susturulmasina
sebep olmaktadir (Paluszczak ve Baer-Dubowska, 2006).

Somatik hiicre DNA’sindaki sitozin kalintilarinin metilasyonlarinin neredeyse tamami
basit palindromik CpG dizisi seklinde meydana gelir (Sekil 3a). DNA modifikasyonu ile ilgili
calismalarin ¢ogu metil gruplarinin kovalent eklenme iizerine yapilmistir. insan embriyonik
kok hiicrelerindeki genis genom calismalar1 erken gelisim evresindeki insan DNA’siin belli

bolgelerindeki non-CpG metilasyonunu gostermistir (Lister ve ark., 2009).
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Sekil-3. DNA’daki Kovalent Modifikasyonlar (Jones ve Liang, 2009).



Insan DNA’sindaki sitozin metilasyonunun neredeyse tamami basit palindrom CpG
seklinde olusur. Bu sekil dizilenmede, her iki sitozin de metillenir. Yakin zamanda ispatlanan
DNA’daki 5-hidroksi metilsitozinin, bu sitelerin belirli bir kisminin yukarida Sekil-3a’da
gosterildigi gibi TET proteinleri tarafindan da modifiye edilebilece§ini Onermistir. Yakin
zamanda CHG (H burada G’den farkli herhangi bir bazi temsil eder) sckansinda
metillenmemis CpG insan embriyonik kok hiicrelerinde gozlenmistir. Son bulgularin
karmagiklig1 gen kontroliinde 5-metilsitozinin roliiniin daha ileri derecede arastirilmasi ve
epidemiyolojik c¢alismalarda dikakate alinmasi gerektigini gostermistir. DNA’daki sitozin
kaynaklar1 S-adenozinmethiyoninden bir metil grubunun sitozin halkasinin 5’ konumuna
baglanmasiyla modifiye edilmistir. Son zamanlarda TET proteinlerinin 5-metilsitozini, 5-
hidroksimetilsitozine daha fazla modifiye ettigini gostermistir (Sekil-3b) (Jones ve Liang,
2009).

Yakin zamana kadar insan DNA’sinda sadece temel degisimin 5-metilsitozin olduguna
inaniliyordu fakat 5-hidroksimetilsitozinin (5-hmC) beyin hiicre DNA’sinda ve 1osemi
hiicresinde tespit edilmesi heyecan verici bir gelisme olarak kaydedilmistir (Tahiliani ve ark.,
2009).

TET (10-11 Translokasyon) proteinleri demetilasyonu aktive edebilmek i¢in ya da
bilinmeyen fizyolojik islevi yerine getirmek igin S-metilsitozini, 5-hidroksimetilsitozine
oksitleyebilmektedir (Sekil 3b).

2.1.2. S-Adenozil Metiyonin (SAM)

Homosistein metabolizmasinin ilk basamagini olusturan SAM, metil vericisi olarak gérev
yapan molekiildiir. SAM, metiyonin aminoasidinden meydana gelir ve S-adenozil
homosisteine (SAH) cgevrilir (Sekil-4). DNA’nin metillenmesinde temel gorev alan bu

mekanizmada farkli bilesikler rol almaktadir (Izmirli ve ark., 2009).



Homosistein

DHA metilasyonu 5 Metil THF
MTHFR
Metionin \

Folik asit = DHF > THF 5,10 Metilen THF

Purini&\ /
10 Formil THF

DHA sentezi £ dTMP dumMpP
o - Timidilat
sentaz

Sekil-4. DNA Metilasyon Mekanizmasi (Izmirli ve ark., 2009).

SAM: S-Adenozil Metiyonin

SAH: S-Adenozil Homosistein

5 Metil THF: 5 Metiltetrahidrofolat

5,10 Metilen THF: 5,10 Metilen Tetrahidrofolat
MTHFR: Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz Enzimi

BHMT: Betain Homosistein Metiltransferaz Enzimi

2.1.3. Histon Modifikasyonu

Genetik bilginin sakli oldugu DNA molekiilii, ¢ekirdekte bulunan histon ve non-histon
proteinlerden olusan ve kromatin adi verilen bir niikleoprotein kompleksidir (Ellis ve ark.,
2009). Kiiciik molekiil agirlikli bazik proteinlere de histon ad1 verilir. Iki molekiil histon H2A,
H2B, H3 ve H4 proteinlerinin g¢evresini 146 baz ¢ifti DNA’nin iki kez sarmasi ile meydana
gelen niikleosomlar, kromatinin en kiigiik fonksiyonel birimidir (Brait ve Sidransky 2011,
Dawson ve Kouzarides 2012, Kanwal ve Gupta 2012).

Insanlarin  genetik materyallerinin korunmasi, paketlenmesi, DNA transkripsiyon

diizenleme, replikasyon ve tamir, histon proteinleri tarafindan gergeklestirilir (Shahbazian ve
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Grunstein, 2007). Histonlar kovalent olarak asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
glikozilasyon, sumolasyon, ubikitasyon ve adenozindifosfat (ADP) ribozilasyon tarafindan
modifiye edilebilen niikleer kiiresel proteinlerdir (Kouzarides 2007, Luger ve ark., 1997,
Shahbazian ve Grunstein 2007, Suganuma ve Workman 2008, Zheng ve ark., 2008). Bu
sekilde kromatin yapisini ve histon modifikasyonlarini etkiler. En yaygin histon
modifikasyonlar1 degisik cevresel kimyasallar tarafindan gosterilen H3 ve H4 histonunun
amino terminalindeki lizin kalintilarinin asetilasyonu ve metilasyonudur (Cress ve Seto 2000,
Glozak ve Seto 2007, Sterner ve Berger 2000). Histonlarin metilasyonu, lizin kalinti
durumuna bagl olarak transkripsiyonun baski veya aktivasyonuyla iligkilidir (Yan ve Boyd,
2006).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonunun her ikisi de gelisim sirasinda gen
baskilama modellerinin kurulmasinda yer alir. Bazi metilasyon formlari lokal heterokromatin
olusumuna neden olurlar ki bunlar kolaylikla geri doniisiimliidiir. Oysa DNA metilasyonu
istikrarli uzun siireli baskiya yol acar. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu
yolaklarmin birbirine bagimli oldugu ve bu yolaklarin karismasi SET alani histon metil
transferazlar ve DNA metil transferazlar arasindaki biyokimyasal etkilesimlerden
kaynaklanabildigi yakin zamanda anlagilmistir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu
arasindaki iligkiler hem somatik hiicre yeniden programlama hem de tiimoriigenesis yaninda

normal gelisimi anlamada etkileri vardir (Cedar ve Bergman, 2009).
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Sekil-5. a) Epigenetik Modifikasyonlarin Sematik Gosterimi.

DNA dallar1 niikleozomu olusturmak iizere histon oktamerlerinin etrafina sarilmistir.

Sekil-5. b) Gen Ekspresyonunu Etkileyen Kromatindeki Reversibl Degisiklikler.

Kromatin aktif durumda iken genler eksprese edilir, kromatin siki durumda iken genler

ekprese olmaz (Giirel ve ark., 2016).
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2.1.4. Mikro RNA (miRNA)

miRNA’lar genomdan kodlanan, yaklasik olarak 20-24 niikleotid uzunlugunda kisa tek
sarmalli RNA molekiilleridir. DNA tarafindan tanimlanir fakat proteinlere cevrilmezler.
miRNA’lar, hedef mRNA’larin 3’ okunmamis bolgelerine baglanmasiyla transkripsiyon
sonrasinda hedef genlerin ekspressiyonunu olumsuz olarak diizenlerler (Singh ve ark., 2008).
Her bir olgun miRNA ¢oklu hedef mRNA’larin kismen tamamlayicisidir ve hedef
mRNA’larin inaktivasyonlarii belirlemek i¢in RNA kaynakli susturma kompleksini (RISK)
yonlendirirler (Matkovich ve ark., 2010). miRNA’lar kromatin yapisinin degisiminde kilit
role sahiptirler ve genom diizeninin korunmasina katilirlar. Hiicre biiylimesi, farklilasmasi,
cogalmasi, apoptoz ve metabolizma gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik olaylar1 diizenlerler
(Backes ve ark., 2010, Guil ve Esteller 2009, Singh ve ark., 2008). miRNA’lar normal hiicre
fizyolojisi i¢in hayati 6nem tasimaktadirlar. miRNA’larin yanls ekspresyonlar: kanser dahil
birgok hastalik ile iliskilidir (Kanwal ve Gupta, 2010). Giiniimiizde, kanser tiirlerinin
siniflandiriimasinda miRNA profilleri kullaniimaktadir (lorio ve ark., 2010).
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Sekil-6. Epigenetik Diizeyde Transkripsiyonel Diizenleme (Zhang ve ark. 2012).
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Giliniimiizde 6nem arz eden DNA 5mC metilasyonu, histon modifikasyonu ve miRNA’lar
kromatin konformasyonunu ve gen anlatimini diizenlerler. CpG boélgelerindeki DNA
metilasyonu genellikle gen ekspressiyonunu baskilar. Histonlar, posttranslasyonel
modifikasyon maruziyetiyle, Ac, metilasyon ve fosforilasyon gibi, kromatin yapisini ve gen
ekspressiyonunu etkileyen kiiresel proteinlerdir. Aktif genler genellikle diisiik DNA
metilasyonu ve yiikksek oranda asetillenmis kromatin olusturmasini karakterize ederler ve
transkripsiyon faktorlerine erisimi saglarlar. miRNA’lar, protein kodlamayan RNA’larin
kiiciik bir grubudur. Hedef miRNA’larin ¢evrilemeyen 3’ bolgeleri icin hedef genlerin
posttrankripsiyonel diizeye baglanmasiyla ekspressiyonu negatif yonde diizenler (Zhang ve

ark., 2012).

2.2. Epigenetik Mekanizmalar ve Kanser

Memeli genomunda bulunan biitiin sitozinlerin %2-5’1 5-metilsitozin (5SmC) seklinde ve
cogunlukla CpG seklinde bulunmaktadir (Beck ve Olek, 2006). Genomda bazi bolgelerde
CpG ciftleri daha ¢ok bulunmakta, bu bolgelere CpG adalar1 denilmektedir. Saglikli hiicre
gen-promotor bdlgelerindeki CpG adalar1 genel olarak metillenmemislerdir. Buna karsin
tekrarlt genomik bolgeler asirt miktarda metillenmislerdir. Abarrent DNA metilasyonu, global
DNA hipometilasyonu ve gen spesifik hipometilasyonu veya hipermetilasyonu seklinde
meydana gelmektedir. Global veya gen-spesifik DNA metilasyon paterninde meydana gelen
degismeler (hipometilasyon ve hipermetilasyon) bir¢ok kanser tipinde gézlenmistir (Lubbert
ve ark., 1992). Epigenetik degisiklikler kalitsal ve geri dontisiimliidiir. Normal gelisim igin
onemli olan bu mekanizmalarin bozulmasi malignant hiicresel doniisime yol acabilir
(Ducasse ve Brown, 2006).

Son yillardaki geligsmeler kanserin baslama, gelisim ve ilerlemesinde genetik faktorlerin
yaninda epigenetik modifikasyonlarin da etkin oldugu bir hastalik oldugunu gostermistir
(Reamon-Buettner ve ark., 2008). Kanser hiicrelerinde birgok gen, epigenetik degismelere
ugramakta ve bundan dolayr epigenetik modifikasyonlarin karsinogenezis siirecinin énemli
bilesenleri olduklar1 kabul goriilmektedir (Esteller 2006, Jones ve Baylin 2007).

Genel olarak kanserin, onkogen ve tiimdr supresdér genlerinde olusan bir dizi
mutasyon(lar)un sonucu olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir (Feinberg ve ark., 2006).
Kanser arastirmast genomdaki degisikliklerle kanserojen siirecin baglantili oldugunu
kanmitlamigtir (Hanahan ve Weinberg, 2011). DNA metilasyon sistemindeki partikiiler

modifikasyonlar ve degisiklikler; ¢cevresel maruziyetler ve kanser gelisimi arasindaki iligki

14



icin miikkemmel bir degerlendirme sunmaktadir (Ballestar ve Esteller, 2002). Aslinda
epigenetik degisikliklerin, tiimor gelisimi ve ilerlemesi sirasinda hemen hemen her
asamasinda rol aldig1 kesinlesmistir (Herceg 2007). Bu bulgular sonucunda giderek kabul
goren goriis epigenetigin karsinogenezde temel bir rol oynadigidir (Laird 2005).

Son zamanlarda DNA metilasyonu ve kanser gelisimi arasindaki baglantiy1 aciklamaya
yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Aslinda anormal DNA metilasyon desenlerinin gii¢lii tant
ve risk degerlendirme biyomarkirlart olarak hizmet edebilecegine inanilmaktadir (Laird
2005).

DNA hipometilasyonu, kromatin hipoasetilasyonu, gen spesifik hipometilasyon ve
hipermetilasyonlar1 kanser baslama ve gelisim siirecinde rol alan epigenetik degismelerden
bazilaridir (Reamon-Buettner ve ark., 2008). Havyan modellemeleri ve insanlarla yapilan
caligmalarda global DNA metilasyonunun kati ve hematolojik kaynakli tlimoérlerin ortak bir
ozelligi oldugu ve farkli genomik sekanslarda meydana gelebildigi ifade edilmistir. Diger
taraftan DNA metilasyonunda meydana gelen degisimlerin kanserle ilintili olan genlerin
ifadelerinde degisikliklere ve daha sonra genomik kararsizliga neden oldugu bildirilmistir
(Gaudet ve ark., 2003, Holm ve ark., 2005).

Insan genomunun farkli yerlerinde meydana gelen metilasyon degisimlerinin birgok
kanser hiicresinin ortak 0Ozelligi oldugu gorilmiistiir. Basta timor supresér ve proto-
onkogenler olmak iizere 6zellikle bazi genomik bolgelerin daha fazla metillendigi veya daha
az metillendigi goriilmiistiir. Insan genomunda yaklasik olarak 4 milyon Alu tekrarli dizileri
ve yarim milyon uzunlugunda araya serpistirilmis nukleotid (LINE-1) dizlerinin var oldugu
dolayis1 ile bu yapilardaki metilasyon derecelerinin global DNA metilasyonunu temsil ettigi
kabul gérmektedir (Weisenberger ve ark., 2005, Yang ve ark., 2004). insan genomundaki Alu
ve LINE-1 tekrarli dizilerin agirt miktarda metillendigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2004).
LINE-1 ve Alu elementlerinde meydana gelen demetilasyon bu elementlerin retrotransposon
aktivitelerinde artisa neden olmakta, bu durum insersiyon ve/veya homolog rekombinasyon
ile genomik kararsizlikla sonuglanmaktadir (Ostertag ve Kazazian Jr, 2001). Bununla birlikte
global DNA hipometilasyonunun gen transkripsiyonunda de-regulasyona neden oldugu
bildirilmistir (Han ve ark.,, 2004). Son yillarda farkli malignitelerde global DNA
metilasyonunda azalmalarin oldugu ifade edilmistir. Gama Sosa ve arkadaglar1 farkl
timorlerle yaptiklart ¢alismada hipometilasyonun tiimoriin ilerlemesi ile ilintili oldugunu
gostermiglerdir  (Gama-Sosa ve ark.,, 1983). Proto-onkogenlerde meydana gelen
hipometilasyon 6zellikle akciger tlimorleri ve l0semide goriilmustiir. Akciger tiimorleri ile

yapilan ¢alismalarda c-fos, c-myci, Ha-ras ve Ki-ras gibi proto-onkogenlerde DNA
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metilasyonunda azalmalarin meydana geldigi gosterilmistir. Bununla birlikte farkli 16semi
tipleri ile yapilan c¢aligmada Erb-Al ve bcl-2 proto-onkogenlerinde hipometilasyon tespit
edilmistir (Rao ve ark., 1989). DNA hipometilasyonu gastrik kanserlerde R-RAS ve
MAPSIN, kolon kanserinde S-100 ve melanomada MAGE (melanoma-associated antigen)
gibi biiyiime tesvik edici genlerin aktivasyonuna neden oldugu tespit edilmistir (Wilson ve
ark., 2007).

Ozetle DNA hipometilasyonu farkli mekanizmalar aracilig ile kodlanmayan bélgeler ve
genlerin aktivasyonuna neden olarak kanser gelisimine ve ilerlemesine katki saglamaktadir.
Kanser hiicrelerinde timor supresor genlerin promotor bolgelerinde meydana gelen
hipermetilasyon gen anlatiminda azalmaya neden olan yaygin bir olaydir (Reamon-Buettner
ve ark., 2008). Hipermetilasyon ile bahsedilen genlerin transkripsiyonlarinda inaktivasyona
ve hiicresel fonksiyonlarinin kaybolmasina neden olmaktadir. Ornegin p16 ve MLHI1 gibi
bircok gende meydana gelen hipermetilasyon, tiimor supresdr genlerinin susturulmasina
neden olmaktadir (Herman ve Baylin, 2003). Fakli tiimorlerle yapilan ¢alismalarda 3p, 11p ve
17p kromozomlarmin bazi bdlgelerinde hipermetilasyon tespit edilmistir. In vivo kosullarda
bu bolgelerde metilasyon goriilmezken, kanserli dokularda metillendigi gosterilmistir (Jones
ve Baylin, 2007). Tiim bu sonuglar, kanserin baslamasi ve ilerlemesi gibi asamalarda farkli
genom bdlgelerinde meydana gelen DNA metilasyon degisimlerinin dogrudan etkili oldugunu

gostermektedir.

2.3. Epigenetik Mekanizmalar ve Diger Hastaliklar

Epigenetik, biyolojinin hizla gelisen alanlarindan biridir (Portela ve Esteller, 2010).
Epigenetik mekanizmalarin insanlar {izerindeki etkilerinin kanitlanmasi, hastaliklarla
iliskisinin anlasilmasini da kolaylastirmistir (Jiang ve ark., 2004). Birgok hastaligin sebebinin,
epigenetik mekanizmanin  diizglin c¢alismamasindan kaynaklandigr  diisiiniilmektedir
(Robertson 2005). Epigenetik mekanizmalardaki degisiklikler hastaliklarin olugmasinda
onemli bir role sahiptir (Tsankova ve ark., 2007).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar epigenetik degisikliklerle noérodejeneratif ve norolojik
hastaliklar arasindaki iliskiye 1s1k tutmustur. Norolojik hastaliklarin biiyiik bir boliimiinde
DNA metilasyon modellerinde sapmalar, hiper ve hipo metilasyon goriilmiistiir. Rapor edilen
hipermetilasyon promotor vakalari arasinda Alzheimer hastalarinda neprilysin (akut
lenfoblastik 16semi antijeni, NEP, MME olarak da bilinir.), Friedreich atak hastalarinda FXN
ve omurga kas atropisi hastalarinda SMN2 yer almaktadir (Urdinguio ve ark., 2009).
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Parkinson hastalarinin substantia nigrasinda (beynin, latince 'siyah cisim' anlamina gelen
kismi, rengini ve ismini ndromelanin denen pigmentten alir) timor nekroz faktorii alfa
(TNFa) promotor hipometilasyonuna bagli olarak néronal hiicrelerin apoptozunu indiikledigi
bildirilmistir (Pieper ve ark., 2008). Multipl skleroz hastalarinin PADI2 promotor bolgesinde
hipometilasyon gorilmiistir (Gibbs ve ark., 2010). DNA metilasyon modellerindeki
degisiklikler sadece gen promotorlerini etkilemekle kalmaz ayn1i zamanda ndro genetik
hastaliklardan, Prader Wili ve Angelman sendromlarina neden olabilir. Her iki hastalikta da
anormal DNA metilasyonu 15ql11-g-13 kontrollii bolgesinde baski olusturur (Robertson
2005). Norolojik hastaliklarda histon modellerinde degisiklikler goriilmiistiir. Histon
hipoasetilasyonu en sik olanidir. Histon hipoasetilasyonuna iyi bir 6rnek, amyotrofik lateral
skleroz (ALS)’dir (Gibbs ve ark., 2010). Norolojik hastaliklarda diger hipoasetilasyon
ornekleri ise Parkinson ve Huntington hastaliklar1 (Urdinguio ve ark., 2009) ve Friedreich
atagidir (Herman ve ark., 2006).

Otoimmiinite bozukluklar1 ve epigenetik degisikliklerle ilgili pek ¢ok arastirma DNA
metilasyon degisikliklerini merkezine almigtir. En iyi bilinen otoimmun hastaliklardan biri
olan ICF (immiin yetmezlik, sentromerik kararsizlik ve yiiz anomalileri) sendromunun nedeni
DNMT3B’deki  heterozigot mutasyonlardir. Diger otoimmun hastaliklar  global
hipometilasyona sahip olan sistemik lupus eritematous (SLE) ve romatid artirittir (Javierre ve
ark., 2008). Otoimmun hastaliklarda histon degisikliklerinin rolii hakkinda ¢ok sey bilinmiyor
olsa da romatit artirit ve tip 1 diyabette rolii oldugunu gosteren arastirmalar vardir (Miao ve
ark., 2008).

Merkezi sinir sistemi, insandaki en karmasik sistemlerden biridir. Bir organdaki farkl
ekspressiyon modellerini farkli bolgeler yapmaz fakat ayni hiicre tipi organin lokasyonuna
bagli olarak farkli transkripsiyonel diizenlemeye sahiptir (Gibbs ve ark., 2010). Mitotik ¢ikis,
sinirsel hiicreler multipotansiyelini kaybettiginde sinir sistemi gelisiminde 6nemli bir adimdr,
transkripsiyonel programin ¢ok hassas bir sekilde ayarlanmasini gerektirir (Urdinguio ve ark.,
2009). Epigenetik faktorler bu diizenlemede kilit rol oynar. Epigenetik genlerdeki genetik
mutasyonlar bazi norogelisimsel hastaliklara da neden olurlar. Rett sendromu X’e bagli MBD
proteininin MeCP2’de nokta mutasyonlarinin neden oldugu nérolojik bir hastaliktir. MeCP2
kromatin yapisinda mRNA’nin eklenmesini diizenlemede énemli bir role sahiptir (Urdinguio
ve ark., 2009). Rubinstein Taybi sendromu otozomal dominant ve Coffin Lowry sendromu
norogelisimsel, histon modifikasyonlarinin indiikledigi bozukluklardir (Clayton ve ark.,
2000).
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Epigenetik mekanizmalar obezitenin gelismesinde de 6nemli rol oynamaktadir (Friedman
2003). Gebeligi sirasinda aglik yasayan annelerin, dogan g¢ocuklart yetigkin olduklarinda
obezite ve insiilin direnci gostermeye yatkin oldugu, bu 6zelliklerini de daha sonraki nesillere
aktardiklar1 ve bu siirecin epigenetik degisikliklerle miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir

(Ravelli ve ark., 1976).

2.4. Cevresel Kirleticiler ve Epigenetik Mekanizmalar

Hayvan modelleme ve insan populasyonlar ile yapilan ¢alismalar ¢evresel kirleticilerden
kaynakli maruziyetlerin DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve miRNA gibi epigenetik
degismelere neden oldugunu gostermistir (Baccarelli ve Bollati 2009, Bollati ve Baccarelli
2010). Son yillarda elde edilen bilimsel veriler, erken dénemde dahi gevresel kirleticilere
maruz kalmanin dogum anomalilerinin yani sira bireylerin kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve obezite gibi hastaliklara yatkinliklarini arttirdigini  gostermistir
(Dolinoy ve ark., 2007a, Dolinoy ve ark., 2007b, Jirtle ve Skinner 2007). Prenatal ve postnatal
evrelerdeki maruziyetten sonra edinilen bu duyarliligin epigenetik modifikasyonlarla ilintili
oldugu, g¢evresel maruziyetten sonra meydana gelen epigenetik degisimlerin jenerasyonlar
arasi kalitilabildigi bildirilmistir (Cropley ve ark., 2006). Yapilan ¢alismalar gevresel kaynakli
kirleticilerin gen anlatimi tlizerine etkili epigenetik degisimler araciligi ile hastaliklara neden
olabilecegini gostermistir. Tiim bunlar epigenetik mekanizmalarin hastaliklarin etiyolojisinde
biiyiik 6neme sahip oldugunu gostermektedir (Hou ve ark., 2011). Dinamik kromatin
bicimlenmesi gen transkripsiyonunun ilk asamast i¢in gereklidir. Bunun i¢in gen promotor
bolgeleri ve diizenleyici bolgelere ulasilabilirliginin saglanmasi1 gerekmektedir (Vaissicre ve
ark., 2008). miRNA’lar, histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonu igeren epigenetik
degismeler bu diizenleyici siireglere katilir boylece gen anlatimi kontrol edilir (Grewal ve
Moazed 2003, Reik ve ark., 2001). Epigenetik mekanizmalardaki degisikliklerin cesitli
cevresel kirletici maruziyeti tarafindan degistirildigi ve meydana gelen bu degisimlerden
bazilarinin ise farkli hastaliklarla baglantili oldugu goriilmistiir (Baccarelli ve Bollati 2009,
Heightman 2011).

2.4.1. Metaller

Agir metaller yaygin cevresel kirleticilerdendir ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,

norolojik bozukluklar ve otoimmun hastaliklarla iligkili oldugu kanitlanmistir (Hu 2002). Bazi
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caligmalar, metallerin biyolojik makro molekiillerin bozulmasinda oksidatif katalizor olarak
gorev yaptigin1 gostermistir (Galaris ve Evangelou, 2002). Metal iyonlarinin reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) indiikledigi ve boylece serbest radikallerin olusmasina yol actig1 saptanmistir
(Galaris ve Evangelou, 2002, Leonard ve ark., 2004). ROS birikimi epigenetik faktorleri
etkiledigi gorilmustiir (Babar ve ark., 2008, Donaldson ve ark., 2003, Galaris ve ark., 2008,
Gilmour ve ark., 2003, Leonard ve ark., 2004, Monks ve ark., 2006, Sakano ve ark., 2004).
Yapilan ¢aligmalar araciligiyla metaller ve DNA metilasyonu arasindaki iliski belirlenmeye
calisilmistir (Valko ve ark., 2005).

Arsenik maruziyeti sonucunda belirli genlerin global ve promotor bolgelerinde DNA
metilasyonunun degistigi kanitlanmistir. inorganik arsenik insan viicuduna girdikten sonra
detoksifikasyonu metillemistir (Reichard ve ark., 2007). Arsenik toksisitesi miRNA
ekspressiyonundaki degisikliklerle de iliskilendirilmistir (Marsit ve ark., 2006). Sodyum
arsenit ile muamele edilen insan lenfoblastoid hiicrelerinin miRNA profillerinde degisiklikler
oldugu goriilmistiir. Arsenigin ilging bir sekilde karbon mekanizmasiyla iliskili spesifik
miRNA’larin ekspressiyonunu da degistirdigi gdzlemlenmistir (Marsit ve ark., 2006).

Uranyuma kronik maruziyetin (askeri operasyonlarda genel olarak kullanilan radyoaktif
agir metal) anormal DNA hipometilasyonu ve 16komogenez ile iligkili oldugu goriilmiistiir.
(Sakano ve ark., 2004).

Nikel, kromatin yogunlugunu arttirarak yaslilik veya tiimor baskilayict genler gibi 6nemli
genlerde de novo DNA metilasyonunu baglatabilecegi Onerilmistir. Nikel’in histon
modifikasyonlarint da etkileyerek hastalik sebebi olabilecegi kanitlanmistir (Lee ve ark.,
1995).

Kadmiyumun, global DNA metilasyonunu degistirdigi belirlenmistir. Kadmiyumun in
vitro ortamda DNMT’leri inhibe edip ve baslangi¢ global DNA hipometilasyonunu
indiikledigi goriilmiistiir. Kadmiyum, proto-onkogenlerde onkogen expressiyonuna ve bunun
sonucunda hiicre poliferasyonuna neden olan DNA metilasyonunu inhibe edebilecegi
saptanmistir (Huang ve ark., 2008, Takiguchi ve ark., 2003).

Civa, cesitli ¢evresel ortamlarda ve yiyeceklerde insanlar1 ve hayvanlari olumsuz
etkileyebilecek diizeyde mevcuttur. Kutup ayillarinin  beyin hiicrelerindeki DNA
hipometilasyonu civa maruziyetiyle iliskilendirilmistir (Richard Pilsner ve ark., 2010). Metil
civa, deniz mabhsiillerinde bulunan potansiyel norotoksik bir ajan ve g¢evresel kirleticidir.
Dogum 6ncesi metil civa maruziyeti, farelerde 6grenme ve motivasyon davraniglarinda kalici

degisikliklere neden olmustur (Onishchenko ve ark., 2008).
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Kroma maruz kalan akciger kanser dokularinda, krom maruziyeti yasamayan akciger
kanser dokularina kiyasla 6l¢iilen p16 hipermetilasyonunu etkiledigi goriilmiistiir (Kondo ve
ark., 2006).

2.4.2. Hava Kirliligi

Hava kirliligine neden olan partikiil madde maruziyeti kardiyovaskiiler ve solunum
hastaliklariyla ilgili artan morbidite ve mortalite ile iliskilidir (Baccarelli ve ark., 2008, Jardim
ve ark., 2009). Siyah karbon, ara¢ trafiginde tiretilen partikiil maddelerin bir bilesenidir ve
Boston bolgesindeki 1097 yash erkek kan DNA’s1 Orneginde LINE-1 tekrarlayan
elementlerinde DNA metilasyonunun azalmasiyla baglantili olmustur (Tarantini ve ark.,
2009). Bir ¢elik fabrikasindaki isgilerin aragtirmasindan DNA metilasyonu tizerinde PM
(partikiil madde) etkileri i¢in iyi karakterize edilmis ¢aplar1 10 mikrometreden kiigiik (PMjo)
partikiil madde maruziyeti, ek delil olmustur. Gen promotor bdlgesindeki indiiklenmis nitrik
asit sentezinin metilasyonu, dokiimhanedeki 3 giinliik ¢alismadan sonraki kan 6rneklerindeki
bireysel maruziyet PMy bazal olarak karsilastirildiginda azalmistir. Ayni ¢alismada, LINE-1
ve Alu'nun metilasyonunun, uzun sireli PMjp maruziyetiyle negatif iliskili oldugu
bulunmustur (Tarantini ve ark., 2009). Bunun aksine, bir ¢elik fabrikasindan toplanan hava
partikiillerine maruz kalan fareler iizerindeki hayvan deneyi, spermin genomik DNA’sinda
global hipometilasyonu gostermis ve gevresel maruziyetin kaldirilmasindan sonra degisiklik
devam etmigtir (Yauk ve ark., 2008). Solunum yoluyla alinan dizel egzos partikul maruziyeti
burun i¢i Aspergillus Fumigatus’a farede IL-4 promotoriiniin CpG sitesinde interferon gama
(IFN ¥ ) promotor ve hipometilasyonun bazi sitelerinin hipermetilasyonuna neden olmustur.
Her 1iki gen promotorlerinin degisen metilasyonu IgE diizeyi degisiklikleri ile

iliskilendirilmistir (Liu ve ark., 2007, Perera ve ark., 2009).

2.4.3. icme Suyundaki Kimyasallar

Suyun pek ¢ok kimyasali ¢bzme ve tutma yetenegi vardir; organik materyaller,
endiistriyel atiklar, petrol tiirevleri, tarimsal sentetik giibreler, deterjanlar, radyoniikleidler,
pestisitler, inorganik tuzlar, kimyasal ve organik sentetik materyaller gibi (Calderon 2000).

Igcme suyundaki dogal kirlilik birgok faktdrden kaynaklanir. Kar ve yagmur suyu
partikiiler mineraller ve atmosferdeki gaz olan kirleticileri icerir ve bunlar i¢gme suyunun

saflik derecesini etkiler (Weiner 2010).
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Klorlama yan iiriinleri, kirlenmeyi 6nleme amagli suyun klorlamasinin bir sonucu olarak
olusmaktadir. I¢cme suyundaki cesitli klorlama yan iiriinleri; trietiltin, kloroform ve
trialometanlar gibi, saglik i¢cin olumsuz potansiyel etkileri sorgulanmigtir (Coffin ve ark.,
2000, Mages ve ark., 1989, Pereira ve ark., 2001). Bu kimyasallarin bazi epigenetik
degisikliklere neden oldugu gésterilmistir. Igme suyundaki trietiltin ile kronik maruziyet
sonucu kendinden gecen farelerde, fosfatiletanolamin-N-metiltransferaz aktivitesinin
artmastyla birlikte beyin 6demi gelisimi gozlenmistir. Metilasyondaki bu artis, trietiltin
tarafindan uyarilan zar hasarlarina karst korumak i¢in telafi edici bir mekanizma olabilir
(Mages ve ark., 1989). Kloroform, dikloroasetikasit (DCA) ve trikloroasetik asit (TCA), tigii
de karaciger ve bobrek kanserojenleridir ve igme suyunda bulunan klorin dezenfeksiyon yan
driinleridir. DCA, TCA ve kloroform uygulanan farelerde global hipometilasyon ve c-
myc’nin expressiyonunda artis gozlenmistir (Pereira ve ark.,, 2001). Trihalometanlar
(kloroform, bromdiklor metan, klordibrommetan ve bromform) klorlu igme suyundaki
organik kirleticileri diizenlemistir. Disi B6C3F1 fare karacigerinde trihalometanlar
karsinojenik aktivite gostermistir. Kloroform ve bromdiklormetan hepatik DNA’da 5-
metilsitozin derecesini diislirmiistiir. C-myc geninin promotdr bdlgesindeki metilasyonu,
kanserojenik aktivitesiyle uyumlu trihalometanlar tarafindan azaltilmistir (Coffin ve ark.,
2000).

2.5. Pestisit Maruziyeti ve Kanser

Kronik hastaliklar yavas ilerlerler ve uzun vadede ortaya cikarlar ve giinlimiizde 6liim
sebebi olarak lider konumdadirlar. Oliimlerin %60 nin iizerindeki sebebi kronik hastaliklardur.
Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) raporuna gore 2008 yilinda kronik hastaliklar sebebi ile 36
milyon insanin 6ldiigii rapor edilmistir. Bunlarin 9 milyonu 60 yasin altinda ve erken
oliimlerin %90°1 diisiik ve orta gelirli lilkelerde oldugu bildirilmistir (Orantes ve ark., 2014).

Diinyada pestisitin genis alanda kullanimiyla birlikte saglik {izerindeki etkilerinin hizla
artmas1 kaygi vericidir. Pestisit maruziyeti ve kronik hastaliklarin (farkli kanser tiirleri,
diyabet, farkli norodejeneratif hastaliklar Parkinson Alzhemier gibi ve amiyotrofik lateral
sclorosis (ALS) dogum kusurlar1 ve iireme bozukluklari) oranlarinin artis1 arasinda biiyiik bir
iligki vardir. Pestisit maruziyeti ile diger baz1 kronik hastaliklarin (solunum problemleri
ozellikle asttim ve kronik obstriiktiif akciger hastaligi (COPD), kardiyovaskiiler hastaliklar
ateresklordz ve kroner arter hastaligi, kronik nefropatiler, otoimmiin hastaliklar gibi sistemik

lupus eritematdz ve romatizmal arterit kronik yorgunluk sendromu ve yaslanma) ikinci derece
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iliski kanitlar1 vardir. Kronik hastaliklarin genel 6zelligi hiicresel i¢ dengede bir rahatsizlik
olmasidir pestisitler araciligi ile birincil perbutasyon eylemleri iyon kanallari, enzimler
reseptorler gibi indiiklenebilir ya da ana mekanizmanin disinda ara yollara aracilik edebilir
(Mostafalou ve Abdollahi 2012, Souza ve ark., 2011).

Kanserle pestisitlerin iliskisine dair ilk raporlar 50 y1l 6nce iiziim yetistiriciliginde bocek
oldiirticti olarak kullanan ciftcilerde cilt ve akciger kanserinin yiiksek prevalansi ile ilgilidir
(Jungmann 1966, Thiers ve ark., 1967). Gegen yarim yiizyilda genis bir yelpazede yapilan
populasyon tabanli baglica ¢alismalarin bu konuda yiiriitiilen 6nemli bir ilerleme pestisitlerin
farkli malignite tiplerinin insidansi ile iligskisini anlamak olmustur (Penel ve Vansteene, 2007).
IARC, yasam1 boyunca bir sekilde pestisitlere maruz kalan kisilerde kanser insidansi iizerine
kohort ¢alismalar1 gergeklestirmistir (Baldi ve Lebailly, 2007). Pestisit maruziyetiyle ilgili
epidemiyolojik ve tarimsal saglik ¢alismalarina dayali artan kanitlar meme, prostat, akciger,
kolorektal, testis, pankreas, yemek borusu, mide, cilt kanseri ve non-Hodkin lenfoma gibi
farkli neoplazma tiirleri rapor edilmistir (Alavanja ve Bonner 2012, Jaga ve Dharmani 2005).
Van Maele-Fabry ve ark. (2006, 2007, 2008), pestisit imalat isgilerinde meta analiz risk
tahminleriyle pestisit maruziyetinin prostat kanseri ve ldsemi i¢in olas1 risk faktorii oldugunu
isaret etmiglerdir. Bir dizi tarim saglik ¢alismalarinda Lee ve ark. (2004), kanser insidansi
(kemik 1iligi lenf kanserleri i¢in alaklor, akciger kanseri igin klorpirifos ve kolorektal kanser
icin alacarb) ve pestisit maruziyeti arasinda iliski bulmuslardir. Giinlimiizde pestisitlerin
diisiik doz kronik maruziyeti kanserin gelismesi i¢in 6nemli bir faktor olarak kabul edilir. Bu
nedenle karsinojenite testleri pestisitlerin kanserojen potansiyelini tespit etmek i¢in
pazarlanmasina izin verilmeden 6nce uygulanir. Kanserojenite testleri, kemirgenin her iki
cinsiyetin iki farkl: tiirii kullanilarak yapilan uzun vadeli (yaklasik 2 yil) biyoanalizdir. 2010
yilinda EPA Pestisit Programi tarafindan yayinlanan listede, kimyasallarin kanserojen
potansiyeli degerlendirilen 70°den fazla pestisit muhtemel veya miimkiin karsinojen olarak
siiflandirildi. Bu smiflandirma hayvan caligmalarindan, metabolizma c¢alismalarindan diger
kanserojenlerle yapisal iliskilerinden (epidemiyolojik bulgular insanda mevcutsa) elde edilen
bilgilere gore gerceklestirilmistir.

2008 y1l1 istatistiklerine gore diinya genelinde 12,7 milyon kanser vakasinin goriildiigii ve
7,6 milyon kisinin kanserden dolayr 6ldiigii bildirilmistir. Yapilan degerlendirmelerde 2020
yilina kadar her y1l 16 milyon yeni vakanin goriilecegi ongoriilmektedir (Torre ve ark., 2015).
Bir¢ok calisma bireylerin yasam sekillerinin disinda genetik faktorlerin, beslenme sekilleri ve
cevresel kirleticilerin kanser riskini arttirdiginm1 gostermistir. Her yil 13 milyon kisinin

cevresel kaynakli kirleticilerden dolay1 6ldiigii ve hastaliklarin %24 liniin ¢evresel kirleticilere
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maruziyetten kaynaklandigi vurgulanmustir (Priiss-Ustiin ve Corvalan, 2006). Amerika’da
yapilan bir ¢alismada insanlarin kan ve idrar orneklerinde 148 farkli g¢evresel kaynakli
kimyasalin bulundugunu gostermistir (Bollati ve Baccarelli, 2010).

Bu durum canlilarin gevresel kaynakli kirleticilerden ne kadar ¢ok etkilendiginin iyi bir
gostergesidir.  Yapilan bir¢cok epidemiyolojik calisma farkli ¢evresel kirleticiler (agir metal,
pestisit, toksik organik kirleticiler, radyoaktif maddeler) ile kanser riski arasinda pozitif bir
iligki oldugunu gostermistir. Pestisitler oldukea toksik, biyolojik olarak yikima ugramayabilen
dolayis1 ile ¢evrede uzun siire kalicilig1 olabilen kimyasal karisimlardir. Birgok pestisiti olasi
karsinojen veya karsinojen olarak smiflandirmislardir (Bolognesi 2003). Pestisitlere maruz
kalan bireyler ile ilgili son yillarda birgok epidemiyolojik calisma yapilmis, bu ¢alismalar
sonucunda pestisit maruziyeti ile hematopoetik, prostat, pankreas, beyin, akciger ve diger
organ kanserleri arasinda iliski oldugu goriilmiistiir. Dogrudan veya dolayli olarak pestisitlere
maruz kalan ¢ocuklarda ise 16semi, non-Hodgkin lenfoma, beyin tiimorii, Wilt tiimorleri ve
Ewing sarkoma risklerinin arttig goriilmiistiir (Dich ve ark., 1997). Onerilen calismada
degerlendirilecek olan pestisitler ve insan hayatinda kullanilan diger pestisitler,
kullanilmalarina onay verilmeden dnce birgok genotoksisite, mutajenite ve kanser ile ilgili
testlerden ge¢mektedirler. Bu testlerden elde edilen verilere gore bu pestisitler
kullanilmaktadirlar. Ancak epidemiyolojik c¢aligmalar pestisitlerin  ¢ok kullanildig:
toplumlarda bazi kanser tiirlerinin yaygin oldugunu ve kanserli birey sayisinin saglikli

toplumlara gore daha fazla oldugunu gostermistir.

2.6. Pestisit Maruziyeti ve Epigenetik Degisimler

Epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve miRNA’lari
icermektedir (Chuang ve Jones, 2007). Son yillarda in vitro ve in vivo sartlarda yapilan
caligmalar pestisit maruziyetinin epigenetik modifikasyonlara neden oldugunu gostermistir
(Jones ve Baylin 2007, Markowitz ve Bertagnolli 2009). DNA metilasyon sistemi yiiksek
dozlardaki metilcivaklorid veya poliklorfenil gibi organoklorin pestisitlere maruz kalmasiyla
etkilenebilir. Bu kimyasallara maruziyet sonucunda yapilan Piro sekans metilasyon analizi,
tiimor baskilayici gen p16 (INK4a)’ nin CpG bolgelerinin promotdr metilasyonun yiiksek doz
gruplarinda azaldiginmi gosterdi (Desaulniers ve ark., 2009). Paraquat yaygin olarak kullanilan
bir herbisittir ve organoklorin insekisiti olan Dieldirin, potansiyel Parkinson hastaligiyla
iliskili c¢evresel kimyasallar arasindadir. Histon asetilasyonu norotoksik etki sirasinda

dopaminerjik noral hiicrelerdeki anahtar epigenetik degisimi temsil eder. Paraquat maruziyeti
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zamana bagl olarak histon H3 asetilasyonunu indiiklemis ve toplam histon deasetilaz
aktivitesini azaltmigtir. Mezensefalik dopaminerjik noronal hiicrelerde, Dieldirin maruziyeti
zamana baglh olarak H3 ve H4 histon ¢ekirdeginin asetilasyonunu arttirmistir. Ayrica fare
modellerinde uzun siireli Dieldirin maruziyeti sitriatum ve substantia nigra da histon
hiperasetilasyonunu indiiklemistir (Song ve ark., 2011).

Hayvan modelleme caligmalarinda vinclozolin ve methoxyclor gibi pestisitlerin germ
hiicrelerinde DNA metilasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Bu degismenin testislerde
fonksiyon bozuklugu ve ovaryum fonksiyonu ile ilintili oldugu vurgulanmistir (Anway ve
ark., 2005, Anway ve ark., 2006, Guerrero-Bosagna ve ark., 2010). Benzer sekilde dichloro ve
trichloroasetikasite maruz birakilan farelerde c-jun ve c-myc genlerinin promotor bolgelerinde
dimetilasyon gézlenmistir (Tao ve ark., 2000). Yine deney hayvanlari ile yapilan toksisite
calismasinda dichlorovos pestisitinin bircok dokuda DNA metilasyonuna neden oldugu
gosterilmistir (Proctor ve ark., 2004). Arktik bélgede yasayan Inuit’larla yapilan ¢aligmada
tekrarli elementlerdeki DNA metilasyonunun artan plazma pestisit ve kalict organik
kirleticilerin kalintt miktarlar1 ile azaldig: tespit edilmistir (Rusiecki ve ark., 2008). Benzer
bulgular Kore’de yapilan bir ¢alismada elde edilmistir (Kim ve ark., 2010). Ayrica yapilan
caligmalar, pestisit maruziyetinin metilasyon disinda histon modifikasyonuna da neden
oldugunu gostermistir. Dieldrin yaygin olarak kullanilan bir organoklorin pestisittir. Dieldrin
maruziyetinin zamana baghi olarak H3 ve H4 histonlarinin asetilasyonunda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Song ve ark., 2010). Tim bu g¢aligmalar, farkli gruplarda yer alan
pestisitler i¢in yapilmistir.

Tetraklormetan ve klorofoslara maruziyet kromatin yapisina zarar verebilir ve bu etki bir
fitosteroid prepat1 olan BTK-8L enjeksiyonuyla onlenebilir. Bu hazirlik histon proteinlerinin
kromatine baglanmasiyla ve niikleoprotein komplex yapisiyla ilgilidir. Bunun sonucunda
kromatin fraksiyon bilesenlerine tetraklor metan ve klorofosun zararli etkisi azalir ( Levitskii
ve ark., 1996).

Propoxur, N-metilkarbamat insektisit sinifinin bir {iyesidir. Subtropikal iilkelerde popiiler
bocek oldiiriicli ajanlar arasindadir. Kuo ve ark. Tarafindan (2008)’ de insan gastirik hiicre
hatt1 kullanilarak bu bilesigin insan sagligi lizerindeki olumsuz etkilerine ulasmak igin
aragtirma yapilmistir. Histon H2AX fosforilasyon ekspresiyonunun analizinde N-nitroso
Propoxurun hiicresel hasar1 indiikledigi dogrulanmistir (Kuo ve ark., 2008).

Pestisitlerin neden oldugu epigenom {lizerindeki etkiler miRNA ekspresyon profilinde
degisiklige neden olabilir. Boylece gen diizenlemedeki degisikler bu kimyasallarin insan

saglig1 tizerindeki zararli etkilerini aciklayabilir. Triadimefon, propikanozol ve miklobiitanil
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onemli tarimsal fungisit smifi olan kanazollerdir. Triadimefon ve propikanazol fare
karacigerinde tiimor olusumuna neden olurken miklobiitanilin bdyle bir etkisi yoktur. Ross ve
ark. (2010), konazollarin (Triadimefon, propikanozol ve miklobiitanil) tiimortjenite etkilerini
ve molekiiler belirleyicileri anlamak igin fareleri konazollarla muamele ettiler. miRNA’lar
karacigerden izole edildi ve analizi yapildi. Tiimor olusturan kanazoller tiimor olusturmayan

kanazollere gore daha fazla miRNA ekspressiyonunda degisiklige neden oldugu anlasildi.

2.7. Glyphosate ile ilgili Yapilan Toksisite Calismalar

Kimyasal kirletici karigimlarinin gergek etkileri halk sagligi i¢in endise verici boyuttadir
(Monosson 2005). Insanlar her giin yiizlerce bilesene maruz kalmaktadirlar. Ticarilestirilmis
kombinasyonlar ilk kaygi konusu olabilir. Genetigi ile oynanmis tarimsal organizmalar
(GDO’lar) diinya genelinde siirekli olarak artmakta ve bunlarin dikkatli olarak
degerlendirilmesi gerekmektedir (Séralini ve ark., 2009, Séralini ve ark., 2011). Pestisitlerin
kombine etkileri iizerine yapilan ¢aligmalar toksikoloji i¢in bir zorluk teskil etmektedir. Yeni
nesil genetigi ile oynanmis bitkilerin yeni yetistirme durumu, Glyphosate temelli herbisit
(Roundup gibi) kalintilari, Roundup toleransl yenilebilir bitkilerde (6zellikle misir) bulunur
ve genetigi ile oynanmis bitkiler tarafindan modifiye edilmis Bt intektisit toksinleri ile
karistirilir. Mesnage ve ark. (2011), tarafindan kombine edilmis pestisitlerin insan hiicreleri
tizerindeki yan etkileri arastirilmus, ilk kez CrylAb ve CryAc, Bt toksinleri ( 10 ppb ile ) ve
bunun yaninda onlarin kombine edildikleri Roundup’la birlikte 24 saat insan embriyonik
bobrek hiicre hatt1 293 iizerinde test edilmis, hiicre 6liimiine neden olan {i¢ biyolojik belirteg;
mitokondrial siiksinat dehidrojenaz, mebran degisikliklerine neden olan adenilat kinaz
salimim1 ve kaspaz 3/7 indiikasyonlar1 dl¢lilmistiir. CrylAb, 100 ppm de hiicre 6liimiine
neden olmustur. CrylAc i¢in bu kosullar altinda herhangi bir etki tespit edilememistir. 1 ile
20000 ppm arasinda tek basina test edilen Roundup 50 ppm’de nekrotik ve apoptotiktir;
tarimsal seyreltmelerin gok altindadir (%50 &liimciil konsantrasyon 57,5 ppm). Olgiilen tek
anlamli etki, CrylAb ve CrylAc’nin Roundup tarafindan indiiklenen kaspaz 3/7
etkilesimlerinin azalttigidir. Bu, apoptozun aktivasyonunu etkileyebilir. Diger belirtegler
icinde ayn1 egilim vardir. Bu sonuglar icinde modifiye Bt toksinlerinin hedeflenmeyen insan
hiicrelerinde, inert olmadigin1 ve genetigi degistirlmis bitkilere 6zgii diger pestisit kalintilari
ile birlikte kombine yan etkileri olabilecegi bildirilmistir (Séralini ve ark., 2011).

Glyphosate diinya ¢apinda en ¢ok satilan herbisittir. En yaygin formiilasyonlar (Roundup)

ana yilizey aktif madde olarak polioksietilenamin igerir. Son bulgular Glyphosate
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maruziyetinin DNA hasarina ve insanlarda kansere neden olabilecegini gostermistir. Solunum
yoluyla herbisite maruz kalan isciler iizerinde bukkal epitel hiicre hattinda (TR146)
Glyphosate ve Roundup’in sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Roundup’in 40
mg/l den biiyiik dozlar1 20 dakikadan sonraki akut sitotoksik etkileri olarak mitokondrial
fonksiyonlarmin bozulmasi ve membran hasar1 gozlenmistir. Glyphosate ile hiicre disi
endaktif laktat dehidrojenaz salinimi mebran hasarinda artis 80 ml/l den biiyiikk dozlarda
arttig1 gézlenmistir. Glyphosate ve Raoundup’in her ikisi de 20 ml/l den biiyiik dozlarda tek
hiicreli jel elektroforezinde DNA migrasyonuna neden olmustur. Ayrica DNA hasarimin
yansitan niikleer sapmalarda artis gézlenmistir. 10 ile 20 mg/l’a 20 dakikadan fazla maruz
kalinmasiyla mikroniikleus ve niikleer tomurcuklanma frekanslarinda artis olmustur.
Niikleoplazmik kopriiler ise yalnizca Roundup’in en yiiksek doz olan 20 mg/I’de artmustir.
Roundup her kosulda Glyphosate’in aktif maddesinden daha aktiftir. I¢ organlarin epitel
hiicrelerinden lenfositler ve hiicrelerle yapilan daha 6nceki calismalarin sonuglarma gore
herbisit ve formiilasyonlarinin sitotoksik ve DNA’ya zarar veren 6zelliklerinin daha duyarlt
oldugu c¢ikmistir. Tarimda kullanilan 450 kez seyreltilmis konsantrasyonlara tekabiil eden
spreylere kisa maruziyet sonrasinda genotoksik etkilere ve teneffiis eden bireylerde DNA
hasarina neden olabilecegi bulunmustur (Koller ve ark., 2012).

Knasmiiller ve ark. (2004), tarafindan yapilan ¢alisma, diinya genelinde basglica herbisit
olarak kullanilan R (roundup)‘in dort formulasyonunun insan karaciger hiicre hatt1 (HepG2)
tizerindeki toksik etkileri ve ksenebiyotiklerin davraniglart ile ilgili uygun bir modeldir.
Ciinkii karaciger ilk detoksifikasyon organidir ve diyet kirleticilerine kars1 ¢cok hassastir. Bu
caligmada alt tarimsal seyreltmeler test edilmistir. 5 ppm’deki ilk toksik etkiler ve 0,5 ppm’
deki ilk endokrin bozucu etkiler kayit edilmistir. Bu, baz1 gidalarda ve yemlerde izin verilen
seviyeden 800 kat daha diistiktiir.

Tiim parametreler, formiilasyonlarin alt tarimsal dozlarinda 24 saat i¢inde bozulmustur.
Bu etkiler formulasyondan ¢ok Glyphosate’in konsantrasyonuna bagimli oldugu goriilmistiir
(Gasnier ve ark., 2009). insan plesanta ve embriyonik hiicre hattinda ve taze gdbek kordonu
embriyonik hiicerelerinde G (glyphosate) bazli herbisitlerin potansiyel toksik etkiyi arttirdigi
ve gelistirdigi goOriilmistiir. Onlarin mitokondri, plazma zari, kapsazlar 3/7 ve DNA
parcalanmasi iizerindeki mekanik zamani ve doza bagiml etkileri gosterilmistir (Gasnier ve
ark., 2009). Celine Gasnier ve ark. (2009)’da sadece embriyonik ya da yeni dogan
hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda geng ve yetiskin insan hiicre dizilerinde (HepG2, VeMDA -

MB453-kb2) adjuvanlarin dogasini G (glyphosate)’den daha fazlasi toksisiteyi degistirdigini
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teyit etmisler, G (glyphosate ) bazli herbisitin insan hiicre hatt1 tizerindeki DNA hasarini ilk

kez gostermiglerdir.

2.8. Tetrachlorvinphos ile Tlgili Yapilan Toksisite Calismalari

Organofosfor insektisiti olan Tetrachlorvinphos (TCVP) ¢iftlik hayvanlarinda, sigir ve
atlar dahil, larva oldiiriicii olarak yaygin sekilde kullanilir. Kandaki (genellikle plazma veya
tam kanda) kolinesteraz (ChE) etkinligi, hayvanlarda organofosforlu insektisit zehirlenmesini
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilir. insanlardaki gibi iyi sonug verir. insanlar ve atlar da
dahil olmak tizere pek ¢ok tiirlin plazmasi baskin olarak butirilkolinesteraz igerir. Halbuki
biitiin tlirlerin kirmiz1 kan hiicreleri sadece asetilkolinesterazi ifade eder. Subramanya ve
Carey (2003)’te TCVP ile kan Che’lerinin farkl tiirlerde etkilesimini karsilastirmali olarak
degerlendirmiglerdir. At, inek ve sican plazma ve eritrositlerdeki ChE aktivitesinin in Vitro
duyarliligini karsilagtirmiglardir. At plazma ChE en duyarli (ICsg, 30 dak., 30 C’de 97 nM),
buna karsilik at eritrosit ChE aktivitesi en az duyarlilik gostermistir ( ICsp>1 mM ). Buna
karsilik TCVP ile inhibasyonda inek plazma ChE’1 (ICso 784 uM), inek eritrosit ChE’ye ( ICs
216 micM) gore en diisiik duyarlilik gostermistir. Sigan plazma ve eritrosit ChE aktiviteleri
TCVP’ye karst benzer duyarlilik gostermistir ( sirasiyla ICsp 54 micM ve 78micM). Bu
sonuclar at, inek ve sigan plazma ve eritrosit ChE’nin belirgin tiirlerin ve kan fraksiyonunun
TCVP 'ye kars1 degisen ve farkli duyarlilik gdstermistir. Kan ChE aktivitelerinin TCVP’ye
kars1 duyarliliginda farkliliklar olabilecegi goriilmiistiir (Karanth ve Pope, 2003).

Pireler, evcil hayvanlarda kontrol 6nlemlerinin uygulanmasini gerektiren siirekli bir
sorundur. Bu nedenle ev sahipleri tarafindan pire kontrolii i¢in pestisit kullanimi yaygindir ve
bu cocuklar ve yetiskinler i¢in pestisit maruziyetini arttirabilir. Farkli irk ve agirhiktaki 55
kopekte (23’1 ¢alisma 1, 22’si calisma 2) Tetrachlorvinphos iceren pire tasmalari
kullanilmigtir. Calisma 1 de, pamuk eldiven kullanilarak 5 dakika siirtme ile kopeklere
yapilan post-coller uygulamasi sonrasinda kopeklerin kiirkiinde TCVP kalintilari izlenmistir.
Tedavi uygulanan kopeklarde plazma kolinesteraz (ChE) aktivitesi de Sl¢iilmiistiir. Boyun
kiirkiinden (tasmanin siirtmesi) ve eldivenle yapilan 3 giinlik TCVP sirt uygulamasiyla
transfer edilen TCVP’nin ortalama miktar1 sirasiyla 23700+ 2100 ve 260+ 50 mg/eldiven
olmustur. Plazma ChE aktivitesinde herhangi bir inhibasyon gozlenmemistir. Calisma 2 de,
pamuk eldiven kullamilarak 5 dakika siirtme ile kopeklere yapilan post-coller uygulamasi
sirasinda TCVP kalintilart izlenmistir. TCVP kalintilar1 ¢ocuklar tarafindan giyilen t-sortlerde

ve ilk sabah ¢ocuk ve yetiskinlerden alinan idrar 6rneklerinde izlenmistir. Boyun kiirkiinden
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(tasmanin siirtmesi) ve eldivenle yapilan 5 giinliik TCVP sirt uygulamasiyla transfer edilen
TCVP’nin ortalama miktar1 sirastyla 22400+ 2900 ve 80+ 20 mg/eldiven olmustur. Cocuklar
tarafindan 7-11 giinlerinde giyilen tisortlerde tisort basina 1,8+0,8 mg TCVP/g igerdigi
goriilmiistiir. Yetiskin ve ¢ocuklardan alinan idrar 6rneklerinde 2,4,5-Trikloromandelikasit
(TCMA) seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Bununla birlikte,
tim TCMA artiklar1 (yetigkinler ve ¢ocuklar) islem 6ncesi konsantrasyonlarindan anlaml
derecede yiiksek oldugu goriilmistiir (0=0,05). Kopeklerde ChE inhibasyonunun olmamasi ve
TCVP’nin diisiik akut toksisite seviyesi (4-5g/kg si¢an oral LD50), TCVP’nin hizli bir sekilde
detoksifiye edildigini ve atildigin1 gostermistir. Bu nedenle biiyiik tortulara ragmen ¢ok diisiik
toksikolojik bir tehlike olusturdugu goriilmiistiir (Davis ve ark., 2008).

Parker ve ark. (1985), tarafindan yapilan bir ¢alismada 80 erkek ve 80 disi B6C3F1
farelerinden olusan gruplara Tetrachlorvinphos (TCVP)’un 17,5, 64, 320, 1600, 8000 ve
160000 ppm konsantrasyonlarini iceren diyet 103 hafta uygulanmistir. Daha o6nceki bir
calismada 80 erkek ve 80 disi fareden olusan baska bir gruba 16000 ppm TCVP verilmistir.
160 erkek ve 160 disi fare kontrol grubu olarak kullanilmistir. 10 kere muamele edilen ve 20
kontrol faresi /cinsiyet/grup 6, 12 ve 18. aylarda oldiirilmiistiir. Arastirmanin maksimum
tolerans dozunun sirastyla 8000 ve 16000 ppm doz gruplarinda ii¢ ve alt1 katin1 astig1 tahmin
edilmistir. Sonu¢ olarak bu maruziyetler karaciger ve bdbreklerde cinsiyet hormonal
dengesizlik ve metabolik asir1 yiiklenme ile iligkilendirilen sitotoksik ve yeni yapilanma
degisiklikleri meydana getirmistir. 8000 ve 16000 ppm TCVP verilen farelerde viicut
agirhiginda belirgin bir azalma (%15-40) gozlenmistir. Bu muamele grubundaki fareler
caligma sirasinda kilo alamamistir. Calisma boyunca azaltilmis kalorili gida tiiketimi
muhtemelen 8000 ve 16000 ppm TCVP verilen farelerde sag kalmay1 arttirmis ve spontan
neoplazi insidansini azaltmistir. Bu yliksek doz gruplarinda gézlenen patolojik lezyonlarin
siniflamasi, ¢alisma ve danmisma patologlari arasinda farklilik gostermistir. Patologlar
yaptiklar1 incelemeler sonucunda, karaciger ve bobrek degisikliklerinin nedensel olarak
hepatoselliiler hiperplazi ve renal tiibiiler adenom ile ortaya ¢ikan asir1 toksisiteye bagl
oldugu sonucuna varmistir. Siniflamasma gore caligma patologu, 16000 ppm TCVP ile
beslenen erkek farelerdeki hepatoseliiler karsinom, hepatoselliiler adenom veya karsinom ve
renal tiibiiler karsinomda istatistiksel olarak anlamli artislar bulmustur. Istatistiksel olarak
onemli olmasina ragmen, 8000 ve 16000 ppm TCVP alan disi farelerde danisman patolog
tarafindan degerlendirilen Kkaraciger neoplazmi insidansi, geg¢mis disi kontrollerle
karsilastirildiginda biyolojik Onemi siipheli bulunmustur. Danmigman patolog tarafindan

gozlemlenen istatistiksel olarak anlamli bulgu, 16000 ppm TCVP ile beslenen erkek farelerin

28



renal tiibiiler adenom ve renal tiibiiler adenom veya karsinom insidansinda artis olmustur. Bu
yiiksek doz gruplarindan alinan sonuglarin kullanimi, 8000 ve 16000 ppm TCVP'yi besleyen
fareleri etkileyen birgok tehlikeli faktér nedeniyle kontrendikedir. TCVP'nin, maksimum
tolere edilen dozun asilmadigi doz seviyelerinde B6C3F1 farelerde onkojenik olmadigi

bulunmustur (Parker ve ark., 1985).

2.9. Cesitli Pestisitlerle Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Pestisitler, zararli veya istenmeyen canli tiirlerini kontrol etmek ic¢in kullanilan
kimyasallardir (Baxter ve ark., 2010). Bu nedenle tarimda kullanim alani bulurlar. Pestisitler
kimyasal yapilarina gore siiflandirilabilir; karbamatlar, organofosfatlar, organoklorinler ve
piretroitler gibi. Pestisitlerin hedefi etki mekanizmalaridir. Pestisitlerin siniflandirilmast
toksisitelerine dayanmaktadir. WHO yaptig1 toksisite siniflandirmasi LDsg diizeylerine
dayanir. TARC’1n yaptig1 toksisite siniflandirmasi kanserojen kanitlara dayanur.

Endokrin diizenleyici olarak kullanilan metoksikloriin si¢anin; sperm, karaciger, iskelet
kas1 ve yumurtalik doku ve hiicrelerinde yapilan caligmalarda DNA metilasyonuna neden
oldugu goriilmustir (Perroud ve ark., 2011, Zama ve Uzumcu, 2009). Yine endokrin
diizenleyici olarak kullanilan vinclozoinin fare embriyosunun; plasenta, yolk kesesi, amnio,
kafa, viicut, kalp, karaciger, akciger, mide ve bagirsak dokularinda yapilan c¢aligmalarinda
DNA metilasyonuna neden oldugu goriilmiistiir (Kang ve ark., 2011).

Kalic1 organik kirleticilerden diklorodifeniltrikloretan (DDT) fare hipolatalamusunda;
DNA metilasyonuna neden olmustur (Shutoh ve ark., 2009). Kalict organik kirleticilerden
DDT, DDE, B-BHC, oksiklordan, a-klordan, mirex ve PCB’ler insan kan dokusunda DNA
metilasyonuna neden olmustur (Rusiecki ve ark., 2008). Kalict organik kirleticilerden
organoklorin pestisitleri insan kan dokusunda DNA metilasyonuna neden olmustur (Kim ve
ark., 2010).

Arsenik kullanilarak yapilan in vitro caligmalarda sican akciger epitel hiicreleri, fare
akciger dokusu ve V79-Cl13 ¢in hemstir hiicreleri ve ASO hiicreleri iizerinde ¢alisiimis DNA
metilasyonu gozlenmistir (Chen ve ark., 2004, Zhao ve ark., 1997). Yine insan lenfoblastoid
hiicreleri ve insan kan dokusunda arsenikle yapilan ¢alismalarda DNA metilasyonu ve mikro
RNA ekspressiyonu goriilmiistiir (Chanda ve ark., 2005, Pilsner ve ark., 2007).

Parakuat ve Dieldirin herbisitleriyle sican immortalize mezensefalik dopaminerjik
hiicreleri (N27 hiicreleri) ve mezensefalik dopaminerjik ndural hiicreleri ile yapilan in vitro

caligmalarda histon modifikasyonlar1 goriilmiistiir (Song ve ark., 2010).
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Propoxur ve Diklorvos insektisitleri ile mide hiicreleri ve domuzun bobrek epitel
hiicreleri iizerinde yapilan in vitro c¢alismalarda histon modifikasyonlart ve mikroRNA
ekspressiyonu goriilmistiir (Kuo ve ark., 2008, Li ve ark., 2011). Yine fibronil ve triazphos
insektisitleri ile zebra baliginin tiim viicut homojenatinda yapilan g¢alismada mikroRNA
ekspressiyonu gortilmiistiir (Mass ve Wang, 1997).

Triadimefon, propikonazol ve miklobiitanil fungisitleri ile fare karaciger dokusunda
yapilan arastirmada mikroRNA ekspressiyonu goriilmiistiir (Ross ve ark., 2010).

Pestisitlerin insan sagligi {izerindeki zararli etkileri gecen yiizyillda yaygin olarak
arastirtlmigtir. Pestisite maruz kalan isciler {izerindeki gozlemsel galismalar (Damalas ve
Eleftherohorinos, 2011), pestisitlerin toksisitesinin hayvan modelleri (Vandegehuchte ve
Janssen, 2011), saglik tizerindeki zararli etkilerinden bu kimyasallarin sorumlu olabilecegini
gostermistir.

Diklorodifeniltrikloretan (DDT) maruziyeti geng erkek sicanlarin hipotalamusundaki
metilasyon modelini degistirmistir. Shutoh ve ark. (2009), tarafindan yapilan deney, alt1 CpG
adasinda ( Sst, Gal, Arfl, Ttr, Msx1 ve Grifin genleri) kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli
Olciide hipometillendigini gostermistir. DNA metilasyonu mekanizma bozukluklar1 oksidatif
stresin ~ diisiik  seviyelerinin  altinda  spesifik gen boélgelerinin  metilasyonunun
tamamlanmamasina yol agmuistir.

DNA metilasyon sistemi yiiksek dozdaki organoklorin pestisitleri, metilcivaklorid veya
poliklorlufenillere maruz kaldiginda etkilenebilir. Zama ve Uziimcii (2009), rahim igi ve
dogum sonrasi, pestisitlerle muamele edilmis sicanlarin karacigerlerinden alinan 6rneklerde
metilasyon modellerinin degistigini rapor etmislerdir. Pirodizi metilasyon analizi yiiksek doz
gruplarinda tiimor baskilayict gen pl6 (INK4a) promotorundaki CpG adalarinin
metilasyonunun azaldigini ortaya ¢ikarmustir (Desaulniers ve ark., 2009).

Zhang ve ark. (2012), K562 hiicrelerini diazinonun farkli konsantrasyonlar1 (0.001, 0.01,
ve 0.1 uM) ile farkli zaman dilimlerinde (12, 24, 48 ve 72 saat) muamele etmislerdir. 984
genin 1069 CpG adasinda 0,1 M ‘lik diazinon maruziyetine cevaben (hiper 918 ve 66
hipometillenmis gen) 2 misli metilasyon degisiklikleri tespit etmiglerdir. Bu genlerin bazilari
kanser gelisimi veya biyolojik yolu olarak iliskilendirilmistir ve baz1 islevleri

bilinmemektedir.
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1. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Tiirii

Tez calismasi, deneysel tiirde bir ¢alisma olup Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan rapor gercevesinde yiiriitiilmiistiir. Bu
caligmada insan akciger karsinom epitel hiicre hatti olan A549 hiicreleri kullanilmstir.
Calismada % 99.9 saflikta satin alinan Glyphosate herbisiti ile Tetrachlorvinphos insektisiti

test edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ozellikleri

A549 hiicrelerinde DNA metilasyon degisiminin Ol¢lilmesi amaciyla yapilan deneylerde

kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri asagida verilmistir.

3.2.1. Glyphosate

Glyphosate, gesitli ortamlarda ve uzun yillardir kullanilan bir herbisittir. 1974 yilindan
beri kullanilmaktadir (Carlisle ve Trevors, 1988). Glyphosate, bitki, mantar ve prokaryotlarda
bulunan sikimik asitin metabolik yolundaki 5-enolpiruvil sikimik asit-3-fosfat (EPSP) sentaz
enziminin aktivitesini inhibe ederek; aromatik aminoasitlerin, hidroksi fenolik bilesiklerin ve
klorofilin sentezinde inhibisyon meydana gelmekte ve devaminda da protein sentezi ve

biiylimede azalma ile hiicre 6limleri goriilmektedir (Duke ve Hoagland, 1981).

Kimyasal Ismi: n-(fosfonometil) glisin

Genel Ismi: Glyphosate

Kimyasal Sinifi: Organofosfat

EPA Kimyasal Kodu: 084229

Kimyasal Tanitim Servis Numarasi (CAS): 1071-83-6
Molekiiler Formiil: C3HgNOsP

Molekiiler Agirligi: 169,07 g/mol

[k Kaydedilme Tarihi: 1974

Pestisit Tipi: Herbisit

Uretici Firma: Monsanto
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Sekil-7. Glyphosate

3.2.2. Tetrachlorvinphos

Avrupa Birligi iilkelerinde yasaklanmasina ragmen Amerika’da kullanilmaya devam
edilen Tetrachlorvinphos hayvanlarda pire tasmalari dahil insektisit olarak kullanilmaya
devam edilmektedir. Tetrachlorvinphos, bir fenil organofosfat grubu insektisitidir ve ilk kez

1966°da ticari olarak Amerika’da tanitilmis ve kullanilmistir.

Kimyasal Ismi: (Z)- 2- kloro-1-(2,4,5-triklorofenil)vinil dimetil fosfat
Genel Ismi: Tetrachlorvinphos

Kimyasal Sinifi: Organofosfat

EPA Kimyasal Kodu: 083701

Kimyasal Tanitim Servis Numarasi (CAS): 22248-79-9

Molekiiler Formiil: C1gHgC404P

Molekiiler Agirligi: 366 g/mol

[k Kaydedilme Tarihi: 1966

Pestisit Tipi: Insektisit
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H
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Sekil-8. Tetrachlorvinphos
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3.2.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Sarf Malzemeler

A549 hiicre kiiltiirii sirasinda asagidaki malzemeler kullanilmistir.

v

DN N N N

DMEM/F12 (Dulbecco's Modification of Eagles Medium) (Life Technology,
11320033)

Fetal Bovenie Serum (Gibco, 10270106)

Antibiyotik (Penicillin-Streptomycin) (Life Technology, 0015140148)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Sigma, 56064C)

0.25% Trypsin-EDTA (Life Techonology, 0025200056)

Dimethyl Siilfoksit (DMSO) (Santacruze, SC-358801)

3.3. Sterilizasyon

Deneysel siireclerde gerektiginde kullanilmak {izere kiivetler, ara stok hazirlamak igin

gerekli olan siseler, DPBS ve distile su NUVE marka otoklavda deney 6ncesi steril edilmis ve

sterilizasyon sartlarina uygun olarak saklanmistir. Hiicre kiiltiirii yapilmadan once,

laboratuvarda kullanilan biitiin ylizeyler %70’lik etilalkol ile zemin ise sodyum hipoklorit ile

temizlenmistir. Steril kabindeki ultraviyole (UV) lambalar 5-6 saat siire ile agik birakilarak

gerekli sterilizasyon sartlar1 saglanmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Tez calismasi, hiicre kiltliriiniin yapildig1 bir laboratuvar, hiicre kiltlirii icin 6n

hazirliklarin yapildigi bir oda ve diger islemlerin yapildigi bir laboratuvar bdliimiinde

gerceklestirilmistir.
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Steril Calisma Kabini CO; Inkiibatérii yada CO, Tanki

Inkiibator Invert Mikroskopu

Resim-1. Hiicre Kiiltiir Ortaminda Kullanilan Cihazlar.
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3.4.1. Donmus Hiicreleri Kiiltiire Etme Prosediirii

Tez calismasinda, uygun sekilde dondurulmus hiicreler, daha 6nce 37 0C’ye 1sitilmis
distile su banyosunda eritilmis ve bu hiicreler steril kosullarda hizli bir sekilde daha 6nce
hazirlanmis medyuma aktarilmiglardir. Hiicreler, tam tutunduktan sonra, {ist medyumlari

yenisi ile degistirilmistir.

3.4.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamlihigi ve Pasaj

Hiicrelerin kiiltiir kabinda %70 oraninda konflue olmalar1 durumunda pasaj yapilmstir.
Pasaj durumuna gelen hiicrelerin medyum kismi atilmis ve daha sonra DPBS ile hiicreler
yikanmistir. Hiicreler daha sonra tripsin ile muamele edilerek yiizeyden uzaklastirilmistir.
Toplanip santrifiij edilen hiicrelerin bir kismi1 yeniden ekilmis, geri kalan hiicreler ise deneysel

amagch kullanilmistir.

3.5. MTT Yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid]

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(Denizot ve Lang, 1986). MTT yontemi, sahip oldugu bazi 6zellikleri nedeni ile 6rnegin; basit
olusu, kesin sonu¢ vermesi, tekrarlanabilirligi gibi, en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.
Yontemin temelinde mitokondrinin MTT yi alip formazon kristallerine ¢evirmesi temeline
dayanmaktadir. Canli hiicrelerde olusan bu formazon kristalleri, daha sonra eklenen bazi
coziiciilerle (DMSO, SDS gibi) birlikte ¢oziinmekte ve olusan renk degisimi ELISA okuyucu
ile degerlendirilmektedir (Denizot ve Lang, 1986).

Inkiibatérde bekletilen ve pasaj durumuna gelen hiicrelere oncelikle hiicre pasaji
prosediirii uygulanmistir. Bu asamada medyum uzaklastirilarak steril DPBS ile hiicreler
yikanmigstir. Daha sonra tripsin eklenerek inkiibatorde 2-3 dakika beklenerek hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalart saglanmistir. Bu siirenin sonunda yiizeyden kaldirilan hiicrelerin {izerine
hiicre medyumu eklenerek tiipe alinmis ve santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 atilmis ve 1
ml medyum igerisindeki hiicreler siispanse edilerek hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi
yapilarak, MTT icin gerekli hiicre miktarlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismada MTT ydntemi
Nikolof (2011), onerdigi sekli modifiye edilerek yapilmistir. %1’lik triton ile muamele

edilmis hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Glyphosate ana stok medyumda
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¢oOziildiigii icin medyum negatif kontrol olarak kullanilmistir. Tetrachlorvinphos ana stok
DMSO’da ¢oziildii. Dolayisi ile DMSO (<%1) negatif kontrol olarak kullanilmistir.

MTT igin yeterli miktarda hiicre siispansiyonu hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu
plaklara ekim yapilmistir. Her bir kuyuya 100 ul hiicre siispansiyonu olacak sekilde 10000
hiicre ekilmistir ve 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. 2. gilin hiicrelerin {izerindeki ortam
atilarak 100 pl medyum eklenmistir. Glyphosate’in hiicre kiiltiirlindeki konsantrasyonu 0,1
uM, 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 pM, 500 uM ve 1500 uM olacak sekilde madde
eklenmistir. Tetrachlorvinphos i¢in 0,1 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM, 250 puM ve 500 uM konsantrasyonlarinda madde eklenmistir. Gerekli stireler
beklendikten sonra (12 ve 24 saat, ayri ayri) hiicrelerin iizerindeki pestisit medyum
uzaklastirilmistir. Hiicreler DPBS ile yikanarak iizerlerine 100 pl medyum eklenmistir.
Karanlik ortamda her bir kuyuya 10 ul MTT eklenerek plaka altiminyum folyoya sarilarak 4
saat inkiibatorde bekletilmistir. 4 saatin sonunda 100 pl SDS eklenmis ve 16-20 saat
inkiibatorde bekletilmistir. 4. giin meydana gelen renk degisikligi 570 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu ile absorbans dl¢timii yapilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 3 bagimsiz

deney kurulmus ve 3’er defa 6l¢iim yapilmistir. Canlilik asagidaki sekilde ol¢iilmiistiir.

Canliik= (Muamele Abs.- Blank Abs./Negatif Kont. Abs.- Blank Abs.)x100

2l (o (0 B

N ST NN I EINE
2, - Y Y- Y Y ¥
4 r 4

Resim-2. MTT Sonrasi Renk Degisimi (Glyphosate).
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Resim-3. MTT Sonrasi Renk Degisimi (Tetrachlorvinphos).

3.6. Hiicrelerin SmC Degisimi icin Pestisitler ile Muamele Edilmesi

Hiicreler tam kiiltiir medyumunda yetistirilerek kiiltiire edilmislerdir. Tam hiicre kiiltiirt,
%90 DMEM/F12 ve %10 fetal boven serum karisimindan olusturulmus ve igerisine %1
penisilin-streptomisin ilave edilmistir. Her muamelede 10° hiicrenin ekimi i¢in 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplart kullanilmistir. Her bir kuyuya 1 ml medyum igerisinde ve 300000 hiicre
siispansiyonu eklenmis ve sirayla 12 ile 24 saat inkiibatorde biiyiimeleri saglanmistir. Bu
stirenin sonunda hiicrelerin iizerindeki ortam atilarak 2 ml taze medyum eklenmistir. Bu
asamada kirleticilerin uygun miktarlar1 eklenmistir. Glyphosate’in hiicre kiiltiiriindeki
konsantrasyonlar1 250 puM, 500 uM ve 1500 uM olacak sekilde madde eklenmistir.
Tetrachlorvinphos icin ise 1 uM, 5 uM, 25 uM ve 50 uM olacak sekilde hiicre kiiltliriine
madde eklenmistir. Her bir pestisit i¢in farkli konsantrasyonlari ve negatif kontrol
degerlendirilmis; hiicreler 12 ve 24 saatlik periyotlarda kirleticilerle muamele edilmistir.
Muamele siiresinin sonunda hiicreler DPBS ile yikanarak uzaklastirilmig ve -80 °C’de

saklanmuislardir.
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3.6.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu; QIAamp® DNA Mini Kiti kullanilarak yapilmistir. Verilen yonerge
takip edilerek, DNA izolasyonu yapilmis ve DNA miktarinin belirlenmesine gecilmistir.

-80 °C’de saklanan hiicreler oda sicakliginda ¢oziinene kadar bekletilmistir. Eriyen hiicre
stispansiyonu 300xg’de 5 dakika santrifiij edilmis ve dikkatli bir sekilde hiicre pelletine zarar
vermeden siipernatant atilmistir. Ependorf tiiplerine yaklasik 1’er ml PBS eklenmis, 300xg’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Dikkatli bir sekilde hiicre pelletine zarar vermeden siipernatant
atilmig, son hacim 200 pl olana kadar PBS eklenmistir. 20 ul proteinaz K ve 200 ul Buffer
AL eklenmis, 15 saniye kanstilmistir. 56 °C’de 10 dakika 1sitilmus, tiipiin kapagindaki
damlaciklarin diigmesi i¢in kisa siireli santrifiij yapilmistir. 200 pl %96-100’lik etanol
eklenmis ve 15 saniye karistirnlmistir. Kisa siireli santrifiij yapildiktan sonra tiipteki hiicre
stispansiyonu QIAamp Mini Spin tiipline aktarilmistir. Tiiplin kapagi kapatilip 6000xg (8000
rpm) de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra siiziintii atilmigtir. 500 ul Buffer AW1 eklenip,
6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Stiziintii atildiktan sonra 500 pl Buffer
AW?2 eklenmistir. 20000xg (14000 rpm)’de 3 dakika santrifiij yapilmistir. Siizlintii atildiktan
sonra tiip degistirilmistir. 1 dakika santrifiij yapilip degistirlen tiip atilmistir. Uzeri énceden
yazilan yeni mikrosantrifiij tlipii takilip, 150-200 ul Buffer AE eklenmistir. 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Kitin
filtreli kism1 atilmstir. Siizlintiiniin bulundugu tiipler tiipliige konulduktan sonra DNA

miktariin belirlenmesi islemine gecilmistir.
3.6.2. DNA Miktarmin Belirlenmesi

Total DNA miktari, Qubit 2.0 cihazi ve Qubit™ DNA dsHS Assay Kiti kullanilarak her
bir drnekteki DNA miktarlar belirlenmistir. Verilen yonerge takip edilerek, DNA miktarlar

hesaplanmis ve SmC Ol¢iimiine gegilmistir.
3.7. Hiicrelerin SmC Degisimi icin Pestisitler ile Muamele Edilmesi

Hiicreler tam kiiltiir medyumunda yetistirilerek kiiltiire edilmislerdir. Tam hiicre kiiltiiri,
%90 DMEM/F12 ve %10 fetal boven serum karisimindan olusturulmus ve igerisine %l
penisilin-streptomisin ilave edilmistir. Her muamelede 10° hiicrenin ekimi icin 6’1 kiiltiir

kaplar1 kullanilmigtir. Her bir kuyuya 1 ml medyum igerisinde ve 300000 hiicre siispansiyonu
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eklenmis ve 24 saat inkiibatorde biiylimeleri saglanmistir. Bu siirenin sonunda hiicrelerin
iizerindeki ortam atilarak 2 ml taze medyum eklenmistir. Bu asamada pestisitlerin uygun
miktarlart eklenmistir. Her bir pestisit i¢in farkli konsantrasyonlar1 ve negatif kontrol
degerlendirilmis, hiicreler 12 ve 24 saatlik periyotlarda pestisitlerle muamele edilmistir.
Glyphosate’in hiicre kiiltiiriindeki konsantrasyonlart 250 uM, 500 uM ve 1500 uM olacak
sekilde madde eklenmistir. Tetrachlorvinphos icin ise 1 uM, 5 uM, 25 uM ve 50 uM olacak
sekilde hiicre kiiltiiriine uygun miktarlar eklenmistir. 12 ve 24 saat inkiibatdrde bekletildikten
sonra hiicrelerin iistii atilmis ve herbir kuyudaki hiicreler 1 ml DPBS ile yikanmustir. Tripsin
ile kaldirilan ve pestisitler ile muamele edilmis hiicreler kaldirilarak DNA izolasyonu i¢in

kullanilmiglardir.
3.7.1. DNA Metilasyon (SmC) Miktarinin Belirlenmesi

Total DNA Metilasyon miktari, Methyl Flash Global DNA Metilasyon (SmC) ELISA
Easy Kiti kullanilarak belirlenmistir. Kit icinde bulunan yonerge dogrultusunda oncelikle
caligma tamponu (WB), pozitif kontrol (PK) ve negatif kontrol (NK) hazirlanmastir.

Kitin icerisindeki 6zel plakaya kontrol ve 6rnekler dikey olarak siralanmistir. Negatif
kontrol kuyularina 100 pl BS ve 2 pl NK eklenmistir. Pozitif kontrol kuyularina 100 pl BS ve
farkli konsantrasyonlardaki PK’dan 2 ul eklenmistir. DNA miktarlar1 belirlenen 6rneklerden
hesaplanan pl hacimleri kuyulara eklenmistir. Plaka sarsilarak solusyonun kuyularin dibini
tamamen kaplamasi saglanmustir. Plakanin iizeri parafilm ile kaplanmus ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin son 10 dakikasinda 5mC belirleme solusyonu
hazirlanmustir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyudaki BS uzaklastirilmis sonra her bir kuyu
150 pl seyreltilmis WB ile 3 kere yikanmustir. Herbir kuyuya SmC belirleme solusyonundan
50 pl eklenip plakanin lizeri parafilm ile kaplanmis ve oda sicakliginda 50 dakika
beklenmistir. Siirenin sonunda her bir kuyudaki 5mC belirleme solusyonu uzaklastirilip her
bir kuyu 150 pl seyreltilmis WB ile 5 kere yikanmistir. Sonra ¢oklu pipet yardimi ile her bir
kuyuya 100 pl DS eklenmistir. Plaka diiz bir yiizey {izerinde sarsilmis ve 3-4 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. %5°lik PK bulunan kuyularin rengi koyu maviye dondiigiinde
enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in ¢oklu pipet yardimi ile 100 pl SS eklenmistir. Plaka diiz
bir yiizey lizerinde sarsilmis ve 1-2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Kuyularin rengi

sar1 olunca 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile absorbans 6l¢iimii yapilmistir.
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Resim-4. 5SmC Olgiimii icin DNA Orneklerinin Olgiimii.
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4. BULGULAR

4.1. Glyphosate ile Tlgili Yapilan MTT Calismalari (12 saat muamele)

Calismada, test edilen maddelerin sitotoksik potansiyelleri MTT yontemi ile
belirlenmistir. Bu amagla uygulanan yontemde, 96’lik plakalara ekilen hiicreler 24 saat siire
ile beklendikten sonra, Glyphosate’in farkli konsantrasyonlar1 eklenmis ve 12 saat siire ile
muamele edilmistir. Bu muamelenin sonunda hiicreler DPBS ile yikanmis ve tekrar hiicre
medyumu ile birlikte MTT eklenmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazon
kristallerinin ¢oziinmesi i¢in SDS eklenmis ve renk degisimi 570 nm’de mikroplaka
okuyucuda olgiilerek absorbanslari belirlenmistir. 12 saatlik muamele siiresi i¢in 3 tekrarli 3
farkli deney hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen absorbans degerleri Tablo
1’de verilmistir. Elde edilen canlilik oranlarina Kruskal Wallis ve daha sonra Dunn’s ¢oklu
karsilagtirma testi uygulandiginda, géz Oniine alinan konsantrasyonlar ile negatif kontrol
arasinda istatistiksel bir fark olmadigi goriilmiistiir (P>0,05).

Glyphosate’in farkli konsantrasyonlar1 (250uM, 500 uM ve 1500 uM) ile muamele
edilmesinden sonra elde edilen canlilik degerleri ve negatif kontroliin (NK) canlilik degerleri
karsilastirildiginda, en yiiksek sitotoksisitenin %10 ve altinda oldugu goriilmiistiir. Yapilan 3
tekrarli 3 farkli deneyin % canlilik ortalamasi incelendiginde en diisiik konsantrasyon olan
250 uM Glyphosate muamelesi A549 hiicreleri {izerinde 12 saatte %6 oraninda sitotoksik etki
gosterirken, en yiiksek doz olan 1500 uM Glyphosate muamelesinin A549 hiicreleri lizerinde
12 saatte %10 sitotoksik etki gosterdigi saptanmuistir.

Glyphosate’in A549 hiicreleri ile 12 saat muamelesi sonucunda yiiksek miktarda hiicre
oliimii meydana gelmedigi i¢in ¢alisilan konsantrasyonlardan herhangi biri elimine edilmedi.
Glyphosate ve A549 hiicrelerinin 12 saat muamelesi i¢in NK ve 250uM, 500 uM ve 1500 uM

konsantrasyonlarinda c¢alisilmasinin uygun olacagi anlasildi.
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Tablo-1. Glyphosate‘in MTT ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi (12 saat muamele)

NK 250 pM 500 pnM 1500 uM
0,972 0,973 0,967 0,934
1. Deney 0,937 0,885 0,872 0,839
0,967 0,867 0,922 0,878
Canhhik % - 0,95 0,96 0,92
0,992 0,927 0,929 0,784
2. Deney 0,983 0,935 0,928 0,831
1,039 0,946 0,858 0,865
Canhlik % - 0,93 0,90 0,82
0,858 0,844 0,710 0,829
3. Deney 0,770 0,798 0,642 0,826
0,816 0,773 0,679 0,826
Canhlik % - 0,94 0,79 0,96
Ortalama Canhhk
%8S - 0,94+0,01 0,88+0,09 0,90+0,07

NK: Negatif kontrol, uM: mikromolar, SS: Standart sapma

% Sitotoksisite Glyphosate 12 saat muamele
14

12

10

u Sjtotoksisite %

NK 250 uM 500 uM 1500 uM

Sekil-9. Glyphosate 12 Saat Muamele.
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Sekil- 10. Glyphosate ile 12 Saat Muamele Edilen A549 Hiicrelerindeki Canlilik
Degisimi.

4.2. Glyphosate ile Ilgili Yapilan MTT Calismalari (24 saat muamele)

Calismada, Glyphosate’in 24 saat siire ile A549 hiicreleri ile muamele edilmelerinden
sonra Olgiilen absorbans degerleri Tablo 2’de verilmistir. Elde edilen sitotoksisite oranlarina
Kruskal Wallis ve daha sonra Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi uygulandiginda, g6z oniine
alinan konsantrasyonlar ile negatif kontrol arasinda istatistiksel bir fark olmadig: goriilmiistiir
(P>0,05). Glyphosate’in farkli konsantrasyonlar1 (250uM, 500 uMve 1500 uM) ile muamele
edilmesinden sonra elde edilen canlilik degerleri ve NK canlilik degerleri karsilastirildiginda,
en yiiksek sitotoksisitenin %5’in altinda oldugu gorilmistiir. Yapilan 3 tekrarli 3 farkli
deneyin % canlilik ortalamasi incelendiginde en diisiik konsantrasyon olan 250uM
Glyphosate muamelesi A549 hiicreleri tizerinde 24 saatte %3 sitotoksik etki gosterirken, en
yiiksek konsantrasyon olan 1500 pM Glyphosate’in %4 sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir.

Glyphosate’in A549 hiicrelerinin 12 ve 24 saat muamelesi sonucunda elde edilen biitiin
veriler degerlendirildiginde; Glyphosate’in farkli konsantrasyonlarda ve farkl siirelerde A549
hiicreleri iizerinde 6nemli bir sitotoksik etkiye yol agmadigi ortaya ¢ikmistir. Konsantrasyon

ve uygulama siiresi artis1 da dnemli bir sitotoksik etki olugturmamistir.
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Glyphosate’in A549 hiicreleri ile 24 saat muamelesi sonucunda yiiksek miktarda hiicre

6limii meydana gelmedigi i¢in ¢alisilan konsantrasyonlardan herhangi biri elimine edilmedi.

Glyphosate ve A549 hiicrelerinin 24 saat muamelesi i¢in NK ve 250 uM, 500 uM ve 1500

uM konsantrasyonlarinda ¢alisilmasinin uygun olacagi anlasildi.

Tablo-2. Glyphosate‘in MTT ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi (24 saat muamele)

NK 250 uM 500 uM 1500 uM

1,364 1,336 1,372 1,364

1. Deney 1,500 1,377 1,420 1,308

1,472 1,408 1,412 1,396

Canhlik % - 0,95 0,97 0,94

1,375 1,454 1,481 1,413

2. Deney 1,372 1,420 1,490 1,333

1,426 1,426 1,387 1,329

Canhilik % - 1,030 1,044 0,976

1,394 1,548 1,586 1,720

3. Deney 1,560 1,516 1,554 1,645

1,337 1,509 1,587 1,576

Canhlik % - 0,93 0,94 0,96
Ortalama Canhihk - 0,97+0,05 0,99+0,05 0,96+0,02

%=SS

NK: Negatif kontrol, uM: mikromolar, SS: Standart sapma
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Sekil-11. Glyphosate 24 Saat Muamele.
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Sekil-12. Glyphosate ile 24 Saat Muamele Edilen A549 Hiicrelerinin Canlilik

Degisimi.

4.3. Tetrachlorvinphos ile Tlgili Yapilan MTT Cahsmalari (12 saat muamele)

Tetrachlorvinphos’un farkli konsantrasyonlar: (1uM, 5 pM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200
uM, NK’iin) ile A549 hiicreleri 12 saat siire ile muamele edilmistir. Bu muamelenin her bir
konsantrasyon ig¢in elde edilen absorbans degerleri Tablo 3°de verilmistir. Elde edilen
absorbans degerlerinden hesaplanan sitotoksisite oranlarmma Kruskal Wallis ve daha sonra
Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi uygulandiginda, goz Oniine alinan konsantrasyonlar ile
negatif kontrol arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 goriilmiistiir (P>0,05). Yapilan 3 tekrarlt
3 farkli deneyin % canlilik ortalamasi incelendiginde en diisiik konsantrasyon olan 1 uM
Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri {izerinde 12 saatte %6 sitotoksik etki
gosterirken, 5 uM Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri iizerinde 12 saatte gézlenen
sitotoksik etki azalmis ve %4 olmustur. 25 uM Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri
tizerinde 12 saatte %14 sitotoksik etki gosterirken 50 uM Tetrachlorvinphos muamelesi A549
hiicreleri lizerinde 12 saatte %16 sitotoksik etki gostererek arttigi belirlenmistir. 100 pM
Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri iizerinde 12 saatte %78 sitotoksik etki
gosteritken 200 pM Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri iizerinde 12 saatte %82
sitotoksik etki gOstererek arttig1 belirlenmistir.

Tetrachlorovinphos’un A549 hiicreleri ile 12 saat muamelesi sonucunda yiiksek miktarda

hiicre Olimiiniin meydana geldigi konsantrasyonlar elimine edildi ve en fazla %16
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sitotoksisite olusturan doz en yiiksek doz olarak se¢ildi. Tetrachlorvinphos ve A549

hiicrelerinin 12 saat muamelesi i¢in negatif kontrol, 1 uM, 5 uM, 25 uM ve 50 uM

konsantrasyonlarinda c¢alisilmasinin uygun olacagi anlasildi.

Tablo-3. Tetrachlorvinphos’un MTT ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi (12 saat muamele)

NK  1uM 5uM 25uM_ 50uM 100 M 200 uM
0796 0,740 0.786 0,594 0513 0.396 0,099
1.Deney 0724 0,748 0737 0,639 0521 0510 0,001
0753 0,752 0.750 0,640 0,549 0517 0,094
Canhlik % - 0.99 1,00 082 0.70 063 012
1022 0,951 0,968 0,899 0.955 0111 0321
2.Deney 1,078 0,865 1.020 0,940 0.950 0.145 0.166
1089 1,065 0,965 1,001 1.032 0112 0.120
Canhlik % - 0.90 0,93 0.89 092 0.12 0.19
0988 0,984 0,954 0,954 0918 0113 0.276
3.Deney 1013 0,994 0,947 0788 0,897 0112 0.268
1013 0870 0,961 0,883 0,942 0.108 0.107
Canhlk % - 0,94 0,95 0,87 091 0.11 0.22
Ortalama 0,94+0,04 0,96£0,04 0,86:0,03 0,84+0,13 0,28+0,30 0,18+0,05
Canhihk
%=+SS

NK: Negatif kontrol, uM: mikromolar, SS: Standart sapma

% Sitotoksisite  Tetrachlorovinphos 12 saat muamele
90
80
70
60
50
40
30
20

g il
O |-|-| T T

NK 1pM 5pM 25uM 50 pM 100 pM 200 pM

u Sjtotoksisite %

Sekil-13. Tetrachlorvinphos 12 Saat Muamele.
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Sekil-14. Tetrachlorvinphos ile 12 Saat Muamele Edilen A549 Hiicrelerinin

Canlilik Degisimi.

4.4. Tetrachlorvinphos ile flgili Yapilan MTT Calismalari (24 saat muamele)

Tetrachlorvinphos’un farkli konsantrasyonlariin (1 uM, 5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM,
200 uM ve NK’iin) A549 hiicreleri ile 24 saat muamele edilmesinden sonra absorbans
degerleri 6l¢iilmiistiir. Herbir konsantrasyon i¢in elde edilen absorbans degerleri Tablo 4’de
verilmistir. Elde edilen canlilik oranlarina Kruskal Wallis ve daha sonra Dunn’s c¢oklu
karsilagtirma testi uygulandiginda, géz Oniine alinan konsantrasyonlar ile negatif kontrol
arasinda istatistiksel bir fark olmadigi goriilmiistiir (P>0,05).

Tetrachlorvinphos’un 24 saatlik muamelesi sonucunda konsantrasyon artigina bagli
olarak canlilik oranlarin azaldigi goriilmiistiir. Yapilan 3 tekrarli 3 farkli deneyin % canlilik
ortalamasi incelendiginde en diisiik konsantrasyon olan 1 pM Tetrachlorvinphos muamelesi
Ab549 hiicreleri lizerinde 24 saatte %6 sitotoksik etki gosterirken, 5 uM Tetrachlorvinphos
muamelesi A549 hiicreleri ilizerinde 24 saatte gozlenen sitotoksik etki artmis ve %10
olmustur. 25 uM Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri iizerinde 24 saatte %28
sitotoksik etki gosterirken 50 uM Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri tizerinde 24
saatte %49 sitotoksik etki goOstererek arttigi belirlenmistir. 100 uM Tetrachlorvinphos
muamelesi A549 hiicreleri lizerinde 24 saatte %71 sitotoksik etki gosterirken 200 uM
Tetrachlorvinphos muamelesi A549 hiicreleri iizerinde 24 saatte %90 sitotoksik etki

gostererek arttig1 belirlenmistir. Bu veriler diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona
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dogru 24 saatlik Tetrachlorvinphos muamelesinin sitotoksik etkisininde arttigi yani pozitif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4 ve Sekil 15).

Tetrachlorvinphos’un A549 hiicreleri ile 24 saat muamelesi sonucundayiiksek miktarda
hiicre Oliimiiniin meydana geldigi konsantrasyonlar elimine edildi ve en fazla %49
sitotoksisite olusturan doz en yiiksek doz olarak segildi. Tetrachlorvinphos ve A549
hiicrelerinin 24 saat muamelesi i¢gin NK ve 1 puM, 5 puM, 25 puM ve 50 puM

konsantrasyonlarinda c¢alisilmasinin uygun olacagi anlasildi.

Tablo-4. Tetrachlorvinphos’un MTT ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi (24 saat muamele)

NK 1 uM 5uM 25 uM 50 uM 100 pM 200 uM

1,232 1,199 1,090 0,990 0,471 0,185 0,080
1. Deney 1,214 1,174 1,003 0,901 0,484 0,334 0,085
1,222 1,243 1,250 0,834 0,537 0,370 0,089
Canhlik % - 0,99 0,91 0,74 0,41 0,24 0,07
0,991 0,879 0,866 0,678 0,514 0,234 0,108
2. Deney 0,980 0,930 0,897 0,793 0,667 0,426 0,105
1,006 0,888 0,863 0,597 0,488 0,295 0,101
Canhlik % - 0,91 0,88 0,69 0,56 0,32 0,11
0,964 0,878 0,831 0,637 0,514 0,263 0,118
3. Deney 0,993 0,916 0,872 0,667 0,526 0,294 0,109
0,983 0,950 0,964 0,817 0,642 0,303 0,112
Canhlik % - 0,93 0,91 0,72 0,57 0,29 0,12

Ortalama 0,94+0,04 0,90+0,02 0,72+0,02 0,51+0,09 0,29+0,04  0,10+0,02

Canhhk%+SS

NK: Negatif kontrol, uM: mikromolar, SS: Standart sapma
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Sekil-15. Tetrachlorvinphos 24 Saat Muamele.
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Sekil-16. Tetrachlorvinphos ile 24 Saat Muamele Edilen A549 Hiicrelerinin
Canlilik Degisimi.

4.5. Glyphosate’in 12 Saatlik Muamelesi Sonrasi Olusan %5mC Degisimi

Glyphosate’in farkli konsantrasyonlarinin 12 saat siire ile A549 hiicrelerinden meydana
getirdigi total DNA 5mC degisimine iliskin veriler Tablo 5’de verilmistir. Paralel olarak
gerceklestirilen iki deneyde, total DNA metilasyon miktariin konsantrasyon artisi ile arttigi

goriilmiistiir. Bu durum her iki deneyde de tespit edilmistir. Glyphosate’in A549 hiicreleri ile
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muamele edilmesinden sonra %5mC ortalamasi incelendiginde negatif kontrolde %3,26

oraninda SmC Olgililmiisken, en yiiksek doz olan 1500 uM Glyphosate muamelesinin A549

hiicrelerinde 12 saatte %3,90 DNA metilasyonu olusturdugu gézlenmistir. %5mC miktari,

konsantrasyon artig1 ile artmasina ragmen, bu artisin lineer bir artis olmadigi gorilmiistiir

(R?=0,63 P>0,05). Uygulanan istatistiki yontem, meydana gelen artislarin anlamli olmadigini

gostermistir (P>0,05). Ortalama veriler dikkate alindiginda, en yiiksek konsantrasyon olan

1500 uM’1mn negatif kontrole gore 1,2 kat daha fazla metillendigi gortilmiistiir. Genel egilim

olarak, konsantrayon artigina bagli olarak hipermetilasyon gortilmiistiir.

Tablo-5. 12 Saat Glyphosate Muamelesi Sonucu Olusan Global DNA Metilasyon Degisimi

Konsantrasyon 1.Deney 2. Deney Ortalama
(LM) %5mC %5mC %5mMC+SS

NK 4,62 1,84 3,23+1,6

250 4,62 2,52 3,57£1,5

500 5,16 2,53 3,85+2,1
1500 5,47 2,33 3,90+1,0

SS: Standart Sapma

%5mC
6,00

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

Glyphosate 12 saat muamele

—

—

=o—1. Deney

=i=2. Deney

— — Ortalama

r

0 250 uM 500 pM 1500 uM

Sekil-17. Glyphosate 12 Saat Muamele.
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4.6. Glyphosate’in 24 Saatlik Muamelesi Sonras1 Olusan %5mC Degisimi

Glyphosate’in dort farkli konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde
meydana gelen total DNA 5mC degisimi Tablo 6’da verilmistir. Negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda, genel olarak konsantayon artisi ile birlikte total DNA SmC miktarinin da
arttig1 goriilmistiir (Sekil 18). Total DNA metilasyon miktari ile konsantrasyonlar arasinda
pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. Glyphosate’in A549 hiicreleri ile muamele
edilmesinden sonra %5mC ortalamasi incelendiginde negatif kontrolde %0,15 oraninda SmC
bulunmusken, en yiiksek doz olan 1500 uM Glyphosate muamelesinin A549 hiicreleri
iizerinde 24 saatte %0,90 oraninda DNA metilasyonu olusturmustur. Paralel olarak yapilan
her iki deneyde de total DNA metilasyon miktarinin arttigi goriilmistiir. Glyphosate’in
konsantrasyon artisina bagli olarak lineer bir DNA 5mC artis1 oldugu tespit edilmistir
(P<0,05). Tekrarli tek yonlii ANOVA analizi ve daha sonra Bonfferroni ¢oklu karsilastirma
uygulandiginda, negatif kontrol ile en yiiksek konsantrasyon arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu goriilmistiir (P<0,05). En yiiksek konsantrasyona cevaben metillenme

miktar1 negatif kontrole gore 6 kat daha fazladir.

Tablo-6. 24 Saat Glyphosate Muamelesi Sonucu Olusan Global DNA Metilasyon Degisimi

Konsantrasyon 1. Deney 2. Deney Ortalama
(LM) %5mC %5mC %5mC+SS

NK 0,01 0,28 0,15+0,19

250 0,04 0,33 0,19+0,21

500 0,08 0,56 0,32+0,34
1500 0,78 1,01 0,90+0,16

SS: Standart Sapma
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Sekil-18. Glyphosate 24 Saat Muamele.

4.7. Tetrachlorvinphos’un 12 Saatlik Muamelesi Sonrasi Olusan %5mC Degisimi

A549 hiicrelerinin Tetrachlorvinphos’un farkli konsatrasyonlarina 12 saat siire ile

maruziyeti sonucu Ol¢iilen total SmC miktarlar1 Tablo 7°de verilmistir. Total DNA metilasyon

miktar1 ve konsantrasyon arasinda dalgalanmalar olsa da genel olarak yiliksek konsatrayonlara

maruziyet sonrasi total DNA metilasyon miktarinda yiikselmeler goriilmistiir. Farkli

zamanlarda yapilan Ol¢limlerde benzer sonuclar bulunmustur. Tetrachlorvinphos’un A549

hiicreleri ile muamele edilmesinden sonra %5mC ortalamasi incelendiginde negatif kontrolde

12 saatte %1,45 oraninda DNA metilasyonu olusturuken, en yiiksek doz olan 50uM

Tetrachlorvinphos muamelesinin A549 hiicreleri tizerinde 12 saatte %2,00 DNA metilasyonu

olusturmustur. Total olarak, en yiliksek konsantrasyon, negatif kontrole gore 1,38 kat daha

fazla DNA metilasyon goriilmiistiir. Genel egilim olarak, konsantrayon artisina bagli olarak

hipermetilasyon goriilmektedir. Ancak bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Ayrica doza bagimli lineer bir artis saglanmamustir.
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Tablo-7. 12 Saatlik Tetrachlorvinphos Muamelesi Sonucu Olusan Global DNA Metilasyon
Degisimi

Konsantrasyon 1.Deney 2. Deney Ortalama
(M) %5mC %5mC %5mC=+SS

NK 1,30 1,59 1,45+0,4

1 1,96 1,68 1,82+0,6

5 1,81 2,17 1,99+0,6

25 2,02 2,28 2,15+0,7

50 1,70 2,31 2,00+0,5

SS: Standart Sapma

o -
¥5mC Tetrachlorvinphos 12 saat muamele
2,50
2,00 /\/.\;.—i.—
e /’I/ =—o—1. Deney
' / =i=2. Deney
100 Ortalama
0,50
0,00 - - ' ' '
0 IluM  5uM 25uM  50uM

Sekil-19. Tetrachlorvinphos 12 Saat Muamele.

4.8. Tetrachlorvinphos’un 24 Saatlik Muamelesi Sonrasi Olusan %5mC Degisimi

Tetrachlorvinphos ile 24 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde meydana gelen total
SmC degisimleri Tablo 8’de verilmistir. Tetrachlorvinphos’un A549 hiicreleri ile muamele
edilmesinden sonra %5mC ortalamasi incelendiginde hi¢ bir muamelenin olmadigi A549
hiicrelerinde 24 saatte %1,70 oraninda DNA metilasyonu olustururken, en yiiksek doz olan
50uM Tetrachlorvinphos muamelesinin A549 hiicreleri iizerinde 24 saatte %2,97 DNA

metilasyonu olusturmustur. Buna goére her iki deneyde de total DNA metilasyon miktari
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artmistir. Bu artis, total olarak Tetrachlorvinphos’un en yiiksek konsantrayonu igin 1,75

katolarak tespit edilmistir. Lineer regresyon analizi konsantrasyona bagli artan lineer bir DNA

metilasyon durumu oldugunu gostermistir (P=0,03). Tetrachlorvinphos’un konsantrasyonunun

artmastyla birlikte muamele siiresininde artmasi1 SmC miktarini da arttirmistir.

Tablo-8. 24 Saatlik Tetrachlorvinphos Muamelesi Sonucu Olusan Global DNA Metilasyon

Degisimi
Konsantrasyon 1.Deney 2. Deney Ortalama
(uM) %5mC %5mC %5mC=+SS
NK 2,21 1,18 1,70+0,7
1 2,18 2,30 2,24+0,1
5 1,78 2,21 1,99+0,3
25 2,20 2,49 2,35+0,2
50 2,87 3,07 2,97+0,1
SS: Standart Sapma
%e5mC Tetrachlorvinphos 24 saat muamele
3,50
3,00 N
2,50 r\\././
— / —4—1. Deney
2,00 1 / N~ —#—2. Deney
1,50 / Ortalama
1,00
0,50
0,00 . . ; ; .
0 1 uM 5uM 25 uM 50 uM

Sekil-20. Tetrachlorvinphos 24 Saat Muamele.
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5. TARTISMA

Tarim ilaglarmin insan sagligi iizerine olan etkileri son yillarda ¢ok genis Olgekte
arastirilmistir. Ancak gelinen asamada, bazi agiklanamayan noktalar oldugu goriilmiistiir.
Hayvan modellemeleri, hiicre kiiltiirii ve pestisitlere maruz kalan insan popiilasyonlarindan
elde edilen bulgular bu kimyasallarin ciddi etkileri oldugunu gostermistir. Genel olarak;
bilingsiz kullanim ve direngli zararlilarin sayisinin artmasi gibi nedenlerden dolay1 kullanilan
pestisit say1 ve cesitleri her gegen giin artmistir. Bundan dolayi, pestisitlerin ¢evredeki
miktarlar1 ve ¢esidi artmakta, bundan dolay1 insanlar siirekli olarak pestisitlere maruz
kalabilmektedirler. Bununla birlikte; ilk zamanlarda iretilmis ve kullanilmis daha sonra
zararli oldugu anlagilan -Ornegin DDT gibi- tarim ilaglar1 ¢evrede kaliciligi uzun olan
kimyasallardir. Kaliciliginin yiiksek olmasi ve ekosistemi olusturan birimler arasinda hareket
edip ist besin diizeylerinde birikebilme 6zelliklerinden dolayr hala bu tiir kimyasal bilesiklere
kronik bir maruziyet s6z konusudur. Genel olarak bakildiginda, basta insanlar olmak iizere
pestisitlerin diisiikk konsantrasyonlarina uzun siireli bir maruziyet oldugu sdylenebilir. Bu
durumun ¢ok uzun yillar boyunca devam edecegi asikardir. Dolayis1 ile pestisitlere
maruziyetin doguracagi sonuglart 6nceden bilmek, alinmasi gereken onlem ve politikalar
bakimindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Son yillarda, pestisitlerin insan sagligi tlizerine etkilerini ayrintili sekilde ortaya
koyabilmek amaciyla gen anlatimini degistirebilen epigenetik mekanizmalarin rolii
arastirtlmaya baglanmigtir. Epigenetik degisimler, mekanizmalar1 nedeni ile daha &nce
aydinlatilmamis bazi molekiiler mekanizmalarin ortaya konulmasi bakimindan 6nemli birer
mekanizma olarak kabul gormektedirler. Simdiye kadar yapilan ¢alismalar cevresel
kirleticilerin epigenetik mekanizmalar1 degistirdigi, epigenetik mekanizmalarin hastaliklarla
iligkili oldugu belirlenmistir (Portela ve Esteller, 2010). Dolayisi ile epigenetik
mekanizmalarin c¢evresel kirleticiler ile hastaliklar arasinda aracilik yapip yapmadigi 6nemli
bir noktayr olusturmaktadir. Tiim bu temel diisiincelerden yola ¢ikarak, tez calismasinda
karsinojen potansiyeli olan ancak mekanizmalar1 aydinlatilamamis iki pestisitin total 5mC
DNA metilasyon mekanizmasini etkileyip etkilemedigi arastirilmistir. Tezde, boylelikle SmC
gibi yaygin ve Oonemli bir epigenetik mekanizmanin yiiksek karsinojen sinifina konulmus
pestisitler i¢in bir mekanizma olup olmadigini belirleme konusuna agiklik getirmis ayrica
boyle pestisitler i¢in bir biyomarkir olup olmadigi da ortaya konulmustur.

Tez calismast kapsaminda, iki farkli muamele siiresi (12 ve 24 saat) icin test edilen

Glyphosate ve Tetrachlorvinphos’un negatif kontrole gore artan konsantrasyona bagli olarak
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total DNA 5mC miktarinin arttigi goriilmiistiir. Bu artis, total bir durumu yansitmaktadir.
Spesifik olarak bir gen bolgesini yansitmamaktadir. Cok yakin ge¢cmiste, Glyphosate ile ilgili
insan periferal lenfositlerinde yapilan bir ¢alismada, total DNA 5mC ile gen spesifik DNA
metilasyon analizi yapilmistir. Bahsedilen c¢alismada, Glyphosate’in  0.25 mM
konsantrasyonunun total 5SmC miktarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayrica p16 ve
p53 genlerinden ise 5mC miktarinin negatif kontrole gore anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir
(Kwiatkowska ve ark., 2017). Ancak, Tetrachlorvinphos icin bdyle bir ¢alismaya
rastlanmamustir.

Daha 6nce epigenom genis Olg¢ekli yapilan bir calismada, fonofos, parathion, ve terbufos
gibi organofosfat grubu pestisitlere maruz birakilan K562 hiicrelerinde ayrintili sekilde SmC
degisimi incelenmistir (Zhang ve ark., 2012). Fonofos, parathion ve terbufos pestisitlerinin
her biri i¢in 1551, 1482 ve 1357 adet gende metilasyon degisimi gézlemlenmistir. Ayrica bu
belirlenen bolgelerin biiylik bir kisminin ise ortak sekilde etkilendigi gosterilmistir.
Metilasyon degisimlerin meydana geldigi gen bolgeleri gen ontoloji analizi ile
arastirildiginda, birgogunun karsinogenezis ile ilintili bolgeler oldugu tespit edilmistir. Diger
taraftan, herhangi bir hastalikla iligskilendirilmeyen ¢ok sayida genom boélgelerinin de oldugu
tespit edilmistir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda degerlendirilen Tetrachlorvinphos IARC tarafindan 2B
sinifinda yer almistir (Guyton ve ark., 2015). 2B siifi karsinojenite i¢in deney hayvanlarinda
yeterli kanit1 olan ancak insanda yeterli kanit1 elde edilmemis pestisitlerdir. Tetrachlorvinphos
farelerde benign ve malign hepatosellular tiimorlere neden olmaktadir. Ayrica, erkek farelerde
renal tiibul tiimorlere neden oldugu goriilmiistiir. Farelerde yapilan ¢aligmalarda sistematik
olarak dagildigi, metabolize edildigi ve ayrica idrarla elimine edildigi goriilmiistiir. Bu
baglamda, Tetrachlorvinphos’un 12 ve 24 saat muameleleri sonucunda total 5SmC miktarinin
kontrol gruba gore artmast Oonem arz etmektedir. Dolayisi ile total 5mC miktarinin
karsinojenite i¢in dnemli bir mekanizma oldugu tahmin edilmektedir. Ancak, total DNA 5SmC
miktarindan ziyade, epigenom genis Olcekli analizlerin yapilmasi daha ayrintili sonuglar
verecektir.

2A smifinda yer alan Glyphosate, insanda siirli kaniti olan (non-Hodgkin lymphoma)
ancak deney hayvanlarinda yeterli kaniti olan ve genis Ol¢ekte kullanilmis bir pestisittir.
Amerika, Kanada ve Isvigre’de yapilan insan popiilasyonu calismalarinda, Glyphosate
maruziyetine bagli olarak non-Hodgkin lenfoma riskinin arttig1 gériilmistiir (Guyton ve ark.,
2015). Deney hayvanlarinda ise farkli timdrlerin gelistigi goriilmiistiir. Tez ¢alismasinda her

iki muamele siirelerinde SmC miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu artis, Glyphosate’in total
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5mC miktarmi degistirebildigi sonucunu ortaya koymustur. Bu noktada, 5mC’nin
Glyphosate’in karsinojenitesi i¢in 0nemli oldugu vurgusu yapilabilir. Diger taraftan, bu
caligmada total DNA metilasyon miktar1 incelenmis, ancak epigenom 6lgekli aragtirma imkani
olmamistir. Bu oneri, daha spesifik olarak hangi genom bdlgelerinin 6nemli oldugunu net
sekilde ortaya koyacaktir.

Pestisitler, birka¢ hiicresel siirecin sonucunda DNA metilasyon degismelerine neden
olabilirler. Bunlardan bir tanesi pestisitlerin meydana getirdigi oksidatif stres/reaktif oksijen
turleridir (Fratelli ve ark., 2005, Yu ve ark., 2008). Digeri, DNA metilasyon mekanizmasinda
rol alan DNA metil transferaz enzimlerini etkileyebilme potansiyelleri (Shepherd ve ark.,
2006) ve bir digeri ise immunotoksisitedir (Daniel ve ark., 2001).

Pestisitlerin oksidatif strese neden olduklar1 birka¢ calisma ile gosterilmistir. Birgok
calisgmanin derlenip sonuclarinin toplu sekilde degerlendirildigi bir ¢alismada, 6zellikle
organofosfat grubu pestisitlerin potansiyel olarak oksidatif strese neden olduklar
gosterilmistir. Organofosfat grubu pestisitlerin  hiicre membran1 peroksidasyonu, total
antioksidan kapasitesinde azalma, total thiol gruplarinin degisimi gibi yolaklarla oksidatif
stres olusturduklar1 gosterilmistir (Soltaninejad ve Abdollahi, 2009). Ayrica Glyphosate ile
muamele edilen farkli organizmalarda, gerek ticari sekli gerkese saf halde Glyphosate’in
oksidatif stres olusturdugu goriilmiistir (EI-Shenawy 2009). Ancak Tetrachlorvinphos’un
oksidatif stres olusturdugu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan bir
calismada, DNA metilasyon ile kiimiilatif oksidatif stres arasinda pozitif iligki oldugu, ayrica
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile DNA metilasyon mekanizmasinda rol alan genlerin
anlatimlar1 arasinda baglantilar bulunmustur (Fratelli ve ark., 2005). Tiim bu bulgulardan yola
cikarak, tez calismasi kapsaminda her iki karsinojenik pestisitin olusturabildigi oksidatif stres
ile DNA metilasyonunu degistirebilecegi diisiiniilebilir.

Organofosfat grubu pestisitlerin degerlendirildigi bir ¢alismada, DNA metilasyon
mekanizmasinda gorevli olan DNMT3A gen metilasyonunun 3 farkli organofosfat pestisiti
tarafindan arttirlldigi gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada, DNMT3B geninin metilasyonunda da
pestisit maruziyetine bagli olarak azaldigi gozlemlenmistir (Zhang ve ark., 2012).
Calismamizda, DNA metilasyon miktarindaki artmanin DNA metilasyon mekanizmasi ile
ilgili gen anlatimlan ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir. Daha sonraki ¢aligmalar i¢in
onerilebilecek bir noktadir.

Pestisitlerin DNA metilasyon mekanizmasini degistirebilecegi bagka bir mekanizma ise,
pestisitlerin neden oldugu immunotoksisitedir. Birgok calismanin derlendigi bir ¢alismada,

farkli kimyasallarin yaninda bazi pestisitlerin immunotoksik oldugu ifade edilmistir (Veraldi
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ve ark., 2006). Ayrica bazi pestisitlerin ise sitokin seviyesinin artmasi ile iliskili olduklari
belirtilmistir. Baska bir ¢alismada ise sirkiiler kanda artmis sitokin seviyesinin periferal kanda
olgiilen timor supressor genlerindeki hipermetilasyonla ilgili oldugu tespit edilmistir. Tiim bu
yaklagimlar, pestisitlerin sitokin metabolizmasimi etkileyerek DNA metilasyon miktarini
degistirdigini soyleyebiliriz. Dolayis1 ile ¢alismamizda artmis DNA metilasyonunun,
pestisitlerin sitokinler aracilig1 ile olabilecegi sdylenebilir. Ancak, bu konuda daha ayrintili

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Bu tez calismasinda ¢ikan sonuclar;

1- Glyphosate’in her iki muamele siiresi sonunda (12 ve 24 saat) DNA metilasyon miktari
artmistir. 24 saatlik muamele siiresi sonunda elde edilen artislar anlamli bulunmustur. Bu
artis, metilasyon mekanizmasmin Glyphosate’in etki mekanizmalarindan biri olabilecegini

gosterebilir,

2- Tetrachlorvinphos’un her iki muamele siiresi sonunda DNA metilasyon miktarinda artislara

neden olmustur. Bu artislar Tetrachlorvinphos’un temel etki mekanizmalar1 arasinda olabilir.

6.2. Oneriler

1- Bundan sonra, her iki pestisidin DNA metilasyon degistirme mekanizmalar1 arastirilmali,

2- Bu mekanizmalar olarak, oksidatif stres, DNA metilasyon mekanizmasindaki gen anlatim

sekilleri ve immunotoksisitedir,

3- Ilgili konu ile ilgili populayon diizeyinde meydana gelen degisimleri gdzlemek amaciyla

epidemiyolojik ¢alismalar yapilmali,

4- Tez ¢alismasinda her iki pestisit i¢in sitotoksik olamayan konsantrasyonlar secilmistir. Bu

baglamda, ileriki caligmalarda sitotoksik olan dozlarin degerlendirilmesi onerilmektedir.

5- Epigenom genis 6lgekli analizler yapilarak, hangi gen bolgelerinin etkilendigi ve bu gen

bolgelerinin hangi hastaliklarla ilgili olabilecegi arastirilmalidir.
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nolu projeniz ile ilgili olarak Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunun alms oldugu 17/02/2016 tarih ve
03-04 nolu karari asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Karar Tarihi :17.02.2016 14:00
Karar No  :2016-03

Karar-04)2011-KAEK-27/2016-E.8743 no'lu arastuma ile ilgili olarak, proje yiiriitiiciisii Dog. Dr.
Akin CAYIR'm sunumunun dinlenmesinin ve raportiriin hazirladigi degerlendirilmenin okunmast
sonrasinda yapilan oylamada "ETiK KURUL ONAYINI ALIR." karart verilmistir.

8 e-imzaldir

Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR
Bagkan

Not: 5070 sayils elekironik imza kanununu geregi bu belge elektronik imza ile imzalanmgr.

Bilgi igin:Faize OTURAN
Sekreter
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Ek.2.
SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmahdir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte venl2

punto yazilmahdir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirti tez yazim

kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayn1 olmahdir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250°ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin basinda konu baghg: yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidur.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklar1 metin iginde de gegmelidir (parantez i¢inde giincelleme
tarihi ile birlikte). Kaynaklar bsliimiinde de ciimlenin en sonunda Erigim adresi ve

Erisim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onay1, varsa kurum onay1 tezin en arkasina konmalidir.

S R IRISRISISIE4IS IS S [ 1%

Tarih: 22/08/ 20+ Tarih: 257 /08201
Hocer ERGUN Do - dr Ay CAYR.
Ogrenci Danismanin

Adi ve Sgyad, Adi1 ve Soyadi
’ AP )
| Ifiza
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Ek.3.

CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL LIiSTESI

KONTROL BASLIGI OGRENCI | DANISMAN

Tez yazzminda kullanilan yazi tipi | fUYGUN ZUYGUN
Sayfa kenar bosluklari HUYGUN dUYGUN
Kapak sayfasi diizeni dUYGUN VUYGUN
i¢ kapak sayfas: diizeni VMUYGUN JUYGUN
Onay sayfas diizeni dUYGUN ¢UYGUN
Beyan sayfasi igerigi ve diizeni YUYGUN JUYGUN
igindekiler sayfas diizeni VUYGUN #UYGUN
Tesekkiir sayfasi AUYGUN YUYGUN
Tiirkge dzet $UYGUN YUYGUN
Ingilizce ozet #UYGUN FUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini JUYGUN | JUYGUN
Sekiller dizini $UYGUN | HUYGUN
Tablolar dizini #UYGUN JUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi dUYGUN YUYGUN
On sayfalarin numaralandirilmasi JUYGUN sUYGUN
Sayfalarinin numaralandiriimasi ¢YUYGUN JUYGUN
Bashklarinin numaralandinimas: | 4UYGUN | AUYGUN
Sekil, resim ve tablo JUYGUN JUYGUN
numaralandirmasi
Yontem ve Gereg VUYGUN | WUYGUN
Bulgular \éUYGUN WUYGUN
Tartisma JUYGUN | VAUYGUN
Sonug ve Oneriler WUYGUN YUYGUN
Kaynaklar §UYGUN YUYGUN
Atiflar (alinti ve gondermeler) JUYGUN JUYGUN
Ekler (etik kurul onay1, vs) YUYGUN uﬁJYGUN
Tez plani #AUYGUN | JUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) ZUYGUN ¢UYGUN
Kagit ve baski 6zelligi JUYGUN #UYGUN
Tezin son seklinin elektronik ¢UYGUN JUYGUN
kopyasi

Tarih: 25/08/20.17 Tarit?S. 1681201 7

Hacer ._EEC':JM bog l)r‘D/A qu 07"7/‘
Ogrenci anigmant ’
Ad} ve Sgpyadi,

I

O‘““ZEZ‘?Z‘%'y/)
imza

)
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Ek.4. Ozgecmis

Kisisel Bilgiler
Adi HACER Soyadi ERGUN
Dogum Yeri |[BURSA Dogum Tarihi |25.01.1981
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 110921961762
E-mail hacergun@comu.edu.tr Tel 05427943080
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans COMU- Tibbi Sistem Biyolojisi 2014-
Yiiksek Lisans COMU- Kimya Ogretmenligi 2005
Lisans Atatiirk Universitesi- Sosyal Hizmetler Béliimii {2015
Lisans Uludag Universitesi- Kimya Boliimii 2003
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
_ COMU-Ogrenci Isleri Daire
1. Memur/Bilgisayar Isletmeni 2012-Devam Ediyor
Bagkanligi
2. Kimya Ogretmenligi Zafer Dersanesi 2010-2011
3. Kimya Ogretmenligi Sinav Dersanesi 2009-2010
4. Kimya Ogretmenligi Zibeyde H-am-m Mesleki ve Teknik 2008-2009
Anadolu Lisesi
5. Kimya Ogretmenligi Malcilar Anadolu Lisesi 2007-2008
6. Kimya Ogretmenligi Abel Dersanesi 2005-2007
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Yabane Dil Smav Notu”

KPDS | UD
S

YDS

IELT
S

TOEFL
IBT

TOEFL
PBT

TOEFL
CBT

FC

CA

YOK-DIL

41,25

50

” Basarilmis birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir~ KPDS: Kamu Personeli

Yabanci Dil Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Sinavi; YDS: Yabanci Dil

Sinavi; IELTS: International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English

as a Foreign Language-Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign

Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-
Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced English; CPE:

Certificate of Proficiency in English
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