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Sigara tiiketimi, biitiin diinyada oldukc¢a yaygin olan aligkanliklardan biridir. Her ne
kadar sigaranin sagliga zararli oldugu uzun yillardir bilinen bir olgu olsa da, diinyada her y1l 7
milyondan fazla insan sigara tliketimi nedeniyle ortaya c¢ikan hastaliklardan hayatini
kaybetmektedir. Sigara dumani icerisinde bulunan binlerce kimyasal madde kanserojen ve
toksik etkiye sahip olup, solunum sistemi basta olmak iizere viicudun bir¢ok doku ve organinda
tahribata yol agmakta; kanser, kalp ve damar hastaliklari, Ureme sistemi bozukluklari, solunum
sistemi sorunlar1 gibi bircok hayati tehdit eden birgok hastaligin ortaya c¢ikmasini
tetiklemektedir.



Sigara dumanina maruz kalmanin sonucunda, bu dumanin igerisindeki kimyasal
maddelere maruz kalan hiicrelerde oksidatif stres durumu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, molekiler
mekanizmalarinin  bozulmasit nedeniyle bu hiicrelerde epigenetik degisiklikler meydana
gelmekte, metilasyon gibi mekanizmalar ile normal gen ifadelerinde degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Oksidatif stres mekanizmasinda gorev alan SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5 ve
PTGS1 genlerinin ifadelerinde saglikli  hiicrelerde goriillmeyen artis ve azalis
gozlemlenmektedir. Oksidatif stres kaynakli yasanan epigenetik degisikliklerin kurkumin gibi
antioksidan bilesikler ile Onlenebilecegi ve tersine c¢evrilebilecegini gosteren literatir
caligmalart sinirh sayida olup, hiicre ve gen temelli ¢alismalara ihtiyag vardir. Grubumuzun
daha oOnceki calismalarinda sigara dumani ile tetiklenen oksidatif stresle iliskili olarak
antioksidan ve oksidan gen ifadelerinin degistigini gdstermistir Bu tez ¢alismasinda ifadesi
degisen genler arasindan bes aday gen segilerek (SEPP1, NCF2, SFTPD, CCLS ve PTGS1) bu
genlerin antioksidan kurkumin tedavisine verdikleri cevap hiicresel ve epigenetik dizeyde
arastirilmistir. Tez calismasinda RPMI-2650 hiicre hattinin kurkumin ve Sigara dumani ile
uyarilmasi sonucu hicre sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in canlilik testleri yapilmistir. Canliligin
tespiti i¢in EtBr/Kalsein AM boyamasi, MTT, LDH ve ROS analizleri yapilmistir. Hlcrelerden
mRNA izolasyonu ve cDNA doniisii ile elde edilen DNA iizerinden qPCR testi yapilarak se¢ilen
bes gene ait ifade analizi yapilmistir. Hiicrelerin toplam metilasyon profilleri ise kurkumin ve
CSC uyarimlarinda ayri1 ayri incelenerek, kurkuminin toplam metilasyon profili tzerindeki
epigenetik etkisi aragtirllmistir. Calismalar kapsaminda ayrica bisiilfit doniistimii analizi
yapilmis ve CSC uyarimi sonucu ortaya ¢ikan C-T niikleotit donilisiimiiniin kurkumin uyarimi
ile normal haline getirilip getirilemeyecegi arastirilmistir. Tez calismasinda elde edilen
sonuclara gore, hem kurkumin hem de CSC yiksek konsantrasyonlarda 6ldiricu etki yapmakta
olup, kurkumin 5 pM’dan fazla, CSC ile 50-100 pg/puL konsantrasyon araliklarinda
kullanilmalidir. Her iki uyaran i¢in de belirtilen degerlerden yiiksek olan konsantrasyonlar
olduriucu etki yaratmaktadir. Calismada elde edilen bir diger bulgu ise, nazal epitel hiicrelerde
sigara duman1 nedeniyle ortaya ¢ikan oksidan stres ve epigenetik degisikliklerin, kurkumin
muamelesi ile tersine dondiiriilebilecegidir. Toplam metilasyon profilinin incelendigi deneyler
sonucunda, sigara dumanina maruz kalmanin sonucu olarak nazal epitel htcrelerin toplan
metilasyon profillerinde, kontrol grubuna gore ciddi 6l¢iide artig goriilmekte, ancak bu artis

kurkumin muamelesi ile Onlenebilmekte ve saglikli seviyeye dondiiriilebilmektedir. Tez



calismasinin bir diger 6nemli bulgusu ise, hucre i¢i oksidan stresin 6nlenmesinde gorev alan
SEPP1, SFTPD ve PTGSI1 genlerinde, sigara dumani ile ifade azalmasi gozlemlenirken,
kurkumin muamalesi bu ifade azalmasini 6nleyici etki gostermektedir. Benzer sekilde, hiicre i¢i
oksidan stresin gelismesinde gorev alan NCF2 ve CCLS5 genleri ise sigara dumani ifade artisi
yasarken, kurkumin bu genlerin sigara dumani nedeniyle artan ifadelerini azaltmaktadir.
Dolayisiyla, kurkumin hiicre i¢i oksidan mekanizmasini diizenleyici bir role sahip olup, CSC
uyarimi sonucu normal sartlara gore ifadesi art1 ya da eksi yonde degisen genlerin ifadelerini
normal duzeylere getirebilmek icin hem upregile hem de downregiile etki gosterebilen bir

bilesiktir.
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Smoking is one of the most common habits all over the world. Although it has been
known for many years that smoking is harmful to health, more than 7 million people in the world
die from diseases caused by smoking every year. Thousands of chemicals in cigarette smoke
have carcinogenic and toxic effects and cause damage to many tissues and organs of the body,
especially the respiratory system. Tobacco smoke triggers the emergence of many life-

threatening diseases such as cancer, cardiovascular diseases, reproductive system disorders,

respiratory system problems.



As a result of exposure to cigarette smoke, oxidative stress occurs in cells exposed to
chemicals in this smoke. In addition, epigenetic changes occur in these cells due to the
deterioration of their molecular mechanisms, and alterations in normal gene expressions occur
with mechanisms such as methylation. Gene expression alterations in terms of upregulation and
downregulation is observed in the expression of SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5 and PTGS1
genes, which are involved in the oxidative stress mechanism. Such alterations are observed in
healthy cells. Although there are studies in the literature showing that oxidative stress-induced
epigenetic changes can be prevented and reversed with antioxidant compounds such as
curcumin, no study has been found showing whether oxidative stress-induced changes in gene

expression profiles of the aforementioned five genes can be reversed by curcumin treatment.

In this thesis, changes in the expression of SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5 and PTGS1
genes as a result of oxidative stress in nasal epithelial cells exposed to cigarette smoke are
studied to determine to what extent it is possible to reverse these changes with curcumin
treatment. In the thesis study, viability tests were performed to determine the cell cytotoxicity
as a result of stimulation of the RPMI-2650 cell line with curcumin and cigarette smoke.
EtBr/Calcein AM staining, MTT, LDH and ROS analyzes were performed to detect viability.
Expression analysis of five selected genes was performed by qPCR test on DNA obtained by
MRNA isolation from cells and cDNA conversion. The epigenetic effect of curcumin on the
total methylation profile was investigated by examining the total methylation profiles of the
cells separately in curcumin and CSC stimulation. Within the scope of the studies, bisulfite
conversion analysis was also performed and it was investigated whether the C-T nucleotide
conversion resulting from CSC stimulation could be normalized by curcumin stimulation. As a
result of exposure to cigarette smoke, there is a significant increase in the total methylation
profiles of nasal epithelial cells compared to the control group, but this increase can be prevented
and returned to a healthy level with curcumin treatment. According to the results obtained in the
thesis study, both curcumin and CSC have a lethal effect at high concentrations, and curcumin
should be used in concentration ranges of more than 5 uM and 50-100 pg/uL with CSC.
Concentrations that are higher than the specified values for both stimuli create a lethal effect.
Another finding obtained in the study is that oxidant stress and epigenetic changes in nasal
epithelial cells caused by cigarette smoke can be reversed by curcumin treatment. As a result of

the experiments examining the total methylation profile, a significant increase is observed in the
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total methylation profiles of nasal epithelial cells as a result of exposure to cigarette smoke,
compared to the control group, but this increase can be prevented by curcumin treatment and
returned to a healthy level. Another important finding of the thesis study is that while the
expression of SEPP1, SFTPD and PTGSL1 genes, which are involved in the prevention of
intracellular oxidant stress, is decreased by cigarette smoke, curcumin treatment has an
inhibitory effect. Similarly, while NCF2 and CCL5 genes, which are involved in the
development of intracellular oxidant stress, increase in cigarette smoke expression, curcumin
decreases the increased expression of these genes due to cigarette smoke. Therefore, curcumin
has a regulatory role in the intracellular oxidant mechanism, and it is a compound that can show
both upregulating and downregulating effects in order to bring the expressions of genes whose
expression changes in the positive or negative direction as a result of CSC stimulation to normal

levels.
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curcumin, DNA methylation
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1. GIRIS

Sigara dumani gibi oksidan maddelerin akut ve kronik bir¢ok hastalik iizerinde etkisi oldugu
gosterilmis olup, sigara dumaninin hiicresel ve doku hasarindaki rolii literatiirde gosterilmistir.
Sigara kullanim1 ve sigara dumanina maruz kalmak bir¢ok viicut dokusunu ve sistemini hasara
ugratmakla birlikte, 6zellikle Ust solunum yollarinda kronik rinit, sinonazal ve girtlak kanserleri
de dahil olmak {izere kronik bronsit, astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve
akciger kanseri gibi gesitli hastaliklarin gelisme riskini artirir. Sigara dumaninda bulunan
7000'den fazla kimyasal maddenin insan saglig iizerinde kanserojenik ve toksik etkileri vardir.
Nikotin, katran, karbondioksit, formaldehit, akrolein ve daha pek ¢ok sigara dumani bileseninin

patojenik bagisiklik tepkilerini siddetlendirdigi bilinmektedir.

Sigara dumaninda bulunan ¢ok sayida toksik bilesigin oksidatif stresle iligkili oldugu
bilinmektedir. Sigara kullanan ve kullanmayan bireyler karsilastirildiginda, siddetli astim
hastalig1 yasayan bireylerde sigara kullanimi durumunda oksidatif stres ve inflamatuvar
biyobelirteglerin, sigara kullanmayan astimli hastalara kiyasla arttigi goriilmiistiir. Bu nedenle,
sigara kullaniminin oksidatif stres artigina sebep oldugu ve ayni zamanda da bagisiklik
sisteminde molekiiler modifikasyonlara neden olarak bir¢cok kronik hastaligin gelisiminde rol

oynadigi literatiirde yer almaktadir.

Ancak, sigara dumanina maruz kalmanin sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres ve molekuler
modifikasyonlarin sigara tliketimini birakilmasi ile normal seviyelere geri dondigi
gozlemlenmis olmakla birlikte, bu geri doniisiin uzun yillar siirebilecegi de gozlenmistir. Bu
nedenle, antioksidan bir molekiil olarak bilinen kurkuminin sigara dumaninin sebep oldugu
molekdler diizeydeki hasar1 ne sekilde ve ne dlzeyde geri dondurulebilecegine dair literatiir
bilgileri yeterli diizeyde degildir. Kurkuminin antiinflamatuvar, antikanser ve antioksidan
ozelliklerinin yan1 sira, DNA metil transferaz enzim inhibisyonu ve histon modifikasyonu gibi
epigenetik mekanizmalar tizerinde de etkisi oldugunu gosteren ¢aligmalar, kurkumin tedavisi ile
sigara dumaninin sebep oldugu epigenetik degisikliklerin geri dondiiriilebilecegini isaret

etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Sigara Tuketimi
Tiitiin ve tiitiin tiriinleri kullanimi, 6zellikle de sigara tiiketimi, pek ¢ok farkli doku ve organ
sistemini etkileyen, akut ve kronik bir¢cok hastaligin ortaya ¢ikmasia sebep olan ve ayni
zamanda yasam kalitesini de oldukc¢a diisiiren kiiresel bir toplum sagligi sorunudur. Sigara
tiketimi, hangi sekil ve formda tiiketildigi fark etmeksizin, tiiketen kisilerde psikolojik ve
fizyolojik bagimlilik gelismesine neden olmaktadir. Sigaranin aktif bilesenlerinden biri olan
nikotin, yiiksek bagimlilik yapici bir kimyasaldir. Nikotinin disinda, sigarada bulunan 7000°den

fazla zararlh kimyasalin da etkisiyle, sigara tuketimi ciddi bagimliliga sebep olmaktadir[1].

Sigara tliketimi lilkemizde oldugu gibi biitlin diinya tilkelerinin kars1 karstya oldugu ve kiiresel
capta insan sagligini etkileyen bir sorundur. Sigara tiikketimi ve sigara tiiketimine bagli olarak
ortaya ¢ikan saglik sorunlari ile miicadele etmenin psikolojik, toplumsal ve ekonomik boyutlar
gozle gordlir sekilde yiiksektir. Ancak, sigara tiiketimine bagli olarak yasanan kayiplar ve
ortaya c¢ikan hastaliklarin tedavisi icin tlkelerin ayirmak zorunda oldugu kaynaklarin boyutu
yiiksek olmasina ragmen, sigara tiiketimini sonlandirmaya yonelik girisimler i¢in ayrilan biitce
yeterince yliksek degildir. Sigara tiiketimi diinya genelinde her y1l 7 milyondan fazla insanin
hayatin1 kaybetmesine neden olmaktadir. Havayolu ile viicuda niifuz eden bir uyaran olmasi
nedeniyle de, sadece sigara tiiketen kisiler degil, sigara tiiketilen bir ortamda bulunmak ve ayn1
havay1 teneffiis etmek yoluyla sigara dumanina maruz kalmak nedeniyle de her y1l 1 milyon kisi
hayatin1 kaybetmektedir[2]. TUm bu nedenlerden otiirii, sigara tiketimi Diinya Saglik Orgiitii

(WHO) tarafindan epidemik olarak siiflandirilmis ve bir bagimlilik olarak tanimlanmaktadir.

2.2 Diinyada ve Tiirkiye’de Sigara Tiiketimi
Gilinltimiizde, kiiresel ¢apta sigara tiiketimine bakildiginda yaklagik 1,5 milyar insanin sigara
tilkettigi tahmin edilmektedir. Bu rakamin, 2025 yilinda ise 1,7 milyara ulasacagi tahmin
edilmektedir. Sigara tiketimi kuresel bir sorun olarak kabul edilmesine ragmen kullanim siklig1
diinyanin her yerinde ayni degildir. Elde edilen veriler diinyada tiiketilen sigaranin yaklasik
%84’iiniin gelismekte olan iilkelerde oldugunu gostermektedir. Ote yandan, WHO’ nun
tahminlerine gore sigara tiiketimi nedeniyle hayatin1 kaybeden insanlarin sayisinin da 2030

yilina gelindiginde iki kat artacagi diisiiniilmektedir [3].



Sigara tlketimi nedeniyle ortaya ¢ikan hastaliklar, diinyada oldugu gibi iilkemizde de saglik
kurumlarinin en sik miidahale etmek zorunda kaldigi ve sosyal saglik sisteminin 6z kaynaklarina
onemli 6l¢iide baski yapan bir durumdur. Gerek tatln Ureten bir Glke olmak nedeniyle titiin
tirlinlerine ulasimin kolay olmasi, gerekse de Kkiiltiirel anlamda sigara tiiketimine atfedilen
anlamlar sebebiyle tilkemizde sigara tliketimi son derece yaygindir. Turkiye diinya genelinde

sigara tiikketiminin en yogun oldugu iilkeler arasinda yer almaktadir (Sekil 2.1) [4].
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Sekil 2.1: Diinya genelinde iilkelerin sigara tiiketim sikligina gore Tiirkiye en ¢ok sigara
tliketen tlkeler arasinda ilk beste yer almaktadir.

Son yillarda uygulanan devlet politikalar1 sayesinde iilkemizde sigara tiiketimi azalig
gostermesine ragmen, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’in verilerine gore Tiirk toplumunun
%25’ine yakin bir kesimi sigara tiiketmektedir. Ulkemizdeki sigara tilketimi cinsiyete bagh
olarak farklilik gostermekte olup, erkeklerin %41,4’1i sigara tiiketirken, kadinlarda bu oran
%13,1 seviyelerindedir. Tiirkiye’de her y1l sigara kullanimina bagli olarak 100 bin kisi hayatini
kaybetmektedir [5]. 2016 yilinda yayimlanan Kiiresel Yetiskin Tiitiin Arastirmasi verilerine

gore, Ulkemizde sigara tiiketiminin yayginliga iliskin olarak asagidaki verilere ulagilmistir:



e Tirkiye’de 19,2 milyon insana karsilik gelecek sekilde, niifusun %31,6’s1 tiitiin
urdnlerini tuketmektedir.

e Sigara dahil olmak iizere diger tiim tiitiin {riinlerini diizenli olarak kullanan ve
dolayisiyla her giin tiitiin tirtinleri tiikketen insanlarin sayist 18 milyon olup, nufusun
%29,6’11ik kismina tekabiil etmektedir.

e Diizenli sigara tiiketimi aligkanlig1 olan bireylerin bir giin i¢inde tiikettikleri sigara
sayist yaklagik 18 sigara olup, sigara tiiketen bireyler giin icerisinde tiikettikleri ilk
sigaralarin1 giine uyandiklarini miiteakip ilk yarim saat icerisinde tiiketmektedirler.

e Ulkemizde tiitiin Grtinlerini kullanan kitlenin genis bir kismi1 olusturan ve 15 ile 34
yas aralifinda olan vatandaslarin %15°1, diizenli ve her giin olacak sekilde sigara
tiketmeye basladiklarinda 15 yasin altinda olduklarini belirtmislerdir. Benzer
sekilde, sigara tiiketimine 18 yastan daha gengken baslayan bireylerin orant %57,5
civarindadir.

e Ulkemizde sigaraya tiiketimine baslanilan ortalama yas 17 olarak bulunmustur[6].

2.3 Sigara Dumammin Kimyasal i¢erigi ve Olusum Asamalari
Sigaranin yakilmasi sonucu ortaya ¢ikan sigara dumaninin kimyasal olarak bilesimine
bakildiginda, bu dumanin azot, oksijen, karbondioksit ve karbon monoksit basta olmak iizere
yiizlerce kimyasal bilesigi iceren sivi damlaciklarinin gaz ile karistig1 bir aerosol karigim oldugu
gorilmektedir [7]. Tiitlin yapraklarinin yanmasi sonucu kimyasallarin yogun olarak bulundugu
bir duman ortaya ¢ikar ancak bu dumanin yapisi stabil degildir. Sigaranin yakilmasi ve nefes
alma yoluyla viicuda alinmasi sirasinda, sivi-gaz karisimi halinde bulunan kimyasal
damlaciklarinin  birbiri ile etkilesime ge¢mesi sonucu fiziksel yapilarinda degisiklikler
yasanmakta olup, damlaciklar alt fraksiyonlara ayrilmakta ya da birbirleri ile birleserek daha
biiyiik ¢apli kiimeler haline gelmektedir [7]. Bundan 6tiirii, sigara dumaninin sadece kendisi
degil, ayn1 zaman yanmasi ve tiikketimi sirasinda ortaya ¢ikan fiziksel degisiklikleri de sigaranin
ihtiva ettigi zararli kimyasallarin insan saghigini olumsuz etkilemesi yoniinde katkisi
bulunmaktadir. Farkli sigara ireticilerinin trettigi sigaralar, temelinde ayni tiitiin bitkisine
dayaniyor olsa da kullanilan tiitiiniin diisiik ugucu 6zellikte olacak sekilde modifiye edilmesi,
tiitlin karigiminin ulasabilecegi maksimum yanma sicakligi, kullanilan kagidin inceligi ve
gecirgenligi, filtre olarak gorev yapan izmarit kismindaki stingerimsi maddenin séniimleyici

ozelligi gibi pek cok faktor sigaralarin etkilerini degistirmektedir. Bu nedenle sadece
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icerigindeki kimyasallarin sebep oldugu zararlar degil, sigaranin hazirlanisindaki islemler de
sigaranin zararlar1 ilizerinde etkili olmaktadir. Sigara dumaninin barindirdigi kimyasallarin
konsantrasyonlar1 Ve yanma sonucu ortaya ¢ikan yeni bilesikler, sigarada bulunan kimyasallarin
boyut ve miktar bakimindan dinamik bir sirecte oldugunu gostermektedir. Dumanin bu
karmagik kimyasal dogasina ek olarak, tiitiin bitkisinin kendisine has dogasi, sigara {iretimi i¢in
uretici firmalarca tercih edilen yontemler ve formuller de sigara dumanimin insan saglig
Uzerinde biraktigi etki agisinda hatir1 sayilir miktarda farkliik ve ilave zararlilik unsuru

katmaktadir [8].

2.3.1 Nikotin

Sigara {iretimi i¢in kullanilan tiitlin yapragi kendi dogal metabolizmasi i¢in nikotin basta olmak
uzere pek cok alkoloid molekill kullanmaktadir. Tatin bitkisi icin nikotinik asetilkolin reseptor
agonisti olarak gorev yapan nikotin moleklll, rekreasyonal etki birakmasi sebebiyle
tiketilmektedir [9]. Nikotin, tiitiin bitkisi i¢in bagisiklik sistemi ajani olarak da gérev almaktadir
ve bitkinin maruz kaldigi ¢esitli mikroorganizmalar, zararli bocekler ve diger omurgasiz
canlilarm saldirilarma karsi savunma unsurudur. Oyle ki, nikotinin pek ¢ok hasere bdcege karsi
zehirli olmasi nedeniyle tiitiin bitkisinden ayristirilarak bocek ilaci olarak da kullanilmistir [10].
Goriilecegi lizere, nikotin her ne kadar tiitiin bitkisinin dogal yasami igerisinde bitkiye fayda
saglayan siradan bir bilesik olsa da, kimyasal yapisi insan viicudunda ndrotransmitter olarak
gorev yapan asetilkoline benzemesi nedeniyle insan icin bagimlilik yapan bir etkiye
sahiptir[11].

2.3.2 N-Nitrozaminler
N-Nitrozaminler, amin azotu molekiline nitroz (NO) eklenmis olan organik bilesiklerdir.
Sigara dumaninda bulunan N-nitrozaminler ugucu ve ugucu olmayan N-nitrozaminler olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir[12]. Sigara dumaninda en ¢ok bulunan ugucu N-nitrozaminler N-
nitrozodimetilamin, N-nitrozoetilmetilamine, N-nitrozodietilamine molekilleridir. Ucgucu
olmayan bilesikler ise 4-N-nitrozo-N-metilamino bitirik asit, N-nitrosopipekolik asit, N-
nitrozosarkozin molekulleridir[8]. Nitrozaminler genel olarak yiiksek kanser yapict maddeler
smifina girmekte olup, akciger, beyin, karaciger, idrar kesesi, mide, yemek borusu ve nazal

siniislerde kanser gelisime neden olduklari gosterilmistir[13].



2.3.3  Agir Metaller
Sigara dumani, barindirdigr agir metaller nedeniyle tiiketim sonrasinda insan sagligint 6nemli
Olcude tehdit etmektedir. Tiitiin bitkisinin metabolizmasinda, zirai uygulamalarda kullanilan
bocek ilaglar1 ve bitkinin yetistigi ortamdaki hava kirliligi nedeniyle agir metal birikmesi
yasanabilmektedir[14]. Ancak, tiitiin bitkisinin yapraklarinda biriktirdigi agir metaller aslen
bitkinin kendisi tarafindan topraktan emilme suretiyle depolanmaktadir[15]. Bu nedenle, tiitlin
bitkisi yetistiriciligi i¢in kullanilan topraga ¢Op karismasi, giibreleme ve kirli su ile sulama
yapilmas1 gibi eylemler tiitiin bitkisinin ve dolayisiyla sigara dumaninin agir metaller ihtiva
etmesinin ana nedenidir[16]. Tiitiin bitkisinin yapraklarinda biriktirdigi her agir metal sigara
dumani fazina gegtiginde ayni oranda uguculuga ve insan viicuduna niifuz etme kapasitesine
sahip olmaz ancak tiitiin bitkisi yapraginda bulunan agir metallerin zararli olduklar
bilinmektedir. Tiitiin bitkisinin kokleri yardimiyla topraktan emilim yaptigi baslica agir metal
kadmiyumdur. Kadmiyumun kolay emilmesi, tiitiin yapraklarinda ve sigara dumaninda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasina neden olmaktadir. Gaz fazina gegis asamasinda kadmiyum
elementinin yiiksek transfer orani da sigara dumaninda bu metalin yliksek miktarlarda var
olmasina neden olmaktadir[17]. Kadmiyum miktarmin her bir adet sigarada 10 ile 250 ng
arasinda degisen miktarlarda bulundugu gosterilmistir. Bu degerler sigarada bulunan diger
kimyasallarla karsilastirildiginda olduke¢a yiiksektir [18]. Kursun da tutlin bitkisi tarafindan
depolanan ve sigara dumaninda bulunan agir metallerden biridir. Sigara dumaninin yanma
sonucu gectigi gaz fazina kolayca transfer olabilir ve insan viicuduna kolayca giris
yapabilmektedir. Piyasadaki sigaralarda kursun orani degisiklik gostermektedir ve bir adet
sigara tiiketildiginde 4 ila 39 ng kursunun insan viicuduna gectigi goriilmistiir[19]. Sigara
tiretimi i¢in kullanilan bazi tiitiin bitkilerinde radyoaktif radon elementinin de varlig1 tespit
edilmistir. Bu elementin bozunmasi sonucu olusan radyoaktif Kursun-210 izotopu, sigara
dumaninda tespit edilmistir. Benzer sekilde radonun bozunmasi sonucu bir baska radyoaktif
izotop olan Polonyum-210 da sigara dumani vasitasiyla insan viicuduna aktarilmaktadir[20].
Sigara dumaninda bulunan agir metallerden kadmiyum ve kursun 6n plana ¢iksa da sigara
dumaninda daha az miktarlarda kobalt, arsenik, krom, civa, talyum ve antimon da
bulunmaktadir[21]. Agir metallerin organik bilesiklere kiyasen insan metabolizmasi tarafindan
uzaklastirilmasi ve zararsiz hale getirilmesi ¢ok daha zor olmasi nedeniyle, sigara tiiketimi agir

metallerin organlarda birikmesine ve bu organlarda yetmezliklere neden olmaktadir.



Sigara dumaninda 7000°den fazla kimyasal madde bulunmakta olup; nikotin, N-Nitrozaminler
ve agir metaller bu kimyasal madde karisimi igerisinde en zararli olan maddeler olarak 6ne
cikmaktadirlar. Ote yandan, genel bir smiflandirma yapilacak olursa, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, aldehitler, aromatik aminler ve heterosiklik aminler gibi pek ¢ok farkli kimyasal
smiftan bilesik sigara dumaninda mevcut olup, tiiketilen her bir sigara ile insan viicuduna

gecmekte ve sagligi tehdit etmektedir.

2.4 Sigara Tiiketiminin Yol A¢tig1 Saghk Sorunlar
Sigara dumani iginde bulunan o&liimciil kimyasal karisimda yuzlerce zehirli madde
bulunmaktadir ve formaldehit, benzene, polonyum 210, vinil klorir, krom, arsenik, kursun,
kadmiyum, karbon monoksit, hidrojen siyanir, amonyak ve bitan, bu karisimdaki toksik
kimyasallardan yalnizca bir kagidir[22]. Akcigerler vasitasiyla insan viicuduna giren ve kan
dolagimina karigan sigara dumani igerisindeki kimyasallar viicuda girdikleri anda zarar vermeye
baslarlar. Insan viicudundaki etkilerinin genis capli ve neredeyse her dokuyu etkiledigini
sOylemek mumkundir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, iireme ve gelisimsel bozukluklar
ve Ozellikle de akciger hastaliklari, sigara tiiketen bireylerde en sik karsilasilan saglik sorunlari
arasindadir. Sigara tliketen ve sigara tiketmeyi birakmis bireylerin ortalamasi alindiginda,
akciger kanserine yakalanma riskinin bu kisilerde %48 oldugu goriilmiistiir[23]. Sigara tiiketimi
devam ettigi siirece her bir sigarada artan saglik sorunlar1 yasam riskini diisiirmekte, sigara
tlketiminden vazgecildiginde bile saglik sorunlarinin devam ettigi goriilmektedir. Sigara
dumaninin neden oldugu saglik sorunlari viicudun genelinde goériilmesine ragmen Sigara
dumaninin viicuda alindigr organ olmasi nedeniyle solunum yolu hastaliklar1 6n plana

cikmaktadir.

2.4.1 Sigara Dumani ve Kanser
Uzun yillardir devam eden bilimsel ¢calismalarin neticesinde, sigara tiiketimi ile akciger, girtlak,
pankreas, bobrek, yemek borusu, serviks, idrar kesesi ve mide kanserleri ile akut miyeloid
16semi arasinda neden sonug iligkisi bulunmustur. Sigara dumaninda kanserojen oldugu kesin
olarak tespit edilmis 60°tan fazla kimyasal madde bulunmakta olup, heniiz kanserojen etkisi tam
anlagilamamis olan kimyasallar 6zelinde ¢alismalar devam etmektedir. Sigara dumaninin kanser

olusumuna dogru giden mekanizmasi Sekil 2.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2: Sigara tiiketimi sonucu kanser olusumuna giden siirecte hiicresel seviyede

yasanan molekiiler degisiklikler

Ana hatlartyla 6zetlemek gerekirse, sigara tiiketimi ve devaminda gelisen bagimlilik sonucu
vicuda gittikce artan miktarlarda kanserojen madde alimi, kanser siirecinin ilk asamasidir. Bahsi
gecen zararli kimyasallarin oncelikle solunum yolu organlar1 olmak iizere pek ¢ok organin
hicrelerindeki DNA molekillerine kovalent olarak baglanmasi ile yapisi ve islevi degisen DNA
molekiiliiniin kalict olarak hatali kodlama yapmasina neden olmaktadir. Sigara dumaninda
bulunan kimyasallar DNA’ya hasar vererek hiicreye yanlis protein kodlamasi yaptirir ve
hicrelerin yizeylerindeki reseptor proteinler ile de etkilesime gegerek hiicresel sinyal
yolaklarini da aktif hale getirmektedir. Protein kinaz A ve B’yi aktive ederek normal biiyiime
ve metabolik faaliyetlerin kaybina neden olmaktadir. Ote yandan, tiimér baskilayici genlerin
inaktif hale gelmesi sonucu da yine metabolik kontrol kayb1 yagsanmakta ve normalde apoptoz
yoluyla yok olacak olan mutasyon birikimi ytliksek hiicreler canli kalmaya devam etmekte ve
neticede kanserlesme siireci baglamaktadir. Kisacasi, sigara tiiketimi hiicresel mekanizmalarda
agir ve geri dondiiriillemeyecek hasarlara neden olur, hiicrelerin normal yasam dongiisii i¢inde
var olan hasar tamiri ve tamiri olmayan hasar durumlarinda intihar mekanizmasi devre dis1 kalir,
mutasyonlar sonucu normal fonksiyonlarinin disina ¢ikan hiicreler kontrolsiiz bir sekilde

cogalmaya baslar ve bu siirecin devaminda da kanser ortaya ¢ikmaktadir.



2.4.2 Sigara Dumani ve Kardiyovaskiiler Hastahklar
Sigara dumani kardiyovaskiiler ya da kalp-damar hastaliklarinin ortaya ¢ikmasindaki ana
faktorlerden biridir. Kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle diinya c¢apinda yasanan can
kayiplarinin onda birinden fazlasi sigara tiiketimi ile iliskilendirilmistir [24]. Sadece Amerika
Birlesik Devletleri’nde kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle yasanan Gliimlerin tigte biri ile
orta yas Uistll olup iskemik kalp rahatsizlig1 nedeniyle hayatin1 kaybeden bireylerin beste birinin
sigara tuketimi nedeniyle 6ldiigli raporlanmustir [22]. Kalp krizi ya da spazmi gibi daha ciddi
kalp sorunlarinin yaninda, glukoz intoleransi ya da yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
seviyesinde diisiikliikk de sigara tiiketimi ile iliskilendirilmistir. Her ne kadar kardiyovaskiler
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi tek bir nedene baglanamayacak olsa da, hem sigara tiiketimi hem
de Kkolesterol, yiiksek tansiyon, diyabet gibi diger faktorlerin bir araya gelmesi durumunda bu
kisilerin kardiyovaskiiler hastaliklar gecirmesine iliskin risk artmaktadir [25]. Sigara
tiketiminin kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmasinin altinda yatan mekanizmaya
bakildiginda ise, kan damarlarinin daralmasi ve pihtilasma riskinin artmasi nedeniyle
ateroskleroz gelisimi, miyokardiyal enfarktiis ve aterosklerotik plaklarin olusumunun énemli rol

oynadi@i goriilmektedir [26].

2.4.3 Sigara Dumam ve Ureme Sistemi Hastahklar
Sigara tlketimi hem erkek hem de kadin bireylerde iireme sistemini olumsuz etkilemekte ve
dogurganlik oranlarinda diisiise neden olmaktadir. Sigara tiikketimi nedeniyle kadinlarda
menstrual dongude dengesizlikler meydana gelmekte, normal 28 ginluk periyotlarda sapmalar,
agrili ve sancili regl donemleri ve en ug orneklerde ise menstrual oliimler yasanabilmektedir
[27]. Ote yandan, sigara tiiketen kadinlar ile tiiketmeyen kadinlar karsilastirildiginda, sigara
tilketen kadinlarin gorece daha kisa siiren dogurganlik siireleri oldugu, bir diger deyisle bu
kadinlarda menopoz déneminin daha erken yaslarda basladigi goriilmistiir [28]. Sigara icen
kadinlarin igmeyen kadinlara gore hamile kalacak saglikli yumurta iiretebilme ihtimallerinin
%20 oraninda diistiigii, ayrica bu kadinlarda tiip bebek yoluyla hamile kalma ihtimalinin de
diistiigii belirtilmistir[29]. Ote yandan, sigara tiiketiminin hamileligin on ikinci haftasina dogru
diisiik yapma riskini 6nemli 6l¢tide artirdigin1 gésteren bulgular mevcuttur[30]. Erkeklerde ise
sigara tuketimi sperm kalitesini disiirdiigii, Uretilen spermlerin fiziksel olarak sagliksiz oldugu,
hareket kabiliyetlerinin diistiigli ve yumurta ile birleserek zigot olusturma noktasinda zayiflik

gosterebildikleri gézlemlenmistir[31].



2.4.4 Sigara Dumani ve Solunum Yolu Hastaliklar:
Solunum sistemi burundan baglayip alveollere kadar uzanan, tiibiiler yapida bir sistem olup,
viicudun dis ortam ile gaz alisverisini saglayan sistemdir. Sigara tiiketimi, duman formunda olan
uyaricinin nefes alma yoluyla viicuda alinmasi ile gergeklestigi i¢in, sigara dumani ile vicutta
ilk karsilagan sistem solunum sistemidir. Solunum sisteminin burundan alveollere dogru
gidildik¢ce hacmi ve ylizey alan1 artan bir yapida olmasindan otiirli, alinan her sigara dumani
nefesi alt solunum yollarinda daha ¢ok emilmekte ve sigara dumaninin iceriginde bulunan
kimyasal maddeler alt solunum yolunda daha ¢ok birikmektedir. Dolayisiyla, zehirli ve
kanserojen Ozellikteki kimyasal maddeler alt solunum yollarinda daha ¢ok tahribata neden
olmaktadir ve agiz ve burnu da iceren iist solunum yollarina da ciddi 6lglide hasar
vermektedir[8]. Ulkemizde sigaraya baslama yasi ortalama 17 olup, 15-34 yas araligindaki
bireyler iilkemizde en ¢ok sigara tiiketen yas grubunu temsil etmektedir. Bu veri, 17 yasinda
sigara igmeye baslayan bir bireyin giinde 20 adet sigara iceren 1 paket sigara igtiginde, 34 yasina
ulastiginda 124.100 adet sigara i¢gmis olacag1 sonucuna ulastirmaktadir. Bu sonug binlerce sigara
tilketmis olan bir bireyin 30’lu yaslarina geldiginde yiiksek saglik riski tasidigi ve yasam
kalitesinin 6nemli 6lgiide siiresinin kisaldigini gdstermektedir. Sigara tiiketimi nedeniyle

ozellikle akciger ve genel olarak solunum yollartyla iliskili pek ¢ok hastalik ortaya ¢ikmaktadir.

Sigara dumaninda bulunan en tehlikeli kimyasallardan olan formaldehitin akciger silialar1 i¢in
toksik ve tahris edici oldugu, nitrdz oksit molekiillerinin oksidan etki yaptigi, kadmiyum agir
metalinin oksidatif hasar verdigi ve amfizemi tetikledigi, akroleinin de yine silialar icin toksik
oldugu ve akciger bagisiklik mekanizmasini baskiladigi goriilmistiir[8]. Sigara dumaninda ve
sigara katraninda bulunan azot dioksit ve karbon monoksit gibi bilesikler ile bircok metal
unsurunun yiiksek oranda serbest radikal olusmasina sebep vermesi nedeniyle solunum
hiicrelerinde yiiksek miktarda oksidasyon ve iritasyon ortaya c¢ikmaktadir[32]. Kisith bir
kapasitede de olsa, sigara dumaniyla viicuda alinan aerosol parcaciklarin boyutlarina bagl
olacak sekilde bir savunma s6z konusudur. Biiyiik parcaciklar {ist solunum yollarinda sikigtirma
yoluyla yok edilirken, biiyiikliigii 2,5 pum olan pargaciklar alt solunum yollarina ilerleyebilmekte
fakat alveoller tarafinda yine sikistirma yoluyla yok edilmektedirler. Ancak tiim bu savunma
unsurlarina ve solunum sisteminde gorev yapan alveolar makrofajlar gibi bagisiklik sistemi
elemanlarina ragmen, sigara dumaninda bulunan tiim zararli kimyasallarin yaklagim %601

akcigerlerde birikim yapmaktadir[33]. Sigara tiiketmek ve sigara dumanina maruz kalmanin,
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astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve akciger kanseri gibi ¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikig riskini artirdigi bilinmektedir[34]. Sigara icerisinde yer alan nikotin, katran,
karbondioksit, formaldehit ve akrolein gibi sigara dumanindaki toksik kimyasallarin patojenik
bagisiklik tepkilerini de artirdig gesitli ¢alismalarca ortaya konmustur[35]. Solunum sisteminin
dis ortam ile ilk temasini saglayan ylizeyindeki epitel hiicreler, sigara dumaninin solunmasi
durumunda bu dumandan dogrudan etkilenmektedir. Epitel hiicrelerin gegirgenligi sigara
dumanindaki kimyasallarin uyaric1 etkileri nedeniyle artmaktadir. Ayrica, sigara dumani
solunum yollarinda normalden fazla miktarda mukus iiretilmesine, akciger ve solunum yollar1
dokularinda proinflamatuar etkisi olan sitokin ve kimokinlerin salinmasina, yabanci unsurun
viicuda girmis olmasi nedeniyle gelisen bagisiklik tepkisi neticesinde bu bdlgedeki nétrofil

sayisinda artis ve lenfosit dengesinde bozulmaya neden olmaktadir[36].

Ust solunum yolunun ilk basamag olan burun mukozast, sigara dumanina maruz kalan ilk bolge
olmasi nedeniyle dogrudan hasara ugradigindan, burun mukozasina ait olan nazal epitel doku,
ortaya ¢ikan havayolu hastaliklarinin patolojisini belirlemek agisindan uygun bir dokudur.
Solunum sistemine iliskin olarak ortaya atilan birlesik havayolu konseptinden yola ¢ikarak, tist
ve alt havayollari arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmektedir [37]. Dolayisiyla, tst solunum
yollarina ait burun nazal epitel hiicrelerinde sigara dumani etkilerinin arastirilmasi, alt solunum
yollarinda yagsanmasi muhtemelen degisikliklerin 6ngdriilmesi ve en sik ve en ¢ok goriilen
hastaliklarm incelenmesinde nemli bir rol oynayacag diisiiniilmektedir. Ust havayolunda
meydana gelen bir inflamasyonun alt havayoluna da sirayet edebilecegi diisiincesi,
epidemiyolojik ve klinik calismalar neticesinde astim ve alerjik rinit hastaliklarinin arasinda
baglanti oldugunun tespiti ile daha gercekci goriinmektedir[38]. Kronik bronsit, KOAH,
amfizem, akciger yliksek tansiyonu, astim, havayolunun daralmasi gibi akciger merkezli
hastaliklarin sigara tiiketimi ile iliskisinin incelendigi ¢alismalarla karsilastirildiginda sigara
dumaninin iist solunum yollar ile iligkisini inceleyen arastirmalarin sayis1 gorece daha az ve
siirlidir. Her ne kadar alt ve tist solunum yollarinin sigara dumani ile etkilesimi agisindan
farkliliklar1 olsa da, sigara duman iist solunum yollarindan baslayarak biitlin solunum sistemini
etkileyen bir dogaya sahiptir, bu nedenle astim ve KOAH gibi hastaliklarin yalnizca alt solunum

yollar1 ile sinirlt olmayabilecegi yoniinde yapilan ¢alismalar bulunmaktadir[39].
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2.4.4.1 Kronik Bronsit
Kronik bronsit hastaligi, devam eden iki yilin en az {iger ayinda ve bu aylara ait giinlerin biiyiik
¢ogunlugunda herhangi baska bir agiklamasi olmaksizin kronik éksiirme ve balgam olusturma
ile karakterize edilen bir hastaliktir[40]. Akciger kanserli hastalardan alinan doku 6rnekleri
Uzerinde yapilan galismalarda kronik bronsitin ayn1 zamanda mukoza yuzeyi, submukoza
bezleri ve 6zellikle de ¢ap1 2 ila 4 milimetre olan bronscuklar tarafindan gosterilen inflamasyon
tepkisiyle de iliskili oldugu gozlemlenmistir[41]. Ayrica, bu dokularda polimorfonikleer
notrofiller, makrofajlar ve CD8+ ve CD4+ T ve B hicrelerinin infiltrasyonu goriilmiistiir[42].
GoOzlenen bu semptomlar kronik bronsit hastalarinda sigara dumanma bagli olarak

diizensizlesmis ve tamamlanamayan bir iyilesme siirecinin yasandigini gostermektedir[43].

2.4.4.2 Kronik Obstriiktif Akciger Hastahgi (KOAH)
KOAH hastaligin ortaya ¢ikmasindaki en Oonemli risk unsurunun sigara tiikketimi oldugu
bilinmektedir. Bu hastalik 6zelinde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarin sonuglari, KOAH
hastaligina sahip bireylerin %4’likk bir oraninda hastaliga nazal belirtilerin de eslik ettigini
gostermektedir[44]. Sigara dumanina maruz kalma neticesinde, iist ve alt hava yollarinin benzer
tepkiler verdiklerine iligkin immiinolojik bulgular da bulunmaktadir. Bu verilere gore, sigaraya
bagli ortaya ¢ikan KOAH hastaligi olan bireylerden alinan balgam 6rneklerinde ve nazal epitel
doku hiicrelerinde IL-8 artiginin oldugu gézlemlenmistir[45]. EK olarak, ist solunum yoluna ait
nazal epitel hicreler ile alt solunum yoluna ait bronslarda, sigara tiiketimi neticesinde CD8 + T
lenfositlerin infiltrasyonu ile belirlenen inflamasyon durumunun da benzer oldugu
gosterilmistir[46]. Dolayisiyla, nazal epitel doku, sigara dumaninin alt solunum yoluna olan
etkisinin ve bu bolgede ortaya ¢ikan akciger hastaliklarinin gelisimine olan katkisinin

arastirilmasi noktasinda ideal bir 6rnek teskil etmektedir.

2.5 Sigara Dumam ve Oksidatif Stres
Sigara dumani gibi yliksek oksidan kaynagi olarak solunan oksidanlarin neden oldugu oksidatif
stres ve redoks dengesizligi, birgok akut ve kronik solunum hastaliginin patogeneziyle iliskili
hiicresel ve doku hasarinda rol oynar. Sigara dumani igerisindeki kimyasallarin bir kism1 yiiksek
konsantrasyona sahip serbest radikaller ve diger oksidan 6zellikli kimyasallardir[47]. Sigara
tiiketimi neticesinde viicuda alinan serbest radikalleri ve oksidanlar lipitlere, proteinlere ve

niikleik asitlere dogrudan zarar vermekte, antioksidan depolarini tiiketmekte, fagositik
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hiicrelerde de solunum patlamasini artirmaktadirlar[48]. Sigara dumani disaridan bakildiginda
homojen bir gaz olarak gorinmesine ragmen duman ve katran olarak iki ayri bilesenden
olusmakta ve her iki bilesen de serbest radikaller icermektedir. Sigaranin duman bileseni gorece
olarak daha dengesiz bir kimyasal yapiya sahiptir ve akcigerlere ¢ekilen her bir nefes sigara
dumani yaklasik olarak 10 serbest radikal barindirmaktadir. Katran bileseni ise daha kararli
bir yapiya sahip olup, bir gram katran 107 serbest radikal ortaya c¢ikarmaktadir[49]. Sigara
dumaninda bulunan en reaktif kimyasallar arasinda nitrik oksit (NO) ve superoksit anyon (O2¢—
) radikalleri bir araya gelerek cok daha reaktif olan peroksinitrit (ONOO-) molekuluni
olusturmaktadirlar. Benzer sekilde, sigaranin katran bileseninde bulunan semikinon (Q<-—)
radikali superoksit anyon (O2¢—) radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikali (*OH) ve
hidrojen peroksit (H202) ortaya c¢ikarmaktadir[50]. Sigara tlketimi neticesinde serbest
radikallere ve oksidanlara maruz kalinmasi yalnizca sigara dumaninin igeriginde bu
kimyasallarin bulunmasindan &tiirii degildir. Sigara dumanma maruz kalan solunum yolu
hiicrelerinin kendileri de oksidan iireterek dokuda yasanan tahribatin artmasma sebep
olmaktadirlar. Sigara tiiketen bireylerde, solunum yollarinin ve akcigerlerin inflamasyona
ugramasi sigaranin tipik ve karakterize etkilerinden biridir[51]. Doku ve organlarda yasanan bu
inflamasyon, sigara dumaninin igeriginde halihazirda bulunan oksidatif kimyasallara ek olarak
solunum sistemi hucrelerinde oksidan kimyasal Uretilmesine ve salinmasina neden olmaktadir.
Sigara icen bireylerin akcigerlerinden alinan bronkoalveolar lavaj orneklerinde bulunan
makrofajlar, sigara igmeyen bireylerden alinan ayni 6rneklere kiyasla daha yiiksek oranda aktive
olmaktadir[52]. Artan makrofaj aktivitesi, akciger dokusunun da sigara dumaninda var olan
oksidan kimyasallara ek olarak O2+— ve H:O: iiretmesine neden olarak oksidan miktarinin
giderek artmasina yol agmaktadir. Ote yandan, sigara tiiketiminin viicuttaki oksidan birikimini
artirmasinin  yaninda, in vitro g¢aligmalar sigara dumaninin viicuttaki antioksidanlari da
tilkettigini gostermektedir. Bu ¢aligmalara gore, akciger dokusundan alinan plazmanin sigara
kondensanti ile muamele edildiginde igerigindeki C vitamini, retinol, beta-karoten, ubiniquol-
10 gibi antioksidan molekiillerin konsantrasyonunu azalttig1 tespit edilmistir[53]. Benzer
sekilde, sigara i¢en bireylerden alinan kan 6rneklerinin in vivo analizi sonucunda, bu bireylerin
kan serumundaki C vitamini ve beta-karoten miktarlarinin, sigara igmeyen bireylerden alinan
kan Orneklerine kiyasla daha disiik oldugu gosterilmistir[54]. Dolayisiyla, literatiirdeki

calismalarda da goriilmektedir ki, sigara kullanimi oksidatif stres artisina neden olarak,
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bagisiklik sisteminde molekiiler seviyede modifikasyonlarla birlikte bir¢ok kronik hastalig
tetiklemektedir.

2.6 Sigara Kaynakh Oksidatif Stresin Etkileri
Akciger epitel dokusunun zedelenmesi sigara dumaninin 6nde gelen zararlarindan biridir. Sigara
dumani, akciger epitel dokusunun gegirgenligini artirmakta ve bunun sonucunda oksidatif stres
durumu ortaya ¢ikmaktadir. Bunun nedeni artan gecirgenligin akciger epitel hiicrelerindeki bir
antioksidan olan glutatyon (GSH) miktarinda diisiise neden olurken, bir oksidatif stres belirteci
olan glutatyon disiilfit (GSSG) miktarin1 artirmaktadir[55]. Sigara tliketimi, oksidatif stresin
artiginda direkt ve dolayli yoldan etkili olmaktadir. Hiicre i¢inde artig gosteren oksidatif stres,
proinflamatuvar genlerin ifadesinde degisikliklere neden olmaktadir. Sigara dumanina maruz
kalinmasi ile nikleer faktdr-kappa B (NF-kB) ve aktivator protein-1 (AP-1)’in ifadesinde
goriilen artigin proinflamatuvar sitokinlerin gen ifadesiyle ve protein salimi ile iliskili oldugu
gosterilmistir[56]. Sigara dumanina maruz kalinmasini takiben artan oksidatif stres ile hicre
icinde meydana gelen en 6nemli molekiiler degisikliklerden biri, histon deasetilaz (HDAC)
enziminin aktivitesinin diigmesi ve buna bagli olarak histon asetilasyonunun artmasidir. Bu
durumun sonucu olarak kromatin ipliklerinin serbest kalmakta ve dolayisiyla diisiikk ifade
seviyesine sahip olan genlerin ifadeleri artmaktadir[57]. Ancak yine de, sigara tliketimin
molekiiler diizeyde sebep oldugu degisiklikler halen tam olarak bilinmemektedir. One ¢ikan
mekanizmalardan bir digeri ise, sigara dumaninin barindirdig: toksik kimyasallar ve oksidan
etki nedeniyle gen ifadesinde degisiklige neden olabilecek, DNA metilasyonu gibi epigenetik
modifikasyonlarin gozlenebilmesidir. Belirli bir gene yonelik olarak uygulanan epigenetik
modifikasyon, promotor bdlgesindeki sitozin-fosfat-guanin (CpG) adalarindaki sitozin
nukleotidinin metilasyonunu kaybetmesi veya kazanmasi yoluyla ortaya ¢ikabilmektedir[58].
Promotor bolgesindeki CpG adalarinda goriilen hipermetilasyon, cogunlukla gen ifadesinin
azalmasina ve transkripsiyonun baskilanmasina neden olurken metilasyon azalmasi da gen
ifadesinin artmasi ve transkripsiyonun aktive edilmesi ile iligkilidir[59, 60]. Sigara dumanina
maruz kalinmasi neticesinde, DNA metilasyon profili Uzerinde epigenetik etkiler gosterilmistir
[60]. Ornegin, hamile iken sigara kullanan ya da pasif icicilik yoluyla sigara dumanina maruz
kalan kadinlarin fetiislerinden alinan 6rnekler tizerinde yapilan genom-boyu DNA metilasyon
meta-analizleri neticesinde, 6rneklerde 6000°den fazla lokusta DNA metilasyonu oldugu

belirlenmistir[61]. Sigara dumaninin oksidatif stres yoluyla agtig1 tahribat ve DNA metilasyon
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profili {izerinde yaptig1 degisikliklerin incelendigi farkli hastaliklara yonelik akademik
calismalar, DNA metilasyon degisikliklerinin sigara tiiketimi terk edilse dahi takip eden yillar
boyunca bireyin DNA’sinda korunarak kaldigini géstermektedir[60]. Sigaranin epigenetik etki
yaratarak DNA metilasyon profilinde yaptig1 degisikliklerin ortadan kalkmasi her gen igin ayni
stirede gerceklesmemektedir. Bazi genler icin sigara tiiketimi birakildiktan 5 yil sonra CpG
metilasyonlarinin saghklh bireylerin seviyesine dondiigii goriiliirken baz1 genlerde 30 y1l
gecmesine ramen DNA hasarlarimin aym kaldig: goriilmiistiir. Kimyasal detoksifikasyon
reaksiyonunda rol alan proteinleri kodlayan AHRR ve CYP1ALl gibi genlerin metilasyon
profillerinin de farkli sekilde olustugu gozlemlenmistir. Buradan hareketle, sigara dumanina
maruz kalinmasi nedeniyle ortaya ¢ikan epigenetik degisikliklerin genomda belirli bolgeleri
etkileyebildigi fikri dogmaktadir. Ote yandan, sigara dumanina maruz kalmanin sebep oldugu
epigenetik degisiklikleri inceleyen arastirmalarda doku 6rnegi olarak cogunlukla tam kan
ornekleri kullanilmis olup, akciger dokusu ve hiicresel bazda yapilan ¢aligsmalar kisitlidir. Var
olan tim bu bulgulardan hareketle, sigara tiikketiminin DNA {iizerinde epigenetik degisikliklere
sebep olabildigi goriilmekle birlikte, bu degisikliklerin her geni aynmi sekilde etkilemedigi ve
hatta bu epigenetik degisikliklerin farkli hiicre tiirlerinde farkli sekillerde ortaya cikabilecegi,

dahasi kisiden kisiye gore de degisiklik gosterebilecegini diisiinmek miimkiindiir.

2.7 Kurkumin Muamelesinin Antioksidan ve Epigenetik Ozelligi
Polifenol smifindan bir bilesik olan ve zerdegal bitkisinden elde edilen ve zerdecal sarisi olarak
da bilinen kurkumin molekilii antiinflamatuvar, antioksidan ve kanser karsit1 6zellikleri olan ve
ayni zamanda da bir epigenetik modiilator olarak gorev yapabilme potansiyeli yliksek olan bir
molekildir. Kurkuminin epigenetik regililasyondaki fonksiyonlar1 arasinda DNA
metiltransferaz enziminin inhibisyonu, histon asetiltransferaz enziminin regule edilmesi yoluyla
histon modifikasyonlarinin diizenlenmesi, microRNA’larin ve transkripsiyon faktorlerinin
diizenlenmesi bulunmaktadir[62]. Bilindigi iizere, epigenetik mekanizma, bu mekanizmadaki
degisikliklere odaklanilarak kansere yonelik hedef tedavilerin gelistirilmesi noktasinda kilit role
sahiptir. Bu nedenle, kurkumin gibi besin takviyesi olarak alinabilecek olan antioksidan
molekdller hastalik patofizyolojisi ile iliskili olan epigenetik degisikliklerin ortadan kaldirilmasi
ve eski haline dondiiriilmesi, dolayisiyla da gen ifadesinin diizenlenmesi noktasinda umut vaat

etmektedir.
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2.7.1 Kurkuminin Histon Asetilasyon/Deasetilasyon Mekanizmasindaki Rolii
Kurkumin temelli histon asetilesyon ve deasitilasyon ¢aligsmalari literatiirde siklikla kanser
calismalari lizerine yogunlasmustir. Gen ifadesinin epigenetik olarak kontrol edilmesindeki en
onemli mekanizmalardan biri asetilasyon ve deasetilasyon yoluyla histon modifikasyonlarinin
yapilmasidir. Bu iki mekanizmanin dengeli sekilde calismasi ve gen ifadesini kontroll,
epigenetik bozukluklar temelli kanser gelisimini engellemektedir [63]. Histon deasetilaz
enzimleri DNA (zerindeki histon proteinlerinden asetil gruplarini ¢ikararak gen aktivasyonunu
saglamaktadir. Dolayisiyla, kanser hiicrelerinde aktif hale gelmis olan genlerin ifadelerinin
tekrar susturulabilmesi i¢in histon deasetilaz enzimlerinin bir dis etki ile inhibe edilmesi
gerekmektedir. Bu durum, kanserlesmis hiicrelerin tedavisi igin gelistirilen ilaglar i¢in histon
deasetilaz enzimlerinin tedavi amaciyla hedef olarak tercih edilmesine neden olmaktadir[64].
Bu noktada, kurkuminin histon deasetilaz enzimlerini inhibe etme 6zelliginden 6tiirli epigenetik
mekanizmada tedavi edici bir unsur olarak kullanilabilmesi ihtimali dogmaktadir. Yapilan
calismalarda kurkuminin HeLA hiicrelerinden elde edilen ekstraktlarda 500 pM
konsantrasyonlarda kullanildiginda %50 oraninda histon deasetilaz inhibisyonuna neden oldugu
gosterilmistir[65]. Benzer sekilde, Raji hiicrelerinde yapilan arastirmalarda da histon deasetilaz
1, 3 ve 8 enzimlerinin hiicre i¢i konsantrasyonlarni diistirerek histon H4 asetilasyonunu

arttirdigi gosterilmistir[66].

2.7.2 Kurkuminin DNA Metilasyon Mekanizmasindaki Rolii
DNA metilasyonu, DNA’nin niikleotid sekansini degistirmeden bir genin ifadesini bastiran
ancak geri aliabilir epigenetik degisikliklerden biridir[67]. Ozellikle tiimor baskilayic1 genler
olmak tizere baz1 genlerin promotor bdlgelerinde bulunan CpG adaciklarinin hiper-metilasyonu
yoluyla da tiimor gelisimini Onleyici genlerin transkipsiyonlari durdurulmakta, dolayisiyla bu
genlerin susturulmasi yoluyla tiimor gelisimi saglanmaktadir[68]. DNA’nin metillenme
mekanizmasinda gorev alan enzimler DNMTI1, DNMT3ave DNMT3b gibi DNA
metiltransferaz enzimleridir[69]. Bu noktada, kurkuminin DNA metiltransferaz enzimlerinin
aktivitelerini inhibe ettigi ve dolayisiyla timor hiicrelerinde DNA metilasyon profilini ciddi
Olgiide etkiledigi gosterilmistir[70]. Kurkumin ile muamele edilen kanser hicrelerinin DNA
metilasyon profillerinin eski haline dondiigii gosterilmistir. Dolayisiyla, kurkumin DNA
metilasyonu aracilifiyla ortaya c¢ikan epigenetik temelli degisikliklerin eski haline

dondurtlmesi igin etkili bir terapotik ajandir.
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2.8 Sigara Dumani Nedeniyle Epigenetik Degisiklige Ugrayan Genler
Literatiirde sigara dumanimin tasidigi kimyasallarin etkisinde kalmak suretiyle ifadesinde
degisiklik tespit edilen genlerin oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Hacettepe Universitesi
tarafindan desteklenmis ve arastirma ekibince tamamlanmis olan kapsamli arastirma projesi
(FBA-2017-12838) sonuglarina gore hava yolu brons epitel hiicrelerinde sigara dumani ile
indiiklenen oksidatif strese bagli olarak SEPP1, NCF2, SFTPD genlerinin ifadelerinin arttigi,
CCL5 ve PTGS1 genlerinin ise ifadelerinin azaldig1 Sekil 2.3°de gosterildigi gibidir.

EPITEL
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Sekil 2.3: Tez calismasi i¢in segilen SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5 ve PTGSL1 genlerinin
onciil galismada gosterilen gen ifadesi degisiklikleri

Bu calismada, antioksidan 6zelligi bilinen kurkuminin ve PEG’lenmis kurkuminin ile
antioksidan terapinin SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5 ve PTGS1 genlerindeki oksidan temelli
degisiklikler iizerindeki etkisi ve antioksidan terapinin demetilasyon tlizerindeki olasi etkileri
arastirilmaktadir. Secilen genler gerek literatiirde olan ¢alismalar gerekse de laboratuvarimizda
yiriittiiglimiiz 6nciil ¢alismalar ve meta-analizlerin neticesinde sigara dumani ve oksidatif stres

ile iligkili oldugu belirlenen genlerdir. Genlerin fonksiyonlariyla ilgili bilgi asagidaki gibidir.

2.8.1 SEPP1 (selenoprotein P)
Hiicre dis1 bir glikoprotein olup, selenyum elementini baglama 6zelligi sayesinde hiicre dist
antioksidan gdrevi gorebilen bir proteindir. Ayrica, beyin ve testise selenyum taginmasinda
gorevli oldugu da diisiiniilmektedir (UniProtKB- P49908 (SEPP1_HUMAN)). SEPP1 geni,
oksidatif stres kapasitesi yiiksek olan civa gibi elementlere maruz kaldiginda DNA
metilasyonuna ugrayarak inaktif olmaktadir[71]. Farkli sigara markalarmin civa miktar

incelendiginde, tiiketilen her bir sigarada 2.95 ng ila 10.2 ng arasinda degisen civa bulunmakta
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olup, bu civanin %86.7’si ila %100’iiniin sigara dumanina karisarak insan viicuduna gectigi
goriilmiistiir[72]. Dolayisiyla, civa da dahil olmak {izere, sigara dumaninin biinyesindeki pek
cok kimyasalla nazal epitel hiicrelerinde oksidatif strese sebep oldugu ve SEPP1 geninde DNA

metilasyonuna sebep olabilecegini diisiindiirecek onciil calismalar bulunmaktadir.

2.8.2 NCF2 (neutrophil cytosolic factor 2)
Membran-bagli olan ve slperoksit Uretiminin katalizlenmesinde goérev alan NADPH oksidaz
enziminin 67 kD boyutundaki sitozolik alt birimidir. NCF2, NCF1 ve membran-bagli sitokrom
b558 ile birlikte NADPH kompleksinin aktivasyonunda goérev almaktadir. (UniProtKB -
P19878 (NCF2_HUMAN)). NCF2 geni iizerine yapilan ¢alismalarda, kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri vakalarinda NCF2 geninin ifadelerinin azaldigi goriilmistiir[73]. Ayni
hiicrelerde oksidatif stres artisinin da benzer sonuca neden oldugu gosterilmistir[74].
Dolayisiyla oksidatif stres kosullarinda metilasyona ugrayan NCF2 geninin, oksidatif strese
neden olan sigara dumanma maruz kalan nazal epitel hiicrelerde de metilasyona

ugrayabilecegini diisiindiirecek onciil caligmalar bulunmaktadir.

2.8.3 SFTPD (surfactant protein D)
Solunum yoluyla akcigerlere ulasan mikroorganizmalara, organik antijenlere ve toksinlere karsi
akcigerin savunma mekanizmasina katkida bulunan bir gendir. Bakteri kaynakli lipopolisakkarit
ve yag asitleri gibi molekiillerle etkilesime girerek, l6kosit etkisini modiile ederek bagisiklik
tepkisine katkida bulunur (UniProtKB - P35247 (SFTPD_HUMAN)). SFTPD geninin, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri ile iliskili mutant EGFR sinyalini bastirdigi ve dolayisiyla
timor dokusunda sinyal mekanizmasini durdugunu gosteren g¢alismalar bulunmaktadir[75].
Dolayisiyla, oksidatif stres ve DNA metilasyonu yoluyla deaktive olmasi durumunda, SFTPD
geninin timor baskilama o6zelliginin ortadan kalkacagi miimkiindiir. Bu nedenle, sigara
tiiketiminin neden oldugu oksidatif stres ve DNA metilasyonu ¢alismasinda SFTPD geninin

biyo isaretci olarak kullanilabilecegini diislindiirecek onciil ¢aligmalar bulunmaktadir.

2.84 CCLS5 (C-C motif chemokine 5)
Monositler, T-hucreleri ve eozinofiller igin kemoatraktan olarak gorev yapan bir proteindir.
Basofillerden ve eozonofillerden histamin salinimin tetikler. CCR1, CCR3, CCR4 ve CCR5
gibi bazi kemokin reseptdrlerini aktive edebilmektedir. CCL5 proteini, HIV-baskilayici CD8+
T  hiicreleri tarafindan {iretilen ana faktorlerden biridir. (UniProtKB - P13501
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(CCL5_HUMAN)) G-protein bagli reseptorlerden GPR75’e etki eden agonistlerden biridir ve
reseptorin aktivasyonu ile inozitol trifosfat tretimini ve kalsiyum mobilizasyonunu stimule
eder. GPR75 ile birlikte sinyal yolagimin son asamalarinda PI3, Akt ve MAP kinazlarin

aktivasyonu yoluyla néron sagkaliminda rol oynar[76].

2.8.5 PTSG1 (Prostaglandin G/H synthase 1)
PTSG1 proteini, araknidonattan tiiretilen C20 oksilipin sinifi molekiillerden prostanoidlerin
biyosentez yolaginda siklooksigenaz ve peroksidaz olarak ¢ift géreve sahip olan bir proteindir.
Yang1 cevabinda nemli role sahiptir. Ozellikle midede ve kan pulcuklarinda prostanoidlerin
tretiminde gorev alir. Gastrik epitel hiicrelerde, sitozomal korumada kritik gorev alan
prostaglandin E2 gibi prostaglandinlerin iiretiminde kritik rol oynamaktadir. Kan pulcuklarinda
tromboksan A2 iiretiminde gorev alarak kan pulcugu aktivasyonu ve pihtilagsmasi, damar

daralmasi ve diiz kas hiicrelerinin boliinmesinde gorev alabilmektedir [77].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan insan nazal epitel hiicre hatt1 RPMI 2650 (Katalog no.

CCL-30), American Type Cultural Collection firmasindan ticari olarak satin alinmistir.

Hiicre kiiltiirti galismalar1 sirasinda kullanilan kurkumin (Katalog no. C1386) Sigma (Almanya)

firmasindan alinmstir.

Literatiirde sigara dumanina maruz kalmanin hiicreler lizerindeki etkisini arastiran ¢calismalarda
arastirma amagcli olarak siklikla kullanilan sigara dumani kondensanti Kentucky Universitesi
Tiitiin Uriinleri Merkezi'nden (Lexington, KY) ticari olarak satin almnustir. Sigara dumani
kondensat1 (CSC) 1R6F kodu verilen ve referans arastirma sigarasi olarak adlandirilan sigaradan

elde edilmistir.

Hiicre canlilig1 ve sitotoksisitenin tespiti icin kullanilan Laktat Dehidrojenaz (LDH) sitotoksisite
kiti (Katalog no.88953) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difeniltetrazolyum  bromdr
(MTT)(Katalog no. M2128) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Etidyum bromir/kalsein (EtBr/ Kalsein AM) boyasi (Katalog no. 30002) Biotium (ABD)

firmasindan satin alinmistir.

2',7"- Diklorodihidrofloresin diasetat (DCFH-DA) (Katalog no. D6883) hiicrelerde total serbest
radikal Olglimiiniin yapilabilmesi ig¢in Sigma (Almanya) firmasindan ticari olarak satin

alinmustir.

3.2 Hucre Kultara Deneyleri

3.2.1 RPMI 2650 Hiicrelerinin Cogaltilmasi
Nazal epitel hiicre hatti (RPMI-2650) i¢in minimum temel ortam besiyerine (MEM), %10 Fetal

Sigir Serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptavidin ilave edilmis ve hiicre hatt1 bu besiyeri i¢inde
%35 CO2 atmosferinde 37°C'de inkiibatorde biiylitiilmiistiir. Canlilik deneylerinde kullanilmak
uzere %80 konfluent olan hiicrelerin tizerinden eski besiyeri atilmis ve flask PBS ile bir kere
yikandiktan sonra tripsin enzimi ile 5 dakika inkiibatdrde bekletilmistir. Sonrasinda tripsin
enziminin etkisi, besiyeri kullanilarak durdurulmustur. 1.500 RPM’de 5 dakika santrif(ij

sonrasinda slipernatant uzaklastirilmis ve hiicre peleti uygun besiyerleri ile ¢oziilmiistiir. Tripan
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mavisi boyama yontemi kullanilarak hiicreler thoma laminda sayilmistir. Sonrasinda 1x10*

hiicre, canlilik/sitotoksisite deneyleri i¢in 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir.

3.2.2 Hiicre Canlilik ve Sitotoksisite Deneyleri

3.2.2.1 Hiicrelerin Boyanmasi ve Canl/Olii Hiicrelerin Tahlili
RPMI-2650 nazal epitel hiicrelerin canliliklarmin tespiti i¢in EtBr/ Kalsein AM floresan

boyalari, temin edildikleri liretici firmanin kiti dogrultusunda kullanilmistir (Biotium).

e 96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 1x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.

e Devam eden giinde besiyeri uzaklastirilmis, hiicreler belirlenen doz ve zamanlarda

kurkumin ile inkiibe edilmistir.

e Farkli besiyerlerinde ayni siirece maruz kalan hiicreler, belirlenen doz ve zamanlarda

CSC ile inkiibe edilmistir

e 10 ml PBS igerisine 5 pl kalsein AM (4 mM) ve 20 pl EthD-111 (2 mM) eklenerek 2 uM
kalsein AM / 4 uM EthD-III boyama ¢ozeltisi hazirlanmistir.

e Besiyeri uzaklastirilmig ve hiicreler PBS ile 2 kez yikanmustir.
e Yikama asamasindan sonra kuyucuklara boya ¢ozeltisinden 50 pl eklenmistir.
o Plaka karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonunda canli ve 6lii hiicreler floresan mikroskobunda goriintiileme ile tespit
edilmistir. Floresan mikroskobunda canli hiicrelerin yesil renk ile, 6lii hiicrelerin ise

kirmiz1 renkte sinyal verdigi tespit edilmistir.

3.2.2.2 Sitotoksisite Deneyleri
3.2.2.2.1 MTT Testi

RPMI-2650 nazal epitel hiicrelerinin degisen konsantrasyonlarda kurkumin, CSC ve
kurkumin/CSC karigimi ile uyarimi sonrasinda hiicrelerin sitotoksisite 6lcimi MTT yoéntemi
kullanilarak tespit edilmistir. MTT testi araciligiyla canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri
temel alinarak kolorimetrik 6l¢lim yapilmaktadir. Canli hiicrelerde aktif olarak devam eden
mitokondri aktivitesi sonucu, normalde sar1 renkli olan MTT boyas1 mavi-eflatun bir renge
doniismektedir. Dolayisiyla, MTT testi ile olii hiicrelerin degil canli hiicrelerin tespit edilmesi

mUmkundr.
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96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 1x10*hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.

Devam eden giinde besiyeri uzaklastirilmis, hiicreler belirlenen doz ve zamanlarda

kurkumin ile inkiibe edilmistir.

Farkli besiyerlerinde ayni siirece maruz kalan hiicreler, belirlenen doz ve zamanlarda
CSC ile inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 pl besiyeri

konulmustur.
Kuyucuklara 10 pl MTT (5 mg/ml) soliisyonu konulmustur.

37°C’de 3 saat boyunca inklbasyona birakildiktan sonra besiyeri uzaklastirilmis ve 100
ul DMSO eklenmistir.

570 nm’de absorbans okunmus ve canlilik degerleri yiizde olarak hesaplanmustir.

3.2.2.2.2 Laktat dehidrogenaz (LDH) Testi

LDH biitiin hiicrelerde var olan sitoplazmik enzim olup, hiicre zar1 biitiinliigiinii kaybettiginde

ve hiicre oliimii gerceklestiginde hiicre kiiltliri deneylerinde besiyerine salinir. Dolayisiyla,

hicresel canliligin tespitinde besiyerine salinmis olan LDH’in miktarin, laktatin piruvat’a

doniistimiinii katalize etme 6zelligi temel alinarak Olgiilebilmektedir. Bu reaksiyon sonucu

ortaya ¢ikan NADH molekdllerinin tetrazolyum tuzunu 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-

feniltetrazolyum klorid (INT) indirmesiyle besiyeri 490 nm'de 6lcilebilir hale gelmektedir.

96 kuyucuklu plakalara 100 ul’de 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmus, plaka gece
boyunca 37 ° C, % 5 CO2' de inkiibasyona birakilmistir.

Devam eden gilinde besiyeri uzaklastirilmig, hiicreler belirlenen doz ve zamanlarda

kurkumin ile inkiibe edilmistir.

Farkl1 besiyerlerinde ayni siirece maruz kalan hiicreler, belirlenen doz ve zamanlarda

CSC ile inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuktan 50 pl besiyeri yeni bir 96 kuyucuklu plakaya

aktarilmistir.
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e Uretici firmanmn sagladig kit icerisinde bulunan reaksiyon karistmindan 50 pl

eklenmistir.
e Plaka 1siktan koruyarak oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.
e Daha sonra herbir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir.
e Plakalar 490 nm ve 680 nm’de absorbans 6l¢tilmiistiir.

3.2.2.3 Serbest Radikallerin Olgimii
RPMI-2650 hiicrelerinde CSC uyarimi sonucu olusan serbest radikallerin 6l¢iimiinde DCFH-
DA testi kullanilmigtir. DCFH-DA hiicre zarindan gegerek hiicre igerisinde bulunan esterazlarla
etkilesimi ve devaminda serbest radikaller ile etkilesimi neticesinde tarafindan floresan bir
bilesik olan 2 ', 7'-diklorofloresin (DCF)’ye doniismektedir. DCF, 495 nm / 529 nm'de tespit

edilebilen floresan bir molekuldir.
e 96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 2x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
e Plaka gece boyunca 37 °C, % 5 CO>' de inkiibasyona birakilmistir.

e Devam eden giinde besiyeri uzaklastirilmig ve hiicreler 10 uM DCFH-DA ile 40 dakika

inkiibasyona birakilmistir.
e Inkiibasyon sonunda hiicreler belirlenen doz ve zamanlarda CSC ile uyarilmustir.
e Uyarim sonrasi plakalarin floresan okuyucuda 6l¢timleri yapilmustir.

3.2.2.4 RNA izolasyonu

e RNA izolasyonu i¢in Qiagen firmasinin RNeasy Mini kiti kullanilmistir.
e %] B-Merkaptoetanol iceren 350 ul RLT soliisyonu ile hiicreler parcalanmastir.

e DEPC su ile seyreltilmis 350 ul %70 etanol kolon tzerine aktarilmis ve 13.000 RPM’de

15 saniye santrifiij edilmistir.

e Sipernatant uzaklastirilarak kolona 700 ul RW1 yikama soliisyonu eklenmis, 13.000
RPM’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

e Yeni bir toplama tiipiine alinan kolona 500 pl RPE solusyonu eklenmis ve 13.000

RPM’de 15 saniye santrifiij edilmistir.
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e Slpernatant uzaklastirilarak kolona 500 pl RPE soliisyonu eklenmis, 13.000 RPM’ de

15 saniye santrifiij edilmistir.
e Sipernatant uzaklastirilarak tekrar 13.000 RPM’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Steril 1.5 ml ependorf tlipe alinan kolona 50 pl RNaz icermeyen su eklenmis ve 13.000
RPM’de 1 dakika santrifiij edilmistir. RNA 6rnekleri bir sonraki asamada kullanilanana

kadar -80°C’ de saklanmustir.

3.2.2.5 cDNA sentezi
e RNA’dan cDNA déniisiimii i¢in RT? First Strand Kit kullanilmistir.

e Genomik DNA eliminasyon soliisyonu 42°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmis

devaminda ise 1 dakika boyunca buz iizerinde bekletilmistir.

e 10 pl Genomik DNA eliminasyon karisimi igeren tiiplere 10 pl ters-transkripsiyon
soliisyonu eklenmis, 42°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Devaminda 95°C’de

5 dakika inkiibasyona birakilarak reaksiyon durdurulmustur.

e Her 6rnek tupune 91 pl RNase-free su eklenmis ve gercek-zamanli polimeraz zincir
reaksiyonunda kullanilmak iizere -20°C°de saklanmistir.
3.2.2.6 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tez ¢alismasi i¢in Onciil arastirmalar neticesinde belirlenmis olan SEPP1, NCF2, SFTPD, CCL5
ve PTGS1 genlerine 6zgu olarak tasarlanmis primerler ile gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile bu genlerin ifadelerine bakilmigtir. Bahsi gecen genler igin dizayn edilen
primerler Cizelge 2.1’de gosterildigi gibidir. Reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ile reaksiyon
kosullarin1 Cizelge 2.2°de gosterildigi gibidir.

Sekil 2.4: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak iizere dizayn edilmis
olan 6zgin primerlerin dizileri

Gen Dizi (5°-3’) Uzunluk Exon

SEPP1 F: AGATGTGGCCGTCTTGTATATCA 128 bp 3.-4.Ekzon
R: TTGAGAGTCGTGAGAGAGCAG

NCF2 F: ACTACTGCCTGACTCTGTGGTG 135 bp 13.-14. Ekzon
R: CCTCCACTTGGCTGCCTTTCTT

SFTPD F: GGACAAAGGCATTCCTGGAGAC 126 bp 6.-7. Ekzon
R: TGAGAGAAAGCAGCCTGGAGGT

CCL5 F: CACCAGTGGCAAGTGCTCCA 111 bp 2.-3. Ekzon
R: CCCTTGTTCAGCCGGGAGTC
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PTGS1 F: GGCGCTGGTTCTGGGAGTTT 81 bp 4.-5. Ekzon
R: GGTTGGAGCGCACTGTGAGT

Sekil 2.5: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan malzemeler ve
reaksiyonun dongii kosullari. Reaksiyon dongiisii 35 dongiide tamamlanacak

sekilde uygulanmistir.
Kullanilan Malzeme Kullanilan Miktar
2X SYBR Green PCR Master Mix 12,5 ul
Ileri Primer (10 puM) 0,1ul
Reaksiyon | Ters Primer (10 pM) 0,1 pl
Kosullar1
Kalip (50 ng) 1pl
Niikleazsiz su 11,5 ul
L Dongii Asamasi Sicakhik Sure
Dongu Istyla Aktivasyon 95°C 5 dk
Kosullari Denatiirasyon 95 °C 10's
Primer baglanma ve uzama 60 °C 30s

3.2.2.7 DNA Metilasyon Analizi
Tez g¢alismasi kapsaminda belirlenen genlerin sigara dumanina maruz kalma neticesinde

metilasyon profillerinde yasanan degisiklikler ile bu degisikliklerin kurkumin muamelesi ile
geriye dondiiriiliip dondiiriilemeyecegine iliskin olarak, dncelikle RPMI-2650 hiicre hatlarinin
toplam metilasyon dl¢limlerinin yapilmasi uygun goriilmiistiir. Bu sebeple, toplam metilasyon
6l¢limi igin Cayman Chemicals firmasina ait DNA Methylation ELISA Kit (Kat. No: 589324)’i

asagida belirtilen protokol dogrultusunda kullanilmistir.

e Deneye baslamadan 6nce, deneyde kullanilacak olan standart soliisyonlar hazirlanir. Kit
iceriginde gelen ELISA Buffer (10X), 90 mL ddH20 kullanilarak seyreltilir.

e Kit igeriginde gelen yikama soliisyonu (400X), toplam hacim 2L olacak sekilde ddH-0
kullanilarak seyreltilir.

e Deneyde kullanilacak olan 6rnekler hiicre kilttriinden elde edilecek ise, hiicre kilturi
FBS’ten uzaklastirilir ya da deney 6rnekleri PBS soliisyonu icerisinde hazirlanir. Hiicre
kiiltiirli 6rnekleri ELISA soliisyonu ile 1:10 oraninda seyreltilir.

e ELISA deneyi i¢in kullanilacak 96-kuyucuklu plaka, kit igeriginde gelen soliisyonlardan
iki 6rnek “blank soliisyonu”, iki érnek spesifik-olmayan baglanma soliisyonu (NBS), iki

ornek maksimum baglanma soliisyonu (Bo) ve sekiz 6rnek standart soltsyonlar
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kullanilarak dizayn edilir. Deneyde arastirilan 6rneklerden her biri tiger drnek olarak
halinde tekrarlanarak kullanilir.

Her bir kuyucuga 50 pl 6rnek konulur ve kit igerigindeki soliisyonlarin disindaki her bir
kuyucuga, kit icerigindeki 5-methyl-2'-deoxycytidine- AChE Tracer solisyonundan 50
ul eklenir.

Kit igerigindeki soliisyonlarin disindaki her bir kuyucuga kit igerigindeki 5-methyl-2'-
deoxycytidine ELISA monoklonal antikordan 50 ul eklenir.

96-kuyucuklu ELISA plagi, 4°C’de 18 saat inkiibasyona birakilir.

Kuyucuklar yikama soliisyonu ile yikanir ve her bir kuyucuga kit igerigindeki Ellman’s
t soliisyonundan 200 ul eklenir.

Kit igerigindeki soliisyonlarin bulundugu kuyucuklardan toplam aktivite dl¢iimii i¢in
ayrilan kuyucuga kit i¢erigindeki “tracer” soliisyonundan 5 pl eklenir.

ELISA plagi 90 dakika boyunca orbital karistiricida ve karanlik ortamda inkiibasyona
birakilir.

Inkiibasyon sonra sonrasi plakalarin dlgiimleri floresan okuyucuda 415 nm absorbans
degerinde yapilir.

Absorbans degerlerinin ng/mL cinsinden karsiliginin hesaplanmasi, kit tarafindan tarif

edilen standart egri kullanilarak yapilir ve grafik goriiniim olusturulur.

3.2.2.8 Bisiilfit Doniisiim Analizi

Tez ¢aligmasi i¢in secilen genlere iliskin olarak, sigara dumanina maruz kalma sonucu ortaya

cikan metilasyon profile ve kurkumin muamelesi ile bu profilin geriye dondirulmesine yonelik

aragtirtlan genler i¢in, promotor bolgelerinden 800bp upstream sekans araligina bulunan CpG

adalarindaki metilasyonun tespit edilebilmesi adina, bu bolgelere iliskin bistilfit doniisiim

analizi yapilmistir. Bu deneyde Zymo Research firmasinin EZ DNA Methylation-Lightning Kit

(Kat. No: D5030) adli kiti, asagida belirtilen protokol dogrultusunda kullanilmistir.

Deney oncesinde, deneyde kullanilacak tampon ve yikama soliisyonlar: hazirlanir. Kit
iceriginde bulunan M-Wash Buffer konsantresinden, 24 mL konsantreye 96 mL 100%

etanol eklenerek yikama soliisyonu hazirlanir.
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e Deney icin izole edilen DNA o6rnekleri, 20 ul DNA 6rnegine kit igeriginde bulunan
Lightning Conversion Reagent solisyonundan 130 ul eklenerek PCR tlplerinde
hazirlanir.

e PCR tiipleri PCR cihazina alinarak, 8 dakika boyunca 98 °C’de, 60 dakika boyunca 54
°C’de inkiibe edilir. Isil islemi tamamlanan 6rnekler 20 saate kadar 4 °C’de saklanabilir.

e DNA orneklerine kit i¢eriginde saglanan M-Binding Buffer sollisyonunda 600 ul eklenir
ve soliisyon Zymo-Spin IC kolonlarina alinir.

e Ornekler 30 saniye boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilir. Siipernatan atilir.

e Kolonlara 100 pl M-Wash Buffer soliisyonu eklenir, rnekler 30 saniye boyunca 10.000
RPM’de santrifiij edilir.

e Kolonlara, kit igeriginde saglanan L-Desulphonation Buffer soliisyonundan 200 pl
eklenir ve kolonlar oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi
ornekler 30 saniye boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilir.

e Kolonlara 200 pl M-Wash Buffer soliisyonu eklenir, 6rnekler 30 saniye boyunca 10.000
RPM’de santrifiij edilir.

e Kolonlar 1.5 mL’lik tiiplere alinir ve kit iceriginde saglanan M-Elution Buffer
soliisyonundan kolonlara 10 pl eklenir. Ornekler 30 saniye boyunca 10.000 RPM’de
santrifiij edilir ve DNA drnekleri elde edilir.

3.2.2.9 Bisiilfit Doniisiim Analizi icin PCR Primerleri
Bisiilfit doniisimii tamamlanan genlerin devam eden asamada PCR reaksiyonu ile

cogaltilmalari i¢in kullanilacak olan primerler Cizelge 2.3 te belirtildigi gibidir.
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Primerler (SEPP1)

- Forward: TTTTGTAAGTAGAGTAAATTTTTGAGTT
- Reverse: ATAACATCATTTAACATTACTCCTTACC

Amplicon Sequence

PTTTCTAACTACACTAAATTTTTCACTTICATTGTTATTAATTTAAAACAAACTAGCTAACTCTIGCTTATCTATAATATGCCCAAAAT
ATTTTCATAATTATTAATTTATTTTTTATTTITTTTAGTTATTTTAGAATTTAGGATTTAATGGTATACTCGCCCGOGCGAGGAAGG

CTTAAGGGCTAAATAAGCTTTTTAAGTICTTTTTTTITTTTAAATTATAATAGCCAAAAATATTTCTTCAGTTACCGAATTATCTTCTY
CTTTTAAAAAAAAAAAAAAAACACACAGACAACTTTTTTTTTTITTTTCTTTTCTITTITCTAGTCATGAGGCTCTTAGTTTAGTTY

ATATAGCTCTGATTTITCTTAGAAAACTTATTTCT TG TTATAACTTATTTTCCTITTTTCTTC TTATACATTTATACCTCGATTCTCTTY
TATCT T ATAATTTCAATTTATATCCCATTTTATACCATTATTCTTTTTTTITTCTTAATTTAAGCAAATAGAAAAATACATTTTTTAY
TTCACCCAAATTAGATTTTATTTTTATTCTTATTCAACTCCTATTTTITICCAAGATTTATCTATTTTTAGAATTTTTTCACCATCCAA
TATAAAATTTTTATAAATGCTCAATATTATAAAAATAAAAATTAAACCTACTACTTCCATATCCAAAGACTCTCCAAATTTTAACA
TCTATAAATCAAATACTTAATTTTTATTATTTTACAACACCCTATTTTITITTTCCTAACCTITCTAACTTCCTATCTTTATTCTAGG

YC‘ECYMCCAGTMTC“MAYCATC"A“

Primerler (NCF2)

- Forward: TAGGATAGTGTATATGTAGTTAATGTTG
- Reverse: AACAACATTCAATTAATTAAAAAACATT

Amplicon Sequence

[FAGGATAGTGTATATGTAGTTAATGTTGJAAGTAAATTCGGGAGTGGGGGTTTTGGACGGTATTGAAGGTATTTAGGGTTTTTTTT
TAGTTTTTTTIGTTCGTTGTTAGTATTTTTTTATTTTAGAGGTTGATGGTTTTTATTAGGGATATGATTAGGTAGAAATTAGGAGGTT
AAGAGAGTTGTTAGGAGATAGAGAGAAGATAGGTTGGAGCGTTTTTTTTAGTAGGGTTGTTTTAGTGGTTTTTAAGGTGTTTATT
TTTTGGGTTAGATGAGTAGAATGGGGTTTAGTTTTTTTTAAGATAATTTTTTAGTGTTGTAAATGTATTAGGAAATGTTTTTATTTTT
TGGTAATTGATTTATAATTTTATTATGAGAGAGAAAAGGAAAGAAGTAGAGAGAGAGAGGGCGAGTAGGGGTGGAGTGTGGA
GGAGAGAGGAAGTATATTAGTTGTTGTTTGAAGGATTAGTTTTTTAAAATGTTTTTGTTTTGTTATTTAGTTTTTTTTTTTTTTTTTAT
TTTTGTTTTGTGGTAGTTTTTGGTTAAAGTTTTGTTTTTAGAGTTAGGGTAATTTTGGTAGGTAGAGGTATTTTTTTGGTGATAATG
ATAGGAGGTAGTTAAATGTTTAGGTAGATAGGGGTAGGTTTTTGGTGAAATTTTATTTTTAAGTTAAAAATAGTTTGAAGGTTGA
AAGATTAGGTTATTGGTTTTAAATGAAATTCGTGATTTAGAGTGAGAATTTTTGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTTTTTAATTAATTATTT

TTGATT WTGTTTTTTAATTAATTGAATGTTG T il
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Primerler (SFTPD)

- Forward: GGTAGTAGTTATAGTTTTAGAGGAGG
- Reverse: ATCACCCCTATATCACAATAAAAAAATA

Amplicon Sequence

[CCTAGTAGTTATAGTTTTAGAGGAGCKCGGTGTTCGACGTTCGGGGCGTTTAGCGCGTTTAGATCGGTAGTGGTTTTTATGGCGT
ATTAGAATTTAAATTAGAGGTAGTTATACGGATATTTGAGTCGTTTTTTTTTGTTAGAGTTAGCGAGGTGTGTTCGTAGTCGAGAT

TTITTTITTTTTTTACGTTTTTTCGTTTTTTTGTTTTITCGTGTTCGCGTTAGGTCGTTAGTTTCGTTTATTTTTTTAGGAAGAGCGCGTCG
GGCGTCGATTTTTTITGGGGCGGCGGTTTTGGACGTGCGGGGGGTTTTTTTGGGTCGGTTGTTIGCGTTTTGGTTTTGTTTTTTAGT
TTTCGCGTTCGTITTCGTTTTTTTIGGTTTITCGGGCGCGTTTGGCGGGGTAGGGCGGATATGGGTATTAAGTAGAGGAGTCGTAC
GCGTACGTATTGGGGTTCGGATTTATTTTTTAGTAGTAACGGAGGAGTTAATGGGATCGCGGGCGGCGGCGGGGGCGTTCGGG
TTATCGCGGGGCGGTTTTCGGTTTAGGTGTTTAGTGGGTATTAGTTTAGCGTTTCGGGCGGCGTTGTTGCGAAGGTTTTGGTAGT
TTCGCGTAGTCGTTTTCGCGGCGGGGTCGTGGGGAGCGTGGTTTTGGGGGTTCGCGTAGCGTAGTTTTTTTTTAGTATGTCGAA

TAGTAGTAGCGGTTTATAGGGTTTATAGGATTCGGTGTATAGTAGCGTTGAGGAAGGTGGCGCGGTCGGTTTAGGTCGGTGGGC
GGGAGTTTCGTTATGTAATGTTTGGTGATTAGTATTTTTTAGTTTATTTTTTGTCGTTTATGTTTGGAGGTGTTGAGAAATATGTTTG
TTTTTTAAGAGTTAGTTAATTATTTTTATTAAGTATGATAATTAGTTGTTTTGATTTAGATATTATT T TTTTATTGTGATATAGGGGTG

al B

Primerler (PTGS1)

- Forward: TTATTTGGGGTTTAAGAGATTTTTATTG
- Reverse: ACCAACTCACTATAAAAATTCAAACAAA

Amplicon Sequence

[TATTTGGGGTTTAAGAGAT TTTTATTGJAGTAAATGAGGAAATCGAGGTTTAGTAGGTGTTATGATTTTTTAAGTTTATAAAATAT
ATGGTGGGTTTAGGATTTGAATTTAGGTTTGTTTGCGTTTATATATTTCGTAAGGTTTTTTTATAGAAAGTTGTTTTTATTTATAATG
GATTCGGAGTTATTTTGGGTTTTATGGGGGAGGTTGATGGGGAAATTTCGTTTTTTTTTTTTTTATGTATGTGTTAGGTTTTAGGTG
AAGGAATTTAGTTTTTCGTTTAGTTAATTTTTTTTTTTTAGTTCGTTGTTTGTGTGTGTGCGTGTGTGTGAGTATGTGTTTTAGTTGG
ATATAGTTTTTTTTATTATTTAGTTGTGTAAAATTTTTAAAATGAGGTTTAGAGAGGGTAGGAGGGAGTAGAGGGAGTTCGTATTT
TTTGTTGTGATGTTTTAAGGATTTGGTGCGTGGGGGAAAGAGGAAAGATATGTATATGGATTTTGGATTAGATTAAGTTTTTTGA
AACGGGTTTTGGGTGGGTGGTATTTAGGGGATTTAAAGAGAGGACGGAGGGTGTTTTAGGAAAGGGATTGCGTTGAATAAAA
GTTTGGTTTATGGGAAGAGCAGCAGCAAGATTTATGTGGTTAGTATTTTAAAGTTTATAAAGGTTGGTTGTGCATATTTATTTITIT
TGGTGTTTTTAATAGTTTTGTTAGAGAGATGCGTTAGATTTAGTTTATAGAAGGGGATTTTGAGGTTTAGAGGGAGTGAAGTTAT

TTGTTTGAATTTT IATAGTGAG'ITGG”

29



Primerler (CCLS)

- Forward: AGATTATTTTGGTTAATATGGTGAAATT
- Reverse: CTCCCCATATAAATCCTAATCTTAAC

Amplicon Sequence

IAGATTATTTTGGTTAATATGGTGAAATTITCGTTTTTATTAAAAAATATAAAATATTAGTAGGGTGTGGTGGCGGGTGTTTGTAGTT
TTCGTTATTTCGCGAGGTTGAGGTAGCAGAATGGTATCGAATTCGGCAGCACGCAGTTTGTAGTAAGTCGACATCGTGTCGTTGTAT
TTTAGTTTGGGCGATAGAGCGAAGATTTTATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACATGTGTTAAAATTAGTATAATGTTT
CATTTATAGTAATTATTTAATTAGTTTTTATTATTTTTTTTTTIGTITITATTTGTTITTTTAAATGTATTTATTTTAATAAAGTTATATATTT
TTTTATAAGTTAATTTTTTTTATATTTATCAAATCAGAGCAGAATATGGTTGTTTTAGGGTTTTAGGAAGTTTTAGTTTAGTTAAATTT
TTTAGAAATTTTGTTGTTCATAGGTATGAGTTAGCGACGTGTTTTAAAGTTAGTGTCAGTTATTTATCATTATTAATTTTTTTAATATCA
GTTTATATTTAGTGAATATTTGTAGGTTTTCGAGGGTGTAGATTTTAAACATACAAAAATTGATTAGCAGATTTTTGTTATGAAGTA
GTATAGAGATTTTTTAAGGATAATAGGCATATATGGGTAAGATAATTTATAAGAATGTAAATAATCGGGTTTACATAGTATTTATGT
TATAGTTCAAAACAGCGCTAAGCCTGTCGCATAGTTATTGGCATCGGGCGTAGGTATTTTAGGTACAGTTTGATTTTAGGGGTTGTGG

TGIGTTAAGATTAGGATTTATATGGGGAG]

806 bp J 12CpG |

Sekil 2. 6: SEPP1, NCF2, SFTPD, PTGS1 ve CCL5 genlerine iligkin bisiilfit doniigiim
sonrast PCR primerleri

3.2.2.10 istatistiksel Analiz

Tez c¢alismasinda yapilan istatistiksel analizlerin tamami GraphPad Prism 7 programi
kullanilarak olusturulmustur. Tekrarli 6l¢iim barindiran verilerin analizinde standart sapma
degerleri ortalama olacak sekilde ile belirtilmistir. Farkli gruplara ait verilerin

karsilagtirilmasina iligkin istatistiksel analizlerde tek yonli ANOVA ve Dunnette’s post hoc

testi kullanilmgtr.
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Tez ¢alismasinda kullanilan deneysel yontemler ve yapilan analizlere ait is akis semas1 Sekil
2.7°de gorsel olarak gosterildigi sekilde uygulanmistir.

RPMI 2650 Nazal Epitel Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin
Cogaltilmast

Hiicre Canliligmin Incelenmesi Kurkumin ve CSC ile Farkli
Senaryolarda Sitotoksisite Deneyleri

EtBr/ Kalsein AM Boyamasi

MTT Testi LDH Testi Serbest Radikal
Olcuimi

RPMI 2650 Hiicrelerinin Kurkumin ve CSC
ile Farkli Senaryolarda Uyarimi

RNA Izolasyonu ve cDNA DNA Metilasyon Bisiilfit Doniigiim
Dontigtimii Analizi Analizi

Gergcek Zamanli PZR Analizi
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Sekil 2. 7: Tez caligmasinda kullanilan deney sistemlerine ait is akis semasi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
Yapilan ¢alismada RPMI-2650 nazal epitel hicreleri kurkumin ile uyarilmig ve uygun dozun
belirlenmesine yonelik olarak canlilik ve sitotoksisite deneyleri gergeklestirilmistir.
Calismalarin ilerleyen sathalarinda CSC ile uyarima baglh olarak oksidatif stres ve DNA
metilasyon profili ¢ikarilmistir. Kurkuminin antioksidan 6zelligi ve DNA metilasyonunda
meydana getirecegi farkliligin tespiti i¢in hiicreler kontrol amacgli sadece kurkumin ile
uyarilmistir. CSC nedeniyle meydana gelen oksidatif stres durumunu ve DNA’da meydana
gelen metilasyon Gzerindeki etkisinin kurkuminden nasil etkilendigi de CSC sonrasi kurkumin

uyarimi yapilan hiicreler lizerinde arastirilmistir.

4.1 RPMI Nazal Epitel Hiicrelerde Kurkumin Uyariminin Canlihga ve Sitotoksisiteye
Etkisi
RPMI-2650 hiicrelerinde kurkumin uyarimai ile hiicre canlilig1 ve sitotoksisitesinin test edilmesi,
bu hiicrelerin biiyiitiildiigii besiyerlerine artan konsantrasyonlarda kurkumin eklenerek
yapilmistir. Kurkumin uyarimi sonrasi hiicre canliligi EtBr/ Kalsein AM florasan boyama ile

incelenmis olup, hiicre sitotoksisitesi ise MTT testi ile 6l¢iilmiistiir.

4.1.1 Kurkumin Uyarim Sonucu Canly/Olii Hiicrelerin Floresan Mikroskobunda
Goruantilenmesi

Kurkumin ile artan dozlarda uyarilan RPMI-2650 nazal epitel hiicreleri 24 saat ve 48 saat stiren

iki farkli uyarim slresi sonunda EtBr/ Kalsein AM florasan boyama ile goriintiilenmistir. Bu

uyarim deneylerinin sonucu Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Artan Dozlarda 24 Saatlik Kurkumin Uygulamasi | | Artan Dozlarda 48 Saatlik Kurkumin Uygulamasi

5 p 10 M

20 pM 50 pM 20 pM 50 uM

Sekil 4.1: Kurkumin ile 24 saat (sol) ve 48 saat (sag) uyarilmis RPMI 2650 hiicrelerinin
uyarilmamis, 1 pM, 5 pM, 10 pM, 20 pM ve 50 UM konsantrasyonlarindaki
uyarilma kosullarindaki sonug. Yesil renk canli hiicreleri kirmizi renk o6li
hlcreleri gostermektedir.

Kurkuminin zamana ve doza bagli olarak RPMI-2650 hiicreleri Uzerindeki etkisi
karsilastirildiginda, doza ve zamana bagli olarak hiicre 6liimii gozlenmistir. Kurkumin molekli
uyarimi sonrasi artan konsantrasyon ve uyarilma zamanina bagli olarak 6lii hiicre sayisinda artis
go6zlenmesi kurkuminin belirli bir doz (istiinde ve uyar1 zamanindan sonra toksik etki yarattigina

goOstermektedir.

4.1.2 Kurkumin Uyarimi Sonucu Sitotoksisite Degerlerinin Ol¢iimii
RPMI-2650 hicrelerinin kurkumin ile uyarilmasi sonrasinda sitotoksisite degerlerinin 6lgiilmesi
icin MTT ve LDH testleri kullanilmistir. Canli/61ii hiicre ayrimini anlamak adina kullanilan
farkli konsantrasyon ve uyarim zamani yontemi, MTT ve LDH testlerinde de uygulanmistir.
Kurkuminin artan konsantrasyonlar: ile 24 ve 48 saat uyarilan RPMI-2650 hicrelerinin MTT

ve LDH testlerinin sonuglar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.2:

RPMI-2650 hicrelerinin artan kurkumin konsantrasyonlarinda 24 saat ve 48 saat
uyarim slreleri sonucunda elde edilen MTT testi sonuglari
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Sekil 4.3: RPMI-2650 hicrelerinin artan kurkumin konsantrasyonu altinda 12 saat ve 24

stireyle uyarilmalar1 sonucunda elde edilen LDH testi sonuclar1 (12 saat uyarim:
n=27, **P<0.01, 24 saat uyarim: n=27, ***P<0.0005,)

MTT ve LDH sitotoksisite testleri sonuglarinin hiicre canlilik testi sonuglari ile ortlistigii
goriilmektedir. LDH testi sonuglarinda 48 saatlik kurkumin uyarimi yapilan deneylerde sapma

oraninin daha yiiksek olmasiyla birlikte, genel olarak MTT ve LDH testleri artan kurkumin
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konsantrasyonlarina ek olarak ilerleyen uyarim zamani ile RPMI-2650 hicrelerinde 6li hiicre
sayisinin ve sitotoksisitenin arttigi gozlemlenmistir. MTT testinde elde edilen verilerle
hesaplanan ICsg degerleri 24 saatlik uyarim i¢in 8,67 uM, 48 saatlik uyarim 7,76 uM olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle, devam edilecek olan deneylerde hiicre canliliginin %50°den fazla
etkilenmedigi en yiiksek konsantrasyon olan 5 uM kurkumin ile 24 saatlik uyarim yapilmasina

karar verilmistir.

4.1.3 Sigara Dumam Kondensanti (CSC) Uyarimi Sonucu Canli/Olii Hiicrelerin
Floresan Mikroskobunda Gorintilenmesi

RPMI-2650 hiicrelerinde yasanan oksidatif stres ve metilasyon profili degisikliklerini
aragtirabilmek i¢in hiicrelerde, artan CSC konsantrasyonlart ve farkli uyarim zamanlar ile
canlilik testi gerceklestirilmistir. Uyarim i¢in 8 farkli CSC konsantrasyonu (0.5, 1, 5, 10, 20, 50,
100 ve 200 puM) segilmistir. Uyarim siiresi olarak 5 farkl: siire (3, 6, 12, 24 ve 48 saat) hiicrelerin
CSC uyarmmi gerceklestirilmigtir. Uyarim siireleri sonunda farkli dozlarda CSC ile uyarilan
hiicrelerin canliliklart EtBr/ Kalsein AM florasan boyama ile goriintiilenmistir. Bu uyarim

deneylerinin sonucu Sekil 4.4’ten Sekil 4.9’a kadar gosterildigi gibidir.

3 Saat CSC Uyarim EtBr/Kalsein AM Boyamasi

DMSO Kontrol 0,5 pg/ml 1 pg/ml S pg/ml 10 pg/ml

20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.4: RPMI-2650 hucrelerinin artan 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 3 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canli hiicreleri kirmizi renk 6lii hiicreleri gostermektedir.
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6 Saat CSC Uyarmm EtBr/Kalsein AM Boyamasi

DMSO Kontrol 0,5 pg/ml 1 pg/ml S pg/ml 10 pg/ml

20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.5: RPMI-2650 hiicrelerinin artan 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 6 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canli hiicreleri kirmizi renk 6lii hiicreleri gostermektedir.

12 Saat CSC Uyarmm EtBr/Kalsein AM Boyamasi

Us 0,5 ug/mL 1 ug/mL Sug/mL 10 ug/mL

Sekil 4.6: RPMI-2650 hucrelerinin artan 0,5 pg/mL ile 10 yw/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 12 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canli hiicreleri kirmizi renk 6li hiicreleri gostermektedir.

38



12 Saat CSC Uyarmm EtBr/Kalsein AM Boyamasi

20 ug/mL 50 ug/mL 100 ug/mL 200 ug/mL

Sekil 4.7: RPMI-2650 hicrelerinin artan 20 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 12 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canlt hiicreleri kirmizi renk 6lii hiicreleri gostermektedir.

24 Saat CSC Uyarim EtBr/Kalsein AM Boyamasi

DMSO Kontrol 0,5 pg/ml 1 pg/ml S ng/ml 10 pg/ml

20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.8: RPMI-2650 hicrelerinin artan 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 24 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canli hiicreleri kirmizi renk 6lii hiicreleri gostermektedir.
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48 Saat CSC Uyarim EtBr/Kalsein AM Boyamasi

DMSO Kontrol S pg/ml

0,5 pg/ml 1 pg/ml

100 pg/ml

20 pg/ml 50 pg/ml

Sekil 4.9: RPMI-2650 hucrelerinin artan 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan
CSC konsantrasyonlariyla 48 saatlik uyarilmasi kosullarindaki sonug. Yesil renk
canlt hiicreleri kirmizi renk 6lii hiicreleri gostermektedir.

RPMI-2650 hiicreleri ile yapilan EtBr/Kalsein AM boyamasi sonuglarina bakildiginda artan
CSC konsantrasyonu ve uyarim siiresinin 6lii hiicre sayisi ile dogru orantili oldugu goriilmiistiir.
CSC’nin sahip oldugu toksik etki nedeniyle hiicre 6limlerinin gézlendigi sonucuna ulasiimistir.
Literatiirde var olan ¢alismalarda, adrenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicresi olan
A549 hicrelerinin de artan konsantrasyonda CSC uyarimi sonrasinda hiicre canliligini biiyiik
oranda yitirdigi, 6zellikle 24 saati ve besiyerinde %10’un tizerindeki konsantrasyonlar1 asan
CSC uyarimlarinda hiicre 6liim oranimin %350’yi gectigi goriilmektedir [78]. Benzer sekilde
normal insan brong epitel hiicrelerinin CSC ile uyarilmasi sonucu konsantrasyon ve uyarim
stiresinin hiicre 61Gmana belirleyen bir faktor oldugu goriilmiis olup, bu ¢alismada kullanilan
hiicrelerin saglikli doku hiicresi olmasi nedeniyle ¢ok daha diisitk CSC konsantrasyonlarinda (1

pg/mL) ve %50 hiicre 6liimii yasandigi goriilmiistiir [79].

4.1.4 CSC Uyarim Sonucu Sitotoksisite Degerlerinin Olciimii
RPMI-2650 hiicrelerinin CSC uyarimi neticesinde sitotoksisite degerlerinin 6l¢iilmesi icin MTT
ve LDH testleri kullanilmistir. Canli/6li hiicre boyama deneyi i¢in kullanilan siire ve dozlar

MTT ve LDH testlerinde de uygulanmistir. Artan konsantrasyonlar ve artan uyar1 zamanlari ile
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CSC ile muamele edilen RPMI 2650 hiicrelerinin MTT ve LDH testlerinin sonuglari Sekil 4.10-
15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.10:

RPMI 2650 hcrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda artan CSC

konsantrasyonlariyla 3 saat ve 6 saat uyarilmasi kosullarinda elde edilen MTT
testi sonuglari
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Sekil 4.11:  RPMI 2650 hcrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda artan CSC

konsantrasyonlariyla 12 saat ve 24 saat uyarilmasi kosullarinda elde edilen MTT
testi sonuglari

CSC uyarimina maruz birakilan RPMI-2650 hucrelerinin zerinde sitotoksisiteyi etkileyen
kosulun CSC konsantrasyonu oldugu gorilmistir. 3, 6 ve 24 saatlik CSC uyarimlari
sonucunda elde edilen sitotoksisite degerleri artan CSC konsantrasyonu ile orantili
bulunmamistir. 12 saatlik CSC uyarimi sonucunda ise elde edilen sitotoksisite artigi, CSC
konsantrasyonu ile benzer oranda elde edilmistir. CSC konsantrasyonu ve uyarim zamanin

beraber ol¢iildiigii literatiirdeki caligmalarda, genel olarak konsantrasyon ve uyarim siiresi
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arasinda bir paralellik oldugu gosterilmekte olup [78], tez calismasinda bu parallelik 12 saatlik
uyarim deneyinde gosterilebilmistir. MTT testinde elde edilen verilerle hesaplanan IC50
degerleri CSC’nin 30 ila 70 pg/mL konsantrasyon araliginda canliligi %50 oraninda azalttigi

gorilmistiir. Bu nedenle CSC uyarimlarinda 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlar kullanilmistir.
ortalama olarak tespit edilmistir.

RPMI2650 3 Saat CSC Uyarmm LDH Olgiimii
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Sekil 4.12:  RPMI-2650 hcrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC

konsantrasyonlariyla 3 saat uyarilmasi1 sonucunda elde edilen LDH &lgiim grafigi
(n=30, ****P<0.0001)
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RPMI2650 6 Saat CSC Uyarumi1 LDH Olciimii
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Sekil 4.13:  RPMI-2650 hiicrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC
konsantrasyonlariyla 6 saat uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH 6l¢iim grafigi
(n=30, *P<0.05)
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Sekil 4.14:

RPMI-2650 hucrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC
konsantrasyonlariyla 12 saat uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH o6lguim
grafigi (n=30, *P<0.05)
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RPMI2650 24 Saat CSC Uyarmm LDH Ol¢iimii
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Sekil 4.15:  RPMI-2650 hcrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC

konsantrasyonlariyla 24 saat uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH 0lgiim
grafigi (n=30, *P<0.05)

LDH testi sonuglari, artan CSC konsantrasyonlari ile hiicrelerde sitotoksisitenin ve ardindan
buna bagli hiicre 6liimiiniin gergeklestigini gostermektedir. Ancak artan konsantrasyonlar ile
hiicre Olimiiniin bagladiginin tespit edilmesi 200 pg/mL konsantrasyonla 12 saat uyarilan
hiicrelerde gozlemlenmistir. 24 saat sonunda 50 ug/ml ve Ustiindeki konsantrasyonunda
CSC’nin sahip oldugu toksik etki daha belirgin olarak gortlmektedir. Ote yandan, farkli sigara
markalarindan tretilen birkac ¢esit CSC ile normal insan brons epitel hiicrelerinin uyarildigi
literatiir galigmalari, 150 pg/mL CSC konsantrasyonu ile 3 saat uyarilan hiicrelerin %50

oraninda 6ldiiglinii géstermektedir [80].

4.2 Kurkumin ve CSC ile Uyarilan Nazal Epitel Hiicrelerin Ger¢ek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) Sonuclar:
RPMI-2650 hucrelerinde, belirlenen SEPP1, SFTPD, PTGS2, NCF2 ve CCL5 genlerinin
ifadelerinin arastirilmasi i¢in gergcek zamanli polimeraz zincire reaksiyonu uygulanmistir. Bu
sayede uyarilmamis, sadece kurkumin ile uyarilmis, sadece CSC ile uyarilmis, 6nce kurkumin
ile sonra CSC ile uyarilmis 4 farkli kosuldaki hiicrelerin gen ifadesindeki degisiklikler

gozlenmistir. Reaksiyonun sonuglari Sekil 4.15-19’da gosterilmistir.
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SEPP1 Geni qPCR Sonuclar1

e w e e

SEPP1 (50 ug/mL CSC) SEPPI (100 ug/mL CSC)

mDMSO05 mCSC50 mCSC50CURS mCURS

Sekil 4.16:  SEPP1 geninin gPCR sonuglari. Yesil renkli siitun 24 saat boyunca 5 pM
kurkumin ~ muamelesi ile  birlikte 50 pg/mL ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki CSC ile uyarimi (n=32, ****P<0.0001, *P<0.05)
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Sekil 4.17:

Sekil 4.18:

35 A
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1.5 1

0.5

SFTPD Geni qPCR Sonuclarn

W

W

—

SFTPD (50 vg/mL CSC)

mDMSQ05 mCSC50 mCSC50CURS

SFTPD (100 ug/mL CSC)

mCURS

SFTPD geninin gPCR sonuglari. Yesil renkli siitun 24 saat boyunca 5 pM
kurkumin — muamelesi ile birlikte
konsantrasyonlarindaki CSC ile uyarimi (n=32, ****P<0.0001, **P<0.01)
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PTGS1 Geni qPCR Sonuclar
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PTGS1 (100 ug/mL CSC)
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pg/mL

SFTPD geninin qPCR sonuglari. Yesil renkli siitun 24 saat boyunca 5 UM
kurkumin ~ muamelesi ile birlikte
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konsantrasyonlarindaki CSC ile uyarimi (n=32, ****P<0.0001, ***P<0.0005,
**P<0.01)

NCF2 Geni qPCR Sonuclar
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0.8 1

0.6

0.4 1

0.2 4

NCF2 (50 ug/mL CSC) NCF2 (100 ug/mL CSC)

mDMSO05 mCSC50 mCSC50CURS mCURS

Sekil 4.19:  NCF2 geninin qPCR sonuglari. Yesil renkli siitun 24 saat boyunca 5 pM
kurkumin  muamelesi ile  birlikte 50 pg/mL ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki CSC ile uyarim
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CCLS Geni qPCR Sonuc¢lan -
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Sekil 4.20:  CCL5 geninin gPCR sonuglari. Yesil renkli siitun 24 saat boyunca 5 pM
kurkumin ~ muamelesi ile  birlikte 50 pg/mL ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki CSC ile uyarim (n=32, ****P<0.0001, ***P<0.0005,
**p<0.01, *P<0.05,)

gPCR sonuglart incelendiginde, sadece kurkumin uyarimi yapilan hiicrelerde SEPP1, SFTPD
ve PTGS1 genlerinin ifadesinin arttig1 goriilmistiir. Sadece CSC ile yapilan uyarim sonrasinda
ayni genlerin ifadelerinde uyarilmamis hiicrelere gore azalma goriilmiistiir. Bu azalmanin sigara
dumanina maruz kalmaya bagli olarak epigenetik etki ile genlerin inaktif duruma ge¢mesi
nedeniyle gozlendigi diisiiniilmiistiir. 5 uM kurkumin uyarimi sonrasinda yapilan CSC uyarimi
ise hiicrelerde SEPP1, SFTPD ve PTGSI1 gen ifadesinin arttirdigi goriilmiis, bu durum ise

kurkuminin antioksidan ve epigenetik regiilator etkisi ile iliskilendirilmistir.

CCL5 gen ifadesinin 100 pg/mL CSC ile uyarilan hiicrelerde uyarilmamis gruba gore 2,8 kat
arttig1 gozlenmistir. Kurkumin uyarisi sonrast aynt miktarda CSC ile uyarilan hiicrelerde ise
CCLS5 gen ifadesi azalmistir. Kurkuminin CSC uyarimimin etkisini tersine dondiirme etkisi,

CCLS5 geninde goriildiigli kadar olmasa da NCF2 geni i¢in de gdzlemlenmistir.

Ayni1 besiyeri, inkiibasyon, konsantrasyon, uyarim zamani ve JPCR sartlar1 altinda kurkumin
ve CSC uyarilmalarina maruz kalmalarina ragmen SEPP1, SFTPD ve PTGSI1 genlerinin

kurkumin ile ifadelerinin artmasina karsilik, NCF2 ve CCL5 genlerinin kurkumin uyarimi ile
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ifade azalig1 gdstermeleri, bu genlerin dogal fonksiyonlari ile agiklanabilecek niteliktedir. NCF2
ve CCLS genleri hiicre i¢i oksidan mekanizmasinda gorev alan genler olup, serbest radikal
olusumuna katkida bulunan genlerdir. Bu genlerin ifadelerinin CSC uyarimi sonrasinda
artmasina ragmen kurkumin varliginda azalmasi kurkuminin antioksidan etkisi ile NCF2 ve
CCLS5 gen ifadelerini bazal seviyeye getirdigini gostermektedir. SEPP1, SFTPD ve PTGS1
genlerinin ise antioksidan mekanizma, oksidatif strese kars1 koruma ve antioksidan savunma
fonksiyonlarinda gorev alan genlerden olmalar1 neticesinde, CSC uyarimi ile bu genlerin
ifadelerinin azalmis olmasi bu genlerin metilasyon yoluyla susturulmus olabilecegini
gostermektedir. Kurkumin uyariminm takiben yapilan CSC uyariminda bu genlerin tekrardan
yiiksek ifade gosterir hale gelmeleri ise, kurkuminin sigara dumaninin bu genler tizerindeki

baskilayici etkisine kars1 koruma sagladigini gosterir niteliktedir.

4.3 CSC ile Uyarilan Nazal Epitel Hiicrelerin Serbest Radikal (ROS) Olgumleri
RPMI-2650 hiicrelerinin CSC uyarimi sonrasinda serbest radikal degerlerinin 6l¢iilmesi icin
DCFH-DA testi kullanilmistir. Kullanilan farkli CSC konsantrasyonu ve uyarim zamani
yontemi, DCFA-DA testinde de uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.20-21°de

gosterilmistir.
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6 Saat CSC Uyarmmi ROS Olciimii
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Sekil 4.21:  RPMI-2650 hiicrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC

konsantrasyonlariyla 3 saat ve 6 saat uyarilmasi kosullarinda elde edilen DCFA-
DA testi sonuglart
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12 Saat CSC Uyarimi ROS Olgiimii
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Sekil 4.22:  RPMI-2650 hiicrelerinin 0,5 pg/mL ile 200 pg/mL arasinda kademeli artan CSC

konsantrasyonlariyla 12 saat ve 24 saat uyarilmasi kosullarinda elde edilen
DCFA-DA testi sonuglari

Degisen zaman araliklarinda CSC ile uyarilan hiicrelerin ROS 6l¢timleri sonuglarinda, CSC

uyarisina maruz kalan hiicrelerin CSC konsantrasyonu arttik¢a serbest radikal olusturma
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oranlarinin arttig1 gozlemlenmistir. Bu artis, daha kisa olan uyarim zamanlarinda gérece daha
diizensiz olsa da, 24 saate ulagan uyarim zamani neticesinde, artan CSC konsantrasyonu ile

orantil1 olarak artan serbest radikal olusumu goriilmektedir.

4.4 Kurkumin ve CSC ile Uyarilan Nazal Epitel Hiicrelerin Toplam DNA
Metilasyonu ELISA Analizi Sonuglari
RPMI-2650 hiicrelerinde, toplam metilasyon durumunun aragtirilmasi i¢gin ELISA testi

uygulanmistir. Bu sayede uyarilmamis, sadece kurkumin ile uyarilmis, sadece CSC ile
uyarilmis, 5 uM kurkumin ile birlikte 6rnek soltsyonu ile (DMSOQO) ile uyarilmis ve 5 pM
kurkumin ile birlikte CSC ile uyarilmis olacak sekilde 5 farkli kosuldaki hiicrelerin toplam

metilasyon profilindeki degisiklikler gozlemlenmistir. Reaksiyonun sonuglart Sekil 4.23’te

gosterilmistir.
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CUR 5 uM DMSO 24 Saat CSC 24 Saat CUR 5uM  + CUR 5uM +
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Sekil 4. 23:  RPMI-2650 hucrelerinin kurkumin ve/veya CSC muamelesi sonucu gelistirdigi
toplam metilasyon profillerinin farkli kosullarda ELISA testi ile incelenmesine
ait test sonuglart (n=18, ****P<0.0001)
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ELISA deneyinin sonuglar1 incelendiginde, en yliksek toplam metilasyon profiline CSC ile 24
saatlik uyarimin yapildigi kosulda ulasildigi goriilmektedir. Ayrica, hiicrelerin en diisiik toplam
metilasyon profiline ulastiklar1 kosulun ise, sadece kurkumin ile muamele edilen kosul oldugu
sonuglardan anlasilmaktadir. Ote yandan, 24 saatlik CSC uyarisi en yiiksek toplam metilasyon
profile sonucu olustururken, 5 uM kurkumin muamelesi ile birlikte yapilan 24 saatlik CSC

uyarisinda onemli 6l¢iide diisiis oldugu da gozlemlenmistir.

4.5 Kurkumin ve CSC ile Uyarilan Nazal Epitel Hiicre Hatlarinin Bisiilfit Doniisiim
Analizi Sonrasi Jel Goriintiileri
RPMI-2650 hiicrelerinde, segilen genlere iliskin CpG metilasyon durumunun arastirilmasi igin

bistilfit doniisiim analizi ve devaminda PZR testi uygulanmistir. Bu deneyde kullanilan DNA
ornekleri 10 farkli kosulda izole edilmis olup, kurkumin muamelesi géren/gérmeyen, CSC
uyarimina maruz kalan/kalmayan, bisiilfit doniisiimii yapilan/yapilmayan sartlar altinda
olusturulmustur. Bisiilfit donlisimii analizine iliskin agaroz jel goriintiisi Sekil 4.24’te

gosterilmistir.
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CUR
S pM

Sekil 4. 24:

CUR CSC CSC DMSO DMSO CUR 5 M + CUR 5 yM + CUR 5 pM +CUR 5 yM
5puM + 24 Saat 24 Saat+ 24 Saat 24 Saat+ DMSO 24s DMSO 24s + CSC 24s + CSC 24s
Bis. Conv. Bis. Conv. Bis. Conv. - Bis. Conv. + Bis. Conv.

-

Bisiilfit donilisiimii analizinin devaminda yapilan PCR testi ve agaroz jel
yiirlitmesi sonucu. Kuyucuklara yiiklenen 6rnek siralamasi soldan saga dogru:
1) Yalnizca 5 pM kurkumin ile muamele edilen hiicrelerden alinan DNA
ornekleri, 2) Yalnizca 5 uM kurkumin muamele edilen hiicrelerden alinan
DNA’nin bisiilfit doniistime ugramis 6rnekleri, 3) Yalnizca CSC ile 24 saat
uyarilan hiicrelerden alinan DNA 6rnekleri, 4) Yalnizca CSC ile 24 saat uyarilan
hiicrelerden alinan DNA’nin bisiilfit doniisiime ugramis 6rnekleri, 5) Yalnizca
DMSO ile 24 saat uyarilan hiicrelerden alinan DNA o6rnekleri, 6) Yalnizca
DMSO ile 24 saat uyarilan hiicrelerden alinan DNA’nin bisiilfit doniisiime
ugramis ornekleri, 7) 5 uM kurkumin ve DMSO ile 24 saat uyarilan hiicrelerden
alinan DNA o6rnekleri, 8) 5 uM kurkumin ve DMSO ile 24 saat uyarilan
hiicrelerden alinan DNA’nin bisiilfit donilisiime ugramis Ornekleri, 9) 5 uM
kurkumin ve CSC ile 24 saat uyarilan hiicrelerden alinan DNA 6rnekleri, 10) 5
puM kurkumin ve CSC ile 24 saat uyarilan hiicrelerden alinan DNA’nin bistilfit

dontigiime ugramis 6rnekleri

Bisiilfit donlisiim analizi sonuglar1 incelendiginde, agaroz jelde amplifiye olan 6rneklerin

bisulfut reaksiyonu gergeklestirilmemis DNA 6rneklerinden oldugu gériilmektedir. Bu durum,
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biiyiik bir olasilikla bisiilfit spesifik primelerin etkin bir sekilde bisiilfit reaksiyonu uygulanmis
DNA oOrneklerine baglanamamasi nedeniyle olabilecegi disiiniilmektedir. Etkin bir
amplifikasyon gerceklestirilemedigi icin ilgili genlerin promotor bdlge metilasyon profilleri

¢ikartilamamastir.
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5. YORUM

Yapilan tez ¢aligmasinda RPMI-2650 nazal epitel hiicrelerinde sigara dumanina maruz kalma
nedeniyle ortaya ¢ikan oksidatif stres ve hiicre ifade degisikliklerinin kurkumin uyarimi ile geri
dondiiriiliip dondiiriilemeyecegi incelenmistir. Deney calismalarinda hiicrelere uygulanacak
olan en uygun CSC ve kurkumin konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in her iki uyaran i¢in de
artan dozlarda konsantrasyonlar kullanilarak hiicreler uyarilmistir. Ayrica, en uygun uyarim
zamaninin tespit edilmesi i¢in de 3 saat ile 48 saat arasinda degisen araliklarda uyarimlar
yapilmistir. Hicre canliiginin %90’1in altina inmedigi ve %50 ve Uzerinde sitotoksisitenin
gbzlemlenmedigi konsantrasyon ve zaman araliklarinin tespiti igin MTT ve LDH testleri ve
EtBr/Kalsein AM boyama teknigi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde, hem
kurkumin hem de CSC uyarimlari i¢in en uygun olan konsantrasyon ve uyarim zamani degerleri
secilmigtir. Belirlenen konsantrasyon ve zamanlarda uyarilan hiicrelerden RNA izolasyonu
yapilarak cDNA doniisiimii gerceklestirilmis, devaminda gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu ile gen ifadeleri incelenmistir.

Tez calisma sonucunda elde edilen bulgulara iliskin degerlendirmeler asagida belirtildigi

gibidir:

1) Kurkuminin farkli konsantrasyonlari1 ve uyarim zamanlari kullanilarak yapilan EtBr/
Kalsein deneylerinde, kurkuminin belirli bir dozdan sonra hucreler icin oldiricu etki
yapmaktadir. Her ne kadar tez ¢alismalar1 kapsaminda kurkumin muamelesi temel alinarak
yapilan ¢alismalarda kurkuminin sigara dumanina maruz kalmaktan dolayr ortaya cikan
DNA metilasyon profilinde normale doniiste olumlu etkisi oldugu, serbest oksijen
radikallerinin olusumunu azalttig1 ve hiicrelerin canliligini korumalar1 yoniinde olumlu
etkisi oldugu gozlemlenmis olsa da, asir1 dozlarda Sldiiriicii etki yapan pek ¢ok kimyasal
gibi kurkuminin de yiksek dozlarda oldiriicii etki yapmaktadir. Kurkuminin yuksek
dozlarda hiicre canliligr igin oldiiriicti oldugu sonucu, yalnizca tez ¢alismasinda degil
literatirde var olan bir bilgidir. Literatiire gegmis olan calismalarda, yiiksek kurkumin
konsantrasyonu ile muamele edilen insan osteklastoma hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi
ve kazpaz-3 aktivitesinin arttigi, dolayisiyla hiicre 6liimiiniin arttig1 gdzlemlenmistir [81].
Dolayisiyla, tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar literatiirde var olan sonuglar ile uyum

icerisindedir. Gerek deney sonuglarindan elde edilen verilerden anlasildigi, gerekse de

58



2)

kurkuminin antioksidan ve epigenetik regulator roliiniin gézlemlenebilmesi igin literatirde
tavsiye edildigi tizere, kurkuminin RPMI-2650 hiicre hattinda hem canlilik deneyleri hem
de devaminda gelen in-vitro deneylerde kullanilabilecek en uygun konsantrasyonun 5 uM,
uyarim zamaninin ise 24 saat oldugu gézlemlenmistir.

Artan dozlarda 6ldiiriicii oldugu tespit edilen kurkuminin antioksidan etkisinin incelenmesi,
oncelikli olarak kurkuminin hangi konsantrasyonlarda kullanmasimin belirlenmesi ile
mumkandur. Bu gereklilikten hareketle, kurkuminin hangi konsantrasyonlarda kullanilmasi
gerektiginin tespiti, farkli konsantrasyonlarin hiicre canliligina etkisi ve devaminda
yapilmasi planlamis olan metabolik deneylerde kullanilacak olan referans konsantrasyonun
belirlenmesi adina, oncelikli olarak RPMI-2650 hiicre hatlar1 sadece kurkumin ile farkli
konsantrasyonlar denenerek muamele edilmis ve kurkuminin sitotoksisite etkisi
arastirilmistir.  Sitotoksisite etkisinin arastirildignt MTT ve LDH ¢alismalart birbirini
destekler nitelikte ve tekrarlanabilir sonuglar olusturmustur. Deney sonuglarinda goriilen
tablo, hiicre canliliginin floresan boyama araciligi ile oOncelikli olarak incelendigini
EtBr/Kalsein AM boyama deneyinde elde edilen sonuglar, MTT ve LDH deneyleri ile uyum
gostermistir. Her ii¢ deney tiirlinde de, kurkuminin 1 pM ile baslayan baslangi¢
konsantrasyonunda 50 uM son konsantrasyona dogru giden artan konsantrasyon egrisinde,
kurkuminin yiiksek dozlarda hiicre canliligina zarar verdigi, dolayisiyla RPMI-2650 hiicre
hatlar1 i¢in 6liimciil etki yarattig1 goriilmiistiir. Bu deneylerin sonucu incelendiginde, RPMI-
2650 hiicre hatlarinda, literatiirdeki ¢aligmalarinda 6ngordiigii tizere, 5 uM konsantrasyonun
kullanilmast durumunda hiicrelerin canliligini kaybetmedigi ancak kurkuminin antioksidan
ozelligini gostermeye yetecek seviyede konsantrasyonun da saglandigina kanaat
getirilmistir. Kurkumin muamelesine iliskin konsantrasyon ve uyarim siireleri agisindan
literatiirde var olan bulgular, tez calismasinda elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.
MCF7 hiicre hattinda yapilan sitotoksisite testlerinde, ideal kurkumin konsantrasyonunu 2
uM oldugu, ideal uyarim siiresinin ise 24 saat oldugu tespit edilmistir [82]. Kurkuminin
RPMI-2650 hiicre hattindaki uyarimlarina iliskin ICso degerlerinin de ortalama olarak 5 uM
seviyelerinde tespit edilmis olmasi literatiirde var olan bulguyu destekler nitelikte olup,
kurkuminin bu hiicre hattinda 5 uM konsantrasyonlarda kullanilmasi halinde toksik 6zellikte

oldugu diistiniilmektedir.
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3) Sigara dumani kondensanti, kurkumin ile benzer sekilde hiicre hatt1 uyariminda kullanilarak
hiicre icin oldiiriicii etkisi incelenen bir kimyasaldir. Bu nedenle, oncelikle hangi
konsantrasyonlar CSC’nin hiicre Olimiinii %50’den fazla tetiklediginin tespiti
gerekmektedir. Bu nedenle CSC ile yapilan uyarimlarda da, kurkumin uyarimlari ile ayni
yontem izlenmis, farkli konsantrasyonlar ve uyarim zamanlarinda uyarimlar
gergeklestirilmistir. Her ne kadar CSC’nin hiicreler lizerinde toksik ve epigenetik etkisi
oldugu ongoriilse de, gerek RPMI-2650 hiicre hatlarinda, gerekse de grubumuzca kullanilan
deney sistemleri ve kitleri dikkate alindiginda, optimal CSC konsantrasyonunun tespit
edilmesi, ilerleyen deneyler icin saglikli veri tretilmesi igin belirlenmesi gereken ana
Kriterlerden biri olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, kurkumin muamelesinde oldugu
gibi, hiicre hatlarinin 6ncelikle CSC uyarimi sonrast canlilik durumlarmin analiz edilecegi
EtBr/ Kalsein AM floreasan boyama deneyleri yapilmis ve CSC’nin farkli
konsantrasyonlariin hiicreler Uzerindeki toksisitesi incelenmistir. Yapilan EtBr/ Kalsein
AM deneylerinde 6lii hiicre sayisinin artan konsantrasyonlar ve uyarim zamanlarina paralel
olarak artacagi ongoriilen deney dizayninda, deney sonuglari beklendigi gibi sonug vererek,
CSC’nin konsantrasyon ve uyarim zamanina bagli olarak artan toksisite etkisine sahip
oldugu gozlemlenmistir. Literatiirdeki c¢alismalara bakildiginda, CSC uyarimi diisiik
dozlarda hiicre gogiinii tetikledigi goriilmekle birlikte, mezenkimal hiicrelerde 100 pg/mL’yi
asan yiiksek doz kullaniminda hiicre 6limiinii artirdig tespit edilmistir [83]. EtBr/ Kalsein
AM boyamasinda elde edilen veriler neticesinde, CSC’nin 50 pg/mL konsantrasyonda 6l
hiicrelerin artis gosterdigini belirten kirmizi floresan sinyalin artisina sebep oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde, 100 pg/mL’yi asan konsantrasyonlarda ise, 6lii hiicre sinyalinin
yiikselmesi ve canlilifin biiyiik oOlglide kaybedilmis olmasi nedeniyle, deneylerde
kullanilacak ikincil CSC konsantrasyonunun 100 pg/mL olmasina karar verilmigtir. Uyarim
zamani olarak ise, 3 saat ile 48 saat arasinda aritmetik olarak artis gosterecek sekilde
denenen uyarim zamanlar1 arasinda, canli/6lii hiicre sinyalinin net bir sekilde tespitinin
yapilabildigi ve uyarimin 24 saatlik uyarimlarda elde edildigi goriilmiistiir. Bu sonuglar
neticesinde, CSC’nin hiicreler icin toksik bir kimyasal oldugu goriilmiis ancak bu
toksisitenin canliliga etkisinin yaklagik %350 oraninda oldugu konsantrasyonlara
erigilebilmesi i¢in en uygun konsantrasyonlarin 50 pg/mL ve 100 pg/mL, yine benzer sekilde

en uygun uyarim zamaninin ise 24 saat olmasina karar verilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda
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4)

5)

elde edilen veriler ve literatiirdeki bulgular dikkate alindiginda, CSC’nin 50 pg/mL ila 100
ug/mL konsantrasyon araliginda kullaniminin oksidan stres arastirmasi i¢in uygun oldugunu
goriilmekte olup, daha yiiksek konsantrasyonlarin hiicre canliligimi 6nemli o6l¢iide
azaltmasindan otiirii tavsiye edilmemektedir.

CSC’nin sitotoksisite etkisini gosterdigi en uygun konsantrasyon ve uyarim zamaninin
tespiti EtBr/ Kalsein AM boyamasi sonucunda kararlagtirilmis olsa da, ayni sonucu
destekleyecek farkli canlilik deneyleri ile de tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesi
gerektigine karar verilerek, kurkumin deneylerinde oldugu gibi CSC i¢in de MTT ve LDH
deneyleri yapilmistir. EtBr/ Kalsein AM floresan boyamasi deneylerinin sonucunda karar
kilinan konsantrasyon ve uyarim zamani sonuglarina, MTT ve LDH deneylerinde de benzer
sonuclar elde edilerek, tespit edilen konsantrasyonlarin ve uyarim zamaninin en uygun
aralikta oldugu dogrulanmustir. Ug farkli deney tiiriinde de benzer sonuglar elde edilmesi
neticesinde, devam eden deney dizaynlarinda CSC uyarimi igin belirlenen 24 saatlik 50
ug/mL ve 100 pg/mL konsantrasyon seviyelerinin kullanilmasi uygun goériilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda cevabi arastirilan sorulardan birisi, sigara dumania maruz
kalinmasi neticesinde ortaya ¢ikan epigenetik etkilerin, kurkuminin antioksidan 6zelligi ile
ortadan kaldirilip kaldirilamayacagidir. Bu sebeple, CSC’nin RPMI-2650 hiicre hattinda
serbest radikallerin olugsmasina ve dolayisiyla serbest radikallerin DNA molekiilii tizerindeki
epigenetik etkileri araciligryla DNA metilasyonuna sebep verebilmesi durumu da
arastirtlmistir. Dolayisiyla, DCFH-DA deney sistemi kullanilarak, CSC’ye bagli serbest
radikal olusumunun ortaya ¢ikip ¢ikmadig ol¢iilmiistiir. DCFH-DA deneylerinin sonuglari,
sitotoksisite deneyleri ile paralel sonuglar olusturmustur. Bu deneyin sonuglaria gore, CSC
uyartminin hem serbest radikallerin olusmasina sebep oldugu, hem de olusan serbest
radikallerin miktarinin maruz kalinan CSC konsantrasyonlar1 ile ortiisecek sekilde bir
yiikselis grafigine sahip oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, alveolar epitel hiicrelerinde
CSC’nin hiicre canliligina etkisinin DCFH-DA testi ile ol¢iildiigii literatiir calismalarinda,
CSC uyariminin hiicre canliligin1 konsantrasyona bagli olarak 1.5 ile 15 kat arasinda
diisiirdiigii tespit edilmistir [84]. Serbest radikal 6l¢lim deneylerinde CSC uyarimi igin
kullanilmasi en uygun olan konsantrasyonlarin 50 ug/mL ve 100 ug/mL oldugu, en uygun
uyarim zamaninin ise 24 saat oldugu goriilmektedir. Daha yiiksek konsantrasyon ve uyarim

zamanlarinda hiicre canlilig1 yitirilmektedir.
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6) Kurkumin ve CSC’nin her ikisi i¢in de en uygun konsantrasyon ve uyarim zamanlari

7)

belirlendikten sonra, kurkuminin sigara dumanina maruz kalma neticesinde ortaya ¢ikan
zararlara karsilik gelen koruma oOzelliginin tespiti i¢in caligmalara baglanmistir. Bu
calismalarda, muhtemelen biitiin senaryolarin incelenebilmesi igin, RPMI-2650 hiicre
hatlarinda 4 farkli senaryo belirlenmistir. Bu senaryolar; uyarilmamis hiicre hatlari, sadece
5 UM kurkumin ile uyarilmis hiicre hatlari, sadece 50 pg/mL CSC ile uyarilmis hiicre hatlari
ve son olarak 5 uM kurkumin ile uyarildiktan sonra 50 ug/mL CSC ile uyarilan hiicre hatlar
olacak sekilde dizayn edilmistir. Belirtilen senaryolarin her biri i¢in, tez ¢alismasinda
belirlenen 5 gen i¢in gen ifadesinin degisikliginin tespiti i¢in gPCR analizi yapilmistir.
Belirtilen bes gen, arastirma grubuna ait Onciil arastirmalarda CSC ile ifade degisikligine
ugradigi belirlenmis olan genlerdir [94]. qPCR deneyi, dnceden belirlendigi tizere 24 saatlik
uyarim neticesinde, belirtilen senaryolar 6zelinde yapilmistir. CSC’nin gen ifadesinde
degisiklige neden odlugunu gosterir pek ¢ok c¢alisma mevcut olup, karaciger hiicreleri ile
yapilan ¢alismalarda DNA metiltransferaz 1 geninin 100 pg/mL CSC uyarimu ile ti¢ kat
arttig1 [85], HAE hiicreleri ile yapilan arastirmada ENaC a alt birimine ait ifade sevilerinin
iki kattan fazla diistiigii [86], alveolar epitel hiicrelerde yapilan ¢aligmada ise farkli peptitlere
iliskin ifade degerlerinin gene baglh olarak artis ve azalis gosterdigi bildirilmektedir [87].
Dolayist ile CSC uyariminin etkisinin qPCR ile izlenebildigini gosterir veriler literatiirde
mevcuttur. Tez ¢alismasinda qPCR deneyinin sonucunda, belirlenen her gen igin kurkumin
muamelesinin CSC uyariminin sebep oldugu gen ifadesi degisikligini tersine dondirir
sekilde etki yaptig1 gézlemlenmistir. Bahsi gecen tersine doniis, genlerin CSC etkisi ile
upregiile olmalar1 durumunda kurkumin etkisiyle tekrar downregiile olmalari, CSC etkisi ile
downregiile olan genlerin ise kurkumin etkisi ile upregiile olmalar1 seklinde gerceklesmistir.
Diger bir deyisle, qPCR deneyleri ile secilen SEPP1, SFTPD, PTGS2, NCF2 ve CCL5
genlerinin ifadeleri incelendiginde, segilen bes genin CSC etkisiyle degisen ifade
profillerinin kurkumin ile geri dondiiriilebilecegi gézlemlenmistir.

Gen ifadesi analizlerinde SEPP1, SFTPD ve PTGS1 gen ifadelerinin CSC etkisi ile azaldigy,
NCF2 ve CCL5 gen ifadelerinin ise arttigi goriilmiistiir. Bu durum, kurkumin uyarimi
sonrasinda epigenetik degisikliklerin normal diizeylerine geri dondiiriilebilecegini

diistindiirmiistiir. Elde edilen sonuglar, kurkuminin sigara dumaninin oksidan ve epigenetik
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8)

9)

etkilerini ortadan kaldirmak noktasinda aktif etkisini gosterir nitelikte oldugundan tez
caligmasinin 6zgilin degerini olusturmaktadir.

SEPP1, SFTPD ve PTGSL1 genlerinin oksidatif stres kosullarina karsi hiicreyi korumaya
yonelik fonksiyonlarinin olmasi, CSC ile uyarildiklarinda gen ifadelerinin neden azaldigina
dair 6nemli bir ipucu vermektedir. SEPP1 geni fonksiyonu itibariyle serbest radikallerin
hicre iginde birikmesine engel olan bir protein olup, literatiir ¢alismalarinda radyasyon gibi
farkli oksidan stres 6zelligi olan dis etkenlere kars1 SEPP1 ifadesinin arttig1 ve bu proteinin
hiicreleri serbest radikal birikiminde korudugu gézlemlenmistir [88], [89]. Benzer sekilde,
SFTPD geninin de oksidan stresi engelleyici etkisi oldugunu gdsteren mRNA temelli
caligmalar, SFTPD geninin knock-out edildigi hiicrelerde oksidan stres mekanizmasinda
gorev alan genlerin mRNA konsantrasyonlarinda normal hiicrelere gore artis oldugu
goriilmiis, dolayistyla SFTPD geninin oksidan stres Onleme yolaklarinda gorev aldigi
gosterilmistir [90]. PTGS1 geni ise, oksidan stresin artisi ile iligkili olan kronik korfez savasi
hastalig1 gibi hastaliklarda ifade degisikligine ugradig: tespit edilen genlerden biri olup, bu
hastaligin gelisim siirecinde PTGS1 geninin ifadesinin azaldigi gosterilmistir [91]. TUmor
baskilayic1 genlerin kanserojen maddeler etkisi ile azalmasina benzer bir mekanizma ile
hlcrede oksidatif stres yaratan CSC uyariminin da oksidatif stresi 6nlemeye ¢alisan genlerin
ifadesinde azalmaya sebep olmasi muhtemeldir. CSC uyarisinin bu genleri epigenetik
regllasyon yoluyla baskilayabildigine isaret eden bu bulgular, tez calismasi sirasinda
dogrudan metilasyon analizi yapilamamis olmasi nedeniyle kesinlik arz etmemektedir.
Benzer sekilde, NCF2 ve CCL5 genleri de hiicre i¢i oksidan mekanizmasinda gorev alan
genlerdir. NCF2 geninin insiilin direnci goriilen obezite hastalarinin mononiikler
hiicrelerinde oksidan stres artis1 ile iliskili olacak sekilde ifadesinin arttig1 [92], CCL5
geninin ise dengue atesi hastalifinda karaciger hiicrelerinde ortaya ¢ikan oksidan stres
durumuyla iliski olarak ifadesinin arttigi gosterilmistir [93]. Bu genler, hiicrede serbest
radikal olugmasi yolaklarinda gorev almalarindan 6tiirdi, oksidatif stres agisindan CSC ile
ayni sonuca gotiiren 6zelliklere sahip olmalarindan 6tiirti, CSC uyarimi ile gen ifadelerinin
artmis olmasi, kanserojen molekiillerin proto-onkogenlerin ifadesini artirmasini
ammsatmaktadir. Ote yandan, kurkumin ile gen ifadesi arasindaki iliskinin epigenetik
temelli oldugunu gosterir bulgulara dayanarak, kurkuminin DNA metilasyonunu 6nleyici

etkisinin bahsi gecen bes gende tespit edilen ifade degisikliklerinin arastiritlmasinda Kilit
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onemi bulunmaktadir. Kurkumin ile DNA metilasyonu arasindaki baglantiya iligkin literatiir
caligmalari, kurkuminin NF-xB/SP1 kompleksinin DNA metiltransferaz 1 (DNMT1)
enziminin promoter bolgesine baglanmasini engelledigi dolayisiyla da DNMTI islevini
engelledigi yoniindedir [95]. Dolayisiyla, kurkumin muamalesi sonucu bahsi gecen genin
ifade degisikligi etkisi gOstermesinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin agiga
cikarilmasi igin segilen her bir gene ait metilasyon profili analizleri yapilarak epigenetik
degisiklik profillerinin ¢ikarilmasi gerekmektedir.

10) Kurkuminin gen ifadesi degisikligi yoluyla antioksidan 6zellik gosterdigine iliskin bulgulara
dayanarak, kurkumin ve DNA metilasyon profili arasindaki iligkinin ortaya ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Kurkumin halihazirda DNA metilasyonu ile iliskilendirilmis bir antioksidan
bilesik olmakla birlikte, halen epigenetik temeli olan hastaliklarda hangi mekanizma ile
DNA metilasyonunu ve gen ifade profili etkiledigi tam olarak anlagilmis degildir [70]. Bu
oncil bilgiler temel alinarak, tez ¢aligmasi igin secilen genlere ait ifade analizlerinin
devaminda, tez ¢aligmasinin ana konusunu olusturan kurkumin muamelesi ile metilasyon
profilindeki degisikliklerin incelenmesi ¢alismalarina baglanmistir. Bu nedenle, segilen bes
gen ile dogrudan calismadan once, RPMI-2650 hiicre hatlarinin toplam metilasyon
degerlerinin incelenmesi, CSC ve kurkuminin toplam metilasyon degeri tizerindeki etkisinin
gosterilmesine karar verilmistir. RPMI-2650 hiicre hatlarinin, en uygun olduguna karar
kilinan kurkumin ve CSC konsantrasyonlarina farkli senaryolar altinda maruz birakilarak
toplam metilasyon dl¢iimlerinin yapildigi deney dizayninda, en ylksek toplam metilasyon
seviyelerine sadece CSC ile 24 saat uyarima maruz kalan hiicre hatlarinda rastlanmistir. Ote
yandan, kurkumin muamelesi sonrasi 24 saat CSC uyarimina birakilan hiicrelerde ise,
toplam metilasyon seviyelerinin sadece CSC uyarimi yapilan hiicreler kadar yiiksek
olmadig tespit edilmistir. Metilasyon profilindeki bu diisiisiin kurkuminin CSC etkisini
notralize etme ozelliginde kaynaklandigini sdylemek miimkiindiir. Literatlirde var olan
bulgular bu savi destekler niteliktedir. Kurkuminin akciger kanserinde NF-xB
aktivasyonunu engelleyerek CSC uyarimi ile ortaya c¢ikan NF-kB-bagli siklin D1 ve
siklooksigenaz-2 ifadesini bastirdigi, 6te yandan IkBa kinaz yolagi araciligiyla ve matriks
metalloproteinaz-9 ifadesini artirdigini gosteren c¢aligmalar [96] kurkumin ile CSC
uyariminin DNA metilasyon profili iizerinde ters oranli bir iliskiye sahip olduklarini

gostermektedir. Tez calismasinda yapilan deneyin sonuclari yorumlandiginda, sigara
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dumanina maruz kalinmasi durumunda hiicrelerin toplam metilasyon seviyelerinin ciddi
Olciide arttig1 gosterilmis olmakla birlikte, daha da dnemlisi bu ciddi yiikselisin kurkumin
ile dnlenebildigi, her ne kadar sigara dumani ile hi¢ uyarilmamais hiicreler seviyesine inmese
de sigara dumaninin metilasyon profili acisindan etkilerini azalttigin1 gosterir en énemli
bulguya erisildigi goriilmektedir.

11) CSC ile uyarilmanin RPMI-2650 hiicre hatlarinda toplam metilasyon seviyelerini artirdigi
ve kurkuminin ise bu artis1 Onleyici etkisi oldugu gosterildikten sonra, tez g¢alismasi
kapsaminda belirlenmis genlere iliskin gen bazinda metilasyon profili c¢aligmalarina
baslanmistir. Segilen genlerin CSC ile uyarilma sonucu promoter bolgelerinden baslama
tizere 800 bp’lik upstream bdlgelerinde bulunan CpG adalarinda metilasyon olup
olmadiginin tespit edilmesi adina bisiilfit donilisiim analizi yapilarak devaminda PCR ile
amplifikasyon yapilmistir. PCR sonrasi liretilen DNA 6rnekleri agaroz jelde yiiriitiildiigtinde
ise, bisiilfit donlisiimii yapilmamis olan DNA ornekleri jelde gozlemlenebilirken, bistilfit
doniistimii yapilan ornekler jelde tespit edilememistir. Bu sinyal kaybina iliskin muhtemel
senaryolar arasinda, bisiilfit doniistimii sonucu C-T niikleotit dontisiimii gerceklesen DNA
sarmallarinda, bu doniisiimiin sicaklik etkisi ile DNA sarmallarinin birbirinden ayrildig: bir
ortamda gerceklesmis olmasi nedeniyle, sicaklik diistiikten sonra bile artik birbirine
komplementer olmayan iki sarmalin tekrar birlesememeleri ve tek sarmallit DNA olarak
kalmis olmalar1 olabilir. Agaroz jelde sinyal almanin temel mekanizmasi, jelin yapisinda
bulunan EtBr molekiiliiniin DNA’nin ¢ift sarmali arasina tutunmasi ve dolayisiyla sinyal
vermesi oldugundan, bistilfit doniisiim sonucu tek sarmal olarak kalan DNA molekiilleri
EtBr ile baglanamadiklari igin jelde sinyal vermemis olabilir. Ote yandan, tek sarmalli DNA
molekiiliiniin de kendi i¢inde hairpin dongiileri olusturmasi ve Et-Br’nin bu bdlgelere
baglanmasi ile sinyal alinabilecek olmasi ihtimali de var olsa da, tek sarmalli DNA’nin
agaroz jelde goriilebilmesi i¢in gerekli olan diisiik sicaklik sartlari, yapilan deney sartlarinda
karsilanmadigr icin, tek bisiilfit doniisiim sonrasi olusmus olmast muhtemel tek sarmalli
DNA molekiilleri jelde gézlemlenememistir. Bir diger muhtemel agiklama ise, bisulfit
doniisiim sonucu metillenmis sitozin nukleotitleri sabit kalirken, metillenmemis sitozin
nukleotitlerinin timin nikleotitlerine dontisecek olmasi durumunun tam anlamiyla hangi
sitozin nukleotitlerinde gergekleseceginin 6nceden tespit edilmesinin zor olmasidir. Teorik

olarak, CSC ile uyarilan hiicrelerde, secilen genlerde metilasyon artis1 goriilecegi
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diistiniilmekte olup, promoter bolgelerinden 800 bp upstream olan bolgeyi kapsayacak
sekilde PCR primerleri dizayn edilerek deney sistemi kurgulanmistir. Ancak, dizayn edilen
primerlere DNA sarmallar1 tizerinde karsilik gelen bolgelerdeki sitozin niikleotitlerinin
metillenmemis olmasi durumunda, bistilfit doniisiimii sonucu bu metillenmeyen sitozin
nukleotitleri timine doniisecegi i¢in, dizayn edilen PCR primerleri de karsilik geldikleri
DNA bolgesine artik baglanamaz durumda olacaklari i¢in, PCR reaksiyonu ile DNA
amplifikasyonu goriilemeyecek olup, devaminda da agaroz jele yiiklenen 6rneklerde DNA
miktar1 tespit edilebilir seviyenin ¢ok altinda olacagi i¢in sinyal kaybi1 yasanacaktir. Tiim bu
sebeplerden 6tird, bisiilfit donlisiim deneyi yeniden dizayn edilecek ve bisiilfit doniisiim
kitinin Ttreticisi olan firmanin Onerileri dogrultusunda promoter bdlgesinden 400 bp
upstream olan bolgeye karsilik gelecek sekilde daha kisa bir DNA bélgesi Gizerinden yeniden
analiz yapilacaktir. Bu yeni deney sistemi i¢in ise yeni primerlerin dizayni1 gerekeceginden,
yeni primerler metillenmis ve metillenmemis sitozin nukleotitlerinin bisilfit doniistimi
sonrasi primer baglanmasina etki etmemesi goz Oniine alinarak sitozin nikleotitleri

icermeyen bir bolgeye karsilik gelen primer dizayni yapilmasina dikkat edilecektir.

Tez kapsaminda yapilan deneyler sonucunda, tezin ana hipotezini dogrulayici nitelikte bulgulara
erigilmis olup, kurkumin muamelesi ile sigara dumaninin sebep oldugu oksidatif stres ve
epigenetik degisikliklerin dniine gecilebilecegi ve normal diizeylerine dondiiriilebilecegine dair
olumlu sonuglar alinmistir. Gerek qPCR deneyi sonucu elde edilen kurkuminin sigara
dumaninin gen ifadelerinde sebep oldugu degisikligi tersine dondiirme etkisi, gerek toplam
metilasyon degerlerinin kurkumin muamelesi ile ciddi 6l¢iide onlenmesi tez caligmasinin en
onemli bulgularindan olup, ¢alismanin temeli olan hipotezin yiiksek Olc¢lide dogruluk pay:
oldugunu gostermektedir. Her ne kadar tez ¢aligmasinin siirdiiriildiigii zaman diliminde gerek
zaman acgisindan, gerekse de deney dizayninda gilincelleme ve deney tekrar1 gerekliligi agisindan
bistilfit doniisiimii ve spesifik gen bazinda metilasyon ¢aligmalari1 pozitif sonu¢ vermemis olsa
da, tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan ¢aligmalara devam edilecek olup, elde edilen bulgular ve
devam edilecek deneylerin sonuglari ile uluslararasi hakemli bir dergide makale yayimlanmasi

hedeflenmektedir.
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