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ONSOZ

Niikleik asitler canlilik 6zelliklerini yonettikleri i¢in yasamin devami agisindan en
onemli makro molekiilleri olusturmaktadir. Temel rolleri genetik bilginin saklanmasi ve
nesilden nesile gecisinin saglanmasidir. Giiniimiizde, molekdler teknikler sayesinde
genomun biyokimyasal yapisi ve gosterdigi degisimler ortaya konabilmektedir. Genetik
bilginin transferi ve muhafazasinda fonksiyonu olan DNA’nin Uzerinde olusabilecek
kimyasal etkiler, bu molekilin sahip oldugu hayati fonksiyonlar sebebiyle saglig: tehdit
etmektedir. Bu ¢alismada azotlu organik bir bilesik olan ve hem insan hem de hayvan
tlketimine sunulan gidalarda sahte protein yiiksekligi saglamak i¢in kullanilan melamin

ve metabolitlerinin DNA molekiilii ile etkilesiminin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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OZET

DNA molekiilii, ¢ift sarmalli yapiya sahip olmast nedeni ile ilaglar, metal kompleksleri
ve birgok molekiil i¢in potansiyel baglanma bdlgeleri tasimaktadir. Baglanmak igin
DNA’y1 hedef olarak secen s6z konusu molekullerin  gerek zararsiz hale
getirilebilmeleri gerekse olasi ilag etkinliklerinin artirilmasi ig¢in molekiiller arasi
etkilesim sekillerinin aydinlatilmasi oldukga 6nemlidir. Azotlu organik bir bilesik olan
melamin, metabolizmada {irik asit ve siyaniirik asit gibi ¢esitli metabolitlere
doniisebilmektedir. Melamin ve metabolitlerinin gastrointestinal sistemde emildigi ve
hayvanlarda nefrolitiazis, kronik bobrek iltihabi ve mesane karsinomu dahil olmak
tizere ¢esitli zararli etkilere sebep olabildigi ileri striilmiistiir. Bu ¢alismada, yuksek
azot igerigi sebebiyle siit, siit tozu, bebek mamalari, pet ve ¢iftlik hayvan yemleri gibi
cesitli gidalara hile amagh katilan melamin ve metabolize olan melaminden olusan
siyanurik asit ve drik asidin okaryotik (sigir timus dokusu) ve prokaryotik
(Staphylococcus aureus bakteri kilturi) kaynaklardan izole edilen genomik DNA ile
olan etkilesimlerinin  incelenmesi  amaglandi. S6z  konusu etkilesimlerin
degerlendirilmesinde UV-absorbans spektrofotometri, floresans spektrofotometri ve
agaroz jel elektroforezi tekniklerinden yararlanildi. Sabit DNA konsantrasyonu ile
inklibe edilen, bes farkli konsantrasyondaki melamin, siyanirik asit ve urik asit
cozeltilerinin  gerceklestirilen analizleri neticesinde s0z konusu bilesiklerin DNA
molekdlleri ile etkilesim igerisinde oldugu belirlendi. UV-absorbans ve floresans
spektrofotometri analizleri ile elde edilen grafiklerde, artan madde konsantrasyonuna
karsin dalga piklerinde de artis gozlendi. Agaroz jel elektoroforez analizleri ile elde
edilen jel goruntilerinin piksel 6lgiimii yapildiginda etkileri incelenen metabolitlerin
DNA bant hacminde azalmaya sebep oldugu ve bu durumun, melamin ile hazirlanan
kombinasyonlarda daha da belirgin hale geldigi gorildi. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, melamin, siyanirik asit ve (rik asidin incelenen okaryotik ve
prokaryotik genomik DNA materyallerine groove baglanma ile baglandigi sonucuna
varildi.

Anahtar Kelimeler: DNA, melamin, siyandrik asit, Orik asit, UV-absorbans, floresans
spektrofotometri, agaroz jel elektroforezi
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SUMMARY

Since the DNA molecule has a double helix structure, it bears potential binding sites for
drugs, metal complexes and many molecules. It is very important to enlighten the
interactions between molecules choosing DNA as the target to connect in order to make
these molecules harmless as well as to increase the drug efficacy. Melamine, an organic
compound with nitrogen, can be converted into various metabolites such as uric acid
and cyanuric acid in metabolism. It has been suggested that melamine and its
metabolites are absorbed in the gastrointestinal tract and can cause various harmful
effects in animals, including nephrolithiasis, chronic kidney inflammation and bladder
carcinoma. In this study, it was aimed to investigate the interactions of genomic DNA
isolated from eukaryotic (bovine thymus tissue) and prokaryotic (bacterial culture of
Staphylococcus aureus) sources with melamine which is added to various foods such as
milk, milk powder, baby food, pet and livestock feed due to its high nitrogen content for
cheating purposes and cyanuric and uric acids which occur from metabolised melamine.
UV-absorbance spectrophotometry, fluorescence spectrophotometry and agarose gel
electrophoresis techniques were used to evaluate these interactions. As a result of the
analysis of the five different concentrations of melamine, cyanuric acid and uric acid
solutions incubated with fixed DNA concentration, it was determined that the
investigated compounds interact with DNA molecules. In the graphics obtained by UV-
absorbance and fluorescence spectrophotometry analysis, an increase in wave peaks was
also observed despite the increasing substance concentration. When pixel measurement
of gel images obtained by agarose gel electrophoresis analysis was performed, it was
observed that the metabolites of which the effects were examined caused a decrease in
the DNA band volume and this situation became more evident in combinations prepared
with melamine. When the findings obtained are evaluated, it was concluded that
melamine, cyanuric acid and uric acid were bonded to the eukaryotic and prokaryotic

genomic DNA materials examined through groove binding.

Keywords: DNA, melamine, cyanuric acid, uric acid, UV-absorbance, fluorescence
spectrophotometry, agarose gel electrophoresis



1. GIRIS

Melamin, yiiksek azot oranina sahip endistriyel bir Grlin olup kotl niyetli Greticiler
tarafindan kar marjinin artirilmas: ve gidalardaki protein oraninin yiiksek gosterilmesi
amaciyla kullanilmis ve boylelikle hem insan hem de hayvan saglig1 tehlikeye atilmustir.
Melamin 6zellikle siit ve siit triinleri, bebek mamalari, pet ve ¢iftlik hayvani yemlerinde
kullanilmis ve gidalardaki protein orani normal seviyelerde gosterilerek kolayca
piyasaya siiriilmiistiir. Bu sekilde maliyeti diisliren iiretici firmalar k&r marjint artirmig
olsa da, bu iirlinleri tiikketen bebek ve hayvanlarda ciddi saglik problemleri hatta 6lim
vakalar1 gorilmistiir. Deneysel calismalar ile melamine maruz birakilan deney
hayvanlarinda, bobrek taslari, kristaller ve epitelde irritasyon ve yangi olusumundan
dolay1 ratlarda idrar kesesi ve ureter kanseri, farelerde ise idrar kesesi hiperplazisi gibi
patolojik bulgular bildirilmistir (Melnick ve ark. 1984, IARC 1986, OECD 1998). Bu
bilesigin, insanlar (zerindeki genotoksik etkisine dair verilerin ise sinirli oldugu
belirtilmistir (IARC 1999).

Yapilan c¢alismalarda melaminin canlilarda metabolize edilemedigi ve idrarla
birlikte atildigi, buna bagl olarak da akut toksisitesinin diisiik oldugu sonucu ortaya
cikmistir (Sharma ve Paradakar 2010). Ancak melaminin metabolitleri olan siyanurik
asit veya lrik asit varliginda toksik etkisinin daha ylksek oldugu ve iiriner sistemde
irritasyon, obstriiksiyon ve iiremiye yol actigi kaydedilmistir (IARC 1999, Brown ve
ark. 2007, Dobson ve ark. 2008).

Bu c¢alismada, maruz kalindiginda organizmadaki canlilik islevlerini tehdit eden
melamin ile metabolitleri olan siyanirik asit ve drik asidin, biyokimyasal
mekanizmalarin siirdiiriilmesi ic¢in genetik ve molekiiler talimatlar tasiyan ve aktaran
DNA uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla okaryotik (sigir
timus dokusu) ve prokaryotik (Staphylococcus aureus bakteri kilturi) kaynaklardan
izole edilen genomik DNA’lar ile s6z konusu molekiillerin etkilesimleri, in vitro testler
(UV-absorbans spektrofotometri, floresans spektrofotometri ve agaroz jel elektroforezi)

ile incelenmistir.



1.1. DNA Molekulinin Tarihgesi

DNA’nin arastirtlmasi ilk olarak 1865 yilinda Gregor Mendel’in bezelye bitkisi ile
deneyler yapmasi ve genetik 6zelliklerin belirli yasalara gore miras kaldigini kesfetmesi
ile baglamis olsa da ilk DNA izolasyonu 1869 yilinda isvigreli bilim adami Friedrich
Miescher tarafindan gergeklestirilmistir (Portugal ve Cohen 1977, Nelson ve Cox 2016).
Miescher, c¢alismasinda hiicrelerin kimyasal yapisin1 belirleyerek yasamin temel
prensibini ¢ozmeyi amaglamis ve bu amagla cerrahi sarg1 bezlerinde bulunan cerahat
stvisindaki l6kositleri izole ederek gesitli proteinleri ortaya ¢ikarip siiflandirma islemi
yapmay1 planlamistir. Ancak hiicre ¢ekirdeginden, ¢ok daha yiiksek fosfor igerigine
sahip ve normal proteinden farkli kimyasal 6zellikleri olan bir maddeyle karsilastiginda
yeni bir madde kesfettigini fark ederek, bu maddeye hiicre ¢ekirdeginde bulundugu i¢in
"niiklein" admi vermistir (Miescher 1869, Miescher 1871, Portugal ve Cohen 1977).
1871 yilinda hocas1 Felix Hoppe-Seyler ile beraber yaptiklar1 yayinlar ile ¢alisma
sonuglarini paylagsan Miescher, biiyiik kitlelere ulasarak yeni kesfettigi madde ile ilgili
merak uyandirmigtir (Miescher 1871, Dahm 2005).

S6z konusu yayinlardan sonra birgok bilim adami, yeni ve ilgi ¢ekici olan hiicre
cekirdegi yapisini arastirmak tizere Miesher ve Hoppe-Seyler ile temasa gecerek
arastirmalarina baglamistir (Dahm 2005). Yapilan arastirmalarin artmasiyla yeni bilgiler
elde edilmeye baslanmis ve DNA molekiiliiniin yapis1 ¢ozulmeye baslamistir. Alman
bilim adami Richard Altmann, 1899 yilinda ilk kez niklein yerine "niikleik asit"
terimini kullanmustir. Ik yillarda niikleik asitlerin iki tipte oldugu anlagilmus; birinci
tipin hayvanlar alemine 6zgu olarak kabul edilen ve timustan izole edilen timontkleik
asit, ikinci tipin ise bitkiler alemine 6zgii sayilan ve bira mayalarindan izole edilen
zimoniikleik asit oldugu bildirilmistir. 1924 yilinda ise bu iki niikleik asit ¢esidinin hem
hayvan hem de bitki tiirlerinde bulundugu Robert Feulgen ve Heinrich Rossenbeck adli
arastirmacilar tarafindan ispat edilmis ve sonrasinda da timoniikleik asit c¢ekirdege,
zimonukleik asit ise sitoplazmaya 6zgii yapt maddeleri olarak belirlenmistir (Giines
2006). 1929 yilinda Levene ve Mori tarafindan timoniikleik asit, deoksiribo nikleik asit
(DNA), zimontikleik asit de ribonukleik asit (RNA) olarak adlandirilmis ve ayni
zamanda DNA ile RNA’nin yapisinda bulunan Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C),
Timin (T) ve Urasil (U) bazlar1 tanimlanmistir (Levene ve Mori 1929). 1944 yilinda
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Avery ve calisma arkadaslar1 tarafindan da daha Once genetik materyal olarak
diistiniilmemis olan DNA’nin genetik 6zelliklerin tastyicisi olabilecegi onerilmis, ancak
sadece birincil yapist hakkinda bilgi olan DNA’nin genetik karakteri hakkinda yeterli

bir agiklama saglanamamustir (Avery ve ark. 1944).

Ingiltere’de Cambridge Universitesi Cavendish Laboratuvari’nda DNA’nin
yapisiyla ilgili arastirmalar yapan James Watson ve Francis Crick, 1953 yilinda DNA
molekiiliiniin kendine has 6zelliklere sahip bir ¢ift sarmal yap1 halinde bulundugunu
ileri stirmiis (Watson ve Crick 1953) ve bu teorilerini ABD’de Kaliforniya Teknoloji
Enstitiisii'nde DNA c¢aligmalarin1 siirdliren biiylik bilim insan1 Linus Pauling’in
ekibindeki Maurice Wilkins ve Rosalind Franklin tarafindan elde edilmis DNA
fibrillerinin X-1g11 kirmim gordntusine (Sekil 1.1) dayandirmislardir (Allison 2012).
Elde edilen X-1s11 fotograflari, bazlarin dizilis sirasina bagl olmaksizin, DNA’nin ¢ok
diizenli bicimde dontimler yapan bir molekiil oldugunu gostermis (Sekil 1.2) ve 1962
yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii’nii Watson, Crick ve Wilkins’e kazandirmustir.
Watson ve Crick tarafindan DNA’nin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi modern

molekiiler biyoloji ve genetik ¢aligmalarinin baslangici olarak goérilmektedir.

Sekil 1.1. (a) Rosalind Franklin ve (c) Maurice Wilkins tarafindan elde edilen (b) DNA
molekdlinun ¢ekilen ilk X-ray géruntist (Nelson ve Cox 2016).



Sekil 1.2. Cift sarmalli DNA modelinin kesfi. (a) Francis Crick (sagda) ve James Watson
(solda), (b) 1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan Onerilen ¢ift sarmallit DNA molekuliniin
sekli (Edelson 2007, Allison 2012).

1.2. DNA Molekulinin Yapisi

Tum organizmalar ve bazi viruslerin canlilik faaliyetlerini saglayan yapi ve islevlerin
yerine getirilebilmesi igin gerekli olan genetik sifreleri tasiyan DNA, temel olarak
karbon, hidrojen, oksijen, azot ve fosfor atomlarindan olugsmustur. S6z konusu atomlarin
belirli bir duzenle bir araya gelmesi sayesinde, DNA’nin genetik bilgi deposu gorevi ve

genetik bilginin aktarilmasi islevleri yerine getirilmis olur (Murray ve ark. 1998).

DNA’nin biyokimyasal yapist incelendiginde, nikleotit olarak adlandirilan basit
birimlerin olusturdugu iki uzun polimer zinciri dikkati ¢eker. Bu polimerlerin yap: tasi
olan niikleotit birimi Sekil 1.3’te gosterildigi gibi, azotlu organik baz (Adenin, Timin,
Guanin ve Sitozin), pentoz seker (2'-deoksiriboz) ve fosfat grubu iceren 3 temel
bilesenden olusmaktadir (Bigen 2011, Allison 2012).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Organizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%BCs
http://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleotit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Polimer
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Sekil 1.3. DNA molekultnin yapisini olusturan niikleotit birimi (Mathews ve Van Holde 1990).

Nikleotit yapisinda bulunan bazlar piirin ve pirimidin olmak {izere iki ¢esittir. Piirin
yapisindaki heterosiklik bazlar, Adenin ve Guanin iken, pirimidin yapisindaki
heterosiklik bazlar ise Sitozin ve Timin’dir (Sekil 1.4) (Watson ve Crick 1953, Klug ve
ark. 1997, Allison 2012).
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Sekil 1.4. DNA molekilinde bulunan purin ve pirimidin tlrevli organik bazlar (Nelson ve Cox
2016).



Bir nilkKleotitdeki pentoz sekerinin 3'-karbonuna bagli -OH ile sonraki pentoz
sekerinin 5'-OH grubu arasinda bir fosfodiester bagi olusur ve boylece seker birimleri
birbirine baglanir (Allison 2012, Nelson ve Cox 2016). Fosfodiester baginin asimetrik
olmas1 nedeniyle DNA ipliginin bir yonii vardir. Yani DNA zincirlerinden birinin 3' ucu
ile digerinin 5' ucu aym tarafta bulunmakta ve ortak bir eksen etrafinda saga dogru
donen heliks yapiyr olusturmaktadir. Watson ve Crick’in 6nerdigi modelde DNA’nin
omurga yapisini olusturan ve hidrofilik 6zellige sahip olan seker ve negatif ytiklii fosfat
omurgasi, ¢ift sarmalin disa bakan yliziinde ve kendilerini saran su molekiillerine doniik
olarak yer almaktadir. Hidrofobik 6zellige sahip olan piirin ve pirimidin bazlar1 ise ¢ift
sarmalin i¢e bakan yiiziinde ve ana eksene dik olarak yer almislardir (Sekil 1.5). Heliks
yapisindaki bu yerlesim diizeni Sekil 1.6’da goriildiigii gibi sarmallar arasinda bir tane
biiylik, bir tane de kii¢lik olugun olusmasina neden olmaktadir (Hantz ve ark. 2001,

Giines 2006, Allison 2012, Nelson ve Cox 2016).

Sitozin

DNA
omurgasi

Sekil 1.5. DNA molekullnun ¢ift sarmall1 yapisi (Glogster 2015).



Sekil 1.6. DNA sarmalinda olusan kiigiik ve biiyiik oluklar (Mutter 2013).

Cift sarmalin ¢ap1 2.0 nm uzunlugunda olup birbirini takip eden bazlar 36° egim
gostererek dizilmekte ve 10.5 bazin arka arkaya gelmesi ¢ift sarmalin bir tam doniis
yapmasint saglamaktadir. Her baz 0.34 nm’lik bir boy artis1 saglamakta ve bir tam
doniiste ¢ift sarmalin boyu 3.4 nm uzunluga ulasmaktadir. Ancak belirli baz ¢iftleri 2.0
nm c¢apindaki ¢ift sarmalin igine sigmaktadir. Eger karsi karsiya duran bazlardan biri
piirin ise digeri mutlaka pirimidin olmalidir. Ciinkii iki piirin bu yap1 i¢in biiyiik, iki
pirimidin ise kuguktlr. Sekil 1.7°de verildigi gibi DNA yapisindaki Adenin daima iki
hidrojen bagi ile Timin’e, Guanin ise daima 1{i¢ hidrojen bagi ile Sitozin’e
baglanmaktadir (Giines 2006, Nelson ve Cox 2016). Baz eslesmesindeki bu yapi
DNA’nin replikasyon, onarim, rekombinasyon gibi islev mekanizmalarinin

aciklanmasinda DNA nin en 6nemli 6zelliklerindendir (Ozdemir 2019).



|
Adenin /N/C\N¢C\

| Sitozin

Sekil 1.7. Guanin-Sitozin ve Adenin-Timin baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 (Nelson ve
Cox 2016).

1.3. DNA Molekilinin Formlari

Bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda DNA’nin 3 farkli formu belirlenmis ve A, B ve
Z-DNA seklinde adlandirilarak Sekil 1.8’de oldugu gibi sematize edilmistir. DNA’daki
bu ¢esitlilik ¢ift sarmal yapidaki farkliliktan ileri gelmektedir. DNA molekillerinin
cogu B-DNA formunda ve sag el ¢ift sarmal yapisindadirlar (Allison 2012).

Cift zincirin bir tam doniis yapmasi i¢in sarmal eksene dik olarak yer alan 10.5 baz
ciftine (3.4 nm) ihtiyact vardir. DNA’nin A formu da sag el ¢ift sarmal yapisindadir. Bu
formda, ¢ift zincirin bir tam doniis yapmasi i¢in 11 baz ¢ifti bulunur ve baz ciftleri
sarmal eksenine 20°’lik bir agiyla yerlesir DNA’nin A formu, B formu ile
karsilastirildiginda biiyiik oluklar daha biiytik, kii¢iik oluklar ise daha kiigliktiir (Murray
ve ark. 1998). Z formu ise; DNA’nin ender goriilen ve sol el ¢ift sarmal yapisinda olan

formudur. Cift zincirin tam bir donlis yapmasi i¢in yap1 12 baz ¢ifti igermektedir.
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DNA'’ya ait bahsedilen bu {li¢ form i¢in yapilan analizlerde, A-DNA’nin, B-DNA

molekiiliine gore daha kisa ve kalin, Z-DNA’nin ise B-DNA molekilune gore daha ince

ve uzun oldugu sonucuna varilmistir (Mathews ve Van Holde 1990, Murray ve ark.

1998, Allison 2012, Nelson ve Cox 2016).

Cizelge 1.1. DNA formlari arasindaki farkliliklar.

A-DNA B-DNA Z-DNA
Sekilsel fark En genis Orta En uzun
Sarmal yonu Sag Sag Sol
Tur basmma gerekli 11 10.5 12
baz ¢ifti sayisi
Sarmal cap1 ~26 A ~20 A ~18 A
Buyuk oluk Dar, derin Genis, orta Dz ve neredeyse yok
. denecek kadar s1g
derinlik
Kuiguk oluk Cok genis, yayvan Dar, derin Cok dar, derin

A-DNA

B-DNA

Z-DNA

Sekil 1.8. DNA molekdliniin A, B ve Z formlar1 (Nelson ve Cox 2016).



1.4. Molekiillerin DNA’ya Baglanma Yollar:

DNA’nin g¢evresindeki molekdiller ile etkilesiminin incelenmesine dair yapilan in vitro
caligmalarda, baglanmak i¢in DNA’y1 hedef olarak secen ilaglar, molekiller, metal
kompleksleri ve bazi zararli kimyasallar ile DNA'nin kovalent baglanma, groove
baglanma, elektrostatik etkilesim ve interkalasyon gibi molekiiller arasi1 potansiyel bir
dizi etkilesimler yapabildigi belirlenmistir (Long ve Barton 1990, Ye ve ark. 2005,
Sirajuddin ve ark. 2013).

1.4.1. Kovalent Baglanma

DNA ile kovalent baglanma seklinde etkilesim igerisinde olan birgok molekl, hiicrede
DNA replikasyonu, transkripsiyon, RNA ve protein sentezi gibi olaylarin tiimiinii
inhibisyona ugratarak apoptozise neden olmaktadir (Sirajuddin ve ark. 2013). Klinik
olarak test edilen ilk basarili DNA kovalent baglayicisi Cisplatin bilesigi olmakla
birlikte, genellikle antikanser ilaglarin DNA ile etkilesim yontemi Sekil 1.9°da oldugu

gibi geri doniisiimsiiz kovalent baglanma seklindedir (Rosenberg ve ark.1967).

Sekil 1.9. DNA molekuli ve cisplatin bilesiginin etkilesimi (Sueishi ve ark. 2002).
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1.4.2. Elektrostatik Etkilesim

Watson ve Crick tarafindan Onerilen ve halen giincelligini koruyan DNA sarmali dis
yiizeyinde fonksiyonlarini ve yapisini etkileyen negatif yiiklii fosfat gruplari tasir. DNA
omurgasini olusturan bu negatif yiikli iyonlara, Sekil 1.10°da gosterildigi gibi pozitif
yukll iyonlar elektrostatik etkilesim ile baglanabilirler. DNA ve kii¢iik molekiillii
yapilar arasinda gergeklesen elektrostatik etkilesimler, diger etkilesim tdrlerine gore
daha zayiftir. Molekiller, DNA c¢ift sarmalina dis baglanma ile baglandiginda karsi
iplikgikteki iyonlar1 uzaklastirir ve DNA yapisinda az da olsa ayrilmalara sebep olabilir
(Ozdemir, 2019). Ancak bu ayrilma geri déniisiimlii oldugundan dolayr DNA iizerinde

kalic1 hasar olusturmayabilir.

Sekil 1.10. DNA sarmalina pozitif yiiklii Na* iyonlarinin elektrostatik etkilesim ile baglanmasi
(Ozdemir 2019).
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1.4.3. Interkalasyon

DNA’nin baz ¢iftleri arasmna c¢esitli molekiillerin girmesi olarak tanimlanan
interkalasyon (Sekil 1.11.), sarmal yapida yer alan baz dizilimiyle iliskili olmadan
gerceklesmektedir (Sirajuddin ve ark. 2013). DNA molekiiliiniin boyunun uzamasina ve
torsiyonunda azalmaya sebep olan bu etkilesim tipi sarmal yapisinin stirekliligini
bozmaktadir. DNA ile bu tipte baglanma yapan maddeler, yapilar1 ve interkalasyon
yetenekleri sebebiyle DNA ile etkilesimleri sonrast UV-absorbans ve floresans
spektrofotometri gibi ¢esitli yontemlerle goriintiilenebilmekte ve interkalator temelli
antikanser ajan tasarlamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu tiirde interkalatorlere 6rnek

olarak etidyum bromid, akridin oranj ve fenantridin verilebilir (Top ve ark. 2016).

B2V

Sekil 1.11. Interkalasyona ugramis DNA sarmali (Sirajuddin ve ark. 2013).

12



1.4.4. Groove Baglanma

Cift sarmalli DNA molekiiliiniin yapisinda bulunan oluklara yerlesebilen molekiillerin
hidrojen bag1 veya Van der Walls etkilesimi ile DNA’ya baglanmasi1 groove baglanma
olarak ifade edilmektedir (Celik 2018). Kiigiik molekiillerin ¢ogu DNA’nin kiigiik
oluklar1 ile etkilesmeyi tercih ederken, biiylik yapili molekiiller (proteinler ve
oligoniikleotitler gibi) genellikle biiyiik oluklara baglanir (Bischoff ve Hoffman 2002).
Kiictik oluklara baglanan molekiillerin cogu A-T orani zengin dizilere baglanir. Bunun
sebebi A-T bolgelerinin G-C bolgelerinden daha dar olmasiyla birlikte, bu bolgede daha

az stearik engel ve daha fazla elektrostatik potansiyelin olmasidir.

Sekil 1.12°de gosterilmis olan groove baglanma, konformasyonel acidan DNA’da
cok biiyiik farkliliklar meydana getirmemektedir. Ancak molekiil yapisi kiiciik olan bazi
oluk baglayicilar transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonunu saglayarak etki

edebilmektedir (Palchaudhuri ve Hergenrother 2007, Rajendiran ve ark. 2012).

Sekil 1.12. DNA molekiilii ve Rutenyum bilesigi arasindaki groove baglanma (Pages ve ark.
2015).
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1.5. Melamin, Siyanuirik Asit ve Urik Asit

Melamin (2,4,6-triamino-1,3,5-triazine, CsHeNs), ilk olarak 1834 yilinda Alman
kimyager Justus Von Liebig tarafindan potasyum tiyosiyonatin amonyum klorid ile
1sitilmast ile sentezlenmis, siyaniiramid veya triaminotriazin olarak da adlandirilan bir
kimyasaldir (FDA 2008, WHO 2010). Genel anlamda laminantlar, tutkallar, temizlik
urunleri, yemek kaplar1 ve alev geciktirici tirtinlerin yapiminda kullanilan uzun 6marlu
organik bilesiktir (Bizzari ve Yokose 2008). Zehirli ve yanici bir kimyasal olan
formaldehit ile birlestiginde suda ¢o6ziinmeyen sert ve zor kirilan bir maddeye
doniisiirken, regine ile karistirlldiginda ise yapisindaki serbest azot sayesinde alev
geciktirici ozellikte bir maddeyi olusturur. Ayrica yiiksek azot ihtivasi sebebiyle
melaminden gubre olarak veya giibre {iretimi alaninda da yararlanilmis, ancak maliyet
anlaminda daha uygun olan alternatiflerin kullanilmaya baslanmasiyla bu durum son
bulmustur (FDA 2008). Melamin, aynm1 zamanda veteriner sahada kullanilan
pestisitlerde bulunan kiromazinin (cyromazine) de metobolitidir (Sekil 1.13.). ilag
uygulamasini takiben viicuda giren kiromazinin % 10’u melamine doniismektedir ve bu
durum az da olsa melamine maruz kalinmasina sebep olmaktadir (Patakioutas ve ark.
2007, Muniz-Valencia ve ark. 2008, WHO 2009). Asil maruziyet ise sut, st tozu, bebek
mamasi, pet ve ¢iftlik hayvani yemleri gibi bir¢ok gidaya protein oraninin yiikseltilmesi
amaciyla hile olarak katilmasiyla olmaktadir.

Siyanirik asit (2,4,6-trihidroksi-1,3,5-triazin, C3H3N303), melaminin yapisal
metaboliti olan oksi-triazin tirevidir. Genel olarak temizlik triinleri, ¢camasir sulari,
endistriyel temizlik maddeleri ve bulasik makinesi bilesiklerinin iiretiminde yaygin
olarak kullanilan 6nemli bir endiistriyel bilesendir (Miao ve ark. 2009, Kirk 1993).
Ayrica 1958’den beri havuz sularindaki hipoklorit iyonu ve klorun fotokimyasal
indirgenme hizin1 azaltmak i¢in kullanilan siyaniirik asit, sudaki serbest klorun giines
15181 tarafindan pargalanma siiresini uzatmaktadir (Canelli 1974). Ancak bu amag igin
kullanildiginda, serbest klorun oksidan ve dezenfektan ozelligini azaltmasi ve bu
durumu tamponlamak i¢in daha fazla miktarda klorun havuz suyuna eklenmesine sebep
olmasi siyaniirik asit kullanimin dezavantajlarindan biridir. Diger bir dezavantaji ise,
temas halinde gozde tahris edici etkisinin olmasidir (Karns 1999). Yapilan bir arastirma

siyaniirik asidin agiz yoluyla giinlik alimmin hayvanlar i¢in ciddi hasarlara neden

14



oldugunu gostermistir (Hammond 1986). Siyanurik aside olan maruziyet, azot
iceriginden dolay1 pet ve ciftlik hayvani yemleri ile gidalara sahte protein yiiksekligi
icin kasith olarak katilmasiyla, stablizator olarak kullanildigt havuz sularinin
yutulmasiyla ya da havuzlu sistem balik yetistiriciliginde bu duruma maruz kalan
baliklarin tiiketilmesiyle olabilecegi gibi melaminin yan {iriinii olarak ortaya ¢ikmasiyla

da mumkdindir (WHO 2008).

Urik asit (2,6,8-trihidroksipiirin, CsHsN4Os), ilk olarak 1776 yilinda Isvecli
kimyager Carl Wilhelm Scheele tarafindan yapilan ¢aligmada bobrek taslarindan izole
edilmistir (Scheele 1776). Melaminin yapisal metaboliti olan Urik asit ayn1 zamanda
canli viicudundaki piirin metabolizmasinin bir sonucu olarak da ortaya ¢ikmaktadir.
Fizyolojik sartlarda metabolizmada yer alan urik asit, canli i¢in tek basina toksik ya da
irritan 6zellikte degildir. Ancak kasitli bir sekilde gidalara katilan melamine uzun sire
maruziyeti olan canli viicudunda melamin ve 0rik asidin olusturdugu komplekse bagh

olarak zararl etkiler goriilebilmektedir (Dorne ve ark. 2013).

O
NH,,
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Melamin Sivaniirik Asit

N LA »

A | =0 N*“N
o~ N~ N
H H

Urik Asit Kiromazin

Sekil 1.13. Melamin, Siyanirik Asit, Urik Asit ve Kiromazin bilesiklerinin kimyasal yapilari
(WHO 2009).
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Deneysel olarak daha Once yapilmis ¢alismalarda, melaminin tek basma akut
toksisitesinin memelilerde disiik oldugu gosterilmis (Melnick ve ark. 1984, Brown ve
ark. 2007, Baynes ve ark. 2008) olsa da uzun vade de melamine maruz kalma
durumlarinda farelerde ve ratlarda, idrar kesesi tast olusumu, idrar kesesinde
inflamasyon ve hiperplazi gibi patolojik durumlarin gortldigi (Melnick ve ark. 1984,
IARC 1986, OECD 1998), kopeklerde ise kristalurinin ortaya c¢iktigi belirtilmistir
(Bingham ve ark. 2001). Melamin ve metabolitleri ile ilgili deneysel ¢aligmalar devam
ederken s6z konusu bilesiklerin tiiketilebilir gida degeri olmamasina ragmen, azot
iceriklerinin yiiksek olmasindan dolayi iiretici firmalar tarafindan yasa dis1 kullanilarak
siit, siit tiriinleri, bebek ve evcil hayvan mamalari ve ¢iftlik hayvani yemleri gibi birgok
gidaya protein oranini yiikseltmek amaciyla hile olarak katildigi bilinmektedir. S0z
konusu gidalarda gergeklestirilen protein élgtimleri, igerikteki azot miktarinin tayinine
dayanan Kjeldahl metoduna gore yapildigindan protein degerleri normal seviyede
belirlenmis ve iretici firmalar hileli gidalart tiiketime kolayca sunabilmistir. Bunun
sonucunda Ozellikle bu gidalar1 tiikketen bebekler ve hayvanlar agisindan birtakim
sorunlar goriilmeye baglanmistir. Bu durum, 2007 yilinda ABD’de kedi ve kopeklerde
bobrek yetmezligine bagli ani 6liimlerin goriilmesiyle yapilan arastirmalar sonucu, kedi
ve kopek mamalarinin hazirlanmasinda kullanilmak tizere Cin’den ithal edilen piring ve
bugday protein konsantrelerinde % 0.8 ile % 26 arasinda degisen seviyelerde melamin
ve ilgili yapisal metabolitlerin tespit edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu olay sonrasinda,
ABD ve Cin’de bebek mamalari, hayvan yemleri, yogurt, toz kahve, siit ve st
tozlarinda yapilan arastirmalarda melamin varhigi tespit edilmistir. Kedi-kopek
mamalarinin % 0.001-7 diizeyinde igerdigi melamin ve metabolitlerinin varligi
nedeniyle 1154 kedi ve kopek mamasi ¢esidi geri toplatilmistir. Ancak bu siirecte
1000°den fazla kedi ve kopegin, melaminin yol acgtig1 bobrek yetmezliginden dolay:
oldigi tahmin edilmektedir (WHO 2009, Puschner ve Reimschuessel 2011). Ayrica
ratlar ile yapilan ¢alismalarda yeme katilan ve uzun siire maruz birakilan melaminin,
yiiksek dozlarda kanserojen olabilecegi belirtilmistir. Bu durumun sadece idrar
kesesinde tas olusan hayvanlarda goriilmesi, tasa bagli gelisen epitelyal tahris ve
hiperplazinin sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilecegi ve kimyasalin genotoksik
etkisinden kaynaklanmamis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (IARC 1999). Idrar kesesinde
olusan taslarin analizi yapildiginda, sadece melamin verilmesine ragmen melamin ve
urik asidin ayni oranlarda bulundugu ve fizyolojik sartlarda da piirin metabolizmasi

sonucu olarak belli bir miktarda vicutta olusan drik asidin, melamin ile hidrojen
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baglariyla birlesmesi sonucu tag olusumunu hizlandirdig1 ve toksisiteyi artirdigi rapor
edilmistir. Benzer durumun melamin ve siyanurik asit arasinda da oldugu (Sekil 1.14)
bildirilmistir (Natl Toxicol Prog. 1983, Melnick ve ark. 1984, Heck ve Tyl 1985,

Okumura ve ark. 1992, Ogasawara ve ark. 1995, Cremonezzi ve ark. 2004).
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Sekil 1.14. Melaminin hidrojen baglar ile siyanirik asit ve Urik aside baglanmasi (Dorne ve
ark. 2013).

Melamin katkist bulunan siit, siit tozu ve bebek mamalariin tiiketilmesiyle
melaminden etkilenen ilk bebek, 2008 y1l1 Mart ayinda Cin’in Nanjing bolgesinde teshis
edilmistir. Ik vakanmn goriilmesinden birkag ay sonra Cin’deki bir firmanin, st ve sit
tozunun protein oranini yapay olarak artirmak amaciyla melamin kattigin1 kabul etmesi
lizerine vakalarin bununla sinirli kalmayip devaminin gelebilecegi anlagilmistir. Cok
gegmeden vaka sayisi artmaya baslamis ve toplamda 54.000 Cin’li bebek melamin ve
metabolitlerinden etkilenmistir. Bu bebeklerden 6000’1 ciddi sekilde rahatsizlanmis ve
6’s1 Olmistir (WHO 2009, Puschner ve Reimschuessel 2011). Birgcok bebegin ve

hayvanin (kedi-kopek) etkilendigi melamin skandalinin yasanmasinin ardindan Cin’de
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siit ve siit Uriinleri tiiketimi ciddi sekilde diismiis ve melaminden kaynakli ortaya
cikabilecek toksik etkilere dair aragtirmalar hizlanmistir. Bu baglamda Hong-Kong’da
en az bir ay diisiik miktarda melamin igeren siit iiriinlerini tiikketen 12 yasindan kiigiik
3170 cocuk uzerinde yapilan bir arastirmada, 1 g¢ocukta bobrek tasi, 7 cocukta
bobreklerde tortu, 208 cocukta hematlri ve 59 cocukta proteiniri ile karsilasilmistir.
Semptom gostermeyen cocuklarda ise uzun sireli melamin ve metabolitlerine maruz
kalma sebebiyle bilesiklerin birbiri ile yaptigi kristallenme (melaminsiyanurat
kompleksi) sonucu yasamin erken donemlerinde bobrek hastaliklarinin gelisebilecegi
bildirilmistir (Lam ve ark. 2009). Ayrica s6z konusu calisma, ortaya g¢ikan klinik
bulgularin siddetinin maruz kalinan melamin konsantrasyonuyla dogru orantili

oldugunu ileri stirmiistir (Lam ve ark. 2009).

Sekil 1.15. Melamin ve siyanurik asidin hidrojen bagi vasitasiyla olusturdugu melaminsiyaniirat
kristali (Skinner ve ark. 2010).

2010 yilinda ise melamin ve siyanlrik asidin insanlarda agizdan alindiginda
metabolize olmadig1 ve biiyiilk oranda (% 98) idrar ile disar1 atildigi, bu yilizden de
diistik akut toksisiteye sahip oldugu ileri stiriilmistiir (Sharma ve Paradakar 2010). Bu
baglamda Zheng ve ark. (2011) tarafindan yiiriitiilen deneysel bir ¢alismada, laktasyon
donemindeki Holstein irki ineklerin rasyonlarina melamin ilave edilerek, melaminin st,
plazma, rumen sivisi, idrar ve digkiya gegme oranlarina bakilmistir. Calismaya dahil

edilen 16 inek, 4 gruba ayirilarak sirasi ile 20, 40, 60 ve 80 gram melamin i¢eren rasyon
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ile beslenmis ve 10 giiniin sonunda s6z konusu biyolojik materyallerdeki melamin
miktart degerlendirilmistir. Sonug olarak, siit, plazma, rumen sivisi, idrar ve digkiya pg
cinsinden melamin gegisi oldugu ve bu oranin en fazla idrarda oldugu tespit edilmistir
(Zheng ve ark. 2011). Deneysel olarak ratlar ile yapilan akut toksisite ¢alismalarinda
melaminin oral LD50 degeri viicutta 3.161 mg/kg, siyanurik asidin oral LD50 degeri ise
7.700 mg/kg olarak bulunmustur (OECD 1999). Yapilan bu ¢alismalarda 6zellikle uzun
sureli maruziyet sonunda olusan toksik etki, vicutta pirin metabolizmasi sonucu var
olan drik asit ile melamin arasinda hidrojen baglarinin sekillenmesi ve siyanurik asit ile
melaminin  birlesmesiyle melaminsiyaniirat kristallerinin  olusmas: temellerine
dayandirilmistir (Sharma ve Paradakar 2010). Sekil 1.15°te gosterilen ve sudaki
¢cozlinlirligli oldukga diisiik olan melaminsiyanlrat kristali, bobrek tubiiluslarinda
birikerek tubuler blokaj ve dejenerasyona neden olmakta ve bobrek yetmezligi ile 6lime
kadar gidebilen sonuclara sebep olabilmektedir (Dobson ve ark. 2008). Bu kapsamda
Dorne ve ark. (2013), melaminin, siyaniirik asit ve iirik asit ile birlestiginde meydana

getirdigi toksikolojik durumu Sekil 1.16’deki gibi ifade etmislerdir.

Melamin
Urik Asit . Siyaniirik Asit
A B N
¥ = 4
o
Tas Olusumu b Kristal Olusumu
‘ £ y
e

Bobrek tubular/glomerular hasan

Y

Ure/kreatinin artis
Uriner sistem patolojik lezyonlar:

Y
Bobrek Hasan

Sekil 1.16. Melamin ve ilgili metabolitlerin deneysel bobrek toksisite semasi (Dorne ve ark.
2013).
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1.6. Calismanin Amaci

Bu tez calismasmin temel amaci; melamin ve metabolitleri olan siyaniirik ve tirik
asitlerin DNA ile molekiiler etkilesimlerinin belirlenmesidir. Bu temel amacin yaninda,
sz konusu etkilerin 6karyotik ve prokaryotik DNA’larda farklilik tasiyip tasimadiginin
belirlenmesi de hedeflenmistir. Bu kapsamda melamin, siyandrik asit ve urik asidin
DNA (zerindeki etkisi, okaryotik sigir timus DNA’s1 ve prokaryotik S. aureus bakteri
DNA’s1 {izerinde in vitro olarak arastirilmistir. Bu amacla; s6z konusu molekiiller arasi
etkilesimin  degerlendirilmesinde =~ UV-absorbans  spektrofotometri,  floresans

spektrofotometri ve agaroz jel elektroforezi teknikleri uygulanmastir.
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2. GEREG VE YONTEM

Bu c¢alisgmada uygulanan UV-absorbans spektrofotometri ve agaroz jel elektroforez
analizleri Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dali
binyesindeki Molekiler Biyokimya Laboratuvarlari’nda, floresans spektrofotometri
teknigi ise Konya Gida ve Tarim Universitesi KIT-ARGEM Laboratuvarlari’nda
gerceklestirildi.

2.1. Kullamlan Materyaller

Sigir timus dokusu niikleik asit molekiilleri bakimindan zengin olmas: ve daha fazla
DNA izolasyonuna imkan tanimasi sebebiyle Okaryotik DNA’nin degerlendirilmesi
bakimindan ¢alismamiz kapsaminda tercih edildi. Tercih edilen timus doku materyalinin
toplanmasi igin Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik
kurul onay1 alindi (Karar tarih ve sayisi: 24/12/2019—E.9895). Bu kapsamda stz konusu
doku materyali Kirikkale ili, Hasandede Belediyesi Mezhahanesi’nden temin edilerek
soguk zincir ile Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Molekiler Biyokimya Laboratuvari’na getirildi. DNA izolasyonu i¢in kullanilacak olan
timus dokusu calisma yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Calismamizda
prokaryotik DNA’nin melamin ve metabolitleri ile iliskisinin degerlendirilmesi i¢in ise
Staphylococcus aureus bakteri DNA’s1 tercih edildi. Bu kapsamdaki DNA
izolasyonunda Konya Gida ve Tarim Universitesi KIT-ARGEM Laboratuvarlari’nda
tiretilmis olan Staphylococcus aureus bakteri kiiltiirii kullanildi (Sudagidan ve ark.
2008).
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2.2. Kullanilan Malzemeler ve Sterilizasyon Islemi

Calisma kapsaminda kullanilan otomatik pipet uglar1 ve eppendorf tlpler 120 °C’de 20

dakika boyunca otoklav cihazi (Nive steamArt OT-40L) ile steril edildi. Cam

malzemeler ise % 10’luk nitrik asit (Tekkim®, Turkiye) ile kimyasal dezenfeksiyonlar

yapildiktan sonra 3 kez distile sudan gecirildi ve 120 °C’de 60 dakika boyunca etiiv

(Memmert UN-110) cihazinda kurutuldu.

2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1°de verildi.

Cizelge 2.1. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Kimyasal Madde Adi

Kod, Firma, Ulke

Melamin % 99 (CsHsNe)
Siyanirik asit % 98 (C3H3N303)
Urik asit % 99 (CsH4N4O3)
Agaroz

Borik asit (HsBO3)

Tris (H.2NC(CH20H)s)

EDTA

6x DNA yiikleme boyast

6Xx Ez-vision

Sodyum klortr (NaCl)

M2659, Sigma Aldrich®, ABD
185809, Sigma Aldrich®, ABD
U2625, Sigma Aldrich®, ABD
D00103, Pronadisa®, Spain
K30746365, Merck®, Almanya
K31626787, Merck®, Almanya
3A27866, BioShop®, Kanada
00158610, Thermo Scientific®, ABD
1576C339, Vwr Life Science-
Biotechnology®, ABD

17D204105, Vwr Chemicals®, Belcika
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Hidroklorik asit (HCI)

Nitrik asit (HNO3)

Trytic soy broth

Proteinaz-K

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Fenol-kloroform-izoamil alkol karigimi
100x tris-EDTA c¢ozeltisi
Lizozim

Lizostafin

2-propanol

Etanol

Safeview niikleik asit boyasi

K50227117, Merck®, Almanya
030914, Tekkim®, Turkiye
CMO0129, Oxoid®, Ingiltere
P2308, Sigma Aldrich®, ABD
S36628, Merck®, Almanya
P3803, Sigma Aldrich®, ABD
T9285, Sigma Aldrich®, ABD
A3711, Applichem®, Ispanya
L-7386, Sigma Aldrich®, ABD
K29459195, Merck®, Almanya
SZBC1160V, Sigma Aldrich®, ABD
G108, abm®, Canada

2.4. Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Melamin ve metabolitleri olan siyaniirik asit ile {rik asit bilesiklerinin sulu
cozeltilerinin hazirlanmas: i¢in 50 mM’lik tris tampon c¢ozeltisi (Xie ve ark. 2015),
agaroz jel elektroforez tekniginin uygulanmasinda ise 1x tris-borik asit-EDTA tampon

¢ozeltisi kullanildi (Devrim ve ark. 2007).

2.4.1. Tris Tampon Cozeltisi (TBS)

Tris, hidroklorik asit ve sodyum klorir karisimindan olusan TBS tampon ¢ozeltisi 50
mM’lik konsantrasyonda hazirlandi. 6.05 g tris, 8.76 g sodyum Klorlr hassas terazi
(Radwaq PS 510-R1) ile tartilip, 120 °C’de 20 dakika boyunca otoklav cihazi (Niive
steamArt OT-40L) ile sterilize edilen 800 ml ultra saf suda manyetik karistirict
kullanilarak (Isotex SH-4) ¢ozdiiriildii. Uzerine pH: 7.4 olana kadar 1 M’lik hidroklorik
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asit ¢cozeltisi eklendi ve total hacim 1000 ml’ye sterilize ultra saf su ile tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zelti koyu renkli siselerde ve oda 1sisinda saklandi.

2.4.2. Melamin, Siyanurik Asit ve Urik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Melamin, siyandrik asit ve Urik asit bilesiklerinin, TBS tampon cozelti icerisindeki
¢ozunme durumlart degerlendirilerek her bir bilesigin optimum ¢ozlndrlukteki
konsantrasyonlar: tercih edildi. Bu kapsamda melamin 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.62 mM,
siyanurik asit 15, 7.5, 3.75, 1.86 ve 0.94 mM, urik asit ise 1, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.062
mM’a denk gelecek sekilde ¢ozelti haline getirildi ve koyu renkli siseler icerisinde

saklandi.

2.4.3. Tris-Borik Asit-EDTA Tampon Cozeltisi (TBE)

Agaroz jel elektroforez tekniginde kullanilmak (zere, 10x stok TBE tampon cozeltisi
hazirlandi. Bu amagla 108 g tris, 55 g borik asit ve 9.3 g EDTA hassas terazi (Radwagq
PS 510-R1) ile tartildi ve 800 ml sterilize ultra saf su ile balon joje igerisinde
¢Ozdiriildi. Cozdiirme islemi bittiginde sterilize ultra saf su ile 1000 ml’ye tamamlanan
stok ¢ozelti, oda 1s1sinda ve 151k almayan dolapta saklandi. Yapilacak olan elektroforez
caligmalarinda stok ¢ozelti, ultra saf su ile dille edilerek 1x konsantrasyonda kullanildi.
100 ml 10x’1lik stok TBE ve 900 ml ultra saf suyun karigtirtlmasi ile hazirlanan 1x TBS
tampon cozeltisi agarozun ¢ozdiiriilmesinde ve elektroforez tanki igerisinde iletkenligi

saglamak amaciyla kullanildi.
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2.5.

Sigir Timus Dokusu DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Wizard® Genomic DNA Purification Kit (A1120, Promega, ABD)
kullanilda.

Kit protokoliiniin uygulanmasinda kullanilan sarflar;

- Hicre lizis solisyonu (A1120, Promega, ABD)

- DNA rehidrasyon solusyonu (A1120, Promega, ABD)
- Cekirdek lizis soliisyonu (A1120, Promega, ABD)

- Protein ¢oktirme soliisyonu (A1120, Promega, ABD)
- RNaz solusyonu (A1120, Promega, ABD)

- 2-propanol (K29459195, Merck®, Almanya)

- % 70’lik etanol (SZBC1160V, Sigma Aldrich®, ABD)

Timus dokusundan DNA izolasyon islemi, kit protokoliine gére yapildi ve sirasiyla

asagidaki adimlar izlendi.

1-

20 mg sigir timus dokusu tartilip, 3 ml’lik steril tiiplere alindi ve (zerine +4
°C’deki cekirdek lizis solisyonundan 600 pl eklenerek 20 saniye kadar
homojenizator (Stuart Homogeniser-SHM1) ile homojenize edildi.

Homojen héle getirilen doku ve cekirdek lizis sollisyon karigimi 1.5 ml’lik steril
eppendorf tip igerisine alindi ve Uzerine 3 pul RNaz solisyonundan eklendi.
Ardindan 37 °C’de 30 dakika boyunca blok inkiibatorde (Benchmark BSH1001-E)
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon bitiminde 5 dakika kadar oda 1s1sinda bekletildikten sonra tizerine 200
pl protein ¢oktirme solusyonu eklendi. Tiip igerigi vorteks cihazi (Velp
Scientifico-ZX3) ile 30 saniye karisitirildi ve sonrasinda 5 dakika buz igerisinde
bekletildi.

15000 xg’de 4 dakika boyunca santrifiij islemi (ISOLAB Laborgerate, 603.02.001)
uygulandi.
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5

6
7

8
9

10-

Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant baska bir eppendorf tiipe alindi. Uzerine
oda 1sisinda olan 2-propanol’den 600 pl eklendi ve yavasca alt-Ust yaparak
karigtirildi.

15000 xg’de 1 dakika boyunca santrifiij islemi uygulandi.

Santrifiij sonrasinda stipernatant atildi ve eppendorf tipun dip kisminda kalan
tortunun tizerine oda 1sisindaki % 70’lik etanol’den 600 pl eklendi.

15000 xg’de 1 dakika boyunca santriflj islemi uygulandi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Eppendorf tiiplin dip kisminda kalan ve
DNA iceren beyaz tortu kalan etanoliin u¢masi igin hava ile kurumaya birakildu.
Beyaz tortu kuruduktan sonra tzerine DNA rehidrasyon soltsyonundan 100 pl
eklendi ve etive (Memmert UN-110) alinarak 65 °C’de 60 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince belli araliklar ile eppendorf tiipler

yavasea karistirildi ve sonunda DNA izolasyonu tamamlanda.

2.6. Staphylococcus aureus Bakteri Kiiltiirii DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin literatiirde daha 6nce belirtilmis protokol kullanildi (Sudagidan
ve ark. 2008).

Protokoliin uygulanmasinda kullanilan sarflar;

- Trytic soy broth (CM0129, Ox0id®, Ingiltere)

- Proteinaz-K (P2308, Sigma Aldrich®, ABD)

- Sodyum dodesil siilfat (536628, Merck®, Almanya)

- Fenol-kloroform-izoamil Alkol karisimi1 (P3803, Sigma Aldrich®, ABD)
- 100x tris-EDTA ¢ozeltisi (T9285, Sigma Aldrich®, ABD)

- Lizozim (A3711, Applichem®, ispanya)

- Lizostafin (L-7386, Sigma Aldrich®, ABD)

- 5Mlik Sodyum Kloriir gozeltisi (17D204105, Vwr Chemicals®, Belgika)
- 2-propanol (K29459195, Merck®, Almanya)

- 9% 70’lik etanol (SZBC1160V, Sigma Aldrich® ABD)
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Staphylococcus aureus bakteri Kkiltiri DNA izolasyon islemi igin sirasiyla

asagidaki adimlar izlenmistir.

1- DNA izolasyonu yapilacak olan Staphylococcus aureus bakterisinin, 5 ml Tryptic
soy broth (TSB) icerisinde 37 °C’de 1 gece 200 rpm’de calkalama (WiseShake-
SHO SP-110) suretiyle bekletilerek biiyiimesi saglandi.

2- Bakteri kultirinden 1 ml alimip 10000 rpm’de 5 dakika santrifuj (ISOLAB
Laborgerate GMbH model :603.02.001) edildi.

3- Santrifiij sonrasinda supernatant atildi.

4- Pelet Gzerine 500 pl 1x tris-EDTA (TE) eklenerek ¢ozduruldi. Uzerine 1 mg/l
lizozim ile 3.4 mg/l lizostafin, bakteri hiicre duvarmin par¢alanmasi amaciyla
katildi.

5- 37 °C’de 3 saat boyunca etiivde (Memmert UN-110) inkibe edildi.

6- Uzerine 10 pl proteinaz-K (20 mg/ml) ve 250 pl % 10°luk sodyum dodesil siilfat
(SDS) eklendi.

7- 56 °C’de 2 saat boyunca etiivde (Memmert UN-110) inkibe edildi.

8- Eppendorf tlpteki toplam hacim kadar, fenol-kloroform-izoamil alkol karisimi
(Karisim oran1 25:24:1) eklendi ve eppendorf tlp alt-list yaparak yavasga
karistirildu.

9- 14000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifij edildi.

10- Santriftijden sonra st faz yeni bir eppendorf tlp igerisine alinarak tizerine 150 ul 5
M’lik sodyum klorur ve eppendorf tiipteki toplam hacim kadar 2-propanol eklendi.

11- 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santriftj edildi.

12- Ustte kalan siipernatant atild1.

13- 750 pl % 70’lik etanol eklendi ve 10 saniye boyunca vorteks yapildi.

14- 14000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

15- Ustte kalan siipernatant atildi.

16- 750 pl % 70’1ik etanol eklendi ve 10 saniye boyunca vorteks yapildi.

17- 14000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

18- Ustte kalan siipernatant atild1.

19- Pelet 50 °C’de 30 dakika boyunca blok inkiibatérde (Benchmark BSH1001-E)
kurutuldu.

20- Tamamen kurumus olan pelet, 100 pl ultra saf su ile ¢ozdirildu ve DNA

izolasyonu tamamlandi.
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Wizard® genomik DNA purification kit ile elde edilen sigir timus ve Sudagidan ve
ark. (2008) calismasi referans alinarak elde edillen S. aureus DNA’larinin saflik ve
konsantrasyon tayinleri Thermo Scientific Multiskan GO spektrofotometre (Sekil 2.1)
cihazi ile gerceklestirildi. Olgimler 3’er pl DNA kullanilarak nanodrop plate ile yapildi
ve numunelerin 260/280 absorbans degerleri ile konsantrasyonlari (ng/ul) belirlendi.
Ilgili veriler saglandiktan sonra stok DNA’lar -80 °C’de saklandh.

Sekil 2.1. Nanodrop plate ile DNA safliklarinin ve konsantrasyonlarinin 6l¢tima.

2.7. UV-absorbans Spektrofotometri Teknigi

Molekiillerin DNA ile olan etkilesimlerinin incelendigi tekniklerden biri olan UV-
absorbans spektrofotometri tekniginin gerceklestirilmesi i¢in BioTek Epoch-2 UV-
absorbans spektrofotometre cihazi kullanildi. Nanodrop plate ile yapilan 6l¢iimlerde

nikleaz bulundurmayan su ile cihazin kalibrasyonu yapildiktan sonra g¢alismamiz
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kapsaminda kullanilan 6karyotik ve prokaryotik DNA’lar ile farkli konsantrasyonlari
hazirlanan melamin ve metabolitlerinin tek baslarina olgtimleri yapildi. S6z konusu
molekiiller arasindaki etkilesiminin belirlenmesi i¢in hem sigir timus hem de S. aureus
bakteri DNA’lar1 ile kombinasyonlar1 yapilan melamin ve metabolitleri 0.2 ml’lik steril
eppendorf tiip igerisinde 1:1 oraninda karistirildi ve 37 °C’de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi. Sonrasinda DNA-+melamin/metaboliti kombinasyonlarinin absorbans 6l¢limi

yapilarak ilgili grafikler elde edildi.

2.8. Floresans Spektrofotometri Teknigi

Bo6liim 2.4.1°de anlatilan TBS tampon ¢ozeltisi (50 mM ph: 7.4) icerisinde hazirlanan
melamin, siyan(rik asit ve Urik asit ¢ozeltilerinin DNA ile olan etkilesimleri ile olusan
floresans siddeti degigsimlerinin izlenmesi icin floresans spektrofotometre cihazi
(Berthold Mithras? LB-943) ve cihaz uyumlu plate’ler (Thermo-237105) kullanildi.
Yapilan 6n galismada, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan melamin ve metabolitleri ile
genomik DNA’larin tek bagina disik floresans verdigi goriildii. Calisgmamiz
kapsaminda floresans spektrumlarinin belirgin hale getirilmesi igin floresans 6zelligi
olan Safeview (G108, abm®, Canada) DNA boyasi tercih edildi. Kullanilan DNA boya
konsantrasyonunun optimize edilmesi ic¢in farkli diliisyonlar (1-1/10 araliginda)
hazirlanarak floresans 6lgcuimler gergeklestirildi ve en ideal floresans yogunlugunun
1/4’1ik  dilisyonda oldugu belirlendi. Her iki DNA turd igin de
DNA+melamin/metaboliti kombinasyonlar1 hazirland1 ve 37 °C’de 60 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde ornekler 10’ar pl boya ile boyanarak
floresans okumalar1 gergeklestirildi. Olglim icin eksitasyon degeri (Aex) 485 nm, dalga
boyu araligi (Arange) 500-600 nm olarak ayarlandi. Elde edilen veriler ile floresans

siddetindeki degisimi ifade eden grafikler olusturuldu.
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2.9. Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi

Agaroz jel elektroforezi ¢alismalarimizda, Cleaver Scientific nanoPAC-300 agaroz jel
elektroforez diizenegi kullanildi. Uygulanan teknikte, elektroforez kosullarindan jel
yogunlugu, elektrik akimi ve kosturma stiresi degerleri 6n ¢aligmalar ile optimize edildi.
Bu kapsamda, jel yogunlugu % 1.5, elektrik akimi1 100 Volt ve kosturma siiresi de 1.5

saat olarak belirlendi.

2.9.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Elektroforez islemi igin orneklerin hazirlanmasinda, Oncelikle genomik DNA’lar ile
melamin, siyandrik asit ve dUrik asidin farkli konsantrasyonlar1 0.2 ml’lik steril
eppendorf tip igerisinde 1:1 oraninda bir araya getirildi. Bu amag ile 7 ul DNA ve 7 pl
melamin/metaboliti tiip icerisinde pipetlenerek karistirildi. Olusturulan karigim, 37
°C’de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

2.9.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jelin hazirlanmasi igin ticari olarak satin alinan agaroz (Pronadisa, Spain) kullanildi. 1.5
g agaroz tartilip 100 ml 1x TBE tampon solisyonu (b6lum 2.4.2.) ile erlen mayer
icerisinde karistirildiktan sonra 2 dakika siireyle mikrodalga firinda (Vestel MD-20MB)

yiiksek 1s1 uygulanarak ¢6zdiirtildii. Tamamen homojen olan ve berrak bir goriiniim alan
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jelin sicakliginin, 40 °C’ye gelmesi i¢in erlen mayer musluk altinda ¢alkalandi ve jelin
sogumasi saglandi. Uygun sicakliga gelen jel, katilasmasi igin jel tepsisine dokiildii ve
taraklar uygun konumda takildiktan sonra 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Jel hazir
oldugunda taraklar ¢ikarilarak jel tepsisi ile birlikte elektroforez tankina (Cleaver
Scientific nanoPAC-300) yerlestirildi.

2.9.3. Orneklerin Yuklenmesi

Elektroforezi  yapilacak olan  Orneklerin  inklbasyon islemleri  sonucunda
DNA+melamin/metaboliti kombinasyonlar1 (14 pl), 2 ul DNA yiikleme boyasi ve 2 pl

Ez-vision boya ile karistirildiktan sonra jel kuyucuklarina yuklendi.

2.9.4. Elektroforez Islemi ve DNA Bantlarinin Goriintiilenmesi

Yiikleme isleminin ardindan gerceklestirilen elektroforez islemleri, 100 V’da 1.5 saat
stireyle uygulandi. Siire sonunda jellerde olusan bantlagmay1 gortntilemek icin UV-
translimunator (WiseUV WUV-L20) kullanildi. Jel fotograflart Gel Doc™ EZ Imager
gOriintiileme sistemi ile kaydedilerek DNA bantlarinin yogunluklar1 Biorad image lab

6.0 programut ile degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda izole edilen OKkaryotik ve prokaryotik genomik DNA’larin

konsantrasyon verileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Sigir timus dokusundan ve S. aureus bakteri kiltirinden izole edilen genomik
DNA’larin saflik ve konsantrasyon degerleri.

Olgiilen DNA
DNA Konsantrasyonu 260/280
(ng/ul)
S1g1r timus DNA’s1 2800.08 1.80
Staphylococcus aureus DNA’s1 430.73 2.00

DNA konsantrasyon ve saflik tayinlerinde 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerleri 6l¢iilmekte ve iki dalga boyu absorbans deger oraninin 1.8-2 arasinda olmasi
tercih edilmektedir. Yapilan DNA izolasyon islemleri sonunda elde edilen DNA’larin
saflik ve konsantrasyon degerlerinin UV-absorbans spektrofotometri, floresans
spektrofotometri ve agaroz jel elektroforezi tekniklerinin gergeklestirilmesi igin uygun
oldugu gorildi. Uygulanan tekniklerde okaryotik ve prokaryotik genomik DNA’larn

konsantrasyonlar birbirine denk gelecek sekilde ayarlandi.
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3.2.UV-absorbans Spektrofotometri Bulgular:

Calismada kullanilan sigir timus ve S. aureus bakteri DNA’lar1 ile melamin, siyanirik
asit ve 0rik asit cozeltilerinin 37 °C’de 60 dakika boyunca gergeklestirilen
inkiibasyonlar1 sonunda absorbans 6l¢timleri BioTek Epoch-2 spektrofotometre cihazi

ile ayr1 ayr1 yapildi. Elde edilen verilere ait grafikler Sekil 3.1-3.5te verildi.
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Sekil 3.1. Sigir timus DNA UV-absorbans grafigi.
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Sekil 3.2. S. aureus bakteri DNA UV-absorbans grafigi.
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan melamin ¢ozeltilerinin UV-absorbans grafikleri:
((A) 10 mM, (B) 5mM, (C) 2.5 mM, (D) 1.25 mM, (E) 0.62 mM).
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan siyanirik asit ¢Ozeltilerinin UV-absorbans
grafikleri: ((A) 15 mM, (B) 7.5 mM, (C) 3.75 mM, (D) 1.89 mM, (E) 0.97 mM).
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tirik asit ¢ozeltilerinin UV-absorbans grafikleri:

((A) 1 mM, (B) 0.5 mM, (C) 0.25 mM, (D) 0.125 mM, (E) 0.062 mM).
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Tek basina dlgliimii yapilan sigir timus dokusu ve S. aureus bakteri DNA’larinin

260 nm dalga boyunda absorbans piki verdigi goriildii. Melamin, siyanurik asit ve drik

asit cozeltilerinin ayr1 ayr1 absorbans o6lglmleri sonucunda elde edilen grafiklerde

melamin ve siyanurik asidin birbiri ile benzer sekilde 240 nm dalga boyunda yuksek

dalga piki verdigi, Urik asidin ise hem 240 hem de 280 nm dalga boylarinda ¢ift dalga

piki yaptig1 gorildi. DNA+melamin/metaboliti kombinasyonlari ile yapilan analiz

verileri Cizelge 3.2-3.3’te, elde edilen grafikler ise Sekil 3.6-3.11 arasinda gosterildi.

Cizelge 3.2. Sigir timus DNA’s1 ile melamin ve metabolitleri kombinasyonlarindan elde edilen

UV-absorbans degerleri.

DNA+melamin/metaboliti

Dalga Boyu (nm)

DNA + 10 mM Melamin

DNA + 5 mM Melamin

DNA + 2.5 mM Melamin

DNA + 1.25 mM Melamin
DNA + 0.62 mM Melamin
DNA + 15 mM Siyandrik asit
DNA + 7.5 mM Siyandirik asit
DNA + 3.75 mM Siyanlrik asit
DNA + 1.86 mM Siyanirik asit
DNA + 0.95 mM Siyanirik asit
DNA + 1 mM Urik asit

DNA + 0.5 mM Urik asit

DNA + 0.25 mM Urik asit
DNA + 0.125 mM Urik asit
DNA + 0.062 mM Urik asit

240 250 260 280 320
2.057 2.036 2121 1.264 0.198
1.501 1.688 1.834 1.095 0.177
1.306 1.511 1.695 1.016 0.169
1.190 1.403 1.616 0973 0.167
1.017 1.329 1.495 0.859 0.147
1.304 1.757 1956 1.177 0.186
1.127 1.637 1.819 1.094 0.181
1.068 1.395 1576  0.943 0.149
0.945 1.363 1527 0913 0.146
0.966 1.313 1459 0.873 0.145
1.407 1.758 1.877 1.403 0.174
1.282 1.631 1.795 1.205 0.168
1.232 1.611 1.706  1.149 0.160
1.140 1.456 1.626 1.001 0.154
1.085 1.374 1567 0.953 0.150

37



Absorbans

2,5 1

e=fil==5 MM

e 10 mM

sl ) 5 mM
o 1,25 MM
i 0,62 MM

U T T T 1 1 T T
240 250 260 270 280 290 300 310

Dalga Boyu (nm)

32

Sekil 3.6. Sigir timus DNA’s1 ve melamin karisimimdan elde edilen UV-absorbans grafigi.
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Sekil 3.7. Sigir timus DNA’s1 ve siyaniirik asit karigimindan elde edilen UV-absorbans grafigi.
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Sekil 3.8. Sigir timus DNA’s1 ve iirik asit karisimindan elde edilen UV-absorbans grafigi.

Cizelge 3.3. S. aureus DNA(dna konsantrasyon) ve melamin, siyanurik asit ve Urik asit

kombinasyonlarindan alinan UV-absorbans verileri.

DNA-+melamin/metaboliti

Dalga Boyu (nm)

DNA + 10 mM Melamin
DNA + 5 mM Melamin

DNA + 2.5 mM Melamin
DNA + 1.25 mM Melamin
DNA + 0.62 mM Melamin
DNA + 15 mM Siyanirik asit
DNA + 7.5 mM Siyandirik asit

240 250 260 280 320
0.700 0.285 0.255 0.145 0.04
0.404 0.257 0.251 0.144 0.04
0.279 0.239 0.242 0.141 0.043
0.217 0.224 0.249 0.143 0.04
0.182 0.206 0.225 0.133 0.042
0.173 0.232 0.253 0.145 0.038
0.153 0.212 0.240 0.139 0.04
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DNA + 3.75 mM Siyanurik asit 0.152 0.210 0.236 0.140 0.043
DNA + 1.86 mM Siyanurik asit 0.151 0.209 0.236 0.138 0.042
DNA + 0.95 mM Siyanurik asit 0.150 0.208 0.230 0.135 0.04

DNA + 1 mM Urik asit 0.156 0.170 0.263 0.220 0.038
DNA + 0.5 mM Urik asit 0.144 0.168 0.231 0.175 0.039
DNA + 0.25 mM Urik asit 0.136 0.157 0.223 0.169 0.037
DNA + 0.125 mM Urik asit 0.119 0.143 0.185 0.119 0.038
DNA + 0.062 mM Urik asit 0.115 0.122 0.133 0.082 0.037
0,6
e 10 MM
wtli=5 mM

Absorbans

240 250 260 270 280 290 300 310 320
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.9. S. aureus DNA’s1 ve melamin karisimindan elde edilen UV-absorbans grafigi.

40



0,25

0,15

Absorbans

0,05

=15 MM
== 7.5 mM
sl 3,75 MM
i 186 MM
ssiie= ().95 MM

0 T T T T T
240 250 260 270 280 290

Dalga Boyu (nm)

300 310

320

Sekil 3.10. S. aureus DNA’s1 ve siyanirik asit karisimindan elde edilen UV-absorbans grafigi.
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Sekil 3.11. S. aureus DNA’s1 ve iirik asit karisimindan elde edilen UV-absorbans grafigi.
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DNA+melamin/metaboliti kombinasyonlar1 ile yapilan 6lcimler sonunda elde
edilen absorbans verileriyle olusturulan grafiklerde, tek basina dlgiildigiinde DNA’dan
farkli dalga boyunda pik veren melamin ve metabolitlerinin bu 6zelligini siirdiiremedigi
ve alian dalga piklerinin 260 nm’de toplandig1 goriilmiistiir. Hem si8ir timus hem de S.
aureus bakteri DNA’lar1 ile yapilan kombinasyonlardan alinan grafiklerin genel
anlamda birbirini destekledigi tespit edildi. Her iki DNA tiriinde de paralel seyirler
izleyen dalga piklerinin okaryotik olan sigir timus DNA’sinda daha yiiksek oldugu
belirlendi. Bu durumun analizde kullanilan 6karyotik DNA konsantrasyonunun daha
fazla olmasindan kaynakli olabilecegi ve okaryotik ya da prokaryotik genomik DNA
farkina bagli olmadigr degerlendirildi. Metabolitler arasinda bir degerlendirme
yapildiginda ise melamin etkisinde alinan 260 nm dalga piklerinin digerlerine gore daha
yuksek oldugu goriildi. DNA’ya ozgii 260 nm dalga piklerinin DNA+melamin
karisimlarinda daha ylksek dizeyde seyretmesinin; melaminin, siyanirik ve Urik aside
gore DNA molekiiliine baglanma diizeyinin daha fazla olmasindan kaynakli olabilecegi
sonucuna varildi. Ayrica elde edilen tim grafiklerde, metabolitlerin artan
konsantrasyonlarinda dalga pikindeki artis1 ifade eden hiperkromik etkinin de arttigi

belirlendi.

3.3. Floresans Spektrofotometri Bulgular:

TBS tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan melamin, siyandrik asit ve 0rik asit
cozeltilerinin DNA ile olan etkilesiminde floresans yogunlugundaki degisimlerin
izlenmesi icin Berthold Mithras? LB-943 floresans spektrofotometre cihazi kullamildi.
Hem s1g1ir timus hem de S. aureus bakteri DNA’lar1 ile ger¢eklestirilen dlcumler ile elde

edilen grafikler Sekil 3.12-3.17 arasinda verilmistir.
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Sekil 3.12. Sigir timus DNA’st ve melamin etkilesiminden elde edilen floresans
spektrofotometri grafigi.
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Sekil 3.13. Sigir timus DNA’s1 ve siyanirik asit etkilesiminden elde edilen floresans
spektrofotometri grafigi.

43



Floresans Yogunlugu

——1mM
—&—-0.5mM
——0.25mM
——0.125 mM
—+=0.062 MM

550 560 570 580 590 600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.14. Sigir timus DNA’s1 ve Urik asit etkilesiminden elde edilen floresans spektrofotometri

grafigi.
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Sekil 3.15. S. aureus DNA’s1 ve melamin etkilesiminden elde edilen floresans spektrofotometri

grafigi.
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Sekil 3.16. S. aureus DNA’s1 ve

siyaniirik asit etkilesiminden elde edilen floresans
spektrofotometri grafigi.
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Sekil 3.17. S. aureus DNA’s1 ve Urik asit etkilesiminden elde edilen floresans spektrofotometri
grafigi.
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Calismamiz kapsaminda uygulanan floresans spektrofotometri teknigi ile melamin
ve metabolitlerinin DNA’ya baglanma sekli degerlendirildiginde, hem sigir timus hem
de S. aureus bakteri DNA’lart ile farkli konsantrasyonlardaki melamin ve
metabolitlerinin floresans 6lctimiinde elde edilen grafiklerin birbiri ile benzerlik
gosterdigi  goriildi. DNA tilirleri arasindan sigir timus DNA ile yapilan
kombinasyonlarin, S. aureus bakteri DNA’s1 ile yapilanlara gore daha yiksek floresans
etki yaptigi anlasilmistir. Sabit DNA ve boya konsantrasyonuna karsi farkli
konsantrasyonlardaki melamin ve metabolitlerinin artan konsantrasyonlarinin floresans
siddetinde artisa sebep oldugu goriildii. Hiperkromik etki olarak adlandirilan, dalga
boyu artisinin goriilmesi UV-absorbans spektrofotometri sonuglarimizla uyum

gostermekte ve birbirini desteklemektedir.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular

Yapilan 6n calisma ile kullanilacak olan okaryotik ve prokaryotik genomik DNA’larin
bant biitiinligliniin kontrolii yapildiginda beklenen DNA bantlarinin olugmadigi ve
kuyucuk diginda olmasi beklenen bant parlakliginin kuyu igerisinde oldugu goriildii. Bu
durum, DNA’nin konsantrasyonunun yogun olmasi ve DNA fragmentlerinin
biliyiikligiinden dolayr jel porlarindan  gegemedigini  diisiindiirdi. DNA
konsantrasyonunun azaltilmasi amaciyla nlkleaz free su ile yapilan farkli diliisyon
miktarlar1 ayn1 kosullarda jele yiiklenerek, uygun DNA bandini veren konsantrasyon
belirlendi. DNA+melamin/metaboliti etkilesimini en iyi seviyede gosterebilecek
okaryotik ve prokaryotik DNA bantlarinin elde edilmesi i¢in yapilan optimizasyon
denemelerinde, en iyi DNA bantlasmasinin sigir timus DNA’s1 i¢in 30X, S. aureus

DNA’s1 i¢in ise 3x diliisyonda (Cizelge 3.4.) oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.4. Agaroz jel elektroforezinde yiiklenen genomik DNA konsantrasyonlari

DNA Konsantrasyonlari
(ng/ul)

Stok DNA konsantrasyonu  Yiklenen DNA konsantrasyonu

Sigir timus 2800.08 (30x dilte)
DNA’s1 160.74
Staphylococcus 430.73 (3x dilte)
aureus DNA’s1 135.65

3.4.1. Sigir Timus DNA’s1 Kullamlarak Elde Edilen Agaroz Jel Elektroforezi
Bulgular

Optimize edilen sigir timus DNA 6rnekleri ile beser farkli konsantrasyonda hazirlanmig
olan melamin, siyaniirik asit ve trik asit ¢ozeltilerinin gergeklestirilen agaroz jel
elektroforezi islemi sonrasinda elde edilen jelin goruntist ve bant etkilesimleri Sekil

3.18.’de, piksel dlgiim verileri ise Cizelge 3.5 ve Sekil 3.19°da gosterildi.
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Sekil 3.18. Sigir timus DNA ile melamin, siyaniirik asit ve irik asit kombinasyonlarinin
agaroz jel gorintusi. Bant numaralari, 1. DNA+0.62 mM melamin, 2. DNA+1.25 mM
Melamin, 3. DNA+2.50 mM Melamin, 4. DNA+5.00 mM Melamin, 5. DNA+10 mM
Melamin, 6. DNA+0.95 mM Siyanirik asit, 7. DNA+1.86 mM Siyandirik asit, 8. DNA+3.75
mM Siyanirik asit, 9. DNA+7.50 mM Siyandirik asit, 10. DNA+15 mM Siyanurik asit, 11.
DNA+0.062 mM Urik asit, 12. DNA+0.125 mM Urik asit, 13. DNA+0.25 mM Urik asit, 14.
DNA+0.50 mM Urik asit, 15. DNA+1 mM Urik asit, 16. S1g1r timus DNA)

Cizelge 3.5. Sigir timus DNA ile melamin, siyaniirik asit ve iirik asit karigimlarindan elde edilen
jel gortntiisti piksel 6lgtim degerleri.

DNA bant Ortalama Alan
hacim miktar: piksel (mm?)
(integer) yogunlugu
(integer)

1 0.62mM DNA + melamin 657.382 162.6 507.9
2 1.25mM DNA + melamin 649.452 159.1 507.9
3  2.50 mM DNA + melamin 640.297 158.8 506.1
4 5.00 mM DNA + melamin 632.599 155.0 507.8
5 10 mM DNA + melamin 624.729 153.1 507.9
6 0.95 mM DNA + siyanurik asit 685.224 165.9 509.1
7 1.86 mM DNA + siyandrik asit 659.309 157.2 506.1
8 3.75 mM DNA + siyaniirik asit 639.364 154.7 509.6
9 7.50 mM DNA + siyanurik asit 628.879 154.4 507.8
10 15 mM DNA + siyandirik asit 615.407 151.2 506.5

48



11 0.062 mM DNA + (irik asit 670.541 164.3 507.8
12 0.125 mM DNA + (rik asit 662.153 163.5 506.0
13  0.25 mM DNA + irik asit 652.726 161.2 506.8
14 0.50 mM DNA + iirik asit 624.714 154.3 506.1
15 1 mM DNA + Urik asit 609.478 151.3 506.3
16 DNA 704.081 173.1 506.1
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Sekil 3.19. Sigir timus DNA-+melamin/metaboliti kombinasyonlarinin DNA bant hacmi
degerleri ((A) Melamin, (B) Siyaniirik asit, (C) Urik asit).
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3.4.2. Staphylococcus aureus DNA’st Kullamlarak Elde Edilen Agaroz Jel
Elektroforezi Bulgular:

S. aureus DNA ornekleri ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis melamin, siyaniirik
asit ve iirik asit ¢ozeltilerinin gergeklestirilen agaroz jel elektroforezi islemi sonrasinda
elde edilen jel gorintlsi Sekil 3.20°de, piksel olgim verileri ise Cizelge 3.6 ve Sekil
3.21°de gosterildi.

gl B o

Sekil 3.20. S. aureus DNA ile melamin, siyaniirik asit ve iirik asit kombinasyonlarinin agaroz
jel goriintiisti. Bant numaralari, 1. DNA+0.62 mM melamin, 2. DNA+1.25 mM Melamin, 3.
DNA+2.50 mM Melamin, 4. DNA+5.00 mM Melamin, 5. DNA+10 mM Melamin, 6.
DNA+0.95 mM Siyaniirik asit, 7. DNA+1.86 mM Siyaniirik asit, 8. DNA+3.75 mM Siyaniirik
asit, 9. DNA+7.50 mM Siyandrik asit, 10. DNA+15 mM Siyanurik asit, 11. DNA+0.062 mM
Urik asit, 12. DNA+0.125 mM Urik asit, 13. DNA+0.25 mM Urik asit, 14. DNA+0.50 mM
Urik asit, 15. DNA+1 mM Urik asit, 16. S. aureus DNA)
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Cizelge 3.6. S. aureus bakteri DNA ile melamin, siyaniirik asit ve iirik asit karigimlarindan elde

edilen jel goriintiisii piksel 6lglim degerleri.

DNA bant Ortalama Alan
hacim miktar piksel (mm?)
(integer) yogunlugu
(integer)

1 0.62mM DNA + melamin 702.633 169.0 517.5
2 1.25mM DNA + melamin 697.729 168.7 514.7
3  2.50 mM DNA + melamin 695.318 167.9 5154
4 5.00 mM DNA + melamin 678.158 164.2 514.1
5 10 mM DNA + melamin 664.451 160.8 514.1
6 0.95 mM DNA + siyaniirik asit 717.173 173.4 514.7
7 1.86 mM DNA + siyanirik asit 711.245 171.1 517.5
8 3.75 mM DNA + siyandrik asit 704.806 170.6 514.1
9 7.50 mM DNA + siyandirik asit 697.210 168.6 514.7
10 15 mM DNA + siyaniirik asit 672.491 162.6 514.7
11 0.062 mM DNA + Urik asit 715.276 172.9 514.7
12 0.125 mM DNA + Urik asit 711.371 171.1 517.5
13  0.25 mM DNA + (rik asit 703.618 170.1 514.7
14 0.50 mM DNA + (rik asit 702.949 171.9 514.9
15 1 mM DNA + Urik asit 696.917 168.7 514.1
16 DNA 721.820 174.7 514.1
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Sekil 3.21. S. aureus bakteri DNA+melamin/metaboliti kombinasyonlarinin DNA bant hacmi
degerleri ((A) Melamin, (B) Siyaniirik asit, (C) Urik asit).

S1gir timus dokusu ve S. aureus genomik DNA’lar1 ile gerceklestirilen elektroforez
caligmalar1 sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiilerinde makroskobik olarak belirgin
farkliliklar gozlenmedi. Elde edilen jel goriintuleri Biorad image lab 6.0 programina
yiiklenerek jel tizerinde olusan DNA bantlarinin piksel oOlgcimleri gergeklestirildi
(Cizelge 3.5. ve 3.6.). Olgtimler sonucunda metabolit konsantrasyonu arttikca, DNA
bant hacimlerinde azalmalar oldugu goriildi. Cizelge 3.5 ve 3.6’da verilen analiz
sonuglarindan ve Sekil 3.19 ile Sekil 3.21°de verilen ilgili gorsellerden de goriildigi
uzere en fazla bant hacminin ve piksel yogunlugunun etkilesime sokulmamig kontrol
DNA olarak kullanilan 16 numarali 6rnekte oldugu ve DNA ile kombinasyonu yapilan
her ti¢ bilesigin de tiim konsantrasyonlarinin bant hacminde ve piksel yogunlugunda

azalmalara sebep oldugu gortlda.
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4. TARTISMA VE SONUC

DNA canlinin yasam siirecinde ihtiya¢ duydugu tiim genetik bilgiyi tasiyan niikleotit
polimeridir. Hiicrelerde genetik bilginin kopyalanmasi yoluyla proteinlerin, enzimlerin
ve bir takim hormonlarin biyokimyasal sentezine Onciiliik ederek hiicresel
dizenlemeleri kontrol etmektedir (Giines 2006). DNA’da meydana gelebilecek
bozukluklar hayati fonksiyonlarda degisikliklere sebep olabilmektedir. Cift sarmalli
yapist itibariyle bir¢ok kiigiik molekiil i¢in potansiyel baglanma bdlgeleri bulunduran
DNA’nin, yapisal degisikliklerinin temelinde fiziksel olarak DNA’ya baglanan zararl
molekiller, oksidatif baz hasar1 ve genlerde meydana gelen mutasyonlar yer almaktadir
(Fidan 2008). Bu sebeple DNA ile etkilesime giren zararli molekiillerin, DNA
yapisindan ayrilmasi veya daha zararsiz hale getirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalara
ilgi artmaktadir. S6z konusu calismalardaki basari sansinin artirilmasi igin zararl
molekullerin DNA ile etkilesim mekanizmasimin belirlenmesi énem tasimaktadir. Bu
baglamda yiiriitillen ¢aligmalarda molekiiller arasi etkilesimin degerlendirilmesinde
viskozimetri, dairesel dikroizm spektrofotometri, agaroz jel elektroforezi, UV-absorbans

spektrofotometri ve floresans spektrofotometri gibi tekniklerden yararlanilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda gida sektoriinde hile amagli kullanilan melamin ve
metabolitleri ele alinmistir. Endistriyel {rtinler olan melamin ve metabolitleri,
yapilarindaki yiiksek azot igceriginden dolay1 gidalarda goriiniir protein oranini yiiksek
gostermek amactyla Uretici firmalar tarafindan kullanilmistir. Tiiketilebilir gida degeri
olmayan bu bilesikler siit ve siit iiriinleri, siit tozu, toz kahve, pet ve ciftlik hayvan
yemleri gibi bir¢ok iiriine katilmis ve bu tiriinleri tiiketen bebek ve hayvanlarda gesitli
saglik problemlerine yol agnmustir. Ozellikle bebekler ve pet hayvanlarinin etkilendigi bu
durumda idrar kesesinde tas olusumu, inflamasyon ve hiperplazi basta olmak iizere
tubuler blokaj ve bobrek yetmezligi gibi nefrolojik bozukluklar gorilurken, ¢ok sayida
insan ve hayvan 6limu rapor edilmistir (WHO 2009, Puschner ve Reimschuessel 2011).
Akut toksisitesinin diigiik oldugu belirlenen melamin ve metabolitlerinin, kanserojenik
etkisi ve in vitro olarak genomik DNA ile etkilesimi hakkinda, literatiirdeki veriler
oldukca smnirlidir (IARC 1999, WHO 2008). Yapilan bu ¢alisma ile maruz kalindiginda
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canli organizmalar i¢in zararh etkiler olusturan melamin, siyaniirik asit ve Urik asidin
DNA (zerinde gostermis oldugu etkiler, in vitro olarak UV-absorbans spektrofotometri,
floresans spektrofotometri ve agaroz jel elektroforez teknikleri ile incelendi.

Kicuk molekdller ile genomik DNA arasinda gergeklesen molekiiler etkilesimin
incelendigi ¢alismalarda dénemli bir yeri olan UV-absorbans spektrofotometri yontemi,
molekiiller arasi etkilesimlerin belirlenmesinde 6nemli bilgiler sunmaktadir. UV-
absorbans grafiklerinde gorulen, dalga piki disiisti diger bir ifade ile hipokromik etki
interkalasyon etkilesimini yansitirken (Barton ve Raphael 1984, Kelly ve ark. 1985),
hiperkromik etki olarak bilinen dalga pikindeki artislarin ise groove baglanma ile
iliskilendirildigi bilinmektedir (Pasternack ve ark. 1983). Sun ve ark. (2010), melaminin
DNA ile olan etkilesimini arastirdiklar1 bir calismada, sabit tutulan melamin
konsantrasyonuna karsi degisen DNA konsantrasyonlarinda s6z konusu molekdllerin
etkilesimlerini  incelemislerdir.  Arastiricilar, sadece genomik DNA bulunan
orneklerinde 260 nm dalga boyunda tek absorbans piki elde ederken sadece melamin
iceren ¢ozeltilerinde ise hem 208 hem de 235 nm dalga boylarinda ¢ift pik eclde
ettiklerini belirtmislerdir. Calisma e¢kibi, DNA ve melaminden kombine olarak
hazirladiklar1 6rneklerde ise melaminden kaynakli 208 ve 235 nm dalga boylarindaki
piklerin kaybolarak, 260 nm dalga boyunda tek bir pikte toplandigini ifade etmislerdir.
Bu durum, melaminin genomik DNA’ya baglandigin1 gostermektedir. Melamin ve
DNA arasindaki etkilesiminin daha saglikli olarak degerlendirilebilmesi igin ayni
prokoliit DNA’nin ss- formu i¢in de uygulayan arastiricilar, hem ds-DNA hem de ss-
DNA formunda UV-absorbans o6lcimi sonucunda hipokromik etkinin varligin
belirlemislerdir. Belirlenen hipokromik etki her ne kadar molekiiller arasi etkilesimde
interkalasyonu isaret etse de ss-DNA formunun tek zincirli yapida olmasi ve bilesiklerin
girebilecegi baz ciftlerini bulundurmamasi sebebi ile DNA’nin ds- ve ss- formlarinda
benzer bulgularin alinmasi interkalasyon i¢in bir kanit degildir. Ancak melaminin, DNA
molekiiliiniin omurgasini olusturan negatif yiiklii fosfat gruplarini nétralize edebilen
katyon gorevi gormesinden dolayr s6z konusu molekiiller arasi baglanmanin
elektrostatik etkilesim ile olusabilecegi bildirilmistir (Sun ve ark. 2010). Shen ve ark.
(2011) tarafindan yapilan benzer bir c¢alismada, arastiricilar, sabit DNA
konsantrasyonuna karst degisen konsantrasyonlardaki melamin ve metabolitlerinin
etkilesimini incelemis ve artan madde konsantrasyonlarinin dalga pikinde azalmaya

sebep oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, hipokromik etki olarak ifade edilen dalga
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piki diisiisiiniin, molekiiller arasi interkalasyon etkilesimi ile iligkili olabilecegini
belirtmislerdir. Sun ve ark. (2010) ile uyumlu olarak DNA’nin ss- formu ile yapilan
UV-absorbans o6lgcumleri sonucunda alinan dalga piklerinin, ds-DNA ile benzerlik
tagimasi molekiiller aras1 etkilesimin interkalasyon seklinde olamayacagini1 gosterdigi ve
tek basina farkli dalga piki veren bilesiklerin DNA ile kombinasyonundan 260 nm dalga
pikinin alinmasi bilesiklerin DNA’ya baglandiginin gostergesi oldugu ifade edilmistir.
Xie ve ark. (2015) ise, farkli konsantrasyonlarda hazirladiklart melamin ve
metabolitlerinin, sabit konsantrasyondaki DNA ile etkilesimini inceledikleri
calismalarinda,  yararlandiklar1 ~ UV-absorbans  yonteminde  artan  madde
konsantrasyonuna bagli olarak dalga piklerinde hiperkromik etkinin goriildiigiinii ve bu
durumun molekiiller arasinda goriilen groove baglanma ile iligkili olabilecegini ifade

etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise, melamin, siyanurik asit ve Urik asidin tek basina UV-
absorbans olglimleri yapildiginda farkli dalga boylarinda pik verdikleri belirlenmistir.
S6z konusu piklerin DNA molekilu igin spesifik olan 260 nm’deki dalga pikinden
farkli olduklar1 goOrtldi. Yapilan DNA-+melamin/metaboliti kombinasyonlarinin
absorbansi Olciildiigiinde tek basina farkli dalga boylarinda pik veren melamin ve
metabolitlerinin DNA ile etkilesimi sonrasinda absorbans spektrumlarinin 260 nm dalga
boyunda toplandig:i belirlendi. Bu durum, Sun ve ark. (2010) caligmasi ile uyum
gostermis, melamin ve metabolitlerinin DNA ile etkilesime girdigini ortaya koymustur.
Ayrica calismamizda, Xie ve ark.’nmn (2015) calismasi ile uyumlu olarak sabit
konsantrasyondaki DNA ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan melamin ve
metabolitleri incelendiginde, artan madde konsantrasyonu ile dalga piklerinin artig
gosterdigi belirlenmistir. Hem sigir timus DNA hem de S. aureus bakteri DNA’s1 ile
gerceklestirilen analiz sonucunda gorulen bu hiperkromik etki, s6z konusu molekuller

arasindaki etkilesimin groove baglanma ile ger¢eklestigi sonucunu ortaya koymustur.

Calismamiz kapsaminda, UV-absorbans spektrofotometri ile belirlenen groove
baglanma bulgusunun, desteklenmesi icin floresans spektrofotometri ve agaroz jel
elektroforez teknikleri de uygulandi. Floresans spektrofotometri yonteminde elde edilen
floresans spektrumlarmin sekil ve konumunda bir degisiklik olmamasi durumu,
gerceklesen etkilesimin molekiiller arasi kovalent olmayan etkilesimlerden olan
interkalasyon, elektrostatik etkilesim veya groove baglanma etkilesimlerinden biri

oldugu anlamina gelmektedir (Sun ve ark. 2010). Ayni formda elde edilen floresans
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spektrumlari, UV-absorbans yonteminde oldugu gibi azalan yonde ise hipokromik, artan
yonde ise hiperkromik olarak tanimlanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, diisiik floresansa
sahip olan DNA molekiiliiniin etkilesime girdigi molekiil ile vermis oldugu floresans
emisyonunun belirlenmesi i¢cin DNA’ya olan baglanma sekli iyi bilinen etidyum bromid
yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanan etidyum
bromid, giclu bir floresans 6zellik gostererek floresans spektrumlarinda artisa sebep
olmaktadir (Meyer-Almes ve Porschke 1993). Etidyum bromid molekullerinin DNA ile
etkilesimi test edilen molekiilllin etkisiyle, yerlesmis oldugu DNA baz iftlerinin
arasindan ayrilmasi floresans siddetinde azalmaya sebep olmakta ve bu sayede
etkilesimi  incelenen molekiilin DNA’ya interkalasyon yapip yapmadigi
belirlenebilmektedir. Etidyum bromid’in bu 6zelliginden faydalanarak birgok
molekiilin DNA ile olan etkilesimi agiklifa kavusturulmus ve bilinmeyene 1s1k
tutulmus olsa da gucli kanserojenik etkisi oldugu bilinmektedir. Etidyum bromid’in
istenmeyen bu 6zelliginden dolay: akridin oranj, metilen blue, berberin hidroklorid ve
safeview nukleik asit boyalar1 gibi farkli alternatif boyalar floresans prob olarak tercih
edilmekte ve basarili sonuclar vermektedir (Wang ve ark. 2011, Wang ve ark. 2014).
Floresans spektrofotometri caligsmalarinda etidyum bromid gibi kanserojen bir boya
yerine metilen blue boyasi tercih eden Shen ve ark. (2011), metilen blue’nun da tipki
etidyum bromid gibi interkalasyon yolu ile DNA’ya baglandigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar, metilen blue ve DNA karisimi tizerine, farkli konsantrasyonlarda melamin
ve metabolitlerinin eklenmesiyle meydana gelebilecek degisimin, molekiiller arasi
etkilesimde onemli oldugunu belirtmis ve artan madde konsantrasyonlarinda floresans
spektrumlarinin arttigini, sekil ve konumunda bir degisiklik olmadigini belirleyerek soz
konusu etkilesimin groove baglanma oldugunu ifade etmislerdir (Shen ve ark. 2011).
Xie ve ark. (2015), floresans prob olarak berberin hidroklorit kullandiklar
caligmalarinda, DNA ile melamin ve metabolitleri arasindaki etkilesimin groove
baglanma seklinde olabilecegini bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan melamin, siyanurik asit ve drik asit bilesiklerinin,
genomik DNA ile hazirlanan kombinasyonlarinin {izerine safeview boya eklendikten
sonra floresans ol¢timii yapildi ve UV-absorbans tekniginde oldugu gibi artan madde
konsantrasyonu ile floresans spektrumlarinin arttigr goriildii. Aym1 konumda alinan
floresans spektrumlarinin artan sekilde olmasi, ilgili bilesiklerin DNA ile etkilesimin

interkalasyon olmadigini dogrularken, molekiiller arasi etkilesimin groove baglanma
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yoninde oldugunu gostermis Shen ve ark. (2011) ile Xie ve ark.’nin (2015) galismalari

ile uyum sergilemistir.

Molekiiller arasi etkilesimin incelenmesinde yararlanilan yontemlerden bir digeri
olan agaroz jel elektroforez tekniginde ise, DNA’ya baglanan molekiillerin bantlagsma
ve bandin elektroforetik mobilitesi Uzerindeki etkisi degerlendirilmektedir. Elektriksel
bir alan icerisinde DNA molekulinin go¢ etmesi prensibine dayanan séz konusu
yontemde, DNA’ya baglanmasi sebebi ile baglanan molekillerin DNA goglni
yavaslattigi ve/veya yapisal degisikliklere sebep olarak bantlasmada bozulmalara yol
actig1 bilinmektedir (Xie ve ark. 2015). Calismamizda gergeklestirilen agaroz jel
elektroforez analizleri ile elde edilen jellerde olusan bantlar tizerinde piksel 6lgimi
yapildiginda konsantrasyon arttik¢a bant hacminde ve piksel yogunlugunda azalmalar
oldugu gozlenmis ve bu azalmalarin melamin etkisinde daha belirgin hale geldigi
goriilmistir. Xie ve ark. (2015), melamin ve metabolitlerinin, DNA’ya baglandiktan
sonra bant hacminde farkedilebilir bir degisiklik belirleyemediklerini bildirmislerdir.
Ancak, bizim bulgularimizla olusan farkin, s6z konusu arastiricilarin - bu
degerlendirmelerini piksel 6l¢timleri ile desteklememis olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Elektroforetik mobilite yoniinden bir degerlendirme yapildiginda,
Ozellikle melamin etkisinde artan konsantrasyonlarda olusan bantlarin diger
metabolitlere gore geride kaldigi goruldi. Bu durum, bant mobiliteleri bakimindan jel
iizerinde en yavas yiirlimeyi, sirast ile melamin+DNA, siyaniirik asit+DNA ve {irik
asit+DNA orneklerinde tespit ettiklerini bildiren Xie ve ark. (2015) ile uyum

gostermistir.

Calisma kapsaminda uygulanan agaroz jel elektroforezi, UV-absorbans ve floresans
spektrofotometri teknikleri ile elde edilen bulgular degerlendirildiginde, hem sigir timus
hem de S. aureus DNA’sinin, etkilesimleri incelenen metabolitler ile groove baglanma
gergeklestirdigi  belirlenmistir. Prokoryotik ve Okaryotik DNA’lar ile hazirlanan
orneklerde farkli  DNA-+melamin/metaboliti  konsantrasyonlarinin, agaroz jel
elektroforezi ve floresans spektrofotometri teknikleri bakimindan verdikleri sonuglar
DNA tiirtine bagli olmaksizin ayni yonde seyirler izledi. Ancak, UV-absorbans
spektrofotometri tekniginde, sigir timus DNA’s1 ile elde edilen grafiklerin S. aureus
DNA’sina gore daha yiiksek absorbans verdigi ve pik seyri anlaminda daha diizenli

oldugu (Sekil 3.8-11) goriilmiistiir.
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Sonug olarak, yapilan bu in vitro ¢aligma ile hem insan tiikketimine sunulan gidalara
hem de hayvan yemlerine protein oranmin yuksek gdsterilmesi igin hile amaciyla ilave
edilen melamin ve metabolitlerinin, prokaryotik ve okaryotik DNA molekdlleriyle
groove baglanma gosterdigi belirlendi. S6z konusu baglanmanin, DNA {izerinde yapisal
hasara sebep olabilecegi literatiirde bildirilmis olmakla birlikte, olusabilecek mutajenik
etkisine dair caligmalarin siirli oldugu ve insanlar iizerinde mutajeniteye dair bir
verinin olmamasi arastirmaya acik bir alan oldugunu isaret etmektedir. Bu calismada
melamin, siyandirik asit ve (rik asidin DNA ile groove baglandig in vitro olarak ortaya
konmustur. Her lic metabolitin de DNA ile gostermis oldugu etkilesim dikkate
alindiginda, ileride gergeklestirilecek deneysel in vivo galismalar ile melamin, siyaniirik
asit ve 0rik asidin genotoksik etkilerinin belirlenmesinin faydali olacagi sonucuna

varilmustir.
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