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OZET

Omerustaoglu Bayoglu S. (2020). Fumonisin B1’in Kanser ile Iliskili Yolaklarda Rol
Oynayan Genler Uzerine Etkilerinin Hicre Kiiltiirlerinde Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Misir ve benzeri Uriinlerin Fusarium tiirleri tarafindan kontamine olmasiyla karsimiza
¢ikan Fumonisin (FB1) insan ve hayvan saglig1 acisindan yiiksek risk olusturmaktadir.
Yapilan caligmalarda, FB1’in hepatotoksik, nefrotoksik, nérotoksik, immunotoksik ve
teratojenik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Kanser gelisiminde rol oynadigi bilinen
FBZ1’in sfinganin birikmesine sebep olarak sfingolipid biyosentezine yol agcmakta ve
boylelikle kanserde rol oynayan hiicre ¢ogalmasi, apoptoz gibi yolaklarda rol oynadigi
belirtilmektedir. Ayrica, FB’in genotoksik 6zellikte olmadig1 karsinojenez siirecinde
epigenetik mekanizmalar (zerinden de etkisini gosterebilecegi one siiriilmektedir. Tez
calismasinda, FB1’in toksisitesinde epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonunun
roliiniin arastirllmasi1 amaglanmistir. Bu amagla, insan bodbrek hicrelerinde (HK-2)
FB1’in global DNA metilasyonu, tiimoér baskilayici genlerin DNA metilasyonu ve
degisiklik gozlenen genlerin ekspresyonu arastirilmistir. FB1, MTT ve NRU testleri ile
sirasiyla %34 ve %38 oraninda hiicre 6liimiine sebep oldugu gdsterilmis olup, FB1’in
%350°1ik inhibisyon konsantrasyonu (ICsp) hesaplanamamistir. HK-2 hiicrelerinde 10; 50
ve 100 pM konsantrasyonlarda 24 saat FB1 maruziyeti gergeklestirildi. 100 pMm
konsantrasyonda FB1 maruziyetinin global DNA metilasyonunu 2,23 kat arttirdigi
gozlenirken, bu durumun DNMT enzimlerindeki degisiklikler ile iligkili olmadigi
gozlendi. FB1’in tiimor baskilayict genlerde metilasyon iizerine etkileri panel arrayler
kullanilarak arastirilmig olup, FB1’in birgok gende 50 ve 100 umM konsantrasyonlarda
metilasyon seviyelerinde anlamli derecede artisa sebep oldugu goézlenmistir.
Metilasyonda degisiklik gozlenen genlerden bazilart secilmis olup (CD44, CDKNI1A,
CDKN2B, CTNNB1, MYC, PTEN, RASSF ve p16), FB1 maruziyetinin bu genlerin de
ekspresyonlarinda artan metilasyon ile uyumlu anlamli derece azalmalara sebep oldugu
gosterilmistir. Tez ¢alismasinin, FB1’in kanser yolaklarinda rol oynayan mekanizmalar

lizerine yapilan ¢aligmalara katki saglanmasi beklenmektedir.
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ABSTRACT

Omerustaoglu Bayoglu, S. (2020). Investigation of the Effects of Fumonisin B1 on Genes
Playing Role in Cancer-Related Pathways in Cell Cultures. Istanbul University, Institute

of Health Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctorate Thesis. Istanbul.

Fumonisin B1 (FB1), which is emerged by contamination of corn and similar products
with Fusarium species, causes a high risk for human and animal health. In the studies, it
has been reported that FB1 shows hepatotoxic, nephrotoxic, neurotoxic, immunotoxic and
teratogenic effects. In addition, FB1 is known to play a role in cancer development. The
reason of this effect is the accumulation of sphinganine, which plays an important role in
the cell proliferation pathway and apoptic modulation, and the impairment in sphingolipid
biosynthesis. In addition, it is suggested that FB1 is not genotoxic and can act through
epigenetic mechanisms in the carcinogenesis process. In the thesis study, it has been
aimed to investigate the role of DNA methylation, one of the epigenetic mechanisms, in
the toxicity og FB1. So that, global DNA methylation of FB1, DNA methylation of tumor
suppressor genes and expression of altered genes in human kidney cells (HK-2) has been
investigated. When the cytotoxicity of FB1 was examined, for 24 h with 200 uM
concentration, the death rates were observed 34% in MTT test and 38% in NRU test.
Therefore, it could not be reached to an inhibition concentration rate of 50%. 1C50 could
not be calculated. It was observed that FB1 exposure at 100 uM concentration increased
global DNA methylation by 2,23 fold, but this was not related to changes in DNMT
enzymes. The effect of 24 hour FB1 exposure at 10, 50 and 100 uM concentrations on
methylation in tumor suppressor genes were investigated by studying panel arrays.
Significant increases in methylation levels at 50 and 100 uM concentrations have been
observed in mosf of the genes. These results have been shown to be consistent with the
expression results during the study. Significant decreases in the expression of selected
genes CD44, CDKN1A, CDKN2B, CTNNB1, MYC and p16. It has been expected that the
thesis study will contribute to the studies on the mechanisms that play a role in FB1 cancer

pathways.

Key words: Fumonisin B1, Cytotoxicity, Epigenetic mechanisms, Methyl array, Histone

modifications
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser kavrami karsimiza ¢ok eski zamanlardan beri ¢ikmaktadir. Malign
timorlerle ilgili tanimlara ilk olarak Misir papiriislerinde, Babil ¢ivi yazis1 tabletlerinde
ve eski Hint yazmalarinda rastlanmaktadir. Terim olarak kanser ilk kez M.O. 460-377
yillar1 arasinda yasayan Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Hipokrat ‘karkinos’ yada
‘karkinoma’ sozciiklerini iyilesmeyen, iilsere sebep olan, kirmizi, sicak, agrili ve yavas
bliyiiyen sislikler i¢in kullanmistir. Galen ise goriiniimiinii yengece benzettigi igin
‘kanser’adin1 vermistir (Sigerist, 1960). 2011 yilina kadar kansere neden olan en az 250
gen tanimlanmis olup bir ¢ok gen de kanser i¢in aday gosterilmis durumdadir ve bu say1
yapilan aragtirmalarla artmaya devam etmektedir (Pazarbasi ve ark., 2011). Kanser en
basit bi¢cimde biliylime Ozellikleri bozulmus hiicrelerin  yayilimi  olarak
tanimlanabilmektedir (Futreal ve ark., 2001). Hucrelerin blyume kontrolleri de genlerin
yonetimi altinda oldugu igin, kanser temelde genlerle iligkili bir hastaliktir. Genlerde
meydana gelen degisiklikler, bazi karsinojenlerle dogrudan DNA dizisinde degisiklige
sebep olabilir veya DNA dizisini degistirmeden gen ifadesini degistirmek seklinde
olabilir. Bu degisiklikler genetik ve epigenetik degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.
Genetik degisiklikler gende bir degisiklik olmasi sonucu meydana gelen, kalitsal ve
degistirilemeyen degisikliklerdir. Epigenetik degisiklikler ise genin yapisinda bir
degisiklige sebep olmaksizin, genin ifadesinde bir degisiklige sebep olan, kalitsal
olmayan ve geri doniistimlii olabilen degisikliklerdir. Gunlimuzde karsinojenler de bu iki
etki mekanizmasina gore genotoksik ve non-genotoksik (epigenetik) karsinojenler olmak

tizere iki gruba ayrilmstir.

Fumonisinler non-genotoksik karsinojenler grubunda siniflandirilmis olup, misir
ve misir benzeri tiriinlerin Fusarium verticillioides ve Fusarium proliferatum tarafindan
kontamine olmasiyla olusan mikotoksinlerdir (Gelderblom ve ark., 1996b; SCF. 2000).
Bugtine kadar 7 farkl tiirti belirlenmistir. Ancak bunlar i¢inde dogada en ¢ok rastlanilani
fumonisin B1 (FB1)’dir ve ¢alismalar genellikle bu FB1’e yogunlasmaktadir (Smith ve
Thakur, 1996). Misir tiiketiminin yogun oldugu bolgelerde FB1’in etkileri de oldukca
fazla goriilmektedir. FB1 hem organlara ciddi derecede zarar veren, hem de akut toksisite,
subakut toksisite, kronik toksisite/karsinojenite, tireme ve gelisimsel toksisiteye sebep
olan bir mikotoksindir (Food Safety Commission of Japan, 2018). Pek cok llkede FB1

ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmaktadir. Giiney Afrika ve Cin’in bazi misir
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yetisen bolgelerinde 6zofagus kanseri daha fazla gozlenmis olup (Sydenham ve ark.,
1990; Chu ve ark., 1994), Amerika’da kiiflii misir tarlalarinda beslenen sigir ve atlarda
tirnak diismesi, domuzlarda tiiy dokiilmesi, baz1 hayvanlarda yiksek oranda 6lim
goriilmiistiir ve bu olaylarda fumonisinlerin roliiniin olabilecegi diisiiniilmiistiir (Nelson
ve ark. 1993). FB1’in yapisi sfingozine benzemektedir. Bu 6zelliginden dolay1 hiicre
membranin Onemli bilesenlerinden olan sfingolipidlerin yapisin1 bozarak, hiicre
bliytimesi, farklilasmasi ve davranisinda degisiklilere sebep olabilecegi diisiiniilmektedir
(Turner ve ark. 1999). FB1’in non-genotoksik bir karsinojen oldugu ileri siiriilmektedir
(Gelderblom ve ark., 1996b). Pellanda ve ark. (2012) tarafindan sigan fetiislerinde
yapilan calismada, FB1’in global DNA metilasyonuna, histon modifikasyonuna ve
kromatin stabilitesini saglayan enzimlerin regiilasyonunda degisikliklere sebep oldugu
gosterilmistir (Pellanda ve ark., 2012). Chuturgoon ve ark. (2014)’lar1 tarafindan yapilan
calismada ise; FB1’in DNA metiltransferaz aktivitesini ve 0zelllikle DNA demetilazin
ekspresyonunu azalttigi; insan hepatoseliiler karsinomada DNA hipometilasyonunu
arttirdig@1 gosterilmistir (Chuturgoon ve ark., 2014). Arumugam ve ark. (2020)’larinin
yilinda yaptig1 bir calismada da FB1’in miR-30c araciligiyla PTEN ekspresyonunu
epigenetik olarak downregule ettigini gostermislerdir (Arumugam ve ark., 2020).
Chuturgoon ve ark.’larinin 2013 yilinda HepG2 hiicreleri lizerine yaptigi ¢alismada
FB1’in kromatin kararsizligina ve karaciger timor olusumuna sebep olabilen histon
demetilasyonunu ve global DNA metilasyonunu indiikledigini gézlemistir (Chuturgoon
ve ark., 2013). Ancak heniiz epigenetik mekanizmalarin FB1’in karsinojenik etkisindeki
rolii hakkinda yeterli bir bilgiye ulasilamamstir. Prof. Dr. Sibel Ozden’in yiiriittiigii
calismalarda FB1’in karaciger ve bobrek iizerinde DNA metilasyonunda (Demirel ve
Ozden, 2015) ve bobrek hiicrelerinde global histon modifikasyonlarinda degiikliklere
sebep olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak tez ¢alismasinda kanser
ile iliskili yolaklarda FB1’in epigenetik degisikliklerinin rolii iizerinde c¢alisilmasi
amaclanmistir. Bu amagla, insan bobrek hicrelerinde (HK-2) FB1’in global DNA
metilasyonu, timdr baskilayict genlerin DNA metilasyonu ve degisiklik gozlenen
genlerin ekspresyonu arastirilmistir. Boylelikle, FB1’in kanser yolaklarinda rol oynayan

mekanizmalar {izerine yapilan ¢alismalara katki saglanmasi beklenmektedir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Epigenetik

Epigenetik; DNA dizisinde bir degisme olmaksizin fenotipte meydana gelen,
kaliimsal olarak aktarilabilen, geri dontisimli, cevre ile modifiye edilebilen
degisiklikleri inceleyen bilim dalidir. Epigenetik terimi 1940’larin basinda bir biyolog
olan Conrad Waddington tarafindan kullanilmistir. Waddington bu tanimi yaparken
‘genotipin fenotipi nasil olusturdugunu inceleyen bilim dali’ ifadesini kullanmistir
(Waddington 1940; Dolinoy ve ark., 2007). 1970’lerde, Holliday ve Pogh’un 6nerisiyle,
sitozin-guanin dinUkleotitlerinin (CpG) metilasyonunu igceren DNA modifikasyonlari
hipotezin molekiiler mekanizmasini agiklamak i¢in kullanilmistir (Holliday ve Pugh
1975, Dolinoy ve ark., 2007). Takip eden yillarda yeni kesiflerle gen modifikasyonlarinin
kalitsal oldugu belirlenmis ve 1990’larda epigenetigin tanimi bugiinki kullandigimiz

halini almistir (Dolinoy ve ark., 2007).

Epigenetik modifikasyonlar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
mikroRNA’larin  (miRNA) regiilasyonu olmak iizere baglica iic mekanizma ile
aciklanmaktadir (Sekil 2-1) (YYan ve ark., 2010). Bu mekanizmalardaki herhangi bir hata
genin susturulmasina veya ifadesinde asir1 artisa sebep olarak epigenetik hasar meydana
getirebilmekte ve bu degisiklikler nesilden nesile mitoz veya mayoz boliinme yoluyla

aktarilmaktadir.



1. DNA Metilasyonu
5-Metilsitozin

2. Histon
Modifikasyonu

Niikleozom

Regiilasyonu

Sekil 2-1: Bashica epigenetik mekanizmalar (Yan ve ark., 2010).

2.1.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz (DNMT) ailesindeki bir enzim tarafindan
S-adenozil metiyonin (SAM)’den bir metil grubunun (-CH3) alinip, CpG dintikleotidinde
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bulunan sitozinin 5. konumunundaki karbonuna baglanmasi ile gerceklesir. Bu islemin

sonucunda 5-metildeoksisitidin (5-mdC) olusur (Sekil 2-2) (Herman ve Baylin, 2003).

Memeli genomunda tiim sitozinlerin yaklasik %2-5’1 metillenmis durumdadir ve guanin

ile baz ¢ifti olusturmustur (Bombail ve ark., 2004).

N DNMT N
/7O OO 7O OO
Sitozin 5-metilsitozin

Sekil 2-2: Memeli genomunda sitozinin metilasyonu (Herman ve Baylin, 2003).
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DNA metilasyonu DNA metiltransferazlar tarafindan katalizlenir. Memelilerde
saptanan 5 tip DNMT vardir; bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve
DNMT3L dir (Robertson, 2002). Iclerinde en &nemliler; DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b’dir. DNMT1, ger¢ek metiltransferazlardir ve metilasyonun yeni zincirlere
aktarilmasindan, daha Once metillenmis halde bulunan sitozinlerin taninmasindan
sorumludur. DNMT3a ve DNMT3b ise de novo metiltransferazlardir ve ilk gelisim
déneminde metilasyonun olusmasindan sorumludurlar (Das ve Singal, 2004; Szyf, 2011).
DNA metilasyonunda metil gruplari, bircok metilasyon reaksiyonununda metil verici
olan SAM’den temin edilir. SAM, esansiyel bir amino asit olan metiyoninden meydana
gelir. Homosistein metabolizmasinin ilk basamagidir. SAM’in artmasi durumunda
metiltransferazlar aktif hale gelir, hipermetilasyonu tetikler ve global hipometilasyona

kars1 genomu korur (Caudill ve ark., 2001; Choumenkovitch ve ark., 2002).

Sitozin ve guaninin birbirini takip eder halde bulundugu bolgeler CpG
diniikleotidi olarak adlandirilir. Insan genomunda yaklasik olarak 28 milyon CpG
dinukleotitidi bulunmaktadir. Bu dizilerin %10’undan azi CpG adaciklaridir. CpG
adaciklar1 genellikle genlerin promotor bdlgelerinde bulunurlar. CpG adaciklari, 1000
baz ¢ifti uzunlugundaki DNA’nin, genomun diger boélgelerinden daha c¢ok CpG
yogunluguna sahip oldugu alanlardir ve genellikle metillenmemis haldedir (Bird ve ark.,
1985). Organizmanin hayatta kalabilmesi i¢in siirekli aktif olmas1 gereken housekeeping
ve dlzenleyici genlerdeki CpG adaciklar1 metilasyona karsi direnglidir. Ancak tekrar
dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin bélgelerdeki CpG adaciklart metilasyon
yoniinden zengindir. Bu sekilde gen ifadesi baskilanmis durumdadir (Smith ve Meissner,
2013; Takai ve Jones, 2002). Bununla beraber baski altinda tutulmasi gereken impirinting
genler, inaktif X kromozom genleri, gametler ve bazi dokuya 6zgii genlerde de
metilasyon gozlenmektedir (Robertson, 2005). Metillenmemis durumdaki CpG
adaciklarinin yeniden metillenmesi yaslanma silirece ve kanser gibi bazi hastaliklarin

ortaya ¢ikmasinda rol oynar.

DNA metilasyonu, kromatin yapisinin durumunda ve dolayisiyla gen ifadesinin
kontroluinde 6nemli rol oynar. Aktif kromatin yapisinda transkiripsiyon faktorleri ve diger
kofaktorler promotore baglanabilir. Bu kromatin yapist metillenmemis CpG

dintikleotitleri igerir. Inaktif kromatin yapisinda ise promotere baglanma gerceklesmez.
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Bu durumda ise kromatin yapisinda metillenmis CpG dinUKleotitleri vardir (Esteller,
2007). Bir genin ifadesi metillenme derecesine baglidir ve aralarinda ters iliski vardir.
Yani, metilasyonun az olmasi genin ifadesinde artisa; metilasyonun fazla olmasi ise genin
ifadesinde azalmaya sebep olur ve bu metilasyon bir kere gergeklesince o dokunun biitiin

hiicrelerine aktarilir.

DNA metilasyonu ile genin sessizlesmesinde iki mekanizma 6ne siirilmistiir;
direkt mekanizmalar ve indirekt mekanizmalar (Sekil 2-3) (Nan ve ark., 1997). Direkt
mekanizma, metillenmis CpG’lere transkripsiyon faktorlerinin ve diger kofaktorlerin
fiziksel baglanmasinin engellemesiyle olan baskilamadir. indirekt mekanizma ise,
metillenmis CpG’ler metil baglanma proteinlerini (MBD) tetikler. Bu proteinlerin en iyi
taninmig Ornekleri MeCP2, MBD2 ve MBD3’tiir. Transkiripsiyon faktorlerinin
baglanacagi bolgelerin, MBD tarafindan maskelenmesi sayesinde bu faktorler
baglanamaz. MBD, histon deasetilazlar ile ve kromatin yeniden modelleme aktiviteleri
ile birlikte ¢alisirlar. Olusan bu kompleks yapi inaktif bir kromatin yapisi meydana
getirerek genin transkribe olmasini engeller ve gen susturulur (McGowen ve Szyf, 2010;
Das ve Singal, 2004).

Direkt
mekanizmalar

fM;(h

Transkripsiyon baskilanir

’ € indirekt
g mekanizmalar
Aktif transkripsiyon E
-

HPI

Transkripsiyon baskilanir

Sekil 2-3: DNA metilasyonu ile genin sessizlesmesinde iki mekanizma (Guler ve
Peynircioglu, 2016; McGowen ve Szyf, 2010).

Yillardir siiregelen calismalar, kanserde erken safhalarda ve en fazla gdzlenen
olaylarin DNA metilasyonundaki degisiklikler oldugunu gostermektedir. Bu konudaki ilk
goriis, 1983 yilinda kanser hiicre genomlarinin normal hiicrelere goére hipometile
oldugunun bulunmasiyla ortaya konmustur (Feinberg ve Tycko, 2004). Kanserli

hiicrelerde gelisen DNA metilasyonu 3 farkli mekanizma ile ac¢iklanmaktadir; 5-
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metilsitozinin  deaminasyonu sonucu mutasyon olusmasi, genomun global
hipometilasyonu ve tiimdr baskilayict genlerin promotor bolgelerindeki CpG
adaciklarinda hipermetilasyon ile baskilanmasidir (Sekil 2-4) (Esteller ve Herman, 2002;
Gonzalgo ve Jones, 1997). Bu mekanizmalardan ilki; normal bir DNA’da en sik goriilen
mutasyon ¢esidi deaminasyon ile sitozinin urasile doniismesidir. Urasil bir RNA bazi
oldugu i¢in onarim mekanizmlar1 tarafindan kolayca taninir ve onarilir. Fakat 5-
metilsitozin deaminasyon sonucu timine doniisiir. Timin de bir DNA bazi oldugu i¢in
farkedilemez ve onarilamaz (Esteller ve Herman, 2002; Gonzalgo ve Jones, 1997).
Genomun global hipometilasyonunda ise, genom boyunca CpG dintkleotidleri metile
durumdadir ve global hipometilasyona ugrayabilir ve bu durum da kromozomal
instabiliteye, retrotranspozon aktivasyonu ve bazi protonkogenlerin ekspresyonunda
artisa sebep olmaktadir. Kanserin erken evrelerinde CpG dinukleotidlerinde sitozin
metilasyonunda azalma oldugu gosterilmistir (Das ve Singal, 2004). Tiimor baskilayict
genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda hipermetilasyon ise, normalde
metillenmemis halde bulunan tiimor baskilayici genler hipermetilasyon ile sessizleserek

etki gosteremezler (Esteller ve Herman, 2002; Gonzalgo ve Jones, 1997).
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Aktif ve inaktif durnmlarda
kromatinin dogru organizasyonn
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Mutasyon onarim mekanizmalarinda Transpozonlarin aktivatasyonu
bozukluklar, Proto-onkogenlerin aktivasyonn

\_ Apoptozun kayn

Sekil 2-4: Normal ve kanserli hiicrelerin DNA metilasyonu ile iliskisi (Esteller ve Herman,
2002; Gonzalgo ve Jones, 1997).

2.1.2. Histon Modifikasyonlar:

Histonlar, kromatinin temel yapisi olan niikleozomlari olusturarak DNA’nin
etrafina sarilip paketlenmesini saglayan, lizin ve arjinince zengin proteinlerdir. 5 ana
histon tipi vardir: H2A, H2B, H3, H4 ve H1’dir. H1 disindaki diger 4 histon 2’serli olarak
birlesir, etraflarina DNA sarilir. H1 histonu ise DNA saril1 olan bu oktomerleri birbirine
baglayarak distan eklenir, (Sekil 2-5) (Jones ve Baylin, 2002). Histonlar (zerinde
gerceklesen modifikasyonlar kromatin yapisina, gen fonksiyonuna ve ekspresyonuna etki
ederler (Kouzarides, 2007). Kromatinin sikilasmasi veya gevsemesi gen ifadesinin
degismesine sebep olur. Sikilagmis kromatin heterokromatin olarak adlandirilir ve bu

durumda transkiripsiyon faktorleri DNA’ya baglanamaz ve gen inaktif olur. Kromatinin
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gevsek hali ise 6kromatin olarak adlandirilir ve bu durumda transkiripsiyon faktorleri ve

diger proteinler rahatca DNA’ya baglanir ve gen aktif olur (Sekil 2-6) (Margolis, 2005).

oktamer histont
(H2A + H2B + H3 + H4) x 2

Sekil 2-5: Nukleozom yapisi ve etrafina sarih DNA

Transkripsiyon

Faktorleri :
aktorleri () Transkripsiyon
Deasetile: OFF‘ . |
Kapali Nikleozom )
)
le]
HATs || HDACs

Transkripsiyon
ON

Asetile:
Acik Histon m (

[Yele

Sekil 2-6: Histonlardaki degisiklikler ile genin aktif ve inaktif olma durumlar1 (Margolis,
2005).

Histon modifikasyonlari, enzimler araciligiyla histona baska gruplarin
baglanmasi veya ayrilmasi ile olur. Bu modifikasyonlar histonlarin bazik NH> (-amino)
gruplarinda gerceklesen ve post-translasyonel modifikasyonlardir. Su ana kadar
kesfedilen histon modifikasyonlari; asetilasyon, metilasyon, ubigitinasyon, fosforilasyon,
glikolizasyon, sumolasyon, ADP-ribozilasyondur (Herceg , 2007).

Histon asetilasyou, H3K ve H4K kuyruklarindaki N-terminallerinin

asetillenmesiyle meydana gelen bir olaydir. Genellikle gen promoterlerinin lizin
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rezidiilerinde, transkripsiyonel aktivasyonu stimiile ederek gen ifadesini arttirir (Reddy
ve Natarajan, 2011). Bu transkripsiyonel aktivasyonu, histonlardaki pozitif yiklu amin
gruplarin1 nétral amid baglarina doniistiirerek gerceklestirir. Asetilasyon sonucu negatif
yuklii DNA ile pozitif yiiklii amino grubunun yaptigi1 bag zayiflar ve DNA transkiripsiyon
faktorleri tarafindan kolay ulasilabilir hale gelir. DNA’nin agilmasiyla gen ifadesi baslar.
Deasetilasyon ise, kapali kromatin yapisina neden olarak inaktif gen ifadesine sebep olur.
Bu reaksiyonlar1 katalizleyen iki enzim, histon asetil transferaz (HAT) ve histon
deasetilaz (HDAC)’dir Bu enzimler asetil-koA’dan alinan asetil grubunun eklenmesini
ve ¢ikarilmasini saglar (Sekil 2-6; Sekil 2-7) (Kouzarides, 2007; Sun ve ark., 2016).

Inaktif Kromatin Aktif Kromatin
A
M ¢ ¢ ' Kimyasal 3 F
. i _ maruziyet o —p— i -y
{Y f y / e\ . | [ ) | 1
1 (1 I’ @ ) A
VA VA BN \/ v RS ¥ W % A \/
* ¢ ¢ # A © L]
Yiiksek
Transkripsiyonel
Aktivite
® 3K0me2s % HDAGs HEReS A E3K3mess
H3K9ac 4 H3K4mel/2/3
$ H3K27/me3 . T & A
§ H4K20me3 @ HiKSac A H3K79me2
@) HATs s HMTS/HDMs

Sekil 2-7: Aktif ve inaktif kromatin yapisi ve rol oynayan histon modifikasyonlari (Sun ve
ark., 2016-modifiye edildi).

Histon metilasyonu, asetilasyonun aksine devamli ve uzun siirelidir. Arjinin ve
lizin rezidllerinde meydana gelen, mono, di veya tri metil grubunun eklenmesiyle
gerceklesen post-translasyonel kovalent bir modifikasyondur (Sekil 2-8) (Villeneuve ve
Natarajan, 2010). Histon metiltransferazlar (HMT) ve histon demetilaz (HDM) enzimleri
araciligyla gergeklesir. Histon metilasyonu, modifiye edildigi rezidiiye gOre gen
ifadesinin artmasina yada baskilanmasina sebep olabilir. Genel olarak H3K36me2/3,
H3K4mel/2/3, H3K79me2 transkiripsiyonel aktivasyona sebep olurken; H3K9me2/3,
H3K27me3, ve H4K20me3 kromatinin kapali olmasina ve gen ifadesinin baskilanmasina
sebep olur (Sekil 2-7) (Sun ve ark., 2014).
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Sekil 2-8: Lizin rezidiilerine metil gruplarinin eklenmesi

Histon fosforilasyonu, mitoz bolinme esnasinda, histon H3’iin —amino
terminalinde bulunan 10. pozisyonundaki serinin fosforillenmesi ile gerceklesen
modifikasyondur. Kromozomun yogunlasmasinin baslamasi ile iligkilidir (Santos-Rosa
ve Caldas, 2005). Histon ubigitinasyonu ve sumolasyonu, lizin rezidilerinin ubiqutin ve
sumo yoluyla modifiye edilmesidir. Histon ubiqitinasyonu gen ifadesinin artmasiyla
iligkilidir (Santos-Rosa ve Cldas, 2005). ADP ribozilasyonu, negatif yikli poli-ADP-
riboz zincirinin, DNA ile histonlar arasindaki etkilesimi azalmasiyla gergeklesen

modifikasyondur. Kromatinde agilmalara sebep olur (Morin ve Ark., 1999).

2.2. Mikotoksinler

Mikotoksin terimi mantar anlamindaki ‘myco’ ve zehir anlamindaki ‘toxin’
kelimelerinin birlesimiyle tiiremistir. Mikotoksinler ¢ogunlukla Aspergillus, Penicillium
ve Fusarium tiirleri tarafindan sentezlenen ikincil, diisiik molekiil agirlikli (yaklagik 700
dalton), son derece zararli maddelerdir (Liew ve Redzwan, 2018). Fakat bitin
mikotoksinler bu sekilde siniflandirilamaz. Ornegin penisilin giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan antibiyotiktir (Speight, 2012). Mikotoksinin hayatimiza girisi 10.000 y1l 6nce
insanoglunun ekinleri yetistirmesi ve depolamasiyla baglamistir. Tahillar en 6nemli besin
kaynaklarimizdan biri olmustur (Pitt ve Miller, 2016). Ancak, halen daha insanlarin ve
hayvanlarin ana besin kaynag1 olan tahillarin %25’inin Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO)’nuna goére mikotoksinler

tarafindan kontamine oldugu bildirilmektedir. (Pandya ve Arade, 2016). Kontamine
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gidalara maruziyet sonucu alinan mikotoksinlerin sebep olduklari zehirlenmeler
“mikotoksikozis” olarak adlandirilmaktadir. Bu maruziyet genellikle oral yol ile olsa da
inhalasyon ve dermal yol ile de olabilmektedir. Mikotoksikozis doza, maruziyet suresine
ve tire baglh olarak farkli etkiler gosterebilmektedir. Ayrica, diger kimyasallarla beraber
maruziyet durumunda sinerjik etkiye sebep olabildikleri de bildirilmistir (Gajecka ve ark.,
2013).

Bugiin 300’den fazla mikotoksinin varligini bilmekteyiz. Cesitli hayvanlar ve
hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalar, farkli organlarin mikotoksinler tarafindan
etkilenebildigini gdstermistir. Bu etkiler, mutajenik, karsinojenik, teratojenik
olabilmekte; hatta baz tiirlerde bu etkilerin bir kag1 birlikte de gorulebilmektedir (Bennett
ve Klich; Creppy, 2002). Mikotoksinler icinde en ¢ok arastirilan ve en ¢ok aydinlatilani
hepatotoksik ve karsinojenik ozellikteki aflatoksin B1’dir. Afrika ve Glineydogu Asya’da
yapilan ¢aligmalarda aflotoksin B1 ve karaciger kanseri siklig1 arasinda bir iliski oldugu
saptanmistir (Yurdun, 1996; Williams ve ark., 2004). Son yillarda diger mikotoksin
gruplart olan okratoksinler, patulin, trikotesen, zearalenon ve fumonisinler de

arastirmacilarin 6nemli arastirma konular1 olmustur.

2.3. Fumonisinler

Fumonisinler, misir ve musir benzeri Uriinlerin Fusarium verticillioides ve
Fusarium proliferatum tarafindan kontamine olmasiyla olusan mikotoksinlerdir. Bu
tirlerin yanisira F. napiforme, F. anthophilum, F. dlamini, ve F. nygamai gibi tiirler de
fumonisinleri Gretebilir (SCF, 2000). Nem, sicaklik, tohum ¢esidi, tarimsal uygulamalar,
bitki stresi vb. durumlarin varligi fumonisinlerin iireme hizlarini etkiler (Jackson ve

Jablonski, 2004; Soriano ve Dragacci, 2004).

Fumonisinler ilk olarak 1988 yilinda Fusarium moniliforme'nin metaboliti olarak
izole edilmistir (Marasas ve ark., 1988). Bugiine kadar 7 farkli tipi belirlenmistir.
Fumonisin B1 (FB1) ve FB2 major toksinler, FB3, FB4, FAl, FA2, FC1 mindr
toksinlerdir. Bunlar arasinda FB1 'in en toksik 6zellikte oldugu diisiinilmektedir. Ayrica,
dogada en ¢ok rastlanan tiir de FB1’dir (Smith ve Thakur, 1996). Bu sebeple (izerinde en

¢ok calisilan ve arastirilan fumonisindir.

Misirda FB1 olusumu 10-37°C’de gergeklesmektedir, 7°C’de FB1 varligi tespit
edilememistir. F. Verticilloides suslar1 optimum 20-30°C’de fumonisin tretirken, F.

profileratum icin bu deger 15°C’dir (Marin ve ark., 1999). 2-amino-12,16-dimetil
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polihidroksieikosan iskeletinin C14 ve C15 konumlarindan propan-1,2,3-trikarboksilik
asit ile esterlesmesiyle olusmustur (Steyn ve ark., 1999). FB1 de propan diester, 1.2.3
trikarboksilik asit ve 2-amino 12. 16 dimetil, 3,5,10,14,15 pentadihidroksikosan, terminal
asit grubu asitlesip 14. ve 15. hidroksil gruplarmin da esterlestigi goriilmektedir (Nelson
ve ark., 1993) (Sekil 2-9).

0 OH
m
0 OH OH OH

CHj
HaC
CHa CH; OH NH,
0 (0]
0
74
OH
HO” X0

Sekil 2-9: FB1’in kimyasal yapisi

WHO raporlarinda diinyada misir ve musir {dirtinlerinin %59’unun FB1 ile
kontamine oldugu bildirilmistir (WHO,2000). Fumonisinin, gidalarin islenmesinde
kullanilan yontemlere karst olduk¢a dayanikli olmasi da bu oranin yiiksek olmasinin
sebeplerinden  biridir. Ornegin  150°C*nin  altindaki degerlerde sadece kismi
par¢alanmanin gortldigii bildirilmistir (Arranz ve ark., 2004). Misirin  Kkuru
degirmenlerde o&giitilmesi durumunda FBI1’in kepek, tohum ve una dagildigi
gbzlenirken; nemli degirmende 6giitiilmesi durumunda suda ¢ézlinme 6zelliginden dolay1
FB1 miktarinda azalma oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla, gidalardan FBI
uzaklastirilmasi pek ¢ok degiskene baglidir (EHC, 2000).

FB1 diinya capinda pek cok iilkede epidemiyolojik calismalari yapilan bir
toksindir. Giiney Afrika ve Cin’in bazi misir yetisen bolgelerinde, diisiik gelir sinifindan
olan ve diyetlerinde misir tiketimi yiksek olan popilasyonlarda 6zofagus kanserinin
daha sik g6zlendigi (Sydenham ve ark., 1990; Chu ve ark., 1994), Amerika’da kiiflii misir
tarlalarinda beslenen sigir ve atlarda tirnak diismesi, domuzlarda tiiy dokiilmesi, bazi
hayvanlarda yuksek oranda Olim gozlendigi rapor edilmis olup, bu olaylarda

fumonisinlerin roliiniin olabilecegi diisiinlilmiistiir (Nelson ve ark. 1993). Ayrica FBI
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iceren misir ya da musir igeren yem tiiketen atlarda beyin zari iltihabi (Marasas ve ark.,
1988), domuzlarda akciger 6demi (Haschek ve ark., 2001) ve farelerde bobrek hastaliklar
ve erkek siganlarda siganin tiiriine gore karaciger ve bobrek kanseri (Stockmann ve ark.,

2008) gelistigi gosterilmistir.

2.3.1. Fumonisin B1’in Toksikokinetigi

FB1, yiksek oranda hidrofilik bir bilesiktir. Uzerinde ¢alisilan biitiin hayvan
tiirlerinde gastrointestinal emiliminin ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir (Dutton, 1996).
Buyuk oranda ve hizli bir sekilde fegesle viicuttan atilir (Shephard ve ark., 1992,1994).
Sicanlar ile yapilan ¢alismalarda kii¢iik bir kisminin safra ile atildig1 ve enterohepatik
siklusa az miktarda gegebildigini gostermistir (Shephard ve ark., 1994). Idrarda,
karacigerde, bobrekte ve kirmizi kan hiicrelerinde FB1’e rastlanirken; plazma, plesanta,
kalp ve beyinde rastlanilmamistir (Voss ve ark., 1996). Kan beyin bariyerini gectigine
dair kanitlar ise ¢ok azdir (Dragan ve ark., 2001). insan disindaki tiim memeli tiirlerinde
de FB1’in kinetiginin benzer oldugu belirtilmistir (Dutton, 1996; NTP Technical Report,
2001). insanlar da ise, safra yoluyla atildig1 ve az miktarda idrar ile atildi181 gdsterilmistir.
FB1’in 6zellikle karaciger ve bobrekte biriktigi belirtilmistir (EHC, 2000).

2.3.2. FBY’in Toksisite Mekanizmasi ve Toksik Etkileri

FB1 kimyasal yapisi ile sfingozin (SO) ve sfinganine (SA) benzemesi (Sekil 2-
10) Stocjmann-Juvala ve Savolainen, 2008) dolayisiyla, sfingolipidlerin sentezinde
onlarin yerine gegerek seramid sentetaz (N-agil transferaz) enzimini ve sfinganinin N-
acilsfinganinlere doniisimiinii inhibe eder.  Sfingolipidlerin gérevi membran ve
lipoprotein yapisini korumak, hiicrelerarasi iletisimi ve hiicreler ile ekstraselliiler matriks
arasindaki etkilesimi saglamak, biiyiime faktor reseptorlerini dengelemek, sinyal
iletiminde ikinci mesajc1 olarak etki etmektir. Biitiin bunlarin sonucunda sfingolipidler
hiicre biiytimesi, farklilasmasi ve olimiinde aracilik yapar (Turner ve ark. 1999).
Sfinganinin N-agilsfinganinlere doniisiimiiniin inhibe olmasiyla serbest sfinganin birikir
ve dokularda SA/SO oranini artar. (Merril ve ark., 1996; Wang ve ark., 1999). Bu

durumun kanser gelisiminde 6énemli rol oynadig1 bilinmektedir.
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ICOOH
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Sekil 2-9: FB1, sfinganin ve sfingozinin kimyasal yapilar1 (Stocjmann-Juvala ve
Savolainen, 2008)

FB1’in sfingolipid sentezi disinda hiicresel lipid sentezini etkiledigi de
gozlenmektedir. Siganlarda yapilan deneylerde n-6 yag asitlerinde degisiklikler oldugu
kaydedilmis olup, membran kaynakli kolesterol diizeyinde diisme oldugu gézlenmistir.
Bu diisiis fosfodilkolin:kolesterol oraninin artmasina ve membranin katilasmasina sebep
olmustur. Bu 6zelliginden dolayr FB1’in membran yapisinin biitiinliigiinii bozdugu ve
hiicre 6liiminii gerceklestirdigi bildirilmistir. (Steyn ve Stander, 1999). Uzerinde en ¢ok

calisilan ve 6nemli goriilen mekanizmalardan biri de budur.

2.3.3. FBI’in Karaciger Uzerine Toksik Etkileri

FB1’in karaciger hiicrelerinde lipid peroksidasyonu ile sonuglanan, hiicrelerin
oksidatif durumunu da bozabildigi bildirilmistir (Abel ve Gelderblom, 1998). Gelderblom
tarafindan yapilan bir ¢aligmada; FB1’in membran fosfolipidlerinin yapisini bozmasinin
yaninda, fosfolipidler ve trigliseridlerin yag asidi yapisini da etkiledigi gdsterilmistir. Bu
degisiklikler ¢coklu-doymamis yag asitlerinin birikmesinin yan1 sira normal ve kanser
hiicrelerinin her ikisinde de lipid peroksidasyonunun artmasina da sebep olmustur.
(Gelderblom ve ark., 1996a-b; Gavino, 1981). Bir baska ¢alismada, fare karacigerinde
FB1 maruziyeti sonrasinda TNF-o, interlokin-1 (IL-1B), IL-1a, IL-6, IL-10, IL-12
ekspresyonlarinda artis meydana geldigi gozlenmistir (Bhandari ve Sharma, 2002a-b;
Sharma ve ark., 2006). In vivo FBI maruziyetinin BALB/c farelerin bobrek ve
karacigerinde kaspas-8 ve TNFa’ nin ekspresyonunu arttirabildigi gosterilmistir (Dugyala

ve ark. 1998; Sharma ve ark., 2006).



33

2.3.4. FB1’in Bobrek Uzerine Toksik Etkileri

Maymun bobrek hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada; FB1-indukli lipid
peroksidasyonu, DNA, protein ve makromolekiil sentezini inhibe etmistir (Abado-
Becagnee ve ark., 1998). FB1’in hiicre 6liimii iizerine etkisi serbest radikallerin artiginin
cok fazla olmasi veya antioksidan koruma mekanizmalariin tiikkenmesinden dolay1
oksidatif stres gortilmesiyle iliskili oldugu da bildirilmistir. Domuz bdbrek hiicrelerinde
yapilan bir ¢caligmada glutatyon redoks siklusunda, glutatyon seviyelerinin azalmasiyla
sonuglanan degisiklikler gozlenmis ve dolayisiyla FB1’e kars1 koruyucu roliin azaldigi

gosterilmistir (Kang ve Alexander, 1996).

Bir bagka ¢aligmada FB1 maruziyeti sonucunda idrar osmolalitesinin azaldigi,
idrar konsantre etme kabiliyetinin bozuldugu ve idrarla protein atiliminin arttigi
goriilmiistiir. Total protein, laktat dehidrogenaz, y-glutamil transpeptidaz ve N-asetil-f-
D-glukozaminidaz aktivitelerinde artis gozlenmistir (Bondy ve ark., 1995; 1996). Yapilan
caligmalarda FB1 maruziyeti ile erkek farelerin bobreklerinde organik anyon ve katyon
alimmin azaldigi bildirilmistir (Wang ve ark., 1999). Bir baska g¢alismada, 90 gin
boyunca belirli dozlarda FB1’e maruz birakilan si¢anlarda en hassas organin bobrek
oldugu goriilmiistiir. Bobrekte, dis medullanin dis seridinde nefropati bulunmus ve bu da
tekli hicre dejenerasyonu, eozinofilik sitoplazma ve tubul epitelyal hicrelerinde

camurlasma ile karakterize edilmistir (\Voss ve ark., 1995).

2.3.5. FBI’in Epigenetik Mekanizmalar ile Tliskisi

Epigenetik  mekanizmalarin  FB1’in  toksisitesinden = sorumlu  6nemli
mekanizmalardan biri oldugu disiiniilmekte olup, Chuturgoon ve ark. (2014)’lar
tarafindan yapilan ¢alismada FB1’in non-genotoksik karsinojen oldugu one stiriilmiistiir
(Chuturgoon ve ark., 2014). Bu ¢alismada, FB1’in DNA metiltransferaz aktivitesini ve
Ozelllikle DNA demetilazin regiilasyonunu azalttigi; insan hepatoseliiler karsinoma
hicrelerinde (HepG2) DNA hipometilasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Chuturgoon ve
ark., 2014).

CpG promoter bolgelerinde DNA metilasyonunun FBL1 toksisitesinde énemli rol
oynadigi diisiiniilmektedir. 1.U. Eczacihik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji
Laboratuvarinda daha oOnce yiiriitilen arastirmalarda FBI1, global DNA
hipometilasyonunu, tlimor baskilayict genlerin promotor bdlgelerinde ise DNA

hipermetilasyonunu indiikledigi ve histon modifikasyonlarinda degisikliklere sebep
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oldugu gosterilmistir (Demirel ve ark., 2015, Sancak ve Ozden, 2015). Demirel ve ark.
(2015) “lar1 tarafindan sigan bobrek (NRK-52E) ve karaciger (Clone-9) hiicrelerinde p15,
pl6, VHL, e-cadherin ve c-myc gibi 6nemli tiimor baskilayici genlerinde gen spesifik
DNA metilasyonu analizi yapilmis ve bu genlerin promotdr bdlgelerinde metilasyon
degisiklikleri bildirilmistir (Demirel ve ark., 2015). Yapilan diger bir ¢alismada ise NRK-
52E hiicrelerinde transkripsiyonel baskilanma ile iligkili histon H3K9, H3K27 ve H4K20
metilasyonlarinda ve  transkripsiyonel aktivasyonla iligkili H3K4, H3K36
metilasyonlarinda FB1’in degisikliklere sebep olabilecegi belirtilmistir (Sancak ve
Ozden, 2015). Ayrica, FB1’in histon metil transferaz (H3K9-HMT) aktivitesinde de
onemli artislara sebep oldugu gosterilmistir (Sancak ve Ozden, 2015). Histon
fosforilasyonunun da FB1 toksisitesinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarda bulunmustur.
200 uM FB1 maruziyeti yapilan HepG2 hiicrelerinde FB1’in histon forsforilasyonunda
degisikliklere sebep oldugu bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore fosforillenmis y-
H2AX ve bolinmiis poli ADP-riboz polimeraz (PARP) seviyelerinin azaldigi
gozlenmistir (Chuturgoon ve ark., 2015). Fosforillenmis y-H2AX seviylerindeki
azalmalarin DNA hasar cevaplarin1 aktivite eden ve genomik stabiliteyi saglayan
hicrelerin gorevlerini engelledigi ve bu durumun da gen mutasyonuna ve timor

olusumuna sebep oldugu rapor edilmistir (Matthaios ve ark., 2013).

2.3.6. Fumonisinler ile Tlgili Limitler ve Yasal Diizenlemeler

Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi'nin (‘The Scientific Committee on Food’,
SCF) 2000 yilinda paylastig1 verilere gore; si¢an ¢alismalarindan elde edilmis tiim veriler
degerlendirmis ve sadece FB1 maruziyeti icin hicbir advers etkinin gdzlenmedigi en
yuksek doz (‘No Observed Adverse Effect Level’, NOAEL) 0,2-0,25 mg/kg bw/giin
olarak bildirilmistir. Giivenlik faktérii 100 ahnarak, tolare edilebilir giinlik deger
(‘Tolarable Daily Intake’, TDI) 2 ng/kg bw olarak belirlemistir (SCF, 2000). Gida ve
Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiitii’niin Gida Katki Maddeleri ile Ilgili Uzman
Komitesi (‘Joint FAO/WHO Expert Committee of Food Additives’, JECFA) de FB1, FB2
ve FB3 icin tek basina ya da kombinasyonlar1 halinde Fischer siganlardaki bobrek
toksisitesi ¢alismalarin1 degerlendirmis; NOEL degerini 0,2 mg/kg bw/giin ve giivenlik
faktoruni de 100 kabul ederek, gegici maksimum tolare edilebilir giinlik degerini
(‘provisional maximum tolarable daily intake’, PMTDI) ise 2 pg/kg bw olarak
belirlemistir (JECFA, 2001).
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Avrupa Birligi’nin Komisyon Direktifinde (‘European Commission Regulation’)
Avrupa Birligi iilkeleri i¢in Fusarium toksinlerinin maksimum seviyeleri 1 Ekim 2006
tarihinde belirlenmistir (EC Regulation, 2006). Tiirkiye’de ise fumonisinlerin (FB1+FB2)
musir ve triinleri i¢in maksimum limitlerine iliskin sinirlamalar 17 Mayis 2008 tarihli ve
26879 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi-Gida Maddelerindeki
Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig’> (Teblig No: 2008/26) ile
belirlenmistir (26879 sayili Resmi Gazete). Daha sonra, bu teblig yiiriirliikten kaldirilmis
ve 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeligi® gecerli olmustur (28157 sayili Resmi Gazete) (Tablo 2-1).
Yapilan kiyaslamalarda 2011 yilinda yayimlanan ydnetmelikte fumonisinlerin

maksimum limitlerinde bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 2-1: Turk Gida Kodeksi tarafindan gidalarda belirlenen maksimum fumonisin limitleri*

2.6. Fumonisinler FB1 + FB: (ug/g)

261 Elenrn"evnfi% misir . 40
(1slak ogiitiilecekler harig)

Misir ve musir bazli Girtinler
2.6.2. | (dogrudan insan tiikketimine sunulan) 1,0
(Bolim 2.6.3 ve 2.6.4°de belirtilenler harig)

2.6.3. | Musir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli ¢erezler 0,8
Islenmis misir bazli bebek ve kiiciik cocuk

2.6.4. 0,2
ek gidalari

500 mikrondan biyik eleklerden gecirilerek tretilen
misirin kabaca 6giitiilmesinden elde edilen kiigiik
pargalar ve musir irmigi (GTIP 1103 13) veya nusirdan
elde edilen pelleter (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan
insan tliketimine sunulmayan 500 mikrondan biiytk
eleklerden gegirilerek tiretilen misir veya msir
tirlinlerinin kabartilmasi1 veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek
iiretilen musir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan
titketimine sunulmayan 500 mikrondan kiiciik ve esit
eleklerden gegirilerek tiretilen misir veya misir
iiriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

2.6.5. 1,4

2.6.6. 2,0

*29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar
Yonetmeligi’ne gore.
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Tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromir (MTT)

Absolu alkol
Bromodeoksidridin (BrdU) ELISA Tayin Kiti

cDNA sentez kiti

Dimetil siilfoksit (DMSO)
DNA izolasyon Kiti

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)
epiTect Methyl 11 PCR array Kkiti
Fetal sigir serumu (FBS)

Fumonisin B1 (%99)

Gen ekspresyonu primerleri

Syber green master karigimi
Glasiyel asetik asit
Keratinosit serum icermeyen besiyeri (KSFM) kiti

Notral kirmizi boyasi
Penisilin / streptomisin ¢dzeltisi (100x)
RNA izolasyon Kiti

Tripan mavisi
Tripsin (1:250)
Tris hidroklortr (Tris HCI)

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Biomatik A3338

Sigma-Aldrich 32221

Roche Life
11647229001

Roche Life
05091284001

Biomatik A2424

Roche Life
11796828001

Sigma E5134

335222

Wisent-Multicell 080110
Sigma-Aldrich F1147

Sentromer DNA Teknolojileri
Ltd. Sti.

Bioline BIO-98020
Riedel-de Haen 27225

Scientific™

Science

Science

Science

Thermo
17005042

Sigma-Aldrich N7005
Wisent-Multicell 450201EL

Roche Life
11828665001

Fluka 93595
Biomatik A4027
Applichem A3452

Science

Avyarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5 pL; 0,5-10 uL; Eppendorf

2-20 uL; 20-200 L ; 100-1000 pL)


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet Eppendorf

(0,5-10 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(30-300 pL)

Blok 1sitict (5 mL tiipler igin)

Blok 1sitict (0,5uL mikrotiipler i¢in)
Blok 1s1tic1 (96 kuyucuklu mikroplaka)
Buzdolabi (+4 °C)

CO2’li inkiibator

Calkalamali blok 1sitic1 (2 mL tiip)

Calkalamali blok 1sitic1 (96 kuyucuklu mikroplaka)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Elektronik hassas terazi

Etlv

Faz-kontrast invert mikroskop

Gergek zamanli termal dongii cihazi
time PCR’, RT-PCR)

Hassas terazi

Laminar kabin (Biyogtivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mikrosantrifuj

Mini orbital ¢alkalayici

Otomatik pipetor

Otomatik hiicre sayimmi cihazi

Otoklav

pH metre

Sogutmali mikrosantrifiij
Sogutmal1 santrif(j

Spin santrifij

(‘Real-

Eppendorf

Stuart SBH130D

Techne Dri-Block DB-2D
EuroClone Dry Bath EMK20
Arcelik 5231 NFY

Thermo-Scientific Heracell

150i

Biosan TS-100C

EuroClone T-Shaker EMS100
Arcelik 2041 D
Daihan-Scientific Wisecry
Precisa XB 220 A

Nuve

Olympus CKX4

Roche Life
Lightcycler 480-11

Mettler H20

Science

Tezsan

Biotek Epoch
Hettich Micro 120
Stuart SSMI
Eppendorf

Luna Automated Cell Counter
(Logos model: L10001)

Hirayama HV-50L

Hanna HI 1131 B

Hettich Micro 200R

Hettich Micro Universal 32R
Labnet C1301B



Su banyosu
Termal dongii cihazi-Altin blok
Termal dongii cihazi-Gradient

Vorteks

3.3. Kullamilan Sarf Malzemeler

DNA saklama kutusu

Enjektor (10 mL; 50 mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon)
Falkon tup (15 mL; 50 mL)

Falkon tupler icin uygun portip
Filtre kagidi (110 mm)

Hiicre kiiltiirii flaski (25 cm?; 75 cm?)
Ince duvarli PCR tiipii (0,2 mL)
Kriyo vial (2 mL)

Lateks eldiven

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu)
Mikrotip (0,5 mL; 1,5 mL)
Mikrotupler icin uygun portip

Nitril eldiven

Otoklav band1

Otoklavlanabilir schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L)

Pastor pipeti (2 mL)

Pipet ucu (0,1-10 pL; 30-300 uL)
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Memmert WB14

Applied Biosystems 9700
Axygen Therm-1000

NC 28405-1ka

Greiner Bio-One
Set inject
Sartorius-Minisart
Citotest

Greiner Bio-One
Schleicher&Schvell
Nest

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Broche

Nest

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Broche

Sussex

Isolab
Greiner Bio-One

Eppendorf

Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL) Nest

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL)

Greiner Bio-One
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.4.1. Hucre Dizilerinin Temini
Insan bobrek hiicreleri (HK-2) Amerika Hiicre Kiiltir Koleksiyonu (American
Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alind1. Hiicre dizileri kriyo vialler i¢erisinde

-196°C’de s1v1 azot tanki icerisinde saklandi.

3.4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA c¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢ozinduruldu. 0,22 um steril naylon filtreden gegirilerek steril
edildi. 15 mL’lik falkonlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

Antibiyotik ¢Ozeltisi  (100x) Penisilin / streptomisin ¢Ozeltisi 100 kat
konsantrasyonda olacak sekilde hazir temin edildi ve besiyerine ortamda %1 olacak
sekilde eklendi.

Hulcre dondurma c¢ozeltisi: 5 mL DMSO (%5, v/v), 9,5 mL FBS ve 0,95 mL
%1’lik antibiyotik ¢6zeltisi hiicreler i¢in uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

HK-2 hucresi icin besiyeri: Keratinosit serum icermeyen besiyerine (KSFM)
kitine 0,05 mg/mL sigir hipofiz bezi 6zii (‘bovine pituitary extract’, BPE) ve 5 ng/mL
epidermal buyume faktori (‘epidermal growth factor’, EGF) eklenerek besiyeri
hazirlandi. Ayrica, 100 mL KSFM besiyerine son konsantrasyonu %1 olacak sekilde 1
mL antibiyotik ¢ozeltisinden eklendi. Calismaya baslamadan 6nce besiyeri 37°C’de %5
CO2’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak

hazirlandi.

3.4.3. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda ortaminin ve kullanilan malzemelerin sterilizasyonu
ve temizligi saglanmistir. S1vi azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik
su banyosunda 1-2 dk. ¢6ziilene kadar bekletildi. Vial kapaginin su ile temas etmemesi
i¢in dikkat edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler,
KSFM besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde stispande edildi ve
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar stispande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar

edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
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hticreler stispande edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25 cm?’lik ya da 75 cm?’lik flasklara
ekildi. Flasklar 37 °C’de %5 COz2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.4.4. Hucre Kultiranin Devamhhigimin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tim yiizeyini kaplamis halde bulunan yogunlasmis
hiicreler i¢in ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandi. Pasajlama i¢in flask inkiibatérden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokuldu. Hucrelerin yiizeyi 2 mL CMF-PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Bu
adim, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalintilarini uzaklastirmak amagh
yapilir. Yikama isleminden sonra CMF-PBS dokuldu ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edildi, flask 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile
hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Tripsin aktivasyonunu durdurmak
amaciyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri eklendi, pipetleme yapildi ve hiicreler 15 mL’lik
falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve
hiicre pellet 2 mL besiyeri ile siispande edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak,
yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde igerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi.
Flasklar, %90 bagil nem, 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre dizisinin

devamliliginin saglanmasi i¢in pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildu.

3.4.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin saymmu tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini hiicre i¢ine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan
boyay1 hiicre igerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
canlt hiicrelerin sadece membranlart mavi renkli gozlenirken, 6lii hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazi (Luna Automated Cell Counter,
L10001) ile gergeklestirildi. Ayrica, kontrol etme amaciyla hiicre sayimi1 Thoma lami
(hemositometre) adi verilen 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiiciik kareden
olusan o6zel sayim lamlar1 (Thoma lami) kullanilarak da 151k mikroskobunda
gerceklestirildi. 4x16 kiigiik kareye diisen tiim hiicreler sayildi. Hiicre siispansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayisim1 hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi

(Forml 3-1):

Toplam hiicre say1sy/mL = (Hiicre say1s1/4) x 10% x Seyreltme faktorii (Formul 3-1)
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3.5. Sitotoksisite Testleri
FB1’e maruz birakilan hiicrelerin canliligmmin tespiti MTT ve Noétral kirmizi

(NRU) testi uygulanarak gergeklestirildi.

3.5.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre Kkiiltiirlerinin mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu gergeklesebilir. Hiicre sispansiyonunun homojen oldugundan
emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Ayn1 zamanda, testin
uygun hassasiyette olmasi i¢in test esnasinda hiicrelerin yakin bitisiklikte olmas1 gerekir.
Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip dagilmadiklar1 ve saglikli olup
olmadiklart mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kiiltiirleri asagida belirtildigi sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

1. Birrezervuar igerisine steril bidistile su konuldu ve inkiibasyon sirasinda kiiltiir
besiyerinin buharlagmasini azaltmak amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakanin A ve H
siralarindaki her bir kuyucuga 100 uL su dagitildi. 96 kuyucuklu mikroplakanin 1 ve 12.
stitununun B-G siralarindaki her bir kuyucuguna ise100 pL besiyeri dagitildi (Sekil 3-1).

2. Her bir kuyucukta 1x10* hiicre 100 uL besiyeri i¢inde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakanin diger kuyucuklarina hiicreler su sekilde dagitildi: 6,5x10°
hlcre 6,5 mL besiyerinde stispande edildi ve steril rezervuar icerisine hiicre suspansiyonu
konuldu. 96 kuyucuklu mikroplakalara Sekil 3-1: *de gosterildigi sekilde 100 pL hiicre
stispansiyonu dagitildu.

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hicre sispansiyonu 37 °C’de %5 CO2’li

inkiibatorde 24 saat sire ile inkibe edildi.

1 23 4567 8 910 11 12

" 9000000000000 O !0

B »

c . 100 pL hiicre siispansiyonu
D ; 100 pL besiyeri

E

F

G - j ' &
HOOOO0OO0O0OP0OOOO

Sekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya htcre ekimi.
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3.5.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sitotoksisite testleri igin FB1 stok c¢ézeltisinin hazirlanisi: Cam vial iginde
72,183 mg FB1 1 mL DMSO’da ¢6ziilerek ana stok ¢ézelti hazirlandi.

%10°luk DMSO c¢ozeltisinin hazirlanisi: 10 mL DMSO besiyeri ile 100 mL’ye
tamamlandi. Maruziyet plakalarina uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek

maruziyet sirasinda konsantrasyonunun %1 olmas1 saglandi.

%1’lik SDS ana stok c¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye

tamamlanda.

%0,1’lik SDS calisma c¢ozeltisinin  hazirlanisi: %1°lik  SDS ana stok
cozeltisinden 1 mL alinip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalarina
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hiicrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~1Cs0) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢0Ozelti icindeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandi.

FBI’in  ¢06ziindiiriildiigi ~ DMSO’nun  hiicrelere  maruziyet sirasinda
konsantrasyonunun %1°1 gegmemesi gerektiginden dolay1 100 kat1 konsantrasyonda stok
¢Ozeltisi halinde DMSO igerisinde hazirlandi. Daha sonra FB1 ¢o6zeltisinin farkli

konsantrasyonlar1 besiyerinde seyreltilerek asagida belirtildigi sekilde hazirlandi:

FB1 cozeltisinin seyreltilmesi: Stok ¢ozeltiler 96 kuyucuklu mikroplakada 1/10
oraninda besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltilerden 1/2 oraninda
seyreltme yapilarak toplam 6 konsantrasyonda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Basamaklar
her iki madde i¢in de ayr1 ayri yapildi. Seyreltme islemi i¢in uygulanan plaka diizeni Sekil
3-2’de gosterildi:

1. A sirasindaki 1. kuyucuga 270 puL besiyeri 2.-6. kuyucuklara 150 pL besiyeri

konuldu.

2. A sirasindaki 1. kuyucuga FB1’in DMSO iginde hazirlanan ¢ozeltisinden 30
uL konuldu ve iyice karistirildi.

3. 1. kuyucuktan 150 pL alinarak 2. kuyucuga aktarildi (1/2 oraninda seyreltme),
iyice karistirildi ve bu kuyucuktan 150 pL alinarak 3. kuyucuga aktarildi. Bu islem 5.
kuyucuk da dahil olmak tizere yapildi. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150 pL atildi. Bu

sekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak izere FB1 seyreltmeleri hazirlanmis oldu.
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Sekil 3-2: FB1’in 1/2 oraninda seyreltilmesi.

3.5.3. FBY’in Hiicre Kiiltiiriine Maruziyeti

1. Boliim 3.6.1°de belirtilen 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiir
mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H sirast harig) 8 kanall1 pipet kullanilarak kiiltiir
besiyeri uzaklastirildi.

2. Bu kuyucuklara 50 pL PBS (1x) ilave edilerek yikama islemi gergeklestirildi
(kuyucuk yiizeyine tutunmus olan hiicrelerin kazinmamasina, zarar gérmemesine dikkat
edilmelidir).

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuga 90 pL taze hiicre kiiltiirii besiyeri eklendi
(hiicre katmaninin kurumasindan dolay1r olusabilecek hiicre o6limii veya stresini
engellemek icin hizli yapilmalidir).

4. Maruziyet mikroplakasi Sekil 3-3’te gosterildigi sekilde diizenlendi:

1 2 3 4 s 6 7 8 > 10 11 12
+ P00 PCPOOG
B GC | A1 (A2 (A3 (4) AS (A6 (A7)()isC
¢ @) (cc (A1 (a2)(A3 (a4) A5 (a6 (a7)() sC
D 6e) Al (A2 (A3 (A4, A5 (46 (a7)( )(sc
E SC (A1 (A2) A3 (a4) A5 (46 (a7)() PC
F (@).5C (A1)(A2 (a3 (a4) 45 (a6 (a7)() PC

G sc A1 (A2)(A3 (A4) A5 (a6 (a7)( ) pc @)
" 900000000000

Sekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka dizeni.




44

A + H siralar1:  Steril bidistile su

B: Kiltdr besiyeri + hiicre yok (blank, negatif kontrol)

GC: Kltar besiyeri + hiicre (hicre blyiime kontroli)

SC: Kltar besiyeri + hiicre + DMSO (%1) (¢6ztcu kontroli)
PC: Kiltar besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)

Al A2, ..., A7: Kultdr besiyeri + hiicre + FB1’in 7 farkli konsantrasyonu
5. 1 ve 12. Siitunlarin B-G kuyucuklarma 10 pL besiyeri konuldu (toplam 100 pL)
(blank, negatif kontrol).

6. B2, C2ve D2 kuyucuklarina 10 pL hiicre kiiltiirti iceren besiyeri konuldu (hiicre
blylmesi kontroli, GC).

7. B11, C11, D11, E2, F2 ve G2 kuyucuklarma 10 pL %10’luk DMSO c¢0zeltisi
konuldu (¢6ziicl kontroli, SC).

8. E11, F11 ve G11 kuyucuklarina 10 pL %0,1°lik SDS ¢6zeltisi konuldu (pozitif
kontrol, PC).

B3-G3, B4-G4, B5-G5, B6-G6, B7-G7, B8-G8, B9-G9 kuyucuklarina (Al-A7
seklinde yazilmis kuyucuklara) Boliim 3.6.2°de belirtildigi iizere seyreltmeleri yapilmisg
FB1 standart ¢ozeltilerinden 10 pL tatbik edildi (7 konsantrasyon, her konsantrasyon icin
6 tekrar yapildi). Her test 1 mikroplakada 24 saatlik maruziyet i¢cin hazirlandi. Aym
diizende 2. farkli bir giinde calisilmak {izere toplam her konsantrasyon i¢in 12 tekrar

yapildi.

96 kuyucuklu mikroplaka 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.
MTT testi ve NRU testleri igin, FB1 maruziyeti yukarda belirtildigi sekilde ayr1 plakalar
halinde hazirlandu.

3.5.4. MTT Testi

3.5.4.1. MTT Testinin Esasi

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlart bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan suksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli
hiicrede soluk sar1 renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu
koyu mavi-mor renkli ¢Oziinmeyen formazan drinine doniisiir. Boylece canli ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ve
mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler organik ¢6ziicii (6rn.

isopropanol, DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra, olusan formazan ¢ozeltisine ait rengin
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siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna kars1) 6l¢lur.
MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde meydana gelir ve bu
aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla 6l¢iiliir (Mosmann, 1983; Alley ve ark.,
1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Van Meerloo ve ark., 2011).

3.5.4.2. MTT Testi Protokoll
MTT c¢ozeltisinin hazirlamisi: 5 mg MTT, 1 mL CMF-PBS (1x) icinde

¢Ozlnduruldi. Cozelti +4 °C’de karanlikta saklandi.
Deney protokolt

1. Bolim 3.6.3’te anlatildigi gibi FB1 ile maruz birakilan hicre kilturuni igeren 96

kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 uL. MTT ¢dzeltisi eklendi.
2. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital calkalayicida bekletildi.
3. 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.

4. Kuyucuklardaki iistteki stv1 atildi ve kuyucuklara 100 uLL %100’Lik DMSO ilave
edildi.

5. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna kars1) mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede 6l¢uldi.

3.5.5. NRU Testi

3.5.5.1. NRU Testinin Esasi

Canl hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine sahiptir.
Boylece, hiicre canliligi nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesi ile Olgiiliir. Notral
kirmiz1 boyasi zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla hiicre mebranina penetre
olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH < sitoplazmik pH) ve
oradaki anyonik bolgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre yiizeyinde ya da duyarli
lizozomal membrandaki degisiklikler ndtral kirmizi boyasinin  alinmasini  ve
baglanmasini azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyay1 tutarken, zarar gérmiis ya da olii
hiicreler tutamazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde olusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 540 nm’de (690 nm referans dalga boyuna kars1) Olgiiliir
(Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 2008).
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3.5.5.2. NRU Testi Protokolii

NRU testi icin cozeltilerin hazirlanist

Notral kirmizi boyast ana stok ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 mg notral kirmizi
boyas1 10 mL hiicre kiiltiirii besiyerinde ¢oziildii. Cozelti steril 0,22 pm naylon enjektor
ucu filtreden gegirildi. 1,5 mL’lik tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandi. Boya
kristallerinin iyi ¢6ziindiiriilmesi igin ¢ozelti ¢alisma giliniinden once 37 °C’de 1 gece
inkiibe edildi.

Notral kirmuzi boyast calisma ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 pL notral kirmizi ana
stok ¢ozeltisinden alindi, hiicre kiiltiirii besiyeri ile 10 mL’ye tamamland1 ve 0,22 pm
naylon enjektor ucu filtreden gecirildi (Bu asamada boya kristallerinin 1iyi

¢oOziindiiriilmesi saglanmalidir).

Notral kirmizi boyast ¢oziindiirme ¢ozeltisinin hazirlanigi: 150 pL glasiyel
asetik asit, 7,35 mL distile su ve 7,5 mL absolu alkol karistirilarak hazirladi. Kullanmadan

hemen Once hazirlanmali ve 1 saat i¢erisinde kullanilmalidir.
Deney protokoli

1. Bolim 3.6.3’te anlatildigi gibi FB1 ile maruz birakilan hicre kilturuni igeren 96
kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarindaki besiyeri atildi ve kuyucuklar 150 pL. PBS
(1x) ile yikandu.

2. Her kuyucuga 100 pL nétral kirmizi boyasi ¢alisma ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de
3 saat inkube edildi.

3. Mikroplakanin kuyucuklarindaki boya ¢ozeltisi atildi ve 150 uLL PBS (1x) ile
dikkatlice yikand1 (nétral kirmizi boyasi ¢alisma ¢ozeltisinden kaynaklanabilecek boya

kristallerinin kalmamasina dikkat edildi).
4. Her kuyucuga 150 pL nétral kirmizi ¢éziindiirme ¢6zeltisi eklendi.
5. 150 rpm’de 10 dk. inkiibator disinda orbital ¢alkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 540 nm’de (690 nm referans dalga boyuna karsi)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede ol¢uldu.
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3.5.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi
1. (Coziici kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans degeri %100 canlilig1 ifade
eder. Orneklerde canli hiicre orani, ¢dziicii kontrol grubunun (SC) absorbans degeri ile

kiyaslanarak % cinsinden hesaplandi.

2. Coziicii kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanin sag ve sol kenarinda
bulunmas sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi i¢in, sag
ve sol taraftaki ¢oziicu kontrollerin ortalamalart ile tiim ¢oziicii kontrollerin ortalamalari

arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre biiylime kontrolleri (GC) ¢oziiciiniin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢oziicii kontrollerin degerleri hiicre biiyiime kontrolleri ile belirgin bir fark gosterirse, test
bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir ¢oziicii

secilmelidir.

4. Testin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla her maruziyet mikroplakasina SDS
¢ozeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde) eklenerek pozitif kontrol grubu
(PC) olusturuldu. Calisilan kosullarda, SDS ¢ozeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre 6liimiiniin
yaklasik %50 olmas1 gerekir (ISO-10993-5).

5. Her ¢oziicii kontrol (SC) ve drnek absorbans degerlerinden, blank (B) degerlerine

ait ortalama absorbans degeri ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢oziicii kontrol (diizeltilmis ODsc) ve ornek (diizeltilmis ODormek)

absorbans degerlerinin ortalamasi alindi.

7. % Relatif inhibisyon (% hiicre 6liimii) degeri asagidaki denkleme gore hesaplandi

(Formul 3-2):

% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. OD¢mek X 100 / diizeltilmis ort. ODsc)
(Formal 3-2)

8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (%
hiicre 6liimii) olacak sekilde excel programi kullanilarak konsantrasyona karst %
inhibisyon (% hiicre 6liimii) egrisi ¢izildi.

9. Egriden %50 inhibisyona (hiicre Oliimiine) karsilik gelen konsantrasyon

hesaplanarak calisilan maddelerin 1Csp (%50 oraninda hiicre oliimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.
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3.6. Hiicre Cogalmasi (BrdU) Testi

3.6.1. BrdU Testi Esasi

Hiicrelerde proliferasyon diizeylerinin tespit edilmesi amaciyla, kolorimetrik
‘Bromodeoksiiiridin (BrdU) ELISA Tayin Kiti’ (Roche) kullanilmistir. Bu yontem,
¢ogalan hiicrelerde genomik DNA igerisine bir timidin analogu olarak dahil olan
BrdU’nun antikor problar kullanilarak isaretlenmesi ve S fazindaki hiicrelerin tespit
edilmesi prensibine dayanmaktadir (Russmann ve ark., 1993). BrdU testi iiretici firmanin
vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gergeklestirildi. BrdU-isaretli
hicreler, 370 nm’de (492 nm referans dalga boyuna karsi) mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede 6lgllerek degerlendirilmistir.

Kit icerigi

BrdU etiketleme reaktifi (1 mL; 1000x) (Vial 1): 10 mM 5-bromo-2'-deoksi Gridin
PBS’te, pH 7,4. 0,2 um enjektor ucu filtreden gegirildi.

FixDenat (2x100 mL) (Vial 2):

Anti-BrdU-POD (Stabilize edilmis liyofilizat) (Vial 3): Peroksidaz (POD) ile
konjuge edilmis fare-fare hibrid hucrelerinden elde edilen (klon BMG 6H8, Fab

fragmanlar1) monoklonal antikor.
Antikor seyreltme c¢dzeltisi (100 mL) (Vial 4)
Yikama tamponu (100 mL, PBS 10x) (Vial 5)
Substrat ¢ozeltisi (100 mL TMB, tetrametil-benzidin) (Vial 6)
BrdU testi icin cozeltilerin hazirlanist

BrdU etiketleme reaktifi ¢cozeltisi: BrdU etiketleme reaktifi (Vial 1) 1: 100 kaltdr
ortamu ile seyreltildi (konsantrasyon: 100 uM BrdU).

FixDenat ¢ozeltisi: Kullanima hazir halde bulunur.

Anti-BrdU-POD stok ¢ozeltisi: Anti-BrdU-POD (Vial 3) 1,1 mL bidistilde suda
¢oziildii, 10 dk. boyunca ¢alkalanarak iyice karistirildu.

Anti-BrdU-POD ¢alisma ¢ozeltisi: Anti-BrdU-POD stok ¢Ozeltisi 1: 100
oraninda antikor seyreltme ¢ozeltisi (Vial 4) ile seyreltildi. 96 kuyucuklu mikroplaka igin
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100 uL Anti-BrdU-POD stok ¢ozeltisi 10 mL antikor seyreltme cozeltisinde (Vial 4)
seyreltildi.

Yikama tamponu: Konsantre yikama ¢ozeltisi (Vial 5) 1: 10 oraninda bidistile su
ile seyreltildi. 96 kuyucuklu mikroplaka i¢in 10 mL konsantre yikama ¢ozeltisi (Vial 5)
90 mL distile su ile seyreltildi.

Substrat ¢ozeltisi: Kullanima hazir halde bulunur.

Test maddeleri: Boliim 3.5’te bahsedildigi sekilde FB1 i¢in hazirlanan ana stok
cozeltileri, son maruziyet konsantrasyonlar1 1, 10, 50 uM olacak sekilde mikroplakaya

uygulandi.

3.6.2. BrdU Testi Protokol

1. Proliferasyon testi i¢in ¢ogaltilan hiicreler 96 kuyucuklu mikroplakaya her bir
kuyucukta 1x10* hiicre/100 pL besiyeri olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona
birakildi. Hiicrelere son hacim 100 pL olacak sekilde 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda
FB1 maruziyeti yapilarak tekrar 24 saat inkiibe edildi. ‘Background’ kontrol ve blank i¢in
de mikroplakada yer ayrildi.

2. ‘Background’ kontrol harig¢ her bir kuyucuga 10 uL BrdU etiketleme ¢dzeltisi
eklendi (son konsantrasyon: 10 uM BrdU) ve 37 °C’de 2,5 saat siireyle hiicreler inkibe
edildi. ‘Background’ kontrol, non-spesifik baglanmalar1 kontrol etmek amaciyla

kullanilir.
3. Inkiibasyon sonrasinda iist faz (besiyeri karisimi) dékiildii.

4. Her bir kuyucuga 200 pL FixDenat (Vial 2) eklendi. Oda sicakliginda 30 dk.
inkibe edildi.

5. Mikroplakadan FixDenat ¢6zeltisi uzaklastirildi.

6. Her bir kuyucuga 100 pL anti-BrdU-POD calisma ¢ozeltisi ilave edildi.
Yaklasik 90 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. Mikroplakadan antikor konjugati uzaklastirildi ve kuyucuklar {i¢ kez 200 puL
yikama ¢ozeltisi (PBS, 1x) ile yikandu.

8. Son yikama ¢ozeltisi de uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pL substrat
cozeltisi eklendi. Fotometrik 6l¢iim igin renk degisimi yeterli oluncaya kadar (5-30 dk.)

oda sicakliginda inkiibe edildi.
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9. Olusan rengin siddeti 370 nm’de (492 nm referans dalga boyuna karsi)
mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede ol¢uldu.

3.6.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Proliferasyon indeksini hesaplamak igin dnce kontrol ve maruziyet gruplarindan
blank degerlerinin ortalamasi ¢ikarildi. Maruziyet grubunun degerleri kontrol grubuna

gore kiyaslanarak relatif BrdU hiicre proleferasyonu % olarak hesaplandi.

3.7. FBY’in Hucre Dizilerine Maruziyeti
3.7.1. FB1 Calisma Cozeltilerinin Hazirlanisi

100 mM FBI ¢ozeltisinin hazirlanmisi: Cam vial icinde 72,183 mg FB1 1 mL
DMSOQ’da ¢oziilerek ana stok ¢ozelti hazirlandi.

50 mM FBI ¢izeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 100 mM FB1 ¢Ozeltisinden
500 pL alinarak PBS ile 1000 pL’ye tamamlandi.

10 mM FBL1 ¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 50 mM FB1 ¢ozeltisinden
100 pL alindi ve PBS ile 500 pL’ye tamamlandi.

1 mM FBI ¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 50 mM FBL1 ¢ozeltisinden
10 puL alind1 ve PBS ile 500 pL’ye tamamlandi.

3.7.2. FB1 Maruziyet Flasklarinin Hazirlanisi

Her bir 25cm?lik flaska 1x10° hiicre 5 mL besiyeri iginde ekildi. CO2’li
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Flaskin igindeki besiyeri dokiildii ve tekrar 5 mL taze
besiyeri konuldu. Asagida belirtildigi sekilde FB1 maruziyetleri gerceklestirildi:

Kontrol gruplari: 5 pL %100 DMSO, icerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska

konuldu.

1 uM FB1 maruziyeti: 5 uL 1 mM FBL1 ¢ozeltisi, igerisinde 5 mL besiyeri bulunan

flaska konuldu.

10 uM FB1 maruziyeti: 5 uL 10 mM FB1 ¢0zeltisi, icerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

50 uM FB1 maruziyeti: 5 pL 50 mM FB1 c¢ozeltisi, igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.
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Bu sekilde FB1 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde HK-2 hiicrelerine
uygulandi ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5 CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi. Ayni ortam
kosullarinda kontrol gruplari1 da olusturuldu. Her bir maruziyet konsantrasyonu i¢in 5’er
adet flaska ekim yapild1 ve deneyler 2. farkli bir giinde tekrar edildi. En son maruziyet
stireleri tamamlandiktan sonra FB1’e maruz birakilan hiicreler pasajlandi ve sayild.
Besiyeri icindeki hiicreler 4°C*de 1000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi, iistteki besiyeri atildi
ve hiicreler PBS (1x) ile yikanarak 4°C’de 1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifiij edildi.
Hiicreler PBS (1x)’te siispande edildi ve DNA ve RNA izolasyonunu yapabilmek
amactyla yaklasik 1x10° sayida hiicre 200 uL PBS (1x) iginde olacak sekilde kisimlara
ayrildi.

3.8. DNA Metilasyonunun Analizi

3.8.1. DNA Izolasyonu
Hiicre Kkiiltiirinden genomik DNA izolasyonu °‘High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche Life Science) ile iiretici firmanin vermis oldugu kullanim

talimatlar1 uygulanarak gergeklestirildi.

Kit icerigi

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HCI / 10 mM iire / 10 mM Tris HCI / %20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4,4).

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K, 4,5 mL bidistile su ile ¢6zinduruldu. -
20°C’de saklandi.

Inhibitdr temizleme: 5 M Guanidin HC1/ 20 mM Tris HC1 / alkol (pH 6,6).
Yikama tamponu: 2 mM Tris HCI / alkol (pH 7,5).

Eltsyon tamponu: 4 M tre / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH
7,4).

Filtreli thp, toplama tiip
Deney protokol

1. Bolim 3.7.2°de belirtildigi iizere FB1 maruziyeti yapilan 1x10° hiicre 200 pl
PBS icinde stispande edildi.
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2. Uzerine 200 pL baglama tamponu, 40 pL proteinaz K eklendi. Hemen
karistirildi ve 70 °C’de 10 dk. inkiibe edildi.

3. Uzerine 100 pL isoproponal eklendi ve iyice karistirildi.
4. Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tlip yerlestirildi.

5. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki s1v1 atildi.

6. Filtreli tiipe 500 pL inhibitdr temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk.

santrifdj edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiiptindeki sivi1 atildu.

7. Filtreli tiipe 500 pL yikama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki sivi atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.

8. Yikama tamponunun kalintilarini temizlemek Uzere bir kez daha 10 sn.

santriftj edildi.
9. Toplama tiipii atilds, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

10. Onceden 70 °C’ye getirilmis eliisyon tamponundan 100 pL filtreli tiipe
eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

11. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere -20 °C’de
buzdolabinda saklandi.

3.8.2. DNA’mn Saflik ve Miktar Tayini

1,10, 50 UM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda HK-2 hiicrelerinden
izole edilen DNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede 6l¢iildii. 260 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri oldukca
saf olarak izole edilen nikleik asitlerin ng ya da pg diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280 nm ve 230 nm
dalga boylarinda 6l¢iilen degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig1 hakkinda bilgi
verir. Saflastirilmis DNA’da A2e0/A20 Ve Azeo/A230 orani yaklasik 1,75-1,8 (izerinde

olmalidir.
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3.8.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini

3.8.3.1. Deneyin Esasi

5-metilsitozin (5-mC) igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki
degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullanigh bir parametredir (Christman, 1982;
Ramsahoye, 2002; Fuke ve ark. 2004). DNA’nin metillenmis fraksiyonu, yakalama ve
saptama antikorlar1 kullanilarak saptanir ve daha sonra mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede absorbansi Ol¢iilerek kolorimetrik olarak incelenir. Metillenmis DNA
miktar1 Slgiilen optik dansite (OD) ile orantilidir (Sekil 3-4). Bu amacgla, DNA’da 5-
mC’nin tayini ‘5-mC DNA ELISA Kit’ (Epigentek) ile iiretici firmanin vermis oldugu

kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

/ Se"onde, /k
7( AN r /k

S A

Tek zincirli DNA

Kuyucuk ytizeyi

Sekil 3-4: 5-mC DNA ELISA Kkitinin esasi.

Kit icerigi

ME1: 10x Yikama tamponu: 4 °C’de saklanmali.

ME2: Baglama ¢ozeltisi: Oda sicakliginda saklanmali

ME3: Negatif kontrol (20 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.

ME4: Pozitif kontrol (20 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.

MES: Yakalama antikoru (1000 ng/mL)*: 4 °C’de saklanmali.
MEG: Dedeksiyon antikoru (400 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.
ME7: Glglendirici ¢ozelti: -20 °C’de saklanmali.

MES&S: Developer ¢ozelti: 4 °C’de saklanmali.

MED9: Durdurucu ¢ozelti: Oda sicakliginda saklanmali
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*Kullanmadan 6nce spin attirildi.

3.8.3.2. Deney Protokollu
1. Yikama tamponu hazirlanisi: 26 mL ME1, 234 mL distile su i¢ine eklendi.

2. Pozitif kontrol (ME4) standart c¢ozeltileri asagidaki gosterildigi sekilde

hazirlandi:
Tip ME4 (10 ng/uL) 1x TE ME4 (Son konsantrasyonu)
1 0,5 pL 9,5 uL 0,5 ng/uL
2 0,5 pL 4,5 pL 1,0 ng/uL
3 0,5 uL 2 uL 2,0 ng/uL
4 1,25 pL 1,25 uL 5,0 ng/uL
5 2 uL 0,0 uL 10,0 ng/uL

DNA baglama

3. Kullanilacak sayida kuyucuk plaka gercevesinden dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
4. Her kuyucuga 80 uL ME2 baglama ¢ozeltisi eklendi.

5. 1 uL ME3, 1 uL ME4 standart ¢ozeltileri ve 100 ng 6rnek DNA’s1 belirlenmis

kuyucuklara eklendi.

6. Plaka parafilm ile kapland1 ve 37 °C’de 90 dk. inkiibe edildi. Her kuyu tg¢ defa
150 pL diliie ME1 ile yikandi.

Metillenmis DNA’vy1 vakalama

7. MES, (1: 1000) oraninda diliie MET1 ile seyreltildi.

8. Her kuyucuga 50 pL diliie MES eklendi ve oda sicakliginda 60 dk. inkiibe
edildi.

9. Dilie MES5 kuyucuklardan dokdldi ve her kuyucuk 150 pL diliie MEI ile 3
kez yikand.

10. MES®, (1: 2000) oraninda diliie ME1 ile seyreltildi.

11. Her kuyucuga 50 pL diliie ME6 eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edildi.
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12. Diliie ME6 kuyucuklardan dokiildii ve her kuyucuk 150 pL diliie MEI ile 4
kez yikand.

13. ME7, (1: 5000) oraninda diliie ME1 ile seyreltildi.

14. Her kuyucuga 50 pL diliice ME7 eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edildi.

15. Diliie ME7 kuyucuklardan dokiildi ve her kuyucuk 150 pL dilie MEL1 ile 5
kez yikanda.

Sinyal tayini

16. Her kuyucuga 100 pL. MES ilave edildi ve 1-10 dk. isiktan uzakta oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornek kuyularda ve kontrol kuyularinda renk degisimi izlendi.

Yeterli miktarda metile DNA bulundugunda MES8 ¢ozeltisinin rengi maviye doner.

17. Pozitif kontrol kuyularindaki renk maviye dondiiguinde, enzim reaksiyonunu
durdurmak i¢in her bir kuyucuga 100 uL ME9 ilave edildi. Mikrokuyucuklarin bulundugu
cerceve hafifce sallanarak ¢ozelti karistirildt ve renk reaksiyonunun tamamen
durdurulmasimi saglamak igin 1-2 dk. beklendi. ME9 ilave edildikten sonra renk sari
renge doniistli ve olusan rengin siddeti 450 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrometrede

slculdi.

3.8.3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Pozitif kontrol standart ¢ozeltileri ile hazirlanan 6l¢ii egrisi yardimiyla DNA

orneklerindeki metilasyon oran1 % olarak belirlendi.

3.8.4. TUumor Baskilayic1 Genlerin Metilasyon Analizi
3.8.4.1. Deneyin Esasi

Timor baskilayict genleri (94 adet) kapsayan ‘Tumor Supressor Gen (TSG)
EpiTect Methyl II PCR Array’ (SABioscience, Qiagen; Frederick, MD) panel arrayler
kullanildi. DNA o6rnekleri restriksiyon enzimleriyle inkube edildi. Restiksiyon
endoniikleazlari tarafindan kesime ugrayan DNA’lar SYBR Green qPCR master karisimi
ile muamele edildikten sonra, DNA metilasyon panel arrayleri kullanilarak es-zamanh
PCR ile analiz edildi. Bu sistem, se¢ilmis panellerde yer alan 94 farkli tiimor baskilayici
gene-6zgii DNA metilasyon diizeylerinin kantitatif olarak tespitine olanak saglamaktadir.

Yontemde kullanilan ‘Tumor Supressor Gen (TSG) EpiTect Methyl 1l PCR Array’
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panelinde yer alan fonksiyonal gen gruplari; epigenetik, apoptoz, hiicre siklusu, DNA

hasar1 ve onarimi, sinyal transdiiksiyonu ve transkripsiyon faktorleri ile iligkili olanlardir.

Bu panelde asagida belirtilen genlerdeki DNA metilasyonlarinin tespiti yapilmistir (Tablo

3-1).

Tablo 3-1: ‘Tumor Supressor Gen (TSG) 'EpiTect Methyl II PCR Array’ Paneli’nde yer

alan genlerin ad1 ve fonksiyonlar.

Fonksiyonu Gen isimleri

Anjiojenez AKT1, CAV1, CDH13, CDX2, CTNNB1, ERBB2, LOX,
NF1, PTEN, VEGFA

Apoptoz AKT1, BCL2, BIRC5, BRAF, BRCAL, CADM1,

CDKNI1A, CDKN1B, CDKN2A, DAPK1, DLC1, E2F1,
FAS, GSTP1, MDM2, MEN1, MGMT, NF1, NFKBL1,
NME1, PTEN, PYCARD, RUNX3, SFN, SFRP1, SLC5A8,
TGFBL1, TIMP3, TP53, TP73, VEGFA, VHL

Hiicre adhezyonu

ABL1, APC, CADM1, CD44, CDH1, CDH13, CDKN2A,
CTNNB1, EGFR, ERBB2, NF1, NF2, OPCML, RET,
SPARC, THBS1, VEGFA

Hiicre siklusu

ABL1, APC, ATM, BIRCS, BRCA1, BRCA2, CADML,
CCND1, CCND2, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C,
CDKN2A, CDKN2B, CDKN3, CHFR, DIRAS3, E2F1,
EGFR, FHIT, HIC1, ING1, MDM2, MEN1, MLH1, MYC,
NEUROG1, NF1, NF2, NME1, PTCH1, PTEN,
PYCARD, RASSF1, RB1, RUNX3, SFN, SLC5A8,
SMARCBL1, SPARC, TERT, TGFB1, TP53, TP73, TSC1,
TSC2, VHL, WT1, WWOX

Kemotaksis, hiicre migrasyonu ve motilitesi

CDH13, CDKN1B, DLC1, EGFR, HRAS, NF1, NF2,
PTEN, PTGS2, TSC2, VEGFA

Hucre iskeleti

ABL1, APC, BIRCS5, BRCA2, CDH13, CDKN1B, DLC1,
EGFR, NF1, NF2, PTEN, TSC1

DNA hasar1 ve onarimi

ABL1, APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDKN1A, MGMT,
MLH1, SFN, TERT, TP53, TP73, XRCC1

Epigenetik

BRCA2, DIRAS3, FOS, MGMT, RB1, SMARCB1

Epitel-mezenkimal gegis

BRCA2, CAV1, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2B,
CTNNB1, EGFR, ERBB2, NME1, RUNX3, TGFB1

Oksidatif stres

LOX, PTGS2, WWOX

Sinyal iletimi

AKT / PI3K sinyal yolagi: AKT1, ERBB2, NF1, PTEN,
SH3PXD2A, TSC2.

EGF sinyal yolagi: EGFR, ERBB2.

Estrogen sinyal yolagi: BRCAL, BRCA2, ESR1.
Hedgehog sinyal yolagi: PTCH1.

Insulin sinyal yolagi: AKT1, IGF2R, SOCS1, TSC2.
JAK / STAT sinyal yolagi: SOCSL1.

PDGEF sinyal yolagi: PTEN, VEGFA.

Small GTPase sinyal yolagi: BCR, BRAF, CDH13,
DIRAS3, DLC1, HRAS, NF1, RASSF1, TSC1, TSC2.
TGFb / BMP sinyal yolagi: SMAD4, TGFB1, TGFBR2.
TNF sinyal yolagi: PYCARD.

VEGEF sinyal yolagi: AKT1, VEGFA.

WNT sinyal yolagi: APC, CTNNB1, DKK3, SFRP1,
SFRP2, WIF1.
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Transkripsiyon faktorleri BRCAL, BRCA2, CDH1, CDX2, CTNNBL1, E2F1, ESR1,
FOS, HIC1, HOXAL, JUN, MYC, MYCN, NEUROG1,
NFKB1, PRDM2, RARB, RB1, RUNX3, SMAD4, TGFBL1,
TP53, TP73, VHL, WT1

Digerleri PDLIM4, SCGB3A1, ZMYND10

Kit icerigi

Restriksiyon pargcalama tamponu
RNaz-DNaz icermeyen su
Reaksiyon karsimi

Metilasyona duyarli enzim A
Metilasyona bagli enzim B
SYBR Green qPCR master karisimi
Mo restriksiyon enzim karisimi
Ms restriksiyon enzim karigimi
Md restriksiyon enzim karisimi
Msd restriksiyon enzim karigimi

4 adet plaka

3.8.4.2. Deney Protokolu

Deney protokoli Sekil 3-5’de gosterilmistir.
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Sekil 3-5: Tumor Supressor Gen (TSG) 'EpiTect Methyl I1 PCR Array’lerin deney
protokol semasi

Restriksiyon enzimleri ile kesim
EpiTect Methyl II DNA Restriction Kit kullanilarak genomik DNA,

metilasyona duyarli ve/veya metilasyona bagimli restriksiyon enzimleri ile kesildi.
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1. Bu amagla, oncelikle her bir DNA 6rnegi i¢in toplam hacim 470 pL olacak
sekilde 100 uL 5x restriksiyon pargcalama tampon ve su ile enzim icermeyen reaksiyon

karisimi1 hazirlandi.

Madde Hacim
Genomik DNA (2 pg) Degisebilir
5x Restriksiyon parcalama tamponu 100 uL
RNaz-DNaz icermeyen su Degisebilir
Toplam Hacim 470 uL

2. Asagida gosterildigi sekilde 4 farkli restriksiyon enzim karisimi hazirlandi:

Bilesen Mo (pL) Ms (uL) Md (nL) Msd (nL)
Reaksiyon karigimi 116 116 116 116
Metilasyona duyarli enzim A - 2 - 2
Metilasyona bagli enzim B - - 2 2
RNaz-DNaz i¢ermeyen su 4 2 2 -
Toplam hacim (uL) 120 120 120 120

Mo: enzim olmayan karigim

Ms: metilasyona hassas enzim olan karigim

Md: metilasyona bagli enzim olan karigim

Msd:hem metilasyona hassas, hem metilasyona bagli enzim olan karigim

3. Hazirlanan karisimlar 6 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 20
dk. 65°C’de inkiibasyon ile reaksiyon durduruldu. Her bir restriksiyon enzimi ile kesim

icin reaksiyon karigimi asagidaki gosterildigi gibi hazirlandu:

Bilesen Mo(uL) Ms(uL) Md(uL) Msd (pL)
SYBR Green qPCR master karigimi 590 590 590 590
Mo restriksiyon enzim karigimi 120 - - -

Ms restriksiyon enzim karigimi - 120 - -

Md restriksiyon enzim karigimi - - 120 -
Msd restriksiyon enzim karigimi - - - 120
RNaz-DNaz icermeyen su 470 470 470 470
Total hacim (uL) 1180 1180 1180 1180

Es-zamanli PCR Analizi
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4. ‘Tumor Supressor Gen (TSG) EpiTect Methyl II PCR Array’lere Mo, Ms, Md,
Msd restriksiyon enzim karisgimlarindan 10 pl 384 kuyucuklu mikroplakada ilgili
kuyucuklara eklendi. 384 kuyucuklu mikroplaka diizeni asagidaki gibidir:

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 2
A i Mo  Ms[Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms
B Md i Msd|Md | Msd|Md i Msd(Md | Ms
C Mo : MsjMo | Ms|Mo : Ms(Mo | Ms
...... G;i' ?2 @a 62‘
D Md i Msd|Md  Msd|Md :Msd|Md | Msd
E Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms[Mo | Ms
G33 G4 G35 GB6
F Md i Msd|Md | Msd|Md : Msd|Md | Msd
G Mo : Ms|/Mo | Ms[Mo : Ms[Mo | Ms
...... G45 w &7
H Msd Msd|Md :Msd|Md | Msd
[ Ms[Mo i Ms[Mo | Ms
J Md  Msd|Md  Msd|Md  Msd Msd|Md  Msd|Md | Ms
K - Ms|[Mo  Ms[Mo | Ms|Mo = Ms[Mo  Ms : : mm@;mm Ms
L ‘Msd|Md Msd[Md  Msd|Md  Msd ‘Msd|Md_ Msd [Md : ; Md :Msd
M |[Mo | Ms|Mo | Ms|Mo | Ms|Mo MsMo MsMo MsMo'MsMo'Ms Mo : Ms
N md Mded Mded _MsdMd Msd|md Mded Mded Mded MdediMdedéMdediMded Msd
................. ,w 69 m. 46?9 ..ﬁ-c
P M.de Mde ‘Msd|Md Msd|Md M.dlvu M-dm M.dm ‘Msd|Md :Msd|Md  Msd|Md :Msd|Md | Msd

5. Mikroplakanin kuyucuklarimin tstii jelatin ile kapatildi. Hava kabarcigi
kalmasini engellemek i¢in 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Mikroplaka eszamanl
PCR cihazina konularak analiz gergeklestirildi. Eszamanli PCR c¢alisma protokoli

asagida gosterilmigtir:

Siklus Sicaklik °C Sire
1 95 10 dk.
3 99 30 sn.
72 1 dk.
97 15 sn.
40 72 1 dk.

3.8.4.3. Veri Analizi ve Sonuglarin Degerlendirilmesi
Es-zamanli PCR analizi sonucu elde edilen Ct degerleri SABioscences web
sayfasindan indirilen  EpiTect Metil [l Array excel dosyasma girildi

(www.sabiosciences.com/dna_methylation_data_analysis.php). Sonuglar, excel

sablonunda otomatik olarak hesaplandi. Excel formatinda genlerin metilasyon seviyeleri
‘%’ degerler olarak alindi. Tiim 6rnekler ti¢ tekrarli olarak ¢aligildi ve hesaplama ortalama

degerler goz oniinde bulundurularak kontrole kiyasla ‘%’ degisimlerle yapildi.


http://www.sabiosciences.com/dna_methylation_data_analysis.php)
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3.9. Gen Ekspresyonlarinin Tayini

3.9.1. Total RNA Izolasyonu
Hiicre kiiltiirtinden total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit‘ (Roche

Life Science) ile iiretici firmanin vermis kullanim talimatlar1 uygulanarak gergeklestirildi.
Kit icerigi
Lizis/Baglama tamponu: 4,5 M Guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton X-
100 (agirlik/hacim) (pH 6,6). 25 °C’de saklandi.

DNaz | (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz 1. Cozinduruldikten
sonra 500 pL’lik tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandi.

DNaz inkiibasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,0). 25 °C’de

saklandi.

Yikama tamponu I: 5 M Guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI (pH 6,6). 25 °C’de

saklandi.
Yikama tamponu II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI (pH 7,5). 25 °C’de saklandi.
Eltsyon tamponu: PCR kalitede su.
Filtreli thp, toplama tipu
Deney protokolt

1. Bolim 3.7.2°de belirtildigi {izere FB1 maruziyeti yapilan 1x10° hiicre 200 pL
PBS (1x) icinde suspande edildi.

2. Uzerine 200 pL baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karistirildi.
3. Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

4. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 15 sn. santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki s1v1 atildi.

5. Steril bir mikrotlpte her bir 6rnek i¢in 90 pL DNaz inkuibasyon tamponu ve 10
uL DNaz I eklendi ve karistirildi.

6. 100 pL DNaz | ¢ozeltisi filtreli tlpdn Ost ylzeyine konuldu. 15-25 °C’de 15
dk. inkibe edildi.
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7. Filtreli tipe 500 uL Yikama tamponu I eklendi ve 8000 x g'de 15 sn santrifij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki s1v1 atild1.

8. Filtreli tiipe 500 puL Yikama tamponu II eklendi ve 8000 x g’de 15 sn. santrif(j

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki sivi1 atildi.

9. Filtreli tiipe 200 pL Yikama tamponu II eklendi ve en yiiksek devirde (yaklasik
13000 x g) 2 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipii i¢indeki sivi ile birlikte
atild.

10. Filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

11. Elisyon tamponundan 50 pL filtreli tipe eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

12. Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi i¢in -80 °C’de saklandi.

3.9.2. RNA’mn Saflik ve Miktar Tayini

1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonrasinda HK-2 hucrelerinden
izole edilen RNA’larin miktar1 ve saflig1 ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede Olglildii. 260 nm’deki Ol¢iimler RNA miktarinin belirlenmesinde
kullanildi. RNA’nin safliginin belirlenmesinde kullanilan Azso/A2go orani ise yaklasik

1,95+ 0,1 olmalidir.

3.9.3. cDNA Sentezi
cDNA tek veya ¢ift sarmalli olabilir ve mRNA kalibindan ters transkriptaz enzimi
kullanilarak sentezlenir. Eger yapilan deney cift sarmalli cDNA gerektiriyorsa, bir baska

DNA sentez basamagi ile gerceklestirilebilir.

Olgiim sonucunda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi i¢in total 500 ng olacak
sekilde ‘Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit’ (Roche Life Science) ile Uretici
firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Kit icerigi

Transkriptor ters transkriptaz: 50 pL; 200 mM potasyum fosfat, 2 mM
ditiyotreitol, %0,2 Triton X-100, %50 gliserol (pH 7,2)

Transkriptor ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x5): 1 mL; 250 mM Tris-HClI,
150 mM KCI, 40 mM MgCl; (pH 8,5)
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Koruyucu RNaz inhibitori: 50 pL; 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM
ditiyotreitol, %50 gliserol (pH 7,6)

Deoksiniikleotid karigimi: 200 pL; 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Anchored-oligo (dT)1s primer: 100 pL

Random heksamer primer: 100 pL

Kontrol RNA: 20 pL

Kontrol primer, insan porfobilinojen deaminaz (PBGD) karisimi: PBGD igin 5

UM ileri ve geri primer
PCR Kkalitede su
Deney protokolt

1. Steril, nukleaz igermeyen, ince duvarli PCR tiipii buz i¢ine konuldu ve

igerisinde kalip primer karisimi hazirlandi:

Toplam RNA: 500 ng

Anchored-oligo(dT)1s primer (vial 5): 1 pL

Random heksamer primer (vial 6): 1 pL

Su (vial 8): Reaksiyonun toplam hacmi 13 pL olacak sekilde su eklendi.

2. Kalip primer karigimini denatiire etmek i¢in karisim 65 °C’de 10 dk. inkiibe
edildi ve tiip hizli bir sekilde buz {istiine alind1.

3. Kalip primer karisimini igeren tiipe ters transkriptaz karisiminin geri kalan

bilesenleri agsagidaki belirtildigi sirayla eklendi:

Ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x 5): 4 uL

Koruyucu RNaz inhibitord: 0,5 pL

Deoksintikleotid karigima: 2 uL

Transkriptoz ters transkriptaz: 0,5 pL
Toplam hacim: 20 pL

4. Tup icindeki maddeler dikkatli bir sekilde karistirild1 ve spin santrifiij yapildi.
Vorteks yapilmamalidir.

5. Daha sonra ters transkriptaz karigimi 55 °C’de 30 dk. boyunca inkiibe edildi.

6. Transkriptaz ters transkriptaz 85 °C’de 5 dk. inkiibe edilerek inaktif hale
getirildi.
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7. Tiip buz iistiine alinarak reaksiyon durduruldu.

8. cDNA saflagtirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak

Uzere -20 °C’de saklanda.

3.9.4. Gen Ekspresyonlarmmin RT-PCR ile Tayini

Global DNA metilasyonunda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerin
ekspresyon tayini Tablo 3-2°deki primer dizileri kullanilarak RT-PCR ile gergeklestirildi.
Metil array sonuglarina gére en fazla degisiklik gézlenen genlerin ekspresyon analizinde
kullanilan primerler Tablo 3-3’te verilmis olup, bu genlerin ekspresyonlar1t RT-PCR ile
gerceklestirildi.

Kullanilan malzemeler

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karisimu,
Gene 6zglin primerler (Tablo 3-2, Tablo 3-3)
PCR kalitede su.

Tablo 3-1: Global DNA metilasyonunda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerin
ekspresyon analizlerinde kullanilan primer dizileri.

Gen adi Primer dizisi (5’-3°) Sicaklik (°C) Kaynak
DNMTL F: CCTCCAAAAACCCAGCCAAC 60
R: TCCAGGACCCTGGGGATTTC Ahmadnejad ve ark., 2017
F: GGTCACGCAAAACAGAACCC
DNMT3a 59 Gu ve ark., 2017

R: CCTTGGTGAAACCCTTTGCG
F: CTCTTCCTCAGCTGTGTGGG

DNMT3b - . CTGTCGGCACTGTGGTTTTG 59 Gu ve ark., 2017
F-TGCACAGCCTGGCTGAATG .

MEMT o GGTGAACGACTCTTGCTGGAA 0 Laive ark., 2008

p-Aktin F:AACTACCTTCAACTCCAT 48 Rosa ve ark., 2009

R: TGATCTTGATCTTCATTGTG

Tablo 3-2: Metilasyon array sonuclarima gore secilen genlerin ekspresyon
analizlerinde kullanilan primer dizileri.

Gen ad1  Primer dizisi (5°-3°) Sicaklik (°C)  Kaynak

CD44 F: AGCCCATGTTGTAGCAAACC3
R: TGAGGTACAGGCCTCTGAT
F: TAGCAGCGGAACAAGGAG

CDKNI1A R: CGGGAACCAGGACAC 55 Chen ve ark., 2015

57 Hooshmand ve ark., 2016



http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04310251.pdf
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F: CCCTCGACACTCACCATGAA

CDKN2B R: CGACCCCTGGAATGTCACAC 60 Aveyard ve Knowles, 2004
crinsy EASCAMENTICNEME 55 e a0
o OSSNSO @ sseseson
pren T SACSSMCACMSTION 5y g ivee 2
CDKN2A F: CACCAGCGTGTCCAGGAA 65 padhi ve ark., 2017

/P16 R: CCCTGGCTCTGACCATTCTGT

3.9.4.1. Deney Protokolu

1. Asagidaki gosterildigi gibi uygun miktarlarda bilesenler ilave edilerek RT-

PCR karisimi hazirlandi ve dikkatlice pipetleme yapildi:

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karisimi: 10 pL

10 uM forward primer:
10 uM reverse primer:
PCR kalitede su:

Toplam hacim:

2. Hazirlanan PCR karigimindan 15 pL mikroplakanin her kuyucuguna ilave

edildi.

3. cDNA ornekleri steril su ile 1:5 oraninda seyreltildi.

4. Hazirlanan cDNA orneklerinden 5 pL her bir kuyucuga eklendi ve

mikroplakanin tizeri mikroplaka filmi ile kapatildu.

5. Mikroplaka 1500 x g’de 2 dk. santrifiij edildi.

6. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak 6lgiim yapildi. RT-

PCR protokoll Tablo 3-3’te gosterilmistir.


http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04310251.pdf

Tablo 3-3: RT-PCR protokold.
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Program adi Siklus Sicaklik °C Sdre
Polimeraz aktivasyonu 1 95 2 dk.
Denatlrasyon 40 95 5sn.
Primerlerin hedef DNA’ ya baglanmasi 40 48-64 10 sn.
Uzama 40 72 5-20 sn.
Uzama 1 72 1 dk.

Sonuclarin degerlendirilmesi

Tablo 3-3’te primer dizileri verilen genler ve referans gen olarak kullanilan f—

aktin icin spesifik RT-PCR kantitatif Ct degerleri belirlendi. Genlerin relatif ekspresyonu

kontrol grubuna gore karsilastirmali Ct yontemi ile degerlendirildi.

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak

“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi. Tum parametreler

icin Oncelikle normalite testi ve varyanslarin homojenligi testi uygulandiktan sonra,

normal dagilim gosteren veriler i¢in ‘Tek Yonlii Varyans” (ANOVA-Post Hoc Dunnet

testi) analizi ile ¢oklu karsilagtirma uygulandi. p<0,001 ve p<0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuglar:

FB1’in HK-2 hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi, hiicre canliliginin kantitatif
6l¢limiine dayanan MTT ve NRU testleri ile yapildi. MTT ve NRU testleri i¢in hiicreler,
FBL1 ile 7 farkli konsantrasyonda ve 6’sar tekrarli olacak sekilde maruz birakildi. Ayni
zamanda, testler farkl giinlerde 2 kez tekrarlandi.

Tablo 4-1°de 3,125-200 uM konsantrasyon araliginda 7 konsantrasyonda FB1
maruziyeti yapilan HK-2 hucrelerinde MTT ve NRU testleri % 6lim ve standart sapma
degerleri gosterilmistir. MTT ve NRU testleri ile HK-2 hiicrelerinde 24 saatlik, 3,125;
6,25; 12,5; 25; 50; 100 ve 200 uM konsantrasyonlarindaki FB1 maruziyetinin
konsantrasyona karsit % hticre olimu grafikleri Sekil 4-1°de gosterilmistir. 200 uM
maruziyet konsantrasyonunda MTT testi ile %34,76 ve NRU testi %38,40 oraninda 61im
goriilmiistiir. Dolayisiyla %50°lik inhibisyon konsantrasyonuna ulasilamamistir. 1Cso
hesaplanamamustir. Daha 6nceki ¢alismalardan (Demiel ve ark., 2015; Sancak ve Ozden,
2015) elde edilen verilere gore FB1’in sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde ve
maruziyet konsantrasyonlarmin belirlenmesinde daha yiiksek konsantrasyonlarin

calisilmasina gerek duyulmamastir.

Tablo 4-1: 24 saat 3,125- 200 uM konsantrasyon araliginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde MTT ve NRU testleri % 6liim ve standart sapma degerleri.

) FB1
Maruziyet
konsantrasyonlari _ MTT _ NRU

% Olum = SD % Olum + SD

3,125 uM 4,95+ 0,92 1,01 +£0,28
6,25 uM 8,68 +1,70 6,74 £0,56
12,5 uM 12,14 +1,32 8,30 £1,31
25 uM 8,64 +130 16,38 £2,31
50 uM 16,10 +150 22+2,20
100 uM 20,04 +2,03 23,40 +3
200 uM 34,76 £2,78 38,40+ 4,83

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).
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Sekil 4-1: 24 saat 3,125-200 uM konsantrasyon araliginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde MTT ve NRU testleri sonuclari.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

4.2. BrdU Hucre Proliferasyonu Testi Sonuclar:
24 saat 10, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti yapilan HK-2

hiicrelerinde BrdU testi ile kontrole kiyasla hiicre proliferasyonunda 50 ve 100 pM FB1
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,25 kat (p<0,05) ve 2,24 kat (p<0,001) oranlarinda
anlamli artis tespit edildi (Tablo 4-2 ve Sekil 4-2).

Tablo 4-2: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arahginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde % hiicre proliferasyonu ve standart sapma degerleri.

Maruziyet FB1
konsantrasyonlart 94 Hiicre proliferasyonu + SD
Kontrol 100,15 +11,18

10 uM 117,72 £ 18,40

50 uM 125,00* £ 16,00

100 uM 224,00** + 25,00

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).
* kontrol grubundan énemli dlgiide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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Sekil 4-2: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arahginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hicrelerinde % hucre proliferasyonu (kontrole gore Kkiyasla) iizerine etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
* kontrol grubundan énemli dlgiide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.3. Global DNA Metilasyonu Sonuclari
Global 5-mC igeriginin kantitatif tayini 5-mC Eliza kit ile ger¢eklestirildi. Bolim
3.10.3’te anlatildig1 sekilde %5-mC miktari kit ile temin edilen standartlar ile hazirlanan

standart egri lizerinden hesaplandi (Sekil 4-3).
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Input metile DNA

Sekil 4-3: 5-mC standardina ait kalibrasyon egrisi.

24 saat 10, 50 ve 100 M konsantrasyon araliginda FB1 maruziyeti yapilan HK-
2 hicrelerinde %5-mC seviyeleri Tablo 4-3 ve Sekil 4-4’de gosterilmistir. %5-mC
seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla 100 uM FB1 maruziyeti yapilan hiicrelerde 2,23
(p<0,001) kat anlaml1 artis olarak belirlenirken; 10 uM FB1 ve 50 uM FB1 maruziyeti
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yapilan hiicrelerde anlamli olmayan sirasiyla 1,33 kat artis ve %15 oraninda azalma

go6zlendi.

Tablo 4-3: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arahginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hicrelerinde relatif %5-mC ve standart sapma degerleri.

Maruziyet FB1
konsantrasyonlar1 055-mC + SD
Kontrol 1,54+ 0,10

10 uM 2 +0,38

50 uM 1,31+ 0,22

100 uM 3,43**+ 0.39

SD: Standart sapma (‘standard deviation”).
** kontrol grubundan 6nemli lgiide farkli p<0,001; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.5 1
4 - * %
3.5 A
3 o
Q25 -
0 2
° i
1.5 -
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0.5 1
0 n T T T
Kontrol 10 50 100
FB1 maruziyet konsantrasyonlari1 (uM)

Sekil 4-4: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon araliginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hicrelerinde % 5-mC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.3.1. DNA metiltransferaz Genlerinin Ekspresyon Sonuclari

24 saat 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hicrelerinde DNMT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarda sirasiyla 4,35 ve 4,65 kat anlamli azalmalar tespit edildi. (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arali@inda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde DNMT1 genine ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

24 saat 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hucrelerinde DNMT3a geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 10 ve 50 uM
konsantrasyonlarda anlamli olmayan azalmalar tespit edilirken; 100 uM’da degisiklik
gozlenmedi (Sekil4-6).

DNMT3a
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o
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FB1 maruziyet konsantrasyonlari1 (nM)

Sekil 4-6: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arahginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hucrelerinde DNM3al genine ait relatif ekspresyon seviyeleri.
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24 saat 10, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarinda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hicrelerinde  DNMT3b geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 50 pM
konsantrasyonlarda anlamli olmayan azalma tespit edilirken, 10 ve 100 upM

konsantrasyonlarda degisiklik gézlenmedi (Sekil 4-7)

DNMT3b
1.2 -
1 N
c
o
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S
206 -
(3]
B804 -
&
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Kontrol 10 50 100
FB1 maruziyet konsantrasyonlari (UM)

Sekil 4-7: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arali@inda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde DNMT3b genine ait relatif ekspresyon seviyeleri.

24 saat 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hucrelerinde MGMT geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 10, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarda sirasiyla, 10,5; 10,5 ve 9,8. kat anlamli (p<0,001) azalmalar tespit
edildi (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon arahginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hlcrelerinde MGMTL1 genine ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.4. Tiimor Baskilayici Genlerin Panel Array’ler ile Metilasyon Sonuclari

HK-2 hicrelerinde 10; 50 ve 100 pM konsantrasyonda 24 saat FB1
maruziyetinin timor baskilayic1 genlerde metilasyon tizerine etkileri panel arrayler ile
caligilarak arastirildi. FB1’in tiimor baskilayici genlerin % metilasyon seviyeleri (izerine

etkileri Tablo 4-4’de gosterilmistir.

50 ve 100 puMm konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonucu; ABL1, APC, ATM,
BCR, BIRC5, BRAF, BRCA1, CAV1, CD44, CDH1, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C,
CDKN2A, CDKN2B, CDKN3, CDX2, CTNNB1, DAPK1, DIRAS3, EGFR, ERBB2, FAS,
FHIT, GSTP1, HOXAL, HRAS, IGF2R, ING1, JUN, MDM2, MEN1, MGMT, MLH1,
MYC, NF1, NF2, NFKB1, NME1, PRDM2, PTCH1, PTEN, PTGS2, RASSF1, RB1, RET,
SFN, SMAD4, SMARCB1, SOCS1, TGFB1, TGFBR2, THBS1, TP53, TSC1, TSC2,
VEGFA, VHL, XRCC1, ZMYND10 genlerinde, metilasyon seviyelerinde anlamli
derecede artis gozlenmistir. 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda FB1 maruziyeti sonucu;
BCL2, CADM1, CCND1, CCND2, CDH13, CHFR, DKK3, DLC1, ESR1, HIC1, LOX,
MYCN, NEUROGL1, OPCML, PDLIM4, PYCARD, RARB, RUNX3, SCGB3A1l, SFRP1,
SFRP2, SH3PXD2A, SLC5A8, SPARC, TERT, TIMP3, TP73, WIF1, WT1, SEC ve DEC

genlerinde metilasyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir.

Tablo 4-4: FB1’in tiimor baskilayici genlerin % metilasyon seviyeleri Uzerine etkileri

Metilasyon seviyeleri (%) Metilasyon seviyeleri (%)
FB1 maruziyeti (uM) FB1 maruziyeti (uM)

Genler K 10 50 100 Genler K 10 50 100
ABL1 3,29 2,16 1,11 51,40 | MLH1 0,55 0,19 0,09 72,48
AKT1 1,81 1,56 0,39 0,17 MYC 1,10 0,38 0,12 62,90
APC 1,63 0,13 0,04 39,59 | MYCN 99,72 99,41 99,86 99,81
ATM 1,88 0,65 0,45 69,53 | NEUROG1 99,84 99,99 99,88 99,97
BCL2 99,78 100,0 99,95 99,96 | NF1 1,31 0,39 0,29 50,80
BCR 0,54 0,24 0,10 76,17 | NF2 0,17 0,05 0,04 55,18
BIRC5 0,91 0,39 0,20 57,32 | NFKB1 0,10 0,05 33,25 57,74
BRAF 0,01 0,01 0,02 8,79 NME1 0,83 0,20 0,06 60,68
BRCA1 1,75 1,14 0,64 60,92 | OPCML 98,97 99,36 99,36 99,55
BRCA2 1,71 0,24 0,08 0,001 | PDLIM4 99,91 99,91 99,84 99,97
CADM1 99,85 99,94 99,84 99,94 | PRDM2 52,03 53,04 63,86 76,26
CAV1 1,14 0,51 36,33 58,61 | PTCH1 0,38 0,13 0,13 64,69
CCND1 0,00 0,00 16,75 18,93 | PTEN 0,21 0,02 0,00 59,30



CCND2
CD44
CDH1
CDH13

CDKN1A
CDKN1B
CDKN1C
CDKN2A
CDKN2B
CDKN3
CDX2
CHFR
CTNNB1
DAPK1
DIRAS3
DKK3
DLC1
E2F1
EGFR
ERBB2
ESR1
FAS
FHIT
FOS
GSTP1
HIC1
HOXA1
HRAS
IGF2R

ING1

JUN
LOX
MDM2
MEN1
MGMT

99,34
3,02
66,76
99,94
0,85
1,30
37,60
55,09
0,16
0,29
1,31
99,93
0,11
68,90
53,49
99,70
99,80
0,28
0,15
1,32
99,62
0,43
0,11
0,35
1,44
99,71
0,29
1,00
0,28
0,86
0,64
99,97
0,32
0,22
59,28

99,65
0,97
1,02
99,85
0,12
0,86
31,78
55,19
0,06
0,14
0,67
99,87
0,05
78,05
55,49
99,61
99,41
0,12
0,05
0,20
99,81
0,12
0,02
0,05
0,15
99,55
0,04
16,77
0,02
0,50
0,26
99,87
0,23
0,06
58,14

99,72
0,40
49,12
99,98
0,15
0,13
65,10
63,37
0,02
0,07
0,12
99,92
0,03
83,92
61,83
99,84
99,83
13,08
0,02
0,09
99,95
0,03
0,12
14,33
0,03
99,86
0,001
0,12
0,11
0,46
0,11
99,89
0,21
0,04
75,89

99,78
58,64
49,46
99,98

59,57
54,10
79,64
79,19
60,12
67,41
63,55
99,87
68,78
90,89
79,95
99,63
99,99
19,37
58,52
57,70
100,0
65,40
43,99
16,89
54,75
99,73
82,67
28,04
70,83
77,26
64,18
99,84
30,72
66,58
79,48

PTGS2
PYCARD
RARB
RASSF1

RB1

RET
RUNX3
SCGB3A1
SFN
SFRP1
SFRP2
SH3PXD2A
SLC5A8
SMAD4
SMARCB1
SOCS1
SPARC
TERT
TGFB1
TGFBR2
THBS1
TIMP3
TP53
TP73
TSC1
TSC2
VEGFA
VHL
WIF1

WT1

WWOX
XRCC1
ZMYND10
SEC

DEC

33,33
99,86
99,47
0,11
0,13
0,02
98,80
99,21
1,34
99,89
99,52
99,82
99,95
0,02
0,00
60,96
99,63
99,68
0,64
0,23
0,20
98,18
3,30
99,97
2,33
0,56
0,19
0,07
99,03
100,0
0,30
33,34
59,11
0,20
99,44

0,00
99,91
99,31
0,05
0,05
0,10
99,03
99,79
0,75
99,70
99,45
99,62
99,82
33,36
0,03
66,87
99,45
99,71
0,33
0,02
0,00
98,94
2,81
99,86
0,20
0,10
0,00
0,00
99,57
99,97
0,03
0,00
60,97
28,25
99,98

0,004
100,0
99,61
0,08
0,14
0,02
99,27
99,86
0,22
99,87
99,55
99,88
99,95
0,15
0,10
71,31
99,64
99,87
0,16
0,01
0,001
98,89
1,77
99,97
0,08
0,05
0,02
15,16
99,79
99,91
16,79
0,01
74,49
0,21
99,88

63,40
99,89
99,89
58,28

77,68
63,98
99,17
99,78
62,18
99,88
99,75
99,88
99,70
63,47
51,54
81,94
99,95
99,72
63,47
68,00
65,96
99,07
62,68
99,96
53,07
60,97
53,14
56,51
99,88
99,93
21,65
58,72
80,54
62,09
99,78
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94 tiimor baskilayici genden FBI1 maruziyeti sonrast metilasyon seviyesinde

anlamli diizeyde degisiklik gézlenen genler Tablo 4-5 ’te verilmistir.
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Tablo 4-5: 94 tiimor baskilayic1 genden FB1 maruziyeti sonrasi metilasyon seviyesinde
degisiklik gozlenen genler

Metilasyon seviyeleri (%)

Genler -
Kontrol 100 pM P degeri

ABL1 3,29 +0,37 51,40 £1,83 <0,001
APC 1,63+2,70 39,59+ 7,4 <0,001
ATM 1,88 + 2,64 69,53 10,2 <0,001
BCR 0,54 +£0,6 76,17+154 <0,001
BIRC5 091+13 57,32+ 8,77 <0,001
BRAF 0,01 + 0,000 63,22 + 8,79 <0,001
BRCA1 1,75+£1,9 60,92 + 9,96 <0,001
CAV1 1,14+17 58,61 +6,73 <0,001
CD44 3,02+£4,70 58,64 + 12,17 <0,001
CDH1 66,76 57,56 49,46 +5,2 <0,001
CDKN1A 0,85+0,7 59,57 + 3,52 <0,001
CDKN1B 1,3+£1,97 54,07 + 3,35 <0,001
CDKN1C 37,6 +11,44 79,64 7,07 0,001
CDKN2A 55,09 + 7,33 79,19+£7,77 0,007
CDKN2B 0,16 £0,25 60,12+ 6,27 <0,001
CDKN3 0,29 £ 0,45 67,42+1,88 <0,001
CDX2 1,31 +£2,00 63,55+8,80 <0,001
CTNNBL1 0,11 +0,13 68,78 + 13,83 <0,001
DAPK1 68,9 £11,70 90,89 + 6,10 0,009
DIRAS3 53,49 £ 7,50 79,95 + 8,16 0,016
EGFR 0,15 + 022 58,52 + 6,72 <0,001
ERBB2 1,32 + 2,08 57,70 £ 8,09 <0,001
FAS 0,43+0,70 65,40 £ 12,60 <0,001
FHIT 0,11+0,14 43,99 + 3,82 <0,001
GSTP1 1,44 +2,43 54,75 £5,75 <0,001
HOXA1 0,29 +0,50 82,67 + 15,04 <0,001
HRAS 1+1,22 28,04 + 3,25 <0,001
IGF2R 0,28 +0,44 70,83 £17,51 <0,001
ING1 0,86 +1,08 77,26 19,80 <0,001
JUN 0,64+0,84 63,18 4,39 <0,001
MDM2 0,32 +£0,55 30,72 £5,70 <0,001
MEN1 0,22 £0,22 66,58+ 7,10 <0,001
MGMT 59,28 +8,40 79,48 £ 13,37 <0,001
MLH1 0,55+0,91 72,47 £ 16,54 <0,001
MYC 1,1+£1,77 62,90 + 8,97 <0,001
NF1 1,31+2,24 50,80+ 0,80 <0,001
NF2 0,17 £0,09 55,18 + 1,36 <0,001
NFKB1 0,1+0,10 57,74 £5,80 <0,001
NME1 0,83+1,42 60,70 £ 8,50 <0,001
PRDM2 52,03 £7,49 76,26 = 5,45 <0,001
PTCH1 0,38+0,54 64,69 + 16,38 <0,001
PTEN 0,21 +0,36 59,31 +2,61 <0,001
PTGS2 33,33 57,73 63,40 £7,12 <0,001
RASSF1 0,11+0,18 58,28+ 3,99 <0,001
RB1 0,13+0,23 77,70 £18 <0,001
RET 0,02 £0,02 63,98 +1,24 <0,001
SFN 1,34 +2,16 62,18 £9,74 <0,001
SMADA4 0,02 £0,03 63,47 £0,96 <0,001
SMARCB1 00,000 51,54 +10 <0,001
SOCs1 60,96 + 9,89 81,94 +12,91 <0,001
TGFB1 0,64 +1,10 63,47 £ 10,13 <0,001
TGFBR2 0,23+0,23 68,00 + 13,60 <0,001
THBS1 0,2+0,33 65,96 + 15,20 <0,001
TP53 3,3+3,61 62,70 + 11,57 <0,001
TSC1 2,33+0,031 53,07 £3,51 <0,001
TSC2 0,56 £0,78 60,97 £1,48 <0,001
VEGFA 0,19 +0,29 53,14 £ 11,20 <0,001
VHL 0,075 £0,10 56,51 + 4,07 <0,001
XRCC1 33,34 £57,73 58,72 £9,77 <0,001
ZMYND10 59,11 +8,18 80,54 + 4,11 <0,001
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Yapilan FB1 ile ilgili toksisite arastirmalari incelendiginde metilasyonda
degisiklik gozlenen genler arasinda FB1 toksisitesi ile iligkili olabilecek genlerin (CD44,
CDKN1A, CDKN2B, CTNNB1, MYC, PTEN, RASSF ve p16) ekspresyon analizleri de

amaciyla gerceklestirildi.

4.5. Metilasyonda Degisiklik Gozlenen Genlerin Ekspresyon Sonuclari

FB1 toksisitesi ile iliski olan secilen genlerin ekspresyon analizlerinin sonucu
Sekil 4-9 (a-h)’de gosterilmistir. Metilasyon sonucu ile uyumlu olarak CD44, CDKN1A,
CDKN2B, CTNNB1, MYC, PTEN, RASSF ve p16 genlerinin ekspresyonunda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda tim maruziyet konsantrasyonlarinda 7,77 Kkattan daha fazla

(p<0,001) anlaml1 derecede azalma gozlenmistir.
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Sekil 4-9: 24 saat 0-100 pM konsantrasyon araliginda FB1 maruziyeti yapilan HK-2
hlcrelerinde CD44 (a), CDKN1A (b), CDKN2B (c), CTNNBL1 (d), MYC (e), P16
(f), PTEN (g) ve RASSF1 (h) genlerine ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmigtir. (n=3).

* kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOV A-Post Hoc Dunnet testi).
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5. TARTISMA

Mikotoksinler kif mantarlari tarafindan tiretilen ve yaygin olarak tarimsal
urinleri kontamine eden sekonder toksik metabolitlerdir. Bu toksinler tarimsal
dekontaminasyon proseslerine dayanabilen, stabil, uzun siire yasayabilen, kimyasal
olarak farkli yapilar1 olan bilesiklerdir. Bu bilesikler besin zincirine girebilmekte ve
‘mikotoksikozis’ olarak bilinen zehirlenmelere sebep olabilmektedirler (Wentzel ve ark.,
2017). Insan ve hayvan saglig1 agisindan oldukca fazla toksik etkileri g6zlenmektedir.
Gida ve Tarim Orgiitii‘ne gore kiiresel yem ve gidalarin yaklasik %25’ mikotoksinler
tarafindan kontamine durumdadir (Goossens ve ark., 2012). Fusarium tdrleri de
ekonomik agidan en 6nemli mikotoksinlerdendir (Moretti ve ark., 2017). Pekcok alt tipe
sahip olan Fumonisin tiirlerinden iglerinde en ¢ok rastlanilan1 FB1’dir. En ¢ok musir
kaynakli oldugu bilinen fakat ¢esitli tahillar ile insan ve hayvanlarin maruz kaldigi FB1’in
gidalar ile birlikte alinmasi durumunda farkli organlarda ciddi zararli etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC), hayvan deneylerine ve
insanlarda 6zofagus kanserine sebep olmasina dayanarak FB1’i insanlar i¢in muhtemel

karsinojen (Grup 2B) grubunda siniflandirmistir (IARC, 1993).

FB1 yapisal olarak sfingozin ve sfinganine benzer o6zelligi dolayisiyla
sfingolipidler ile yer degistirmekte ve seramid sentaz enzimini inhibe etmektedir.
Boylelikle, sfinganin N-acilsfinganine doniisememekte ve serbest sfinganin birikmekte
ve SA/SO orani artmaktadir (Merril ve ark.; Wang ve ark., 1999). Sfingolipidlerin
durumlarindaki bu degisklikler, ana gorevleri olan, membran ve lipoprotein yapisin
korumak, hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisimi saglamak gibi hayati goérevlerinin
aksamasina sebep olmaktadir (Turner ve ark., 1999). Bu degisiklilerin kanser gelisiminde
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Ancak FB1’in karsinojenik etki mekanizmasi tam
olarak agiklanamamistir. 1995 yilinda Gelderblom ve ark. (1995)’lar1 tarafindan yapilan
cesitli in vitro genotoksisite test sistemlerinde FB1’in genotoksik 6zelliklerinin olmadig1
gosterilmistir (Gelderblom ve ark., 1995). Gelderblom ve ark. (1996)’lar1 tarafindan non-

genotoksik bir karsinojen oldugu ileri siiriilmiistiir (Gelderblom ve ark., 1996).

Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
mikroRNA’larin regiilasyonu olmak iizere siiflandirihilabilir. (Yan ve ark. 2010) Bu
mekanizmalarin herhangi birinde meydana gelen hata genin sessizlesmesine veya

aktiflesmesine sebep olarak epigenetik hasar meydana getirebilmektedir. Pek cok
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calismada aflatoksinlerin gen spesifik DNA metilasyon seviyelerinde degisikliklerine
neden oldugu gosterilmektedir. Zhang ve ark. (2002; 2003)’lari, aflatoksin B1’e maruz
kalmis insan hepatoseliiler karsinoma hastalarinda timoér DNA’sinda promotor
hipermetilasyon sonucu RASSF1, MGMT ve pl16 timor baskilayici genlerinin inaktive
oldugunu gostermistir (Zhang ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2003). Bir bagka ¢aligmada
ise; mikotoksinle beslenen farelerin oositlerinde transkripsiyonal aktivasyonla iliskili
olan H3K9me3 ve H4K20me3 seviyeleri artarken; sirasiyla transkripsiyonel baskilama
ve transkripsiyonel aktivasyonla iliskili olan H3K27me3 ve H4K20me2 seviyeleri
azalmistir (Zhu ve ark., 2014). Bu degisikliklerin AFB1 ile beslenen farelerin oositlerinin
gelisimsel yeterliliklerinin azalmasinda rol oynayabilecegi ve bunun da artmig global
DNA hipermetilasyonu ile iliskili olabilecegi rapor edilmistir (Zhu ve ark., 2014). Liu ve
ark. (2015)’lar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada 4 hafta boyunca AFB1’e maruz
birakilmis si¢an karacigerinde p53-aracilt DNA hasar onariminda rol oynayan miR-34a-
5p ile bazt miRNA’larin egiilasyonlarinda degisiklikler oldugu gosterilmistir (Liu ve ark.,
2015).

CpG promoter bolgelerinde DNA metilasyonunun FB1 toksisitesinde énemli rol
oynadign  diisiiniilmektedir. 1.U. Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji
Laboratuvarinda daha Once yiiriitilen arastirmalarda FB1’in, global DNA
hipometilasyonunu, tiimor baskilayic1 genlerin promoter bolgelerinde ise DNA
hipermetilasyonunu indiikledigi ve histon modifikasyonlarinda degisikliklere sebep
oldugu gosterilmistir (Demirel ve ark., 2015, Sancak ve Ozden, 2015). Demirel ve ark.
(2015)’1ar tarafindan sigan bobrek ve karaciger hiicrelerinde p15, p16, VHL, e-cadherin
ve c-myc gibi 6nemli tiimor baskilayici genlerde gen spesifik DNA metilasyonu analizi
yapilmis ve bu genlerin promotdr bolgelerinde metilasyon degisiklikleri bildirilmistir
(Demirel ve ark., 2015). Yapilan diger bir ¢alismada ise; transkripsiyonel baskilanma ile
iliskili histon H3K9, H3K27 ve H4K20 metilasyonlarinda ve  transkripsiyonel
aktivasyonla iligkili H3K4, H3K36 metilasyonlarinda FB1’in degisikliklere sebep
olabilecegi bulunmustur (Sancak ve Ozden, 2015). FB1’in 25, 50 ve 100 uM NRK-52
hlcrelerine maruziyetinde H3K9me2 ve H3K9me3’da dnemli artislar oldugu gézlenmis
olup, sadece yiksek doz FB1 maruziyetinin H3K9-HMT enizm aktivitesinde 6nemli
artiglara sebep oldugu gosterilmistir (Sancak ve Ozden, 2015). Bu ¢alismalardan yola
cikarak, tez c¢alismasinda kanser ile iligkili yolaklarda FB1’in yaptig1 epigenetik

degisikliklerinin roliinlin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacgla, HK-2 hticrelerinde
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belirli konsantrasyonlarda FB1’in global DNA hipometilasyonu, tiimor baskilayici
genlerde  DNA metilasyonu ve degisiklik gozlenen genlerin ekspresyonundaki

degisiklikler arastirilmistir.

FB1’in HK-2 hiicre dizisinde hiicre canlilig1 {izerine etkilerini degerlendirmek
icin 24 saat sureyle, 3,125- 200 uM konsantrasyon araliginda, MTT ve NRU testleri
yapilmistir. En yiiksek doz olan 200 uM maruziyet konsantrasyonunda dahi MTT testi ile
%34,76 ve NRU testi %38,40 oraninda 6lUm gdzlenmis olup, dolayisi ile daha yiiksek
konsantrasyonlara ¢ikilmadig i¢in I1Cso degeri belirlenememistir. Ancak, Chuturgoon ve
ark. (2015)’larinin HepG2 hiicre dizisinde yaptig1 24 saatlik maruziyet sonucunda ICso
degerini 200 UM olarak belirtmislerdir (Chuturgoon ve ark., 2015). Cetin ve Bullerman
(2005)’1n gergeklestirdigi ¢alismada ise; Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1)
48 saat maruziyet sonucunda FB1’in ICso degeri 85,5 pM/mL olarak bulunmustur (Cetin
ve Bullerman, 2005). McKean ve ark. (2006)’1ar1 yaptiklari bir caligmada ise; FB1°in 24
saat maruziyeti sonucunda ICsg degerini HepG2 hiicrelerinde 399,2 uM; immortalize
insan brongiyal epitel hiicrelerinde (BEAS-2B) ise 355,1 uM olarak bildirmislerdir
(McKean ve ark., 2006). FB1’in sitotoksik etkileri oldugunu gosteren pek ¢ok ¢alisma
olmasia ragmen, FB1 sitotoksisitesinin hiicre tipine ve maruziyet siiresine bagli olarak

degisiklik gosterdigi sonucuna varilmaktadir.

FB1’in hiicre proliferasyonu lizerine etkilerini incelemek amaciyla, 0, 1, 10 ve 50
MM konsantrasyonlarinda 24 saat FB1 maruziyet yapilarak BrdU testi uygulanmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 10 ve 50 UM konsantrasyonlarinda sirastyla 1,25 ve
2,24 kat anlamli derecede artislar gozlenmistir. FB1’in hiicre proliferasyonunu
tetikleyebilecegi gosterilmistir. Benzer bir sekilde, normal insan 6zofagus epitel
hicrelerinde (HEECS) 5, 10, 20 ve 40 pumol/L konsantrasyonlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca FB1 maruziyeti sonucunda sirastyla 105.0+3.3%, 109.0£2.9%, 115.4+2.2% ve
123.4+3.4% oranlarinda anlamli artiglar bulunmustur (Wang ve ark. 2013a). Wang ve
ark. (2013) ‘larmin yaptig1 bir baska ¢alisma da ise, normal insan karaciger hiicre dizisi
(HL-7702) Gizerinde 0,1, 1, 10 ve 100 pmol/L konsantrasyonlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca FB1 maruziyeti sonucu, sadece 96 saatlik maruziyet sonucunda kontrol grubuna
gore hiicre proliferasyonunda anlamli artislar oldugu, diger maruziyet slreleri i¢inde ise

azalmalar oldugu gozlenmistir (Wang ve ark., 2013b).
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Global DNA metilasyonu seviyelerini incelemek igin 10, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda 24 saat FB1 maruziyeti gerceklestirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
sadece 100 uM konsantrasyonda FB1 maruziyeti sonucu global DNA metilasyonunda
2,23 kat anlamli artig gdzlenmistir. Kouadio ve ark. (2007)’lar1 tarafindan gergeklestiirlen
bir calismada ise, insan intestinal Caco-2 hicrelerinde 10, 20 ve 40 uM
konsantrasyonlarda 24 saat FB1 maruziyeti sonucu %5-mC oraninda %4,5’den %9’a
anlamli derecede artis oldugu gosterilmistir (Kouadio ve ark., 2007). Bir bagka calismada
ise, sican C6 glioma hiicrelerinde 9 ve 18 uM FBI1 konsantrasyonlarinda 24 saat FB1
maruziyetinde DNA hipermetilasyonunun 6nemli derecede indiiklendigi bildirilmistir
(Mobio ve ark., 2000). Calismamizda DNA metilasyonunda rol oynayan enzimleri
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b ve MGMT) kodlayan genlerinin ekspresyonlari da
incelenmis olup bu genlerin ekspresyon seviyelerinde degisiklikler gézlenmis; fakat bu
degisikliklerin global DNA metilasyonu sonuglart ile iligkili olmadigi goriilmiistiir.
Benzer olarak, Chuturgoon ve ark. (2014)’larinin yaptigi calismaya gore, HepG2
hicrelerine 200 pM 24 saat FB1’in maruz birakilmas:i ile global DNA
hipometilasyonunun 6nemli derecede arttigi gosterilmis olup, DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b’nin aktiviteleri ve gen ekspresyonlarinin ise 6nemli derecede azaldigi ve MBD2
demetilazin aktivitesinin ve ekspresyonunun ise arttigi rapor edilmistir (Chuturgoon ve
ark., 2014).

FB1’in HK-2 hicrelerine 24 saat 10, 50 ve 100 puM konsantrasyonlarda
maruziyeti sonucunda panel arrayler ile tiimor baskilayici genlerde % metilasyon
seviyeleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; genlerin ¢ogunda % metilasyon
seviyelerinin anlamli derecede arttigi goriilmistir. 100 pM konsantrasyonda FB1
maruziyeti sonucu; ABL1, AKT1, APC, ATM, BCR, BIRC5, BRAF, BRCAL, CAV1, CD44,
CDH1, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2A, CDKN2B, CDKN3, CDX2, CTNNB1,
DAPK1, DIRAS3, EGFR, ERBB2, FAS, FHIT, GSTP1, HOXA1, HRAS, IGF2R, ING1,
JUN, MDM2, MEN1, MGMT, MLH1, MYC, NF1, NF2, NFKB1, NME1, PRDMZ2,
PTCH1, PTEN, PTGS2, RASSF1, RB1, RET, SFN, SMAD4, SMARCB1, SOCS1, TGFB1,
TGFBR2, THBS1, TP53, TSC1, TSC2, VEGFA, VHL, XRCC1, ZMYND10 genlerinde
metilasyon seviyelerinde anlamli derecede artis gozlenmistir. Ayni zamanda
metilasyonda degisiklik gosteren genlerin ekspresyon sonuglarinin da metilasyon ile
uyumlu oldugu gosterilmis olup, segilen CD44, CDKN1A, CDKN2B, CTNNB1, MYC,
PTEN, RASSF1 ve pl16 genlerinin ekspresyonlarinda anlamli derecede azalma
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goriilmiistiir. Demirel ve ark. (2015)’larinin yaptigi ¢calismada sigan karaciger (Clone9)
ve sican bobrek (NRK-52E) hucrelerine 24 saat, 1-50 uM konsantrasyonlarda yapilan
maruziyet sonucunda; Clone9 hiicrelerinde 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda bir onkogen
olan c-myc geninin promotor bélgelerinde %33’den daha fazla metilasyon gézlenmisken,
NRK-52E hucrelerinde bu genin metile olmadigi gézlenmistir (Demirel ve ark., 2015).
Yine ayn1 ¢alismada p16 geni NRK-52E hiicrelerinde hem kontrol grubunda hem de 5-
50 uM konsantrasyonlarda metile iken, Clone9 hiicrelerinde her iki grupta da metile
olmadig1 gozlenmistir. VHL geni ise FB1 maruziyet gruplarinda her iki hiicre dizisinde
de metile oldugu goriilmiistiir (Demirel ve ark., 2015). Bir ¢ok ¢alismada metilasyon
degisikliklerinin p16 geninin aktivasyonunu engelledigi ve karaciger, akciger ve bobrek
kanserlerinin erken asamalarinda bu degisikliklerin gdzlenebildigi rapor edilmistir
(Belinsky ve ark., 1998; Kaneto ve ark., 2001; Tannapfel ve Wittekind, 2002). Ayrica
gene ayni ¢alismada (Demirel ve ark., 2015) c-MYC geninin clone9 hiicrelerinde metile
halde, NRK-52E hiicrelerinde unmetile oldugu bulunmustur. Bu degisikliklerin bir proto-
onkogen olan ve apoptoz, hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasini regiile eden transkripsiyon
faktorlerinin kodlanmasinda gorevli olan c-MYC geninin ifadesinde degisikliklere yol
actig1 gosterilmistir (Demirel ve ark., 2015). Arumugam ve ark. (2020), HepG2
hicrelerinde 200 uM FB1 maruziyetinin miR-30c¢ araciligiyla PTEN ekspresyonunda
azalmaya sebep oldugunu gostermislerdir. PTEN geninin ekspresyonunun azalmasi,
oksidatif DNA lezyonlarinin tamirini onleyen PI3K/AKT sinyal ag1 ile DNA hasar
noktalariin diizenlenmesini inhibe etmektedir. Bu durumun da sitotoksisite ve
karsinojenitenin gelismesine katkida bulundugu rapor edilmistir (Arumugam ve ark.,
2020). 2010 yilinda Costa ve ark.’lart yapmis oldugu bir ¢aligmada bazi renal kanser
hiicre hatlar lizerine Wnt antagonist geni ve CTNNB1 geninin epigenetik regiilasyonu
incelenmis olup, CTNNBL geninin J82, T24, Caki-1 ve PC-3 dizilerinde metile olmadigi
fakat ekspresyonunda bir artis oldugu; 5637, TCCSUP, 769-P, 786-O, ACHN, 22Rv1,
DU145, LNCaP dizilerinde ise ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmis ve kanser
gelisiminde epigenetik regiilasyonlarin 6nemi vurgulanmistir (Costa ve ark., 2010).
Baska bir caligmada ise; siganlarda nikel indiiklii kanser modelinde akciger ve kas
timorlerinde RASSF1A ve pl16 (CDKN2A) genlerinin ifadesinde azalma gosterilmistir
(Jun ve ark., 2011). 2014 yilinda Yu ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢alismada elde ettikleri
bulgulara gore bobrek kanserinde kanser hiicresinin buyumesi, gogl ve istilasini kontrol

eden ve dnemli rol oynayan CD44 geninin miR-34a ile baskilandigin belirtilmistir (Yu
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ve ark., 2014). Incelenen bu calismalara gore tez calismasinda gen ekspresyonunun
analizinde CD44, CDKN1A, CDKN2B, CTNNB1, MYC, PTEN, RASSF1 ve p16 genleri
secilmis olup, hem FBI1 toksisitesindeki hem de bobrekler iizerine toksik etkilerde

rollerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

HepG2 hicre dizisine FB1 maruziyetinin miRNA baskilamasina ve bunun
sitokrom P450 enzimleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢calismada; CYP1B1’in FB1
maruziyetinden sonra miR-27b tarafindan posttranskripsiyonel olarak regiile edildigi
gosterilmistir (Chuturgoon ve ark., 2014). Transformasyona ugramais hiicreler ve tiimorler
genellikle ‘gap junction’ hiicreler arasi iletisim yetenegini kaybeder ve Connexin
genlerinin yoklugu kendiliginden veya kimyasal indiiklii timorlerin gelisim riskini arttirir
(Krutovskikh ve ark., 1995; Ruch ve ark., 2001). Baska calismalarda ise; fare
karacigerinde FB1 maruziyeti sonrasinda TNF-a, interlokin-1p (IL-1B), IL-1a, IL-6, IL-
10, 1L-12 ekspresyonlarinda artis meydana geldigi gosterilmistir (Bhandari ve Sharma,
2002a-b; Sharma ve ark., 2006).

Sonug olarak, FB1’in epigenetik etkilerinin roliiniin anlasilabilmesi igin global
DNA metilasyonu ve DNA metilasyonunda rol oynayan enzimleri (DNMT1, DNMT3a,
DNMT3b ve MGMT) kodlayan genlerinin ekspresyonlari ve timor baskilayict genlerin
metilasyon diizeyi ve ekspresyonlari incelenmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen veriler
degerlendirildiginde; FB1’in hiicre proliferasyonununda ve global DNA metilasyon
diizeyinde degisikliklere sebep olabilecegi; kanser ile iligkili 6nemli tiimor baskilayict
genlerin metilasyon seviyelerinde artisa sebep olurken, ekspresyon seviyelerinde ise
metilasyon seviyeleri ile iligkili azalmaya neden olabilecegi gosterilmektedir. Bu verilere
dayanarak, FB1’in karsinojenik etkisinde hicre proliferasyonununda rol oynayan
mekanizmalarin ve tiimdr baskilayici genlerin regiilasyonunun rol oynayabilecegi ileri
siiriilmektedir. Ozellikle, tez calismasindan elde edilen verilere ve literartiir taramalarina
dayanarak PTEN genindedeki degisiklerin FB1’in karsinojenez mekanizmalarinda
onemli rol oynayabilecegi ve FB1’in ‘gap-junction’ hiicreler arasi iletisim Uzerine
etkilerinin olabilecegi ileri siiriilmektedir. Tez ¢aligmasindan elde edilen bu veriler ile
FB1'in henliz tam olarak aydinlatilamamis olan Kkarsinojenik etki mekanizmalarinda
epigenetik degisikliklerin rolii konusunda hiicreler arasi iletisim literatiire 6nemli katki

saglamasi beklenmektedir.
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