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OZET

Ariman, 1. (2019). Zearalenonun Toksik Etkilerinin Insan Bébrek Hiicrelerinde
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Zearalenon (ZEA) bazi mantar tiirlerinden elde edilen diinya genelinde yaygin olarak
bulunan bir mikotoksindir. Kimyasal yapisinin 0Ostradiole benzerlik gostermesi
sebebiyle lireme sistemi {izerine olan toksik etkileri 6n plana ¢ikmaktadir. ZEA’ nin
toksik etkilerini aydinlatmak amaciyla yapilmis ¢esitli hayvan deneyleri olsa da
toksisite mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Yiksek Lisans tezi
calismasinda insan bobrek hiicreleri (HK-2) {izerinde ZEA maruziyetinin doza bagh
toksik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda ZEA’nin HK-2 hiicrelerinde
sitotoksisite, hiicre proliferasyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA metilasyonu ve
DNMTI, MGMT, a-GST, Hsp70, Nrf2, L-Fabp ve HO-1 genlerinin ekspresyonlari
tizerine etkileri incelenmistir. HK-2 hiicrelerinde ZEA nin ICso degerleri MTT ve NRU
testlerine gore siras1 ile 133,42 ve 101,74 puM olarak bulunmustur. BrdU hiicre
proliferasyon testi sonuclarina gore 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti
ile sirastyla %2,1; %11,07 (p<0,05); %24,34 (p<0,001) oraninda azalma goriilmiistiir.
ROS seviyelerinde 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda ZEA maruziyeti ile sirasiyla
%27,69 (p<0,05); %64,25 (p<0,001) ve %103,82 (p<0,001) oraninda anlamli artig
bulunmustur. Global 5-metilsitozin seviyelerinde tiim maruziyet gruplarinda anlamli bir
degisiklik gozlenmis olup, DNMT1 ve MGMT genlerinin ekspresyonlarinda ise anlamli
bir artis ortaya ¢ikmustir. Oksidatif hasarla iligkili a-GST, Hsp70 ve HO-1 genlerinde
anlamli artis gozlenirken, L-Fabp geninde anlamli azalma gozlenmistir. Nrf2 geninde
ise herhangi bir degisiklik bulunmamistir. Elde edilen bu sonuglar ile DNA
metilasyonunda degisikliklerin ve oksidatif hasarin ZEA’nin toksisitesinde 6nemli bir
roliiniin olabilecegi ortaya ¢cikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Zearalenon, Hiicre ¢ogalmasi, Reaktif oksijen tiirleri, DNA
metilasyonu, HK-2 hiicreleri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-26350.
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ABSTRACT

Ariman, I. (2019). Investigation of Toxic Effects of Zearalenone on Human Kidney
Cells. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical
Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin that is widely found worldwide produced by several
fungal species. Due to its similarity to estradiol, its toxic effects on the reproductive
system has been shown. Although various animal studies have been conducted to
elucidate the toxic effects of ZEA, the mechanisms of toxicity have not been fully
elucidated. The aim of this Master Thesis is to investigate the dose dependent toxic
effects of ZEA exposure in human kidney cells (HK-2). For this purpose, the effects of
ZEA on cytotoxicity, cell proliferation, reactive oxygen species (ROS), DNA
methylation and expression of DNMT1, MGMT, a-GST, Hsp70, Nrf2, L-Fabp and HO-1
genes in HK-2 cells were investigated. 1Cso values of ZEA in HK-2 cells were found to
be as 133.42 and 101.74 uM according to MTT and NRU tests, respectively. ZEA
exposure at the concentrations of 1, 10 and 50 uM decreased the BrdU cell proliferation
by 2.1%, 11.07% (p<0,05) and 24.34% (p<0,001), respectively. ROS levels were found
to be significantly increase with 1, 10 and 50 uM concentrations of ZEA as (27.69%),
64.25% and 103.82%, respectively. Significant change was observed at the levels of
global 5-methylcytosine in all exposure groups, while expression of DNMT and MGMT
genes increased significantly. A significant increase was observed in the expressions of
a-GST, Hsp70 and HO-1 genes which are associated with oxidative damage, while a
significant decrease in L-Fabp gene was observed. No change was found in the Nrf2
gene. These results indicate that changes in DNA methylation and oxidative damage
may have an important role in the toxicity of ZEA.

Key Words: Zearalenone, Cell proliferation, Reactive oxygen species, DNA
methylation, HK-2 cells

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2017-26350.



1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler Fusarium, Aspergillus veya Penicillium gibi mantar tiirleri
tarafindan tretilen ozellikle ekim ve depolama siiregleri esnasinda ortaya cikan
sekonder metabolitlerdir (Lee ve ark., 2010). Bunlar hayvan ve insanlar iizerindeki
toksik etkileri sebebiyle diinya genelinde gittik¢e artan bir 6neme sahiptir. (Sforza ve
Dall’Asta, 2006). Zearalenon (ZEA) [6-(10-hidroksi-6-okso-trans-1-undesenil)-b-
resorsiklik asit lakton] yapisinda Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen bir mikotoksindir.
ZEA 164-165°C’lik bir erime noktasina sahip, ultraviyole (UV) absorpsiyonunda 264
nm’de maksimum absorbsiyon gosteren beyaz kristal bir graniildiir. Hidrofobik
yapisindan dolayr suda c¢oziinmese de suda ¢oziinebilen alkali ve diger organik
¢oziiclilerde ¢ozlinebilir. Isiya dayanikli olmasi depolama ve isleme sirasinda yiiksek

sicakliktan etkilenmemesine sebep olur (EFSA, 2004).

ZEA gibi pek ¢ok Fusarium toksini gida ve hayvan yemlerinde J@y@il olarak
bulunur ve insan, hayvan ve bitkilerde ¢esitli hastaliklara sebep olabilir (Lattanzio ve
ark., 2012). ZEA ile kontamine olmus tahil {irinlerinin ticareti de diinya genelinde
dagilm gosterir (Zinedine, 2007). Insan ve hayvanlarda ZEA maruziyeti ZEA ve
metabolitleriyle kontamine olmus tahillarin tiiketimi ile gerceklesebilir. ZE/MOMONE
etkisinden dolay hayvanlarin gelisimi igin kullanilan bityiime hormonlar: arasinda yer
- Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.) gibi bazi iilkelerde et iiretimini arttirmak igin
ZEA ve metaboliti a-Zearalanol (a-ZAL) kullanimi yasaldir. Ancak, hormonal etkiye
sahip her bilesigin olas1 genotoksik ve karsinojenik etkisinden dolay1 (ZEA i¢in her iki
durum da olasidir) bu uygulama Avrupa Birligi iiye iilkelerinde yasaklanmistir (Moss,
2002). Dolayisiyla, ZEA’ya maruz kalmis veya gelisimi i¢in o-ZAL verilmis
hayvanlardan elde edilen et, siit ve yumurta gibi gidalarda da ZEA ve metabolitlerine
rastlanabilir (Ashiqg, 2015; Zain, 2011).

ZEA, memeli Ostrojen reseptoriine kompetitif olarak  baglanarak
hiperdstrojenizim ve ilireme sistemi bozuluklarina sebep olur (Kuiper-Goodman ve ark.,
1987). Ayrica, ZEA’nin gelisimsel toksisite, immiinotoksisite ve genotoksisite gibi
toksik etkileri de raporlanmistir (Zinedine ve ark., 2007) Akut toksisitesi subakut
toksisitesine gore diisiikiir. Siganlarda oral yol ile %50 letal dozunun (LDsg) 4000
mg/kg/vicut agirhigr (v.a)’dan fazla oldugu beirlenmistir (NTP, 1982). Diisiik



toksisitesine bagli olarak Uluslararasi Kanser Aragtirma Enstitlisii (IARC) tarafindan
Grup 3 Kkarsinojenler (kanserojen olarak siniflandirilmayanlar) smifina alinmistir
(IARC, 2016). ZEA, farkli doz ve hiicre tiplerinde toksik etkisini farkli mekanizmalarla
gosterir. Diisiik dozlarda ostrojen benzeri etkiler gostererek hiicrelerin ¢ogalmasini
uyardig: bildirilmistir. Yiiksek dozlarda ise oksidatif stres, DNA hasari, mitokondriyal
hasar, hiicre dongiisii engelleme ve apoptozu indiikleme gibi mekanizmalarla hiicre
Oliimiine neden olabilir. Testisler, yamurtalik, meme bezleri, uterus, vajina, epididim ve
prostat gibi Ostrojen reseptorlerini eksprese edebilen dokulardaki hiicrelerde Gstrojen

benzeri etkiler sergileyebilir (Seng ve ark., 2001)

Tez calisgmasinda ZEA’nin doza bagli olarak gelisen toksisitesinde, oksidatif
hasar ve nefrotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, ZEA’nin
insan bobrek hiicrelerinde (HK-2) sitotoksisitesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyelerinin incelenmesi, global DNA metilasyonu, DNMT (DNA-Metiltransferaz),
MGMT (O5-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz), Hem oksijenaz 1 (HO-1), karaciger tipi
yag asidi baglayici protein (L-Fabp), glutatyon transferaz tip o (a-GST), 151 sok protein
70 (HSP 70), eritroid-2 ile iliskili Niikleer faktor 2 (Nrf2) gibi hem oksidatif hasar hem
de nefrotoksisite ile ilgili genlerde gen ve protein diizeyinde ekspresyonlar: iizerine
etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. ZEA 'nin nefrotoksik etkileri ile ilgili toksisite
mekanizmasina ait ¢alismalarin eksikligi de goz Oniline alindiginda, ulusal ve

uluslararast literatiire onemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Zearalenon

Zearalenon (ZEA) Fusarium tiirleri tarafindan {iretilen Ostrojenik yapida bir
mikotoksindir. Ozellikle musir, arpa, yulaf ve bugday gibi tahillarda yaygin olarak
goriiliir (Samir Abbes ve ark., 2006). Zearalenon makrosiklik B-resorsiklik asit lakton
yapisinda, Fusarium tiirlerinden 6zellikle F. culmorum, F. roseum, F.graminearum’un
sekonder metaboliti olan nonsteroidal dstrojenik bir mikotoksindir. Kimyasal yapisinin
dogal ostrojenlere benzemesi nedeniyle Ostrojenik etki gosterir (Caldwell ve ark., 1970;
Kuiper-Goodman, ve ark., 1987; Hestbjerg, ve ark., 2002). ZEA ve Oostradioliin
kimyasal yapis1 Sekil 2-1°de gosterilmistir.

Ho

OH

Zearalenon Ostradiol
Sekil 2-1: ZEA ve ostradioliin kimyasal yapis1 (www.chemspider.com)

Fusarium cinsinin mikotoksin iireten mantarlari, tiim iklim bolgelerinde
yetisebilen en yaygin tiirdlir. MikodOstrojen olan ZEA, Ostrojenik oOzelliklere sahip
baslica mikotoksinlerden biridir (Hueza ve ark., 2014). Bu mantarlarin diinyanin
neredeyse tamaminda bulunmasi insan ve hayvan gidalarinda siklikla goriilmesine yol
acar (Zinedine ve ark., 2007). ZEA’nin sikhikla goriildiigii Avrupa’da 5010 tahil
Ornegiyle yapilan bir caligmada tahil Orneklerinin %32’sinde ZEA’ya rastlanilmigtir
(Schothorst ve van Egmond, 2003). ZEA normal pisirme sicakliklarinda stabilitesini
korurken ¢ok yiiksek sicakliklarda etkisini kaybeder (Castelo ve ark., 1998). Insanlar

ZEA’ya kontamine olmus gidalarla dogrudan maruz kalabilecekleri gibi dolayli olarak



mikotoksin maruziyetine ugramis hayvansal {riinler yoluyla da maruz kalabilirler.
Uretim siirecinde ZEA gidalardan uzaklastirilmadig1 igin basta tahil, et, siit, sarap, bira,
kurutulmus meyveler ve baharatlar olmak {izere bir dizi gida iiriiniinden tiim insan besin
zincirini etkiler. ZEA ayrica Fusarium graminearum mantari ile kontamine olmus su ile
de bulasabilir (Kriszt ve ark., 2012).

Oral maruziyetten sonra ZEA hizla emilip bagirsak dokusu ve hepatositler
tarafindan metabolize edilir. Bu metabolizma reaksiyonu ZEA’nin biyolojik olarak aktif
temel iki indirgeyici metaboliti olan a- ve B-zearalenol’e doniisiimiinii baslatir. ZEA ve
metabolitlerinin Ostrojenik aktivitesi Ostrojen reseptorlerine (ER) baglanma afiniteleri
ile iligkilidir. ER’lerin iki alttipi olan ERa ve ERB’nin memeli dokularinda eksprese
oldugu bilinmekte ve ZEA bu iki alttipten ¢ogunlukla ERa’ya daha yiiksek afinite
gostermektedir (Avrupa Gida Giivelik Otoritesi-Gida Zincirinde Bulasanlar Paneli
‘European Food Safety Authority-The Panel on Contaminants in the Food Chain’,
EFSA-CONTAM Panel, 2011). Uterus, meme bezi, kemik, beyin gibi strojene duyarli
organlar her iki ER’yi de igerir. Ayrica immiin sistem hiicrelerinin de kendi ER’leri
vardir. (Lang, T.J., 2004). Reseptor-ZEA konjligati, Ostrojen yanith elementlere
baglanan niikleusta translokasyona sebep olur. Ayrica hedef gen transkripsiyonunu
aktive edebilir ve ¢esitli organlarda Ostrojen benzeri yanit olusturabilir (Mirocha ve ark.,

1981, Etienne ve Dourmad, 1994; Bovee ve ark., 2004; Metzler ve ark., 2010).

Insanlarda ergenlik dncesi ZEA maruziyeti ile erken ergenlik arasinda bir iligki
olabilecegi ve kadinlarda ZEA duyarliligimin erkeklerden daha yiiksek olabilecegi
bildirilmistir. Laboratuvar ve ciftlik hayvanlarinda disi lireme sistemi {izerinde yapilan
gesitli in vivo calismalarda, ZEA’nin iireme organlarinda islevsel degisikliklere,
embriyo-letal rezorpsiyonda artisa, dogurganlikta diisiise ve hormon seviyelerinde
degisikliklere neden olabilecegi gosterilmistir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987; D’ mello
ve ark., 1990; Collins ve ark., 2006; Massart ve Saggese, 2010). Ayrica, gebelik
sirasinda ZEA maruziyeti ile fetusun heniiz tamamlanmamis immiin sistem yapisindan
dolay1 toksik etkilerin daha da belirginlesebilecegi iizerinde durulmaktadir (Nikaido ve
ark., 2004; Massart ve Saggese, 2010).

EFSA-Gida Zincirinde Bulasanlar Paneli, disi domuzlarda Ostrojenik etkiler igin
(kizarik/sismis vulva ve serviks, rahim agirliginda artis gibi) ‘etki gozlenmeyen

seviye’(‘‘l Observed Effect Level’, NOEL) degerine (10 pg/kg/v.a./giin) dayanarak



ZEA i¢in tolere edilebilir giinlik alim (‘Tolerable Daily Intake’, TDI) degerini 0,25
pg/kg/v.a. olarak belirlemistir (EFSA-CONTAM Panel, 2011).

2.2. ZEA’nin Detoksifikasyonu

ZEA detoksifikasyonu, ZEA’ nin toksik etkilerini tamamen veya kismi olarak
ortadan kaldirmak i¢in yapilan biyolojik, kimyasal ve fiziksel islemlere dayanir. Yiiksek
konsantrasyonda ozon (Os) (McKenzie ve ark., 1997), H202 ve sicaklik kullanilarak
kismi bir etki saglanabilir (Abd Alla, 1997).

Bitkilerde ZEA kontaminasyonunun en 6nemli sebebi boceklerdir. Bu yiizden
bocek yayiliminin azaltilmasi mikotoksin maruziyetinin sikligin1 azaltmakta ise
yarayabilir. Kuzey Avrupa’da kullanilan insektisidlerle mikotoksin varliginda énemli

bir diisiis goriilmiistiir (Bernhoft ve ark. 2012).

Biyolojik kontrol ajanlarinin uygulanmasinin da ZEA maruziyeti ve Fusarium
kolonizyonlar1 tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bu yontem antifungal metabolitler
iiretip savunma cevabini indiikleyen veya ortamdaki besin i¢in rekabet edip buna bagh
olarak mikotoksin seviyelerini diigiiren bakteri ve mantarlar1 kullanmay1 igerir.
Antioksidanlar gibi biyoaktif bilesiklerin kullanim1 da onerilmistir, ancak 1s1, 151k,
oksijen vb. karsisindaki bozulma hassasiyetleri, gidalardaki mikotoksinlerin

kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla kullanimlarini 6nemli dl¢lide azaltir (Ferrigo ve

ark., 2016).

2.3. ZEA’min Farmakokinetik Ozellikleri

2.3.1. Absorpsiyon

ZEA, sican, tavsan, domuz ve insanlarda oral alimda yiiksek oranda ve hizla
emilir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). Domuzlarda 10 mg/kg’lik tek bir oral
uygulamadan sonra toplam absorpsiyonun %80-85 oldugu tahmin edilmektedir. (Bichl
ve ark., 1993). Sicanlarda ise ZEA’nmin oral ve intravendz (i.v.) uygulamada
biyoyararlaniomi  %2,7°dir. Bu disik biyoyararlanom ZEA’nimn  presistemik

metabolizmas ile iliskilidir.

2.3.2. Dagihim
Konjuge olmayan ZEA’nin erkek sicanlarda eliminasyon yar1 omrii i.v.
uygulama icin 0,6-2,8 saat, oral uygulama i¢in 16,8 saattir. Safra kanali delikli olan

siganlarda yapilan oral uygulamadan sonra ise 7 saattir. Bu sonuglar sicanlardaki ZEA



metabolizmast ve yerlesiminde enterohepatik siklusun 6nemli oldugunu gostermistir.
Erkek sicanlarda, ZEA sirasiyla bobrek, karaciger, yag dokusu, akciger, kalp, dalak,
kas, beyin ve testisler olmak iizere gastrointestinal sistem disindaki dokularda yaygin

olarak dagilir (Shin ve ark., 2009).

ZEA, a-Zearalenol (0-ZOL) ve [-Zearalenol (B-ZOL)un konjuge olmayan ve
glukuronit formlar1 domuz karacigerinde tayin edilmis, a-ZOL ve B-ZOL’{in konjuge
olmayan ve siilfat konjugatlari domuz kasinda tespit edilmistir (Zollner ve ark., 2002).
Domuzlarda ZEA’nin plazmadan kaybolmasi ZEA’nin «a-ZOL ve glukuronit
konjugatinin olusumu ile yakindan iligkilidir (Biehl ve ark., 1993). Bu bulgu, ZEA ve a-
ZOL glukuronit konjugatlarinin, i.v. uygulamadan sonra domuzlardaki major

metabolitler olarak tespit edildigi diger ¢alismalarla da uyumludur.

a-ZOL’lin plazma zaman-konsantrasyon profili, ZEA’dan farklidir, clinkii o-
ZOL i¢in herhangi bir dagilim fazi gozlemlenmemistir. a-ZOL’in 2,94 saatlik
eliminasyon yar1 omrii, ZEA’nin 2,63 saatlik eliminasyon yar1 Omriine yakindir
(Dénicke ve ark., 2005a). ZEA ve a-ZOL’lin plasentadan gegcisi, 1.v. uygulama yapilan
sicanlarda gosterilmistir. Prelusky ve ark. (1990) tarafindan inek siitiinde ZEA, a-ZOL
ve B-ZOL’iin dagiliminin incelendigi bir caligmada, verilen 6 g/kg/glin dozunda ZEA
uygulandiktan sonra siitte maksimum seviyeleri ZEA i¢in 6 ng/mL, a-ZOL icin 4
ng/mL ve B-ZOL i¢in 7 ng/mL seklinde dl¢iilmiistiir. Buna karsilik plazmada 6l¢iilen
ZEA seviyesi 13 ng/mL’ye denk gelmektedir.

2.3.3. Metabolizma

ZEA’nin in vivo metabolizmasi, ¢esitli hayvan tiirleri ve insanda arastirilmustir.
Hayvanlarda ZEA i¢in {i¢ 6nemli biyotransformasyon oldugu bildirilmistir. ZEA’ nin
enzimatik rediiksiiyonu 3a- ve 3f-hidroksteroidler tarafindan katalize edilir. Bunun
sonucu olarak o- ve B-ZOL ve az miktarda diger tiirevleri olusur. Sekil 2-2’de
gosterildigi tlizere, ZEA’nin hayvanlarda olusan metabolitleri: a-ZOL, B-ZOL, o-
zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B-ZAL) ve az miktarda zearalanon (ZAN) gibi
indirgenmis faz I metabolitleri ve ZEA’nin glukoz, siilfat ve glukuronik asit ile konjuge
faz II tiirevleridir (Metzler ve ark., 2010; Berthiller ve ark., 2013). ZEA’ nin birincil
indirgenmis formlarinin sitosolik ER’lere baglanma afinitesi farklidir ve MCF-7 (insan

meme kanseri hiicre hatt1) hiicre proliferasyonuna bagli olarak farkli &strojenik etki



gosterirler. Ostrojenik etkileri sirastyla; a-ZOL > ZEA > B-ZOL seklinde belirlenmistir
(Fitzpatrick ve ark., 1989; Shier ve ark., 2001).

ZEA’nin hepatik biyotransformasyon ile indirgenmis tlirevlerine ve glukuronit
metabolitlerine donilisiimii memeli tlirleri arasinda farklilik gostermektedir. Ancak tiim
memeliler ZEA ve metabolitlerini yiliksek oranda ilgili glukuronitlere doniistiirebilir

(Malekinejad ve ark., 2006).
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Sekil 2-2: ZEA’nin biyotransformasyon reaksiyonlari ve metabolitleri (Molina-Molina ve
ark., 2014).

Ayrica, in vitro ¢alismalarda ZEA’nin rekombinant insan sitokromlari P450
(CYP’ler) ve insan karaciger mikrozomlar1 ile monohidroksilasyona ugrayabilecegi
gosterilmistir. Rekombinant insan CYP izoformlarmin ZEA oksidasyonu iizerindeki
etkisini arastiran calismalar, CYP1A2’nin CYP3A4’ten daha az etkili ana izoform
oldugunu ileri siirmektedir (Bravin ve ark., 2009; Pfeiffer ve ark., 2009). Major
oksidatif metabolitler olan katekoller aromatik hidroksilasyon yoluyla olusurlar. Bu
metabolitler oksidasyon yoluyla, redoks dongiisii olusturabilen ve biyolojik
makromolekiilleri kovalent olarak modifiye edebilen kinonlara doniistiiriiliir. ZEA, a-
ve B-ZOL’ilin katekol metabolitleri ayrica katekol-O-metil transferaz i¢in substratlardir.
Bu enzim sigan karaciger drneklerinde (ex vivo) ve sigan safra orneklerinde (in vivo)
monometil katekol eterlerin belirlenmesini saglar (Pfeiffer ve ark., 2009; Metzler,

2011). Rekombinant insan CYP izoformlari ile ilgili bir ¢alisma, ZEA’ nin alifatik C6/8-



hidroksillenmesinde en etkili enzimlerin CYP2C8 ve CYP3A4/5 oldugunu gostermistir.
ZEA’nin hepatik mikrozomlar ile iligkili in vitro metabolizmasina dayanarak, insanda
diger tilirlere oranla daha az miktarda C6/8 hidroksi-ZEA olustugu bildirilmistir
(maymun > kd&pek > tavsan > sican > insan > fare). ZEA katekollerinin Gstrojenik
ozellikleri bilinmemekle birlikte, alifatik C6/8 hidroksi-ZEA, insan ERa ve ERp ile
transkripsiyonel aktivasyona bagli olarak, ana bilesige gore daha az aktivite

gostermektedir (Bravin ve ark., 2009).

ZEA ve indirgenmis metabolitlerinin glukuronik asit ve siilfat ile faz II
konjugasyon reaksiyonlari, sirasiyla, uridinedifosfat-glukuronosiltransferazlar (UGT) ve
siilfotransferazlar (SULT) ile katalize edilir. /n vitro ¢alismalara goére ZEA, a- ve p-
Z0L ve rediiklenmis metabolitleri olan a- ve B-ZAL, insanlarda ve cesitli hayvan
tirlerinde karaciger, bagirsak ve diger ekstrahepatik organlarda kolayca glukuronize
edilir. Karaciger ve bagirsak insan mikrozomlariin sorumlu oldugu glukuronizasyonda
tiim UGT’ler icinde en yiiksek aktivite UGT1A1, 1A3 ve 1A8’e aittir. /n vivo olarak da
ZEA ve indirgenmis metabolitlerinin insan bagirsagi, karaciger ve muhtemelen
ekstrahepatik dokularda kolayca glukuronize olabildigi tahmin edilmektedir. Insan
karaciger mikrozomal UGT leri ile yapilan in vitro ¢alismalar da, in vivo olarak olusan
temel glukuronitin 14-O-glukuronit olabilecegini vurgulamaktadir (Pfeiffer ve ark.,
2010). ZEA maruziyeti yapilan domuzlarin sirkiilasyonunda faz II konjuge formlarinin

cogunlukta oldugu gosterilmistir (Biehl ve ark., 1993; Dénicke ve ark., 2005b).

2.3.4. Atthm

Domuzlara 5 mg/kg/v.a. (i.v.) ve 10 mg/kg/v.a. (oral) dozlarinda 3H-isaretli
ZEA uygulanan bir calismada, radyoaktivite yiizdesi sirasiyla idrarda %57 ve %45,
feceste %7 ve %22 oranlarinda ZEA tayin edilmistir (Biehl ve ark., 1993) Sicanlarda ise
uygulanan dozun (1-100 mg/kg/v.a.) yaklasik %55°1 feges ile, %15-20’si idrarla atildig:
bildirilmistir (Fitzpatrick ve ark., 1988). Feces ve idrarda esas olarak konjuge olmayan
formlar bulunmaktadir. Siganlarda uygulanan dozun yaklasik %10’u a-ZOL olarak
atilir. 100 mg’lik tek bir oral uygulamadan sonra erkek idrarinda sadece ZEA, a- ve f3-
ZOL’e ait konjugatlar bulunmustur. Bunlar sirasiyla; 6 saat sonunda 3,7 pg/mL, 3
pg/mL ve < LOD; 12 saat sonunda 6,9 pg/mL, 6 ng/mL, ve 2,7 pg/mL; 24 saat sonunda
2,7 ug/mL, 4 ng/mL ve 2 ng/mL olarak dl¢iilmiistiir (Mirocha ve ark., 1981).



2.4. ZEA’nin Toksik Etkileri

ZEA ve metabolitlerinin toksik etkileri 6strodiole benzer kimyasal yapilariyla
iliskilidir. Bu nedenle pek ¢ok hayvan tiiriiniin tireme sistemi iizerine ciddi yan etkilere
sebep olabilecegi bilinmektedir (EFSA, 2017). Ayrica bilinen etkili bir antidotu yoktur.
(Cortinovis ve ark., 2013).

2.4.1. Akut Toksisite

Yapilan caligmalar, ZEA’ nin akut toksik etkisinin diisiik oldugunu gosterirken
(fare, sigan ve gine domuzlari igin oral LDsp degeri >2000-20000 mg/kg/v.a.) yine oral
alimda ER’lere baglanmasiyla iligkili kronik toksik etkiler gézlenmistir (Flannigan,

1991).

2.4.2. Kronik Toksisite ve Karsinojenite

ZEA'nn karaciger lezyonlarmm olusumunu  indiikleyerek ~hepatokarsinom
EClSiiACNSChEpNOIbICCCEMBIRIRISHR B5oC3rF1 fareleri, 103 hafta boyunca

erkeklerde 0, 8 ve 17 mg/kg/v.a./giin, - 0,9 ve 18 mg/kg/v.a./glin dozlarina
esdeger olacak sekilde cesitli ZEA konsantrasyonlarini (0, 50 ve 100 mg/kg) iceren
diyetler ile beslendiginde hayatta kalma oranlar1 veya agirlik degisimlerinde dikkate
deger bir fark gorilmemistir. Erkek farelerde tedaviye bagli neoplastik olmayan
lezyonlar goriilmezken disilerde kemik iliginde miyelofibroz gelismesiyle birlikte rahim
icinde fibroz, meme bezlerinde kistik kanallar gibi baz1 dokularda doza bagl dstrojenik
etkiler de goriilmiistiir. Hepatoseliiler adenomlar erkek ve disilerde 0, 50 ve 100 mg/kg
konsantrasyonlarda maruziyette SIFASIYIE %68, %6 ve %14 ve %0, %4 ve %14 olarak
belirlenmistir. Hem erkek hem de disilerde hipofiz adenomu insidansinin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (NTP, 1982).

FDRL Wistar farelerinin 103 hafta boyunca uygulanan ZEA maruziyetiyle, 3
mg/kg/v.a. dozda erkek ve disilerde karaciger agirhiginda belirgin bir artis gézlenmistir.
Bunun yaninda, disilerde en yiiksek doz grubunda rahim agirliginda artis ve femurun
trabekiilasyonu gorilmiistiir (Becci ve ark., 1982). ZEA’nin hematotoksik etki
gosterebilecegi de belirtilmistir. Maaroufi ve ark. (1998) ¢alismasinda _



10

Yapilan ¢alismalar, ZEA’nin Ostrojen yanit reseptorleri igeren insan meme
kanseri hiicrelerinin bliylimesini tetikleyici etkiye sahip olabilecegini gostermistir
(Ahamed ve ark., 2001). ZEA’nin Gstrojenik etkileri, diinya genelinde gidalarda yiiksek
oranda bulunmasi ile ayni zamandaki meme kanseri insidansindaki artig birlikte

diisiintildiiglinde ZEA’nin meme kanseri olusumunu tetikleyebilecegi diisiintilmiistiir.
(Yu ve ark., 2005).

2.4.3. Ureme Toksisitesi

Hamilelik esnasinda belirli bir dozun iizerinde ZEA maruziyetinin embriyonik
hayatta kalma oranin1 ve fetal agirlig1 azaltabilecegi vurgulanmistir (D’Mello ve ark.,
1999). ZEA, 17B-Estradiol’e benzer sekilde steroid hormonlarin salinimini inhibe edip,
preovulasyon asamasinda Ostrojenik cevapta bozukluklara neden oldugu ve memelilerde
yumurtalik folikiillerinin olgunlasmasini baskiladigi bildirilmistir. ZEA’ nin Ostrojen
dongiisii  lizerindeki etkileri doza ve maruziyet siliresine bagli olarak degisir
(Katzenellenbogen ve Korach, 1997). ZEA, Liiteinlestirici hormon (LH) ve progesteron
salgisin1 azaltarak ve uterus dokularinin morfolojisini degistirerek uterusu etkileyebilir.
ZEA’nm feminizasyonu indiiklerken serum testosteron diizeyini, testis agirliklarint ve
spermatogenezi azaltip libidoyu baskilayabilecegi belirtilmistir (Etienne ve Dourmad,
1994). ineklerde infertilite, siit iiretiminde azalma ve hiperdstrojenizm ZEA ile
iliskilendirilmistir (D’Mello ve ark., 1999). ZEA’ ’nin fare, sican, kobay, hamster, tavsan
gibi laboratuvar hayvanlarinin ve evcil hayvanlarin lireme sisteminde degisikliklere
sebep olabilecegi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bu degisiklikler fertilitede azalma,
embriyoletal rezorpsiyonlarin artmasi, diisiik dogum agirligi, adrenal, tiroid ve hipofiz
bezlerinin agirliginda degisiklik ve progesteron ve Ostradiol serum seviyelerinde
fakliliklar olarak gozlenmistir. Ancak fare, sigan, kobay ve tavsanda teratojenik etkiler
gozlenmemistir. Domuz ve koyunlarin kemirgenlere kiyasla daha duyarli oldugu
goriilmiistiir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987; Bacha ve ark., 1993; ‘Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives’, JECFA, 2000).

ZEA’nin iireme sistemi lizerine toksik etkileri Zhang ve ark. (2018) tarafindan

yapilan bir ¢calismada derlenmistir (Tablo 2-1).
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Tablo 2-1: ZEA’min bazi hayvan tiirleri iizerinde doza bagh toksik etkileri

Tiir Kontaminasyon Siire Toksik etki Kaynak

Disi Domuz Dogal kontaminasyon - Andéstrus, vulvovajinit,  Etienne ve
veya saf ZEA LH ve progesteron dourmad, 1994
uygulamasi saliminda azalma

At Dogal kontaminasyon - ZEA Mikotoksikoz Minervini ve
% 2,6 mg/kg salgini ark., 2006

Inek 250 mg %99 1 giin Infertilite ve siit Weaver ve ark.,
saflagtirilmis ZEA iretiminde disiis 1986

Sican 1,5-3ve 5 mg/kg ZEA - Kan ve biyokimyasal Maaroufi ve

parametrelerde ark., 1996

degisiklikler, karaciger
toksisitesi belirtileri
Fare 5-30 uM saf ZEA / 1-10 Ostrojen benzeri etkiler, Ito ve Ohtsubo,
hayvan giin gecikmis vajinal agiklik, 1994
kalic1 Gstrus ve sterilite

2.4.4. Endokrin Sistem Uzerine Toksik Etkileri

ZEA ve bazi metabolitleri Ostrojen reseptorlerine kompetitif olarak baglanir.
Hipofiz hiicre hattinda ZEA ER’ye 17B-estradiol ile kiyaslandiginda 0,01 kat afiniteyle
baglanir ve prolaktin atilimim arttirir (Kuiper ve ark., 1998; Stahl ve ark., 1998).
Sinomolgus maymunlarinda yapilan 90 giinliik bir ¢alismada hormonal etki goriilmeyen
seviye (NHEL) degeri<50 pg/kg v.a./giin bulunurken rheus maymunlarinda yapilan 10
giinliik bir ¢aligmada ise NHEL degeri 225 pg/kg/v.a./glin olarak bulunmustur (Kuiper-
Goodman ve ark., 1987). ZEA’nin a-ZOL’den daha az Ostrojenik oldugu, bu sebeple
daha yiiksek bir NHEL degeri ortaya cikarabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Kuiper-Goodman
ve ark., 1987). ZEA ve tiirevleri igin sigan uterus sitoplazmik reseptoriine baglanma
afiniteleri sirasiyla a-ZAL>a-ZOL>B-ZAL>ZEA>B-ZOL seklindedir (Kuiper-Goodman
ve ark., 1987; Eriksen ve Alexander, 1998). Minervini ve ark. (2005) ZEA ve
tiirevlerinin, daha yiiksek bir dstrojenik aktiviteye neden olan a-zearalenol harig, benzer

Ostrojenik yanitlar gosterebilecegini bildirmislerdir.

2.4.5. Genotoksisite

ZEA’nin genotoksik etki gosterebilecegi yapilan caligmalarda gosterilmistir.
Sigir lenfositlerinde yapilan in vitro ¢alismalarda DNA hasart olusumunu; Displastik
Oral Keratinositlerde (DOK), Afrika yesil maymunu bobrek epitel hiicre hattinda (Vero)

ve insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicrelerinde (Caco-2) , Vero hiicrelerinde ve
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fare kemik iligi hiicrelerinde DNA fragmentasyonu ve mikrogekirdek iiretimini
indiikleyebilecegi belirtilmistir (Ouanes ve ark., 2003; Abid-Essefi ve ark., 2003, 2004;
Lioi ve ark., 2004) Baska bir in vitro ¢alismada eksojen kaynakli metabolik aktivasyon
yoklugunda Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde kardes kromatid degisimleri,
kromozomal aberasyonlar1 ve poliploidiyi indiikleyebilecegi gosterilmistir. Ayrica
ZEA’nin mitokondri ve/veya lizozomlar1 hedef aldigini, lipid peroksidasyonunu ve
hiicre 6liimiinii indiikleyerek protein ve DNA sentezini inhibe edebilecegi gosterilmistir
(Kouadio ve ark., 2005). Cetin ve Bullerman (2005a) ZEA’nin memeli hiicre

kiiltiirlerinde daha az sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir.

2.5. ZEA ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

F-2 toksini olarak da bilinen ZEA, pek ¢ok Fusarium tiirii tarafindan iiretilen
steroid olmayan bir Ostrojenik mikotoksindir. ZEA bir dizi tahil ve tiirevlerinde
bulunmakta olup, c¢iftlik hayvanlarinda, ozellikle daha hassas olan domuzlarda,
mikotoksikoz ile ilgili birgok vakada rol oynamaktadir (Kuiper-Goodman ve ark.,
1987). 2000 yilinda JECFA ZEA igin ge¢ici maksimum TDI degerini 0,5 pg/kg/v.a.
olarak belirlemigti. CONTAM Paneli’nde, disi domuzlarda ostrojenik etkiler igin
(kizarik/sismis vulva ve serviks, rahim agirliginda artis gibi) NOEL degerine (10 ug/kg
v.a./giin) dayanarak ZEA i¢in TDI degerini 0,25 pg/kg/v.a. olarak belirlemistir (EFSA,
2011). JECFA’ya (2000) gore ZEA’nin ortalama diyet alimlarinin tahminleri 1,5-3,5
pg/giin araligindadir (sirasiyla Avrupa ve Orta Dogu bolgeleri i¢in). Ortalama viicut
kiitlesi 60 kg olarak kabul edildiginde, diyet alimlar sirasiyla giinde 0,03 ve 0,06 ug/kg
/v.a. tekabiil eder. Bireysel diyet kayitlarina dayali olarak ZEA’nin ortalama diyet
alimlarinin tahminleri Kanada i¢in <0,98 pg/giin (giinde 0,02 pg/kg/v.a.), Danimarka
icin 1,2 pg/glin (giinde 0,02 pg/kg/v.a.), Norveg i¢in 1,1 pg/giin (giinde 0,02 pg/kg/v.a.)
ve ABD i¢in <2,1 pg/giin (giinde 0,03 pg/kg v.a.) (Avrupa Komisyonu, 2000). Avrupa
Birligi’nin 19 Aralik 2006 tarihinde yayinladigi komisyon direktifinde (EC 1881/2006)
gida iriinlerinde ZEA’nin maksimum seviyeleri belirlenmistir (Avrupa Komisyonu,
2006). Direktife gore ZEA’nin maksimum seviyeleri, misir disindaki islenmemis
tahillar i¢in 100 pg/kg; islenmemis musir igin 350 pg/kg; dogrudan insan tiiketimine
sunulan tahil unu, kepek icin 75 pg/kg; rafine misir yagi icin 400 pg/kg; misir bazh
atistirmaliklar ve musir bazli kahvaltilik tahillar hari¢ ekmek (kii¢iik firncilik tiriinleri

dahil), hamur isleri, biskiiviler, tahil atistirmaliklar1 ve kahvaltilik tahillar i¢in 50 pg/kg;
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dogrudan insan tiiketimine sunulan misir bazli atistirmaliklar ve misir bazli kahvaltilik
tahillar icin 100 pg/kg; bebekler ve kiigiik cocuklar i¢in islenmis tahil ve misir bazl
gidalar i¢in 20 pg/kg olarak belirlenmistir (Avrupa Komisyonu, 2006). Ayrica, ZEA’ ’nin
faz I metabolitlerinden olan Zeranol, Avrupa Birligi disindaki iilkelerde (A.B.D. ve
Kanada) biiylime promotorii olarak kullanilmaktadir. Avrupa’da yasaklanmis ve bu

nedenle resmi kontrol planlarina dahil edilmistir (EFSA, 2017).

Tirkiye’de 1997 yilinda yiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde
(23172 sayili Resmi Gazete, 1997) mikotoksinlerden sadece aflatoksinler, patulin ve
ergot alkaloidleri icin limit degerlere yer verilirken, 2002 yilinda yayimlanan “Gida
Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda
Teblig” (Teblig No: 2002/63) ile yonetmelige OTA icin de maksimum seviyeler
eklenmistir (24885 sayili Resmi Gazete, 2002). ZEA i¢in maksimum bulasan seviyeleri
degerlerine ise, ilk olarak 17 Mayis 2008 tarihli ve 26879 sayili Resmi Gazete’de
yaymlanan “Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi” igerisinde “Gidalardaki
Bulasanlarin Maksimum Limitleri” ekinde (Teblig No: 2008/26) yer verilmistir (26879
sayil1 Resmi Gazete, 2008). 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayil1 Resmi Gazete’de ise
ZEA i¢in maksimum limitleri verilen gidalar listesine ‘Islenmis misir bazli bebek ve
kiiciik ¢ocuk ek gidalar’ da eklenerek giincellenmistir (28157 sayili Resmi Gazete,
2011). Tablo 2-3’de ZEA igin maksimum bulasan miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 2-2: ZEA icin izin verilen gidalar ve maksimum limitleri (28157 sayih Resmi
Gazete, 2011).

2.5. ZEA () Maksimum Limit (ng/kg)
2.5.1. Islenmemis tahillar (%) (misir haric) 100
2.5.2.  Islenmemis misir (%%) 350
(1slak dgiitiilecekler harig) (?%)
2.5.3.  Tahillar, tahil unlar1, kepek ve riiseym (dogrudan insan
titkketimine sunulan) 75
(Bo6lim 2.5.6.,2.5.7.,2.5.8.,2.5.9.,2.5.10.”da belirtilenler
harig)
2.5.4. Rafine misir yagi 400

2.5.5.  Ekmek (hafif firmecilik tiriinleri dahil), pastacilik {iriinleri,
biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar (misir ¢erezleri ve 50
musir bazh kahvaltilik tahillar harig)

2.5.6.  Dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir ¢erezleri ve

musir bazli kahvaltilik tahillar 100

2.5.7. Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari (%), (°)

(Bolim 2.5.8.’de belirtilenler haric) 20

2.5.8. Islenmis misir bazli bebek ve kiiciik cocuk ek gidalar1 (3), (°) 20

2.5.9. 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek tiretilen misirin 200
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiigiik pargalar ve misir
irmigi (GTIP 1103 13) veya nusirdan elde edilen pelleter
(GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek tiretilen misir veya
musir triinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

2.5.10. 500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gecirilerek liretilen
misir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan kii¢iik ve esit eleklerden
gegirilerek iiretilen misir veya musir lirlinlerinin kabartilmasi
veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

300

(3) Bebek ve kii¢iik ¢ocuk ek gidalari ilgili mevzuatinda tanimlanan {iriinleri kapsar.

(9) Maksimum limit; kuru madde iizerinden gegerlidir. Kuru madde, mikotoksin limitlerinin resmi kontrolii i¢in
gidalardan numune alma, numune hazirlama ve analiz metodu kriterleri ilgili mevzuatinda belirtilen sekilde
hesaplanir.

(19) Maksimum limit; tahil ve tahil {iriinleri kapsaminda degerlendirilmediginden 2.4 ve 2.5 kapsamina girecek olan
piring ve piring {iriinlerine uygulanmaz.

(20) Maksimum limit; birincil igleme tabi tutulacak olan islem gérmemis tahillara uygulanir. Birincil islem; tahil
tanesinin kurutulmasi haricindeki herhangi bir fiziksel veya 1sil islemi ifade eder. Temizleme, ayiklama ve kurutma
birincil islem olarak degerlendirilmez. Uygulanan temizleme veya ayiklama sonrasinda tahil tanesinin aslin1 bozacak
fiziksel islemler uygulanmaz.

(21) Istisnalar sadece kullanim amac etiketinde ve/veya iiriin ile birlikte hareket eden orijinal dokiiman iizerinde
acikga belirtilen musirlar igin kullanilir. Ornegin; etiketinde veya herhangi bir belgesinde, “nisasta iiretimi igin” gibi
kullanim amact belirtilenler vb.
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2.6. DNA Metilasyonu ve Oksidatif Hasarla fliskili Genler

DNMT1 Geni: DNA metilasyonu en onemli epigenetik mekanizmalardan
biridir. DNA metilasyonu sitozin (C) bazinin 5. karbonuna bir metil grubu (-CHa)
takilmasiyla 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin olusmasidir (Bird, 2002). Bu reaksiyon
DNMT tarafindan yiiriitilmektedir (Denis ve ark., 2011). DNMT ailesi, metil vericisi
olarak S-adenozil-Lmetiyonin (SAM) kullanarak CpG adaciklarinda bulunan sitozinin
5. karbonuna metil grubu baglar. Memelilerde ilk tanimlanan DNA metil transferaz olan
DNMT1 etksini yari-metillenmis DNA’lar1 metilleyerek gosterir (Spada ve ark., 2007).
Memeli hiicrelerindeki DNMT1 enzimindeki artis CpG adaciklarindaki metilasyonun
artmasina sebep verir. Kanser olusumunda etkili genlerden biri olan tiimér baskilayici
genlerin CpG adaciklarindaki hipermetilasyon bu genleri inaktive ederek kanser

olusumuna neden olur (Jones ve Baylin, 2007).

MGMT Geni: DNA’daki niikleotitlere baglanan alkilleyici ajanlar DNA’da
hasar meydana getirirler. Bu alkilleyici ajanlarin guanin bazinin O6 pozisyonuna
baglanmasiyla O6-MeG eklentisi olusur. Bu eklenti hiicrenin ilk replikasyonunda
alkillenmis guanin bazinin karsisina tamamlayici baz olarak sitozin degil timin bazinin
gegmesine neden olur. Tiim hiicre tiplerinde eksprese edilen MGMT, alkil eklentilerini
kendi tizerindeki sistein aminoasidine alarak DNA’daki hasari diizeltir (Kurtoglu ve
Tekedereli, 2015). MGMT gen ekpresyonunun kolon, pankreas ve akciger gibi kanser
tiplerinde arttig1 gozlenmistir (Kaina ve ark., 2010).

HO1 Geni: HO1 hem’in biliverdine doniisiimiine aracilik eden antioksidan bir
enzimdir. Bu reaksiyon sonucu son {irlin olarak antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikleri olan bilirubin, CO ve demir olusur (Fu ve ark., 2007; Fu ve ark., 2007).
Hipoksi, hipertermi ve radyasyon gibi oksidatif stresin artmasina neden olan durumlar
HOZY’i aktive etmektedir (Zuckerbraun ve Biliar, 2003).

L-Fabp Geni: L-FABP, 14 kDa agirliginda, bobrekte proksimal tiibiilde
sentezlenen, serbest yag asitlerinin hiicre i¢i tastyicist olan kiigiik sitoplazmik bir
proteindir. Yapilan hayvan deneyleri idrar L-FABP diizeyinin tiibiilointerstisyel hasarin
bir gostergesi oldugunu kanitlamaktadir (Yokoyama ve ark., 2009). insan L-FABP geni,
hipoksiye bir duyarli bolge icerir ve hipoksi, L-FABP gen ekspresyonunu uyarir
(Supavekin ve ark., 2003). Calismalar, L-FABPmin antioksidan ozelliklere sahip

oldugunu bunun yaninda L-FABP ekspresyonundaki artigin, bobrekteki tiibiiler hasara
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ve oksidatif hasara karsi etkisi oldugunu gostermektedir (Nakamurave ark., 2006;
Negishi ve ark., 2007; Portilla ve ark., 2008; Yamamoto ve ark., 2007; Ferguson ve
ark., 2010; Doi ve ark., 2010; Parikh ve ark., 2013)

a-GST Geni: GST’ler elektrofilik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu
katalize eden detoksifiye edici izoenzimlerdir (Hayes ve Strange, 1995). Hem
antioksidan aktiviteleri hem de biyokimyasal fonksiyonlar1 vardir. Ksenobiyotiklerin
glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak, onlarin elektrofilik bolgelerini
noétralize edip suda c¢oziiniirliiklerini arttirirlar. Ayrica lipid peroksidasyonuna karsi
koruyucu ozellik gosterirler (Halliwell, 1994). GST’ler tiim organlarda bulunmalarina
ragmen o-GST sadece bobrek tiibiiler hiicrelerinde tiretilir (Sundberg ve ark., 1994). a-
GST iizerinde yapilan ¢aligmalar bunun ilaglar, kimyasallar ve baz1 anestezik ajanlar
tarafindan meydana getirilen nefrotoksisitenin ve akut transplant reddinin erken

teshisinde kullanilabilecegini gostermistir (Sundberg ve ark., 1999).

HSP70 Geni: HSP’ler ekspresyonlart genellikle hiicrelerin yiiksek isiya (42-
46°C) maruz kalmasiyla artan bir protein grubu olmalariyla birlikte hiicrelerdeki
infeksiyon, inflamasyon, aglik, hipoksi, dehidratasyon, etanol, arsenik, eser metaller ve
ultraviyole 151k gibi bir¢ok toksine maruziyet durumunda da artar. Bu nedenle HSP’lere
‘stres proteinleri’ de denmektedir (Morimoto ve ark., 1998; Petrof ve ark., 2004;
Aufricht, 2005). Bu protein grubunda hakkinda en ¢ok ¢alisma yapilan Hsp70 proteini
yeni sentezlenmis veya yanlis katlanmis proteinlerin katlanmasinda, proteinlerin bir
araya gelerek ¢Okmesinin engellenmesinde, g¢esitli proteinlerin membran boyunca
tasinmasinda ve diizenleyici proteinlerin aktivitesinin kontroliinde rol alir (Bukau ve

Horwich, 1998; Hartl ve ark., 2011).

Nrf2 Geni: Nrf2, hiicresel homeostazi korumak igin gerekli olan transkripsiyon
faktorlerinden biridir (Li ve ark., 2012). Nrf2 6zellikle detoksifikasyonun sorumlu olan
bobrek, karaciger ve barsaklarda ekprese edilir (Chan ve Kan, 1999). Normal sartlarda
keapl ile kompleks halde inaktif bir sekilde sitoplazmada bulunan Nrf2 stres
durumunda fosforillenen molekiil kompleksinden ayrilip aktiflesir. Nukleusa giderek
antioksidan cevap elementle (ARE) etkilesime girer (Huang ve ark., 2001). Ayrica
DNA hasarina neden olabilen ksenobiyotiklere karsi koruyucu mekanizmada aktif bir
rol oynayip bir¢ok antioksidan enzimin de ekspresyonunu artirir (Giudice ve Montella,

2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvarlari’nda gerceklestirildi.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

%10 Tris-glisin poliakrilamit jel

%40 Akrilamit/Bis ¢ozeltisi (37,5: 1)

2-Merkaptoetanol

2', 7'-Dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT)

5-mC DNA ELISA Kit
Absolu alkol

Adhezif kaplama kagitlari

Amonyum persiilfat (>%98) (APS)

Anti-beta aktin antikoru

Anti-heat shock protein 70 (HSP70) antikoru
Anti-mouse 1gG, HRP-bagl antikor

Anti-rabbit 1I9G, HRP-bagl: antikor

Bromodeoksitiridin (BrdU) ELISA Tayin Kiti

cDNA sentez kiti

Dimetil stilfoksit (DMSO)
DNA izolasyon Kiti

DNA standardi (100 bp)

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)

Fetal sigir serumu (FBS)

Bio-Rad 4561034
Serva 10681.01
Merck 8057400250
Sigma-Aldrich-D6883
Biomatik A3338

Epigentek P-1034-96
Sigma-Aldrich 32221

Thermo ScientificT™
AB-0558

Sigma-Aldrich A3678

Santa Cruz Biotechnology SC-
47778

Abcam ab45133

Santa Cruz Biotechnology SC-
2005

Santa Cruz Biotechnology SC-
2357

Roche Life Science
11647229001

Roche Life Science
05091284001

Biomatik A2424

Roche Life Science
11796828001

Thermo ScientificT™
GeneRuler SM0241

Sigma E5134
Wisent-Multicell 080110

Fosfat tamponu (kalsiyum ve magnezyumsuz) (PBS- Wisent-Multicell 311012CL

CMF) (10x)


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole

Gen ekspresyonu primerleri

Gen ekspresyonu sybr green master karisimi

Glasiyel asetik asit
Glisin

Keratinosit serum icermeyen besiyeri (KSFM)

Notral kirmizi

On ayirma jeli (Stacking) tamponu, 0,5 M Tris

tamponu, pH 6,8

Ornek indirgeyici ajan (Laemmli 2x)

PCR kontrol DNA seti (%0 ve %100 metile)

Protein standard: (10-250 kDa)
Protein standardi (40-300 kDa)

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 pg/mL)

coOzeltisi

Radyoimmiinopresipitasyon (RIPA) lizis tampon

Kiti
RNA izolasyon Kiti

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

Tetrametiletilenediamin (TEMED)

Tripan mavisi

Tripsin (1:250)

Tris baz

Tris hidroklortir (Tris HCI)
Tween 20

Western blot goriintiileme ¢ozeltisi

Yagsiz siit tozu
Zearalenon (%99)

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Avyarlanabilir otomatik pipetler

(0,1-2,5 pL; 0,5-10 uL; 2-20 pL; 20-200 uL; 100-1000 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(0,5-10 L)

18

Sentromer DNA Teknolojileri
Ltd. Sti.

Bioline BIO-98020
Riedel-de Haen 27225

Wisent-Multicell 800-045-LG
Thermo Scientific™ 17005042

Sigma-Aldrich N7005
Wisent-Multicell 809-230-LL

Sigma-Aldrich S3401-10VL
Qiagen Epitect 59695
Thermo Scientific™ 26619
Thermo Scientific™ 26625
Wisent-Multicell 450201EL

Santa Cruz Biotechnology SC-
24948

Roche Life Science
11828665001

Sigma-Aldrich L5750

J. T. Baker 0278

Biomatik A4008

Fluka 93595

Biomatik A4027
Wisent-Multicell 600-127-LG
Applichem A3452
Applichem A49640

Santa Cruz Biotechnology SC-
2048

Sigma-Aldrich, Fluka 70166
Sigma-Aldrich Z2125

Eppendorf

Eppendorf



Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet
(30-300 pL)

MilliQ su cihazi

Blok 1sitic1 (5 mL tiipler i¢in)

Blok 1sitict (0,5uL mikrotiipler igin)
Buzdolab1 (+4 °C)

CO2’li inkiibator

Calkalamali blok 1s1tic1 (2 mL tiip)
Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Dikey elektroforez jel tanki

Elektronik hassas terazi

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop
Flow sitometri

Gergek zamanl termal dongii cihazi
(‘Real-time PCR’, RT-PCR)

Goriintiileme cthazi
Gortintiileme cihazi yazilim programi

Giig cihaz1

Hassas terazi

Laminar kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mikrosantrifiij

Mini orbital ¢alkalayici

Otomatik pipetor

Otomatik hiicre sayimi cihazi

Otoklav
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Eppendorf

Millipore Gradient

Stuart SBH130D

Techne Dri-Block DB-2D
Arcelik 5231 NFY

Thermo-Scientific Heracell
150i

Biosan TS-100C
Arcelik 2041 D
Daihan-Scientific Wisecry

Bio-Rad  Mini  Protean®
Tetra Cell 1658040EDU

Precisa XB 220 A
Niive

Olympus CKX4
Acea-Novocyte

Roche Life Science
Lightcycler 480-11

Vilber Lourmat Fusion Fx
ImageJ

Bio-Rad PowerPac™ Basic
Power Supply 1645050

Mettler H20
Tezsan

Biotek Epoch
Hettich Micro 120
Stuart SSMI
Eppendorf

Luna Automated Cell Counter
(Logos model: L10001)

Hirayama HV-50L



pH metre

Sogutmal1 mikrosantrifiij
Sogutmali santrifiij

Spin santrifiij

Su banyosu

Termal dongti cihazi-Altin blok
Termal dongii cihazi-Gradient

Vorteks
3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Dikey elektroforez jel kaseti, biiyiik

Dikey elektroforez jel kaseti, kii¢iik

DNA saklama kutusu
Enjektor (10 mL; 50 mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon)

Falkon tiip (15 mL; 50 mL)
Falkon tiipler i¢in uygun portiip
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)
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL)
Mikrotiipler i¢in uygun portiip
Nitril eldiven

Otoklav band1

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

Pastor pipeti (2 mL)

Hanna HI 1131 B

Hettich Micro 200R

Hettich Micro Universal 32R
Labnet C1301B

Memmert WB14

Applied Biosystems 9700
Axygen Therm-1000

NC 28405-1ka

Bio-Rad Mini Protean®
1653311

Bio-Rad Mini Protean®
1653308

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

20
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Pipet ucu (0,1-10 pL; 30-300 uL) Eppendorf
Pipet ucu (0,5-10 uL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 uL)  Nest
Polivinilidin floriir (PVDF) transfer membrani, 0,45 pum Thermo Scientific™ 88518

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL) Greiner Bio-One

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.4.1. Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Cam malzemeler musluk altinda 7-8 defa bol su ile g¢alkalandi ve sodyum
hipoklorit (¢camasir suyu) igeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildi. Ertesi giin
tekrar musluk altinda 7-8 defa yikanarak ¢amasir suyunun malzemelerden tamamen
uzaklastirilmasi saglandi ve 1 gece distile su igeren kovada bekletildi. 65°C’lik etiivde
kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava sterilizasyonuna
tabi tutuldular. Istya dayanikli pipet uclari, mikrotiipler, schott siselerin kapaklar1 gibi
plastik malzemelerin ve hazirlanan ¢ozeltilerin sterilizasyonu 121°C’de 3 atm basingta
15 dk. otoklavda gergeklestirildi. Besiyeri ve serum gibi 1siya dayaniksiz ¢ozeltiler ise

0,22 pum’lik steril filtrelerden gegcirilerek steril edildi.

Hiicre kiiltiiri laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisma Oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiiri laboratuvar1 ve laminar kabinin UV lambalari agilarak ortamin sterilizasyonu
saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda calisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
kullanildi, laboratuvar oOnliiklerinin ise baska calismalarda kullanilmamasina 6zen

gosterildi.

3.4.2. Hiicre Dizilerinin Temini
Insan bobrek epitel hiicreleri (HK-2) Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu
(American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi. Hiicre dizileri kriyo

vialler igerisinde -196°C’de s1v1 azot tanki igerisinde saklandi.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. 0,22 pm steril naylon filtreden gecirilerek steril
edildi. 15 mL’lik falkonlara boliinerek -20°C’de saklandi.
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Fetal sigir serumu (FBS): Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56 °C’de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi. 15 mL’lik
falkonlara béliinerek -20 °C’de saklandi. Calisma giinii 37 °C’de c¢oziindiiriilerek
kullanildi. FBS, besiyerine eklenmeden 6nce 0,22 pum steril naylon filtreden gegirilerek

steril edildi.

Antibiyotik ¢ozeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 ug/mL) %10]: 1 mL
penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ana stok c¢ozeltisinden alinir, 10 mL’ye
CMF-PBS ile tamamlanir.

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

hazirlandi.

HK-2 hiicresi icin besiyeri: KSFM besiyerine 10 mL inaktive edilmis FBS
(%10), 10 mL %! lik antibiyotik ¢dzeltisi eklenerek 100 mL olacak sekilde hazirlandu.
Calismaya baglamadan Once besiyeri 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe

edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak hazirlandi.

3.4.4. Hiicre Dizisinin Acilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Sivi azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik su banyosunda
1-2 dk. ¢oziilene kadar bekletildi. Vial kapagmin su ile temas etmemesi igin dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler, %10 FBS
iceren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde siispande 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
hiicreler siispande edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25 cm?lik ya da 75 cm?®lik

flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamlihi@inin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tiim yiizeyini kaplamis halde bulunan yogunlagmis
hiicreler i¢in ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandi. Pasajlama i¢in flask inkiibatorden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokiildii. Hiicrelerin ylizeyi 2 mL CMF-PBS ¢o6zeltisi ile yikandi.

Bu adim, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalintilarin1 uzaklastirmak amagh
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yapilir. Yikama igsleminden sonra CMF-PBS dokiildii ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edildi, flask 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile
hiicrelerin flaskin yilizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden
fazla beklememesi i¢in mikroskop ile yiizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol
edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amaciyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri
eklendi, pipetleme yapild1 ve hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3
dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pellet 2 mL besiyeri ile siispande
edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde
icerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 bagil nem, 37°C’de %S5
CO?’li inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre dizisinin devamliliginin saglanmasi igin

pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildi.

3.4.6. Hiicrelerin Sayilmasi

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

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimmi otomatik hiicre sayim cihazi (Luna Automated Cell Counter,
L10001) ile gerceklestirildi. Ayrica, kontrol etme amaciyla hiicre sayimi Thoma lami
(hemositometre) adi verilen 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiigiik
kareden olusan 6zel sayim lamlar1 (Thoma lami) kullanilarak da 151k mikroskobunda
gerceklestirildi. 4x16 kiigiik kareye diisen tiim hiicreler sayildi. Hiicre slispansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayisini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi

(Formiil 3-1):
Toplam hiicre say1si/mL = (Hiicre say1s1/4) x 10% x Seyreltme faktorii
(Formiil 3-1)
3.5. ZEA Cahsma Cozeltilerinin Hazirlanisi

100 mM ZEA c¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial i¢inde 31,836 mg ZEA 1 mL
DMSO’da ¢oziilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlandi.

50 mM ZEA c¢ozeltisinin hazirlanigi: Cam vial iginde 100 mM ZEA
cozeltisinden 50 uL alinarak DMSO ile 100 pL’ye tamamlandi.
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10 mM ZEA c¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial iginde 100 mM ZEA
cozeltisinden 50 uL alinarak DMSO ile 500 pL’ye tamamlandi.

1 mM ZEA cozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 10 mM ZEA ¢o6zeltisinden
50 uL alinarak DMSO ile 500 pL’ye tamamlandi.

3.6. Sitotoksisite Testleri
ZEA’ya maruz birakilan hiicrelerin canliliginin tespiti MTT ve nétral kirmizi

(NRU) testi uygulanarak gergeklestirildi.

3.6.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlerinin mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu gergeklesebilir. Hiicre siispansiyonunun homojen
oldugundan emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Ayni
zamanda, testin uygun hassasiyette olmasi i¢in test esnasinda hiicrelerin yakin
bitisiklikte olmasi gerekir. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip
dagilmadiklari ve saglikli olup olmadiklari mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kiiltiirleri

asagida belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

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

2. Her bir kuyucukta 1x104 hiicre 100 uL besiyeri i¢inde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakanin diger kuyucuklarma hiicreler su sekilde dagitildi: 6,5x105
hiicre 6,5 mL besiyerinde silispande edildi ve steril rezervuar igerisine hiicre
stispansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu mikroplakalara Sekil 3-1’de gosterildigi sekilde
100 pL hiicre siispansiyonu dagitildi.

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hiicre siispansiyonu 37 °C’de %S5 CO2’li
inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
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Sekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre ekimi.

3.6.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sitotoksisite testleri icin ZEA stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mM
konsantrasyonda olacak sekilde cam vial i¢inde 31,836 mg ZEA 1 mL DMSO’da

¢oOziilerek stok ¢ozelti 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 olmasi saglandi.

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

tamamlandi.

%0,1’lik SDS calisma cozeltisinin hazirlanisi:  %1°lik  SDS ana stok
cozeltisinden 1 mL almip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalarma
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hiicrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~ICs0) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢o6zelti i¢indeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandi.

ZEA’nin  ¢ozlindiiriildiigi  DMSO’nun  hiicrelere  maruziyet sirasinda
konsantrasyonunun %1°1 gegmemesi gerektiginden dolayr 100 kati konsantrasyonda
stok ¢ozeltisi halinde DMSO igerisinde hazirlandi. Daha sonra ZEA ¢6zeltisinin farkhi

konsantrasyonlari besiyerinde seyreltilerek asagida belirtildigi sekilde hazirlandi:

ZEA c¢ozeltisinin seyreltilmesi: Stok ¢ozeltiler 96 kuyucuklu mikroplakada 1/10

oraninda besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltilerden 1/2 oraninda
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seyreltme yapilarak toplam 6 konsantrasyonda standart c¢dozeltileri hazirlandi.
Basamaklar her iki madde i¢in de ayr1 ayr1 yapildi. Seyreltme islemi i¢in uygulanan

plaka diizeni Sekil 3-2°de gosterildi:

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

konuldu.

2. A sirasindaki 1. kuyucuga ZEA nin DMSO ig¢inde hazirlanan ¢dzeltisinden 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 iizere yapildi. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150 pL atildi.

Bu sekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak iizere ZEA seyreltmeleri hazirlanmis oldu.

1. kuvucuk 12 12 12 12 12

aATAYAYAYAYA'

A O0REEEE®®O00
e , '

ZEA Besiyeri

Sekil 3-2: ZEA’nin 1/2 oranminda seyreltilmesi.

3.6.3. ZEA’mn Hiicre Kiiltiiriine Maruziyeti

1. Bolim 3.6.1°de belirtilen 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiir
mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H sirasi hari¢) 8 kanalli pipet kullanilarak
kiiltiir besiyeri uzaklagtirildi.

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 kiiltiri besiyeri
eklendi (hiicre katmaninin kurumasindan dolay1 olusabilecek hiicre 6liimii veya stresini
engellemek i¢in hizli yapilmalidir).

4. Maruziyet mikroplakas1 Hata! Basvuru kaynag bulunamadi.’te

gosterildigi sekilde diizenlendi:
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Sekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka diizeni.

™

A + H siralar: Steril bidistile su

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

GC: Kiiltiir besiyeri + hiicre (hiicre biiylime kontrolii)

SC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + DMSO (%1) (¢oziicii kontrolii)

PC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)

Al, A2, ..., A6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + ZEA’nim 6 farkli konsantrasyonu

5. 1. ve 12. Siitunlarin B-G kuyucuklarina 100 pL besiyeri konuldu (blank,
negatif kontrol).

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarina 10 pL hiicre kiiltirii besiyeri konuldu (hiicre
biiylimesi kontrolii, GC).

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklaria 10 uL %10’luk DMSO ¢d6zeltisi
konuldu (¢6ziicii kontrolii, SC).

8. E11, F11 ve Gl11 kuyucuklarina 10 pL %0,1’lik SDS ¢6zeltisi konuldu
(pozitif kontrol, PC).

9. Boliim 3.6.2°de belirtildigi tizere A1-A6 seklinde yazilmis kuyucuklara
seyreltmeleri yapilmis ZEA standart cozeltilerinden 10°ar pL tatbik edildi (6
konsantrasyon, her konsantrasyon icin 3 tekrar yapildi). Her test 1 mikroplakada 24
saatlik maruziyet i¢in hazirlandi. Aym1 diizende 2. farkli bir glinde ¢alisilmak iizere
toplam her konsantrasyon i¢in 6 tekrar yapildi.

10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi.
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MTT testi ve NRU testleri i¢in, ZEA maruziyeti yukarda belirtildigi sekilde ayri
plakalar halinde hazirlandi.

3.6.4. MTT Testi

3.6.4.1. MTT Testinin Esas1

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli
hiicrede soluk sar1 renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasinin par¢alanmasi sonucu
koyu mavi-mor renkli ¢6ziinmeyen formazan {irliniine doniisiir. Boylece canli ve
mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, O6lii ve
mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler organik ¢oziicii (6rn.
isopropanol, DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra, olusan formazan ¢ozeltisine ait rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)
oOlgiiliir. MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde meydana
gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla 6l¢iilir (Mosmann, 1983; Alley
ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; VVan Meerloo ve ark., 2011).

3.6.4.2. MTT Testi Protokolii

MTT ¢ozeltisinin hazirlamisi: 5 mg MTT, 1 mL CMF-PBS (1x) iginde
¢Oziindiiriildii. Cozelti +4 °C’de karanlikta saklandi.

Deney protokolii

1. Bolim 3.6.3’te anlatildig1 gibi ZEA ile inkiibe edilen hiicre kiiltiiriinii iceren
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 pL MTT ¢ozeltisi eklendi.

2. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.

3. 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.

4. Kuyucuklardaki tistteki sivi atildi ve kuyucuklara 100 uL %100°liik 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 karsi)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede dl¢tildii.
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3.6.5. NRU Testi

3.6.5.1. NRU Testinin Esasi

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine sahiptir.
Boylece, hiicre canliligi notral kirmizi boyasini tutma kapasitesi ile Olgtiliir. 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 boyayi 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 karsi) olgiiliir
(Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 2008).

3.6.5.2. NRU Testi Protokolii

NRU testi icin ¢ozeltilerin hazirlanist

Notral kirmizt boyast ana stok ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 mg noétral kirmizi
boyast 10 mL hiicre kiiltiirti 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 ¢oziindiiriilmesi i¢in ¢dzelti ¢alisma giiniinden 6nce 37 °C’de 1 gece
inkiibe edildi.

Notral kirmuzi boyast ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 pL nétral kirmizi
ana stok ¢ozeltisinden alindi, hiicre kiiltiirii besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi ve 0,22
pum naylon enjektdor ucu filtreden gegirildi (Bu asamada boya kristallerinin 1yi

¢ozlindiiriilmesi saglanmalidir).

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

Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmali ve 1 saat igerisinde kullanilmalidir.
Deney protokolii

1. Boliim 3.6.3’te anlatildig1 gibi ZEA ile inkiibe edilen hiicre kiiltiiriinii iceren
96 kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarindaki besiyeri atildi ve kuyucuklar 150 pL
PBS (1x) ile yikandz.
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2. Her kuyucuga 100 puL nétral kirmizi boyasi calisma ¢ozeltisi eklendi ve

37°C’de 3 saat inkiibe edildi.

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

kristallerinin kalmamasina dikkat edildi).
4. Her kuyucuga 150 pL nétral kirmizi ¢oziindiirme ¢ozeltisi eklendi.
5. 150 rpm’de 10 dk. inkiibator disinda orbital calkalayicida bekletildi.

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

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 6l¢iildii.

3.6.6. Sonug¢larin Degerlendirilmesi

1. Coziicii 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
bulunmasi sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi i¢in, sag
ve sol taraftaki ¢oziicli kontrollerin ortalamalar ile tiim ¢6ziicii kontrollerin ortalamalari
arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre biiylime kontrolleri (GC) ¢6ziiciiniin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢oziicii kontrollerin degerleri hiicre biiytime kontrolleri ile belirgin bir fark gdsterirse,
test bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir
¢Oziicli se¢ilmelidir.

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 ¢o6zeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre
6liimiiniin yaklasik %50 olmas1 gerekir (ISO-10993-5).

5. Her ¢oziicii kontrol (SC) ve Ornek absorbans degerlerinden, blank (B)
degerlerine ait ortalama absorbans degeri c¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri
elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢6ziicii kontrol (diizeltilmis ODsc) ve drnek (diizeltilmis ODomek)
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi. % Relatif inhibisyon (% hiicre 6liimii) degeri

asagidaki denkleme gore hesaplandi (Formiil 3-2):
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% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. ODOrnek x 100 / diizeltilmis ort. ODSC)
(Formiil 3-2)

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

8. Egriden %50 inhibisyona (hiicre Oliimiine) karsilik gelen konsantrasyon
hesaplanarak ¢alisilan maddelerin  1Cso (%50 oraninda hiicre Oliimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.

3.7. Hiicre Cogalmasi (BrdU) Testi

3.7.1. BrdU Testi Esasi

Hiicrelerde proliferasyon diizeylerinin tespit edilmesi amaciyla, kolorimetrik
‘Bromodeoksiliridin (BrdU) ELISA Tayin Kiti’ (Roche) kullanilmistir. Bu ydntem,
cogalan hiicrelerde genomik DNA icerisine 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 gerceklestirildi. BrdU-isaretli
hiicreler, 370 nm’de (492 nm referans dalga boyuna karsi) mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede Ol¢iilerek degerlendirilmistir.

Kit icerigi

BrdU etiketleme reaktifi (1 mL; 1000x) (Vial 1): 10 mM 5-bromo-2'-deoksi
tiridin 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 hiicrelerinden elde edilen (klon BMG 6HS, Fab

fragmanlar1) monoklonal antikor.
Antikor seyreltme ¢6zeltisi (100 mL) (Vial 4)
Yikama tamponu (100 mL, PBS 10x) (Vial 5)
Substrat ¢ozeltisi (100 mL TMB, tetrametil-benzidin) (Vial 6)

BrdU testi icin ¢ozeltilerin hazirlanisi
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BrdU etiketleme reaktifi ¢ozeltisi: BrdU etiketleme reaktifi (Vial 1) 1: 100
kiiltiir ortamu ile seyreltildi (konsantrasyon: 100 uM BrdU).

FixDenat cozeltisi: Kullanima hazir halde bulunur.

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

Anti-BrdU-POD c¢alisma c¢ozeltisi: Anti-BrdU-POD stok ¢ozeltisi 1: 100
oraninda antikor seyreltme ¢ozeltisi (Vial 4) ile seyreltildi. 96 kuyucuklu mikroplaka
icin 100 pL Anti-BrdU-POD stok ¢o6zeltisi 10 mL antikor seyreltme ¢6zeltisinde (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 ZEA igin hazirlanan ana stok
cozeltileri, son maruziyet konsantrasyonlar: 1, 10, 50 pM olacak sekilde mikroplakaya

uygulandi.

3.7.2. BrdU Testi Protokolii

1. Proliferasyon testi i¢in ¢ogaltilan hiicreler 96 kuyucuklu mikroplakaya her bir
kuyucukta 1x104 hiicre/100 pL besiyeri olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona
birakildi. Hiicrelere son hacim 100 uL olacak sekilde 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda
ZEA maruziyeti yapilarak tekrar 24 saat inkiibe edildi. ‘Background’ kontrol ve blank
i¢in de mikroplakada yer ayrildi.

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

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

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

5. Mikroplakadan FixDenat ¢ozeltisi uzaklastirildi.
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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 ii¢ kez 200 pL
yikama ¢ozeltisi (PBS, 1x) ile yikanda.

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

oda sicakliginda inkiibe edildi.

9. Olusan rengin siddeti 370 nm’de (492 nm referans dalga boyuna karsi)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 6l¢iildii.

3.7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi
Proliferasyon indeksini hesaplamak i¢in 6nce kontrol ve maruziyet gruplarindan
blank degerlerinin ortalamasi ¢ikarildi. Maruziyet grubunun degerleri kontrol grubuna

gore kiyaslanarak relatif BrdU hiicre proliferasyonu % olarak hesaplandi.

3.8. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Flow Sitometri ile Tayini

3.8.1. DCF Testinin Esasi

Diklorofluoressein (DCF) testi, hiicre kiiltiir ¢alismalarinda ROS olusumunun
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir testtir. Hidrofobik
dihidrodiklorofluoressein diasetat (DCFH2-DA) fluoresans ozellik géstermez, hiicre
membranini gecerek hiicre esterazlariyla deasetilasyon sonucunda hidrofilik alkol olan
dihidrodiklorofluoressein  (DCFH2) molekiilinii olusturur ve ROS varliginda
oksitlenerek fluoresans veren DCF’e doniisiir. Orneklerin redoks durumu, fluoresans
siddetindeki artis tespit edilerek izelenebilir. DCF’in fluoresans ozelligi flow sitometri

cithazinda (mavi lazer, eksitasyon 488 nm) 6l¢iildii (Canas ve ark., 2007).
DCYF testi icin ¢ozeltilerin hazirlanisi

DCFH2-DA stok cozeltisi: 20 mM olacak selikilde DMSO’da ¢oziindiiriilerek

hazirlandi.

BSA ¢calisma ¢ozeltisi (%1): 30 mg BSA (Sigir serum albumin) 3 mL PBS

igerisinde ¢oziindiirtilerek hazirlandi.
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Test maddeleri: Boliim 3.5’te bahsedildigi sekilde ZEA i¢in hazirlanan ana stok
¢ozeltileri, son maruziyet konsantrasyonlar1 1, 10, 50 uM olacak sekilde 24 kuyucuklu

mikroplakaya uygulandi.

3.8.2. DCF Test Protokolii

1. 24 kuyucuklu mikroplakalara her bir kuyucukta yaklasik 3x10%1 mL besiyeri
olacak sekilde dagitilan hiicreler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonras1 ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL PBS
(1x) ile yikand1. Taze besiyeri eklenerek son konsantrasyon 1, 10, 50 pM olacak sekilde
ZEA maruziyeti yapildi ve 24 saat inkiibe edildi.

3. ‘Unstained’ kontrol hiicrelerin kuyucuklarina boya eklenmemis olup, 10 pL
PBS (1x) ve 990 pL besiyeri eklenmistir. ‘Unstained’ kontrol, hiicrenin otofloresansini
6lemek i¢in kontrol amaciyla kullanilir.

4. 24 saat maruziyet sonunda kuyucuklar 1 mL PBS (1x) ile 2 defa yikandi ve
%0,2 tripsinden 0,5 mL ilave edilerek hiicreler tripsinize edildi ve mikrosantrifiij tiipiine
(1,5 mL) alindi.

5. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast hiicre pelleti 3 defa 1 mL PBS (1x) ile yikandi. Yikamalardan sonra son olarak 1
mL PBS (1x) siispande edildi.

6. ‘Unstained kontrol’ hari¢ hiicre siispansiyonu igeren tiiplere 1 pL DCFH2-DA
(20 mM) ilave edilerek 37 C°’de %5 CO2'li inkiibatorde 30 dk. inkiibe edildi.

7. Boyanin uzaklastirilmasi i¢in hiicreler 1200 rpm’de 3 dk. santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirildi, 200 pL PBS (1x) ile hiicreler siispande edildi.

8. 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij edilen yikanmis hiicrelerden siipernatant
uzaklastirildi. Hazirlanan %1°lik BSA ¢alisma c¢ozeltisinden her bir tiipe 150 pL

eklenerek hiicreler siispande edildi.

9. ROS’a bagl fluoresans yogunlugu flow sitometride (ACEA NovoCyte) FITC

kanalindan (eksitasyon: 488 nm; emisyon: 530 nm) ol¢iildii.

3.8.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

X ekseni, hiicrenin boyutu ile iliskili olan ileri dagilim (‘Forward scatter’, FSC)
parametresini temsil eder. Y ekseni ise, hiicre igindeki bilesenlerle ilgili olan yan
dagilim (‘Side scatter’, SSC) parametresini gosterir. Analiz edilen hiicreler FSC/SSC

grafiginde belirli alanlara diiserler. Bu alanlardan incelenecek hiicrelerin yeri
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belirlenerek kapilama yapilir. 1. Kapt1 (P1, HK-2), analiz edilecek hiicrelerin ana
poplilasyonunu gosterir. Flow sitometrisinde hiicrelerin fluoresans yogunlugu 6l¢tilmiis,
her tiipte 10.000 hiicre degerlendirilmistir. DCF fluoresan1 gosteren hiicreler
belirlenerek kapilama yapilmistir (P1 kapisi). Reaktif oksijen radikallerinin varligi,
ortalama fluoresans yogunlugu (‘mean fluorescence intensity’, MFI) olarak ifade
edilmistir. Maruziyet gruplart arasindaki degisimin saptanmasinda kontrol grubuna gore

gbzlenen % degisim (% MFI) kullanilmastir.

3.9. ZEA’nin Hiicre Dizilerine Maruziyeti

Her bir 25 cm?lik flaska 1x10° hiicre 5 mL besiyeri icinde ekildi. CO2’li
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Flaskin i¢indeki besiyeri dokiildii ve tekrar 5 mL taze
besiyeri konuldu. Asagida belirtildigi sekilde ZEA maruziyeti gerceklestirildi:

Kontrol gruplari: 5 pL. %100 DMSO, igerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska
konuldu.

1 uM ZEA maruziyeti: 5 nL 1 mM ZEA c¢ozeltisi, igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

10 uM ZEA maruziyeti: 5 pL. 10 mM ZEA ¢ozeltisi, igerisinde 5 mL besiyeri
bulunan flaska konuldu.

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

bulunan flaska konuldu.

Bu sekilde ZEA 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde HK-2
hiicrelerine uyguland1 ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5 COg2’li inkiibatorde inkiibe
edildi. Ayni ortam kosullarinda kontrol gruplari da olusturuldu. Her bir maruziyet
konsantrasyonu i¢in 5’er adet flaska ekim yapildi ve deneyler 2. farkli bir giinde tekrar
edildi. En son maruziyet siireleri tamamlandiktan sonra ZEA’ya maruz birakilan
hiicreler pasajlandi ve sayildi. Besiyeri i¢indeki hiicreler 4 °C’de 1000 x g’de 5 dk.
santrifiij edildi, tstteki besiyeri atild1 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, RNA,
histon ve proteinlerin izolasyonunu yapabilmek amaciyla yaklasik 1x108 sayida hiicre
200 uL PBS (1x) i¢inde olacak sekilde kisimlara ayrildi.
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3.10. DNA Metilasyonunun Analizi

3.10.1. DNA izolasyonu
Hiicre kiiltiirtinden genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template
Preparation Kit’ (Roche Life Science) ile iiretici firmanin vermis oldugu kullanim

talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Kit icerigi

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HC1 / 10 mM iire / 10 mM Tris HC1 / %20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4,4).

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

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

Eliisyon tamponu: 4 M iire / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH
74).

Filtreli tiip, toplama tiipii
Deney protokolii

1. Bolim 3.9°da belirtildigi iizere maruziyeti yapilan 1x106 hiicre 200 ul PBS

icinde siispande edildi.

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 tiip yerlestirildi.

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

edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki siv1 atildi.

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

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki siv1 atild1.

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

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki siv1 atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
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8. Yikama tamponunun kalintilarini temizlemek iizere bir kez daha 10 sn.

santrifiij edildi.
9. Toplama tiipii atildi, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotlip igine 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 tizere -20°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.10.2. DNA’nin Saflik ve Miktar Tayini

1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda ZEA maruziyeti sonrasinda HK-2
hiicrelerinden izole edilen DNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak
mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede Olciildii. 260 nm’de Olciilen absorbans
degerleri olduk¢a saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng ya da pg diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280
nm ve 230 nm dalga boylarinda dlgiilen degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig1
hakkinda bilgi verir. Saflastirilmis DNA’da A260/A280 ve A260/A230 oran1 yaklasik

1,75-1,8 lizerinde olmalidir.

3.10.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini

3.10.3.1. 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 oOl¢iilerek kolorimetrik olarak incelenir. Metillenmis
DNA miktar1 dlgiilen optik dansite (OD) ile orantilidir (Sekil 3 4). Bu amagla, DNA’da
5-mC’nin tayini ‘5-mC DNA ELISA Kit’ (Epigentek) ile iiretici firmanin vermis oldugu

kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.
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Sekonder /k
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Kuyucuk ytzeyi

Sekil 3-4: 5-mC DNA ELISA Kkitinin esasi.
Kit icerigi
ME1: 10x Yikama tamponu: 4 °C’de saklanmali.
ME?2: Baglama ¢6zeltisi: Oda sicakliginda saklanmali
ME3: Negatif kontrol (20 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.
ME4: Pozitif kontrol (20 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.
MES5: Yakalama antikoru (1000 pg/mL)*: 4 °C’de saklanmali.
MEG: Dedeksiyon antikoru (400 pg/mL)*: -20 °C’de saklanmali.
ME7: Gii¢lendirici ¢ozelti: -20 °C’de saklanmali.
MES: Developer ¢ozelti: 4 °C’de saklanmali.
MED9: Durdurucu ¢o6zelti: Oda sicakliginda saklanmali
*Kullanmadan 6nce spin yapildi.
3.10.3.2. Deney Protokolii
1. Yikama tamponu hazirlanisi: 13 mL MEI, 117 mL distile su igine eklendi.

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

hazirlandi:
o TAD XTE o
1 1,0 uL 19,0 uL 0,5 ng/uL
2 1,0 L 9,0 uL 1,0 ng/uL
3 1,0 uL 4,0 uL 2,0 ng/uL
4 2,5 uL 2,5 uL 5,0 ng/uL
5 4,0 uL 0,0 uL 10,0 ng/pL
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DNA baglama

3. Kullanilacak sayida kuyucuk plaka cercevesinden dikkatli bir sekilde
¢ikarildi.

4. Her kuyucuga 80 pL. ME2 baglama ¢ozeltisi eklendi.

5.1 uL ME3, 1 pL ME4 standart ¢ozeltileri ve 100 ng Ornek DNA’s1

belirlenmis kuyucuklara eklendi.

6. Plaka parafilm ile kaplandi ve 37 °C’de 90 dk. inkiibe edildi. Her kuyu ii¢ defa
150 pL diliie MEL1 ile yikanda.

Metillenmis DNA’vy1 yvakalama

7. MES, (1: 1000) oraninda diliie ME1 ile seyreltildi.

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

9. Diliie MES kuyucuklardan doékiildi ve her kuyucuk 150 uL diliie ME1L ile 3
kez yikandi.

10. ME®6, (1: 2000) oraninda diliie MEI ile seyreltildi.

11. Her kuyucuga 50 uL diliie ME6 eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edildi.

12. Diliie ME6 kuyucuklardan dokiildii ve her kuyucuk 150 pL diliie ME1 ile 4
kez yikandu.

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

14. Her kuyucuga 50 puL dilie ME7 eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edildi.

15. Diliie ME7 kuyucuklardan dokiildii ve her kuyucuk 150 pL diliie ME1 ile 5
kez yikand.

Sinyal tayini

16. Her kuyucuga 100 uL. MES ilave edildi ve 1-10 dk. 1siktan uzakta oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Ornek kuyularda ve kontrol kuyularmnda renk degisimi
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izlendi. Yeterli miktarda metile DNA bulundugunda MES8 ¢o6zeltisinin rengi maviye

dOner.

17. Pozitif kontrol kuyularindaki renk maviye dondiigiinde, enzim
reaksiyonunu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 100 pL ME9 ilave edildi.
Mikrokuyucuklarin bulundugu cerceve hafif¢e sallanarak c¢ozelti karistirildi ve renk
reaksiyonunun tamamen durdurulmasini saglamak ig¢in 1-2 dk. beklendi. ME9 ilave
edildikten sonra renk sar1 renge doniistii ve olusan rengin siddeti 450 nm’de mikroplaka

okuyuculu spektrometrede olgiildii.

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

orneklerindeki metilasyon orani % olarak belirlendi.

3.11. Gen Ekspresyonlarinin Tayini

3.11.1. Total RNA izolasyonu
Hiicre kiiltiiriinden total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit’ (Roche
Life Science) ile fretici firmanin vermis kullanim talimatlari uygulanarak

gerceklestirildi.

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 I (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz I. Coziindiiriildiikten
sonra 500 pL’lik tiiplere boliinerek -20°C’de saklanda.

DNaz inkiibasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HC1 (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.
Eliisyon tamponu: PCR kalitede su.
Filtreli tiip, toplama tiipii

Deney protokolii
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1. Bolim 3.9°da belirtildigi tlizere hazirlanan 1x106 hiicre 200 pL. PBS (1x)

icinde slispande 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 tiiptindeki s1v1 atildi.

5. Steril bir mikrotiipte her bir 6rnek i¢cin 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ve
10 uL DNaz I eklendi ve karistirildi.

6. 100 uL. DNaz I ¢ozeltisi filtreli tiiplin {ist yiizeyine konuldu. 15-25°C’de 15
dk. inkiibe edildi.

7. Filtreli tiipe 500 pL Yikama tamponu I eklendi ve 8000 x g'de 15 sn santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki s1v1 atildu.

8. Filtreli tiipe 500 pL Yikama tamponu II eklendi ve 8000 x g de 15 sn.

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tlipiindeki siv1 atild1.

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

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

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

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

3.11.2. RNA’nin Saflik ve Miktar Tayini

I, 10, 50 pM konsantrasyonlarda ZEA maruziyeti sonrasinda HK-2
hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak
mikroplaka okuyucu spektrofotometrede olciildii. 260 nm’deki Olgiimler RNA
miktarinin belirlenmesinde kullanildi. RNA’nin safliginin belirlenmesinde kullanilan

A260/A2g0 orani ise yaklagik 1,95+ 0,1 olmalidir.
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3.11.3. cDNA Sentezi

cDNA tek veya cift sarmalli olabilir ve¢ mRNA kalibindan ters transkriptaz
enzimi kullanilarak sentezlenir. Eger yapilan deney cift sarmalli cDNA gerektiriyorsa,
bir bagka DNA sentez basamagi ile gergeklestirilebilir.

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

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 MgCI2 (pH 8,5)

Koruyucu RNaz inhibitorii: 50 pL; 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM
ditiyotreitol, %50 gliserol (pH 7,6)

Deoksiniikleotid karisimi: 200 pL; 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP

Anchored-oligo (dT)18 primer: 100 uL

Random heksamer primer: 100 pL.

Kontrol RNA: 20 pL.

Kontrol primer, insan porfobilinojen deaminaz (PBGD) karigimi: PBGD i¢in 5
uM ileri ve geri primer

PCR kalitede su

Deney protokolii

1. Steril, niikleaz icermeyen, ince duvarli PCR tiipii buz i¢ine konuldu ve
icerisinde kalip primer karigimi hazirlandi:

Toplam RNA: 500 ng

Anchored-oligo(dT)18 primer (vial 5): 1 uL

Random heksamer primer (vial 6): 1 uL

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

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

3. Kalip primer karigimini iceren tiipe ters transkriptaz karisiminin geri kalan
bilesenleri agsagidaki belirtildigi sirayla eklendi:

Ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x 5): 4 uL
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Koruyucu RNaz inhibitorii: 0,5 uL
Deoksiniikleotid karigimi: 2uL

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

4. Tiip icindeki maddeler dikkatli bir sekilde karistirild1 ve spin santrifiij yapildu.
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 edilerck inaktif hale
getirildi.

7. Tiip buz iistiine alinarak reaksiyon durduruldu.

8. cDNA saflastirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak
tizere -20°C’de saklandu.

3.11.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Tayini
Tablo 3-1°te primer dizileri verilen niikleer reseptor genleri, karbonhidrat-lipit
metabolizmasinda rol oynayan genler ve oksidatif hasar ile iliskili genlerin

ekspresyonlari gene 6zgiin primerler kullanilarak RT-PCR ile ger¢eklestirildi.
Kullanilan malzemeler

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karisimi,
Gene 0Ozgiin primerler (Tablo 3-1’de deneylerde kullanilan primer dizileri
gosterilmistir.)

PCR kalitede su.


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

Tablo 3-1: RT-PCR ile tayininde kullanilan primer dizileri.
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Gen adi  Primer dizisi (5’-3) Sicakhk (°C) Kaynak
F: TGTCGGAAATCGTGCAG
L-Fabp g GATTATGTCGCCGTTGAGTT 53 Wang ve ark., 2005
HO-1  F: ATGACACCAAGGACCAGAGC .
R: GTGTAAGGACCCATCGGAGA 60 Bahmani ve ark, 2011
a-GST  F: TTCCTTGGGCTGCCAGGC 50 Czerwinski ve ark.,
R: GTTCCAGCAAGTGCCAATCC 1997
Hsp70  F: CCGGTTCCCTGCTCTCTGTC 50 El Golli Bennour ve
R: CAGTCCACTACCTTTTTCGAGA ark., 2009
Nrf2 F: CGGTATGCAACAGGACATTG 50 oo ve ark. 2007
R: ACTGGTTGGGGTCTTCTGTG g
DNMT1 F: CCTCCAAAAACCCAGCCAAC 60 Ahmadnejad ve ark.,
R: TCCAGGACCCTGGGGATTTC 2017
F: TGCACAGCCTGGCTGAATG .
MCGMT & GGTGAACGACTCTTGCTGGAA o8 Lai ve ark., 2008
p-aktin  F: AACTACCTTCAACTCCAT
R: TGATCTTGATCTTCATTGTG 48 Rosa ve ark., 2009

3.11.4.1. Deney Protokolii

PCR karisimi hazirland1 ve dikkatlice pipetleme yapildi:
‘SYBR® Green PCR Master Mix” karigimi: 10 pL
I uL

10 uM forward primer:

10 uM reverse primer:

PCR kalitede su:

Toplam hacim:

I uL
3 uL
15 uL

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

2. Hazirlanan PCR karigimindan 15 pL. mikroplakanin her kuyucuguna ilave

edildi.

3. cDNA o6rnekleri steril su ile 1:5 oraninda seyreltildi.

4. Hazirlanan cDNA oOrneklerinden 5 upL her bir kuyucuga eklendi ve

mikroplakanin lizeri mikroplaka filmi ile kapatild.

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

6. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak lgiim yapildi. RT-
PCR protokolii Tablo 3-2’de gosterilmistir.
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Tablo 3-2: RT-PCR protokolii.

Program adi Siklus Sicakhik °C  Siire
Polimeraz aktivasyonu 1 95 2 dk.
Denatiirasyon 40 95 5 sn.
Prlvmerlerm hedef DNA’ ya 40 48-64 10 sn.
baglanmasi

Uzama 40 72 5-20 sn.
Uzama 1 72 1 dk.

Sonuclarin degerlendirilmesi
Tablo 3-1’te primer dizileri verilen genler ve referans gen olarak kullanilan -
aktin i¢in spesifik RT-PCR kantitatif Ct degerleri belirlendi. Genlerin relatif

ekspresyonu kontrol grubuna gore karsilastirmali Ct yontemi ile degerlendirildi.

3.12. Proteinlerin Western Blot Yontemi ile Tayini

3.12.1. Proteinlerin izolasyonu

Hiicreden proteinlerin izolasyonu RIPA lizis tampon Kkiti (Santa Cruz
Biotechnology) ile iiretici firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak
gergeklestirildi.

Kit igerigi

Ix lizis tamponu (Vial 1): 50 mL; pH 7,4 £ 0,1

Fenilmetilsiilfonil florit (PMSF) (Vial 2): 500 pL; 200mM, DMSO’da
¢Oziindiirtilmis

Proteaz inhibitor kokteyli (Vial 3): 500 uL; DMSO’da ¢6ziindiiriilmiis

Sodyum ortovanadat (Vial 4): 500 uL; 100mM, suda ¢oziindiiriilmiis

Deney protokolii

1. Bolim 3.9’da belirtildigi iizere hazirlanan 1x10° hiicre 200 pL PBS (1x)
icinde siispande edildi.

2.4°C’ de 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve iist faz pellete zarar verilmeden
uzaklastirildi.

3. Asagida gosterildigi gibi 7 ornek igin verilen uygun miktarlarda bilesenler
temiz bir tiipte hazirlandi. Her bir 6rnek tiipiine 40 pL karisim eklenerek kopiirene

kadar karistirildi:
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Lizis tamponu: 300 uL
Proteaz inhibisyon kokteyli: 15 uL
PMSF: 1,02 pL

4. Tiipler zaman kaybetmeden buz iistiine oturtuldu ve 30 dk. bekletildi. 30 dk.
boyunca her 5 dk.’da bir vortekste karistirildi.

5. 4 °C* de 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve st faz temiz tiipe alindi.
Elde edilen proteinler daha sonraki kullanimlar ig¢in 500 pL’lik tiiplere boliindii ve -80
°C’de saklandi.

6. Bradford yontemi ile protein miktar 6l¢iimii yapilirken her bir 6rnek 1/100

sulandirilarak olciildi. Hesaplama yapilirken bulunan deger 100 ile ¢arpildi.

3.12.2. Proteinlerin Miktar Tayini
Izole edilen proteinekstrelerinde protein miktarlar1 Bio-Rad protein tayini Il kiti
ile Bradford prensibine gore ol¢iildii (Bradford, 1976).

Yontemin esasi

Bio-Rad protein tayini, Bradford prensibine dayanir, basit ve dogrusalligi
yuksek bir yontem olup ¢6ziinmiis proteinlerin konsantrasyonlarini tayin eder. Asidik
‘coomassie® brilliant blue G-250 boyasinin, eklendigi protein ¢ozeltisinde Ozellikle
arginin olmak iizere, esas olarak basit ve aromatik aminoasit rezidiilerine baglanmasi
sonucu olusan rengin siddeti 465-595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede

Ol¢iilmesi esasina dayanir.
Kit icerigi
Protein tayini boya reaktifi konsantresi: 450 mL boya

Sigir serum proteini (BSA, standart): BSA standardi kit protokoliine uygun
olarak 1,41 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 20 mL bidistile suda ¢6ziildii. BSA
ana stok ¢ozeltisi 500 pL’lik tiiplere boliinerek -20°C’de saklandi.

Protein standart cozeltileri

BSA ana stok ¢ozeltisinden konsantrasyonlar1 8; 10; 20; 40; 80 ug/mL olacak
sekilde BSA standart ¢ozeltileri taze olarak hazirland1 ve bu ¢ozeltiler protein tayininde

standart egri ¢izimi i¢in kullanildi. Standartlar 3’er kere tekrarli calisildi.
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Deney protokolii
1. 1 hacim konsantre boya reaktifi, 4 hacim distile su ile seyreltildi.

2. 10’ar pL Standart ¢ozeltiler ve histon proteinlerinden 96 kuyucuklu

mikroplaka kuyucuklarina uygun konfigiirasyonda konuldu.
3. Her kuyucuga seyreltilmis boya reaktifinden 200 pL eklendi.

4. Oda sicakliginda en az 5 dk. inkiibe edildi. Zaman gectikce absorbans

artacagindan dolay1 6rnekler 1 saatten fazla oda 1sisinda bekletilmemelidir.

5. Olusan rengin siddeti 595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
Olculdii.

Protein miktarinin hesaplanmasi

Olgiilen her bir &rnek i¢in protein miktar1, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
Olcii egrisine gore hesaplandi. Protein ve histon proteinleri i¢in ekstrelerdeki protein

miktar1 ng/uL olarak hesaplandi.

3.12.3. HSP70 Proteinlerinin Western Blot Teknigi ile Tayini
Izole edilen proteinlerde HSP70 proteinlerinin tayinleri western blot teknigi

kullanilarak gergeklestirildi.

3.12.3.1. Deneyin Esasi
Jelde ayirimi yapilmis proteinlerin membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin
isaretlenmis spesifik antikor yardimiyla membran iizerinde yar1 kantitatif ya da

kantitatif olarak belirlenmesidir.
Cozeltilerin hazirlanist

%0,1’lik Tuzlu ve Tween 20’li Tris tamponu (TBST) c¢ozeltisi: 7,88 g tris
hidrokloriir (son konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde) tartildi ve iizerine 800 mL
deiyonize su eklendi ve pH 7,5 olacak sekilde 1 M NaOH ile ayarlandi. Uzerine 8,766 g
NaClI (son konsantrasyonu 150 mM olacak sekilde) ve 1 mL Tween 20 (%0,1) eklendi

ve 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

%5°lik yagsiz siit tozu cozeltisi: 5 g yagsiz siit tozu, 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.
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%2,5’luk BSA c¢ozeltisi: 25 g BSA, 100 mL %0,1’lik TBST ¢ozeltisinde

hazirlandi.
%1’lik BSA ¢ozeltisi: 1 g BSA, 100 mL %0,1’lik TBST ¢o6zeltisinde hazirlandi.

5x ylriitme tamponu: 15 g tris (son konsantrasyonu 0,025 M olacak sekilde), 72
g glisin (son konsantrasyonu 0,192 M olacak sekilde) tartildi ve iizerine 800 mL
deiyonize su eklendi. Coziindiiriildiikten sonra 5 g SDS eklenerek ve pH 8,3 olacak

sekilde ile ayarlandi. 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

Deney esnasinda kullanilmak {izere 1: 5 oraninda deiyonize su ile seyreltilerek

1x yliriitme tamponu hazirlandi.

10x aktarim tamponu: 60 g tris, 144 g glisin tartildi ve iizerine 800 mL
deiyonize su eklendi. Coziindiiriildiikten sonra pH 8,3 olacak sekilde ile ayarlandi. 1000

mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

Hazirlanan aktarim tamponu deney esnasinda kullanilmak {izere 1: 10 oraninda
deiyonize su ile 1x’e seyretildi. 100 mL 1x aktarim tamponuna, 200 mL HPLC kalitede

metanol eklenerek deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Yiikleme soliisyonu: 495 pL Ornek indirgeyici ajana (Laemmli, 2x) 5 pL 2-

merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

Primer antikor ¢ézeltileri: HSP70 primer antikoru 1: 2000 oraninda (Orn: 2,5
pL antikor lizerine 5 mL %1°lik BSA ¢6zeltisi) %1°lik BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Sekonder antikor ¢ézeltileri: Sekonder antikor 1: 5000 oraninda (Orn: 1 pL

antikor tizerine 5 mL %1’°lik BSA c¢ozeltisi) %1°lik BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

3.12.3.2. Deney Protokolii
1. Boliim 3.12.1°de izole edilen proteinlerin konsantrasyonu 30 pg olacak

sekilde hesapland1 ve ince duvarli PCR tiipiine aktarildi.
2. Calisma buz {lizerinde gergeklestirildi.

3. Protein orneklerine 10 pL yiikleme soliisyonu ilave edildi ve son hacim 20 pL

olacak sekilde deiyonize su eklendi.
4. Protein orneklerine vorteks ve daha sonra spin yapildi.

5. Ornekler blok 1siticida 95°C’de 5 dk. denatiire edildi.
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6. Ornekler buz iizerine konuldu ve spin yapild.

7. Ticari olarak temin edilen hazir %10 tris-glisin poliakrilamit jel, dikey

elektroforez tankina yerlestirildi. Tank hazirlanan 1x yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

8. Birinci kuyucuga 7 pL protein standarti ve diger kuyucuklara da 20’ser pL
protein karisimi yiiklendi ve proteinlerin zarar géormemesi i¢in tankin etrafi buzla
kaplandi. 300 mA sabit olacak sekilde 30 dk. 70 V; 45 dk. 100 V; 45 dk. 125 V
kademeli yiikseltilerek yiirttiildii.

9. Jelde yiritiilmiis proteinler, 1slak aktarim yontemiyle 0,45 um PVDF
membranla sandvi¢ modelinde kaset iginde hazirlanarak tanka yerlestirildi. Tank
aktarim tamponuyla doldurularak, 100 V 350 mA 120 dk. siire ile aktarim islemi

gerceklestirildi. Proteinlerin zarar gormemesi i¢in tankin etrafi buzla kaplandi.

10. Bloklama i¢in membran kiiciik kap igerisinde 5 mL %5’lik yagsiz siit tozu
cozeltisi ile 1 saat oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edildi ve %5’lik yagsiz siit tozu

¢oOzeltisi dokiildi.

11. 5 mL primer antikor igeren ¢oOzelti, igerisinde membran bulunan kaba
konuldu ve 4°C’de gece boyunca ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Ertesi sabah 1,5

saat de oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edildi. Primer antikor iceren ¢ozelti atildi.

12. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak tizere %0,1’lik TBST

cozeltisi ile yikandi.

13. 5 mL sekonder antikor iceren ¢ozelti, igerisinde membran bulunan kaba
konuldu ve 1 saat oda sicakliginda calkalayicida cihazinda inkiibe edildi. Sekonder

antikor igeren ¢ozelti atildi.

14. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak tizere %0,1’lik TBST

cozeltisi ile yikandu.

15. Membranlar asetat kagitlar1 arasina koyularak western blot goriintiileme
(luminol) ¢ozeltisi eklendi, 5 dk. bekletildi ve goriintiilleme cihazinda 5 dk. sonrasinda

goriintiileme yapildi.

16. Elde edilen bantlar, her bir protein i¢in ‘striping’ islemi yapildiktan sonra
referans olarak  kullanilan B-aktin  proteinine goére kiyaslama yapilarak

degerlendirilmistir.



50

3.12.3.3. ‘Stripping’ Islemi

Deneyin esast

Baglanmig primer antikorun kimyasal ¢ozelti yardimiyla membran ile
olusturdugu bagin koparilmasiyla uzaklastirilarak membrana aktarilan proteinlere yeni
bir primer antikorun baglanmasini saglar. Boylece aym1 Orneklerde ilgili proteinin

referans proteine karsi kiyaslanmasi miimkiin olur.
Cozeltilerin hazirlanisi

‘Stripping’ tamponu: 15 g glisin ve 1 g SDS tartild1. Uzerine 800 mL deiyonize
su eklendi ve ¢oziindiiriildiikten sonra 10 mL Tween 20 eklendi. pH 2,2 olacak sekilde

ile ayarlandi. 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

Primer antikor ¢éozeltileri: Primer antikor (B-aktin) 1: 500 oraninda (Orn: 10 pL
antikor tizerine 5 mL %1°lik BSA ¢ozeltisi) %1°lik BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Sekonder antikor ¢ézeltileri: Sekonder antikor 1: 5000 oraninda (Orn: 1 pL
antikor tizerine 5 mL %1’°lik BSA ¢ozeltisi) %1°lik BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Deney protokolii

1. Daha oOnce protein aktarimi yapilarak primer antikor baglanmis membrana
ylzeyi kaplayacak kadar ‘stripping’ tamponu eklendi, 5-10 dk. calkalayicida inkiibe
edildi.

2. Tampon dokiildii, yeniden ‘stripping’ tamponu eklendi ve 5-10 dk.
calkalayicida inkiibe edildi.

3. Tampon dokiildii, ylizeyi kaplayacak kadar PBS (1x) eklendi ve 10 dk. siire
ile 2 kere calkalayicida yikanda.

4. PBS (1x) dokiilerek ylizeyi kaplayacak kadar %0,1’lik TBST c¢ozeltisi
eklendi, 5 dk siire ile 2 kere yikandi.

5. %5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek

bloklama yapildi.

6. Primer antikor (B-aktin, 1: 500) c¢ozeltisi ile 4°C’de gece boyunca
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Ertesi sabah 1,5 saat de oda sicakliginda

calkalayicida inkiibe edildi. Primer antikor igeren ¢ozelti atildi.
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7. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak iizere %0,1°lik TBST

cozeltisi ile yikandi.

8. 5 mL seckonder antikor igeren ¢ozelti, icerisinde membran bulunan kaba
konuldu ve 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida cihazinda inkiibe edildi. Sekonder

antikor igeren ¢ozelti atildi.

9. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak iizere %0,1’lik TBST

cozeltisi ile yikandi.

10. Membranlar asetat kagitlar1 arasina koyularak western blot goriintiileme
(luminol) ¢ozeltisi eklendi, 5 dk. bekletildi ve goriintilleme cihazinda 5 dk. sonrasinda

goriintiileme yapildi.

3.13. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak
“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi.  Tim
parametreler i¢in Oncelikle normalite testi ve varyanslarin homojenligi testi
uygulandiktan sonra, normal dagilim gdsteren veriler icin ‘Tek Yonlii Varyans’
(ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) analizi ile ¢oklu karsilastirma uygulandi. p<0,001 ve
p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



52

4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuclari

ZEA’nin HK-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi, hiicre canliliginin kantitatif
Ol¢iimiine dayanan MTT ve NRU testleri ile yapildi. MTT ve NRU testleri i¢in hiicreler,
ZEA ile 6 farkli konsantrasyonda ve 3’er tekrarli olacak sekilde maruz birakildi. Ayni

zamanda, testler farkl giinlerde 2 kez tekrarlandi.

MTT ve NRU testleri ile HK-2 hiicrelerinde 24 saatlik, 25; 50; 75; 100; 150 ve
200 uM konsantrasyonlarindaki ZEA maruziyetinin konsantrasyona karst % hiicre
oliimii grafikleri Sekil 4-1de gosterilmistir. HK-2 hiicrelerinde MTT ve NRU testlerine
gore ZEA i¢in ICso degerleri sirasi ile 133,42 ve 101,74 uM olarak belirlendi.
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Sekil 4-1: 24 saat 25-200 pM Kkonsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde MTT ve NRU testleri sonuglari

4.2. BrdU Hiicre proliferasyonu Testi Sonuglari

24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde BrdU testi ile kontrole kiyasla hiicre proliferasyonunda sirasiyla %2,1
oraninda anlamli olmayan azalma, %11,07 (p<0,05) ve %24,34 (p<0,001) oranlarinda
anlaml1 azalma tespit edildi (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arahiginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde % hiicre proliferasyonu (kontrole gore kiyasla) iizerine etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
**kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Flow Sitometri Analizi ile Sonuclar:

Analiz edilen hiicreler FSC/SSC grafiginde belirli alanlara diiser. Bu alandan
incelenecek hiicrelerin yeri belirlenerek kapilama yapilir. HK-2 hiicrelerinin FSC/SSC
grafigindeki dagilimi Sekil 4-3’te gosterilmistir.

LLLLLL

s

Sekil 4-3: HK-2 hiicrelerinin FSC-H/SSC-H kanalinda dagilimi.

24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde kontrole kiyasla ROS seviyelerinde 1, 10, 50 uM konsantrasyonlarda ZEA
maruziyeti ile sirasiyla %27,69 (p<0,05); %064,25 (p<0,001) ve %103,82 (p<0,001)
oraninda anlamli artis bulundu (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde %ortalama fluoresans siddetine (% MFI, kontrole kiyasla) etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.4. DNA Metilasyonu Sonuclari
Global 5-mC igeriginin kantitatif tayini 5-mC Eliza kit ile gerceklestirildi.
Boliim 3.10.3’te anlatildigr sekilde %5-mC miktar: kit ile temin edilen standartlar ile

hazirlanan standart egri tizerinden hesaplandi (Hata! Basvuru kaynag bulunamada.).

24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde %5-mC seviyeleri Sekil 4-5’te gosterilmistir. %5-mC seviyeleri kontrol
grubuna kiyasla 1, 10, 50 uM ZEA maruziyeti yapilan hiicrelerde sirasiyla %31,75;
%40,69; %38,08 oraninda anlamli artis olarak belirlendi.
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Sekil 4-5: 5-mC standardina ait kalibrasyon egrisi.



55

% 5-mC

* *
*
4 -
3
2
1 -
0 T T T
10 50

Kontrol 1
ZEA maruziyeti (uM)

Sekil 4-6: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arali@inda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde %5-mC seviyeleri

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOV A-Post Hoc Dunnet testi).

24 saat 1, 10 ve 50 pM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicreleride DNMT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1, 10 ve 50 uM ZEA
maruziyeti yapilan hiicrelerde sirastyla 3,54; 3,62 ve 3,45 (p<0,05) kat anlaml artig
tespit edildi.

.. DNMTI
* *
4 *
El
B3
E
g2
A
m ] -
{] T T T 1
Kontrol 1 10 50

ZEA maruziyeti (pM)

Sekil 4-7: 24 saat 0-50 pM Kkonsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde DNMT1 genine ait relative ekspresyon seviyeleri

Tiim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli lgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicreleride MGMT geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1, 10 ve 50 uM ZEA
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maruziyeti yapilan hiicrelerde sirasiyla 3,36 (p<0,05); 6,05 (p<0,05) ve 8,36 (p<0,001)
kat anlaml1 artig tespit edildi.
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Sekil 4-8: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arali@inda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde MGMT genine ait relative ekspresyon seviyeleri

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.5. Oksidatif Hasar Genlerinin Ekspresyonlari
Tez ¢alismasinda oksidatif hasar ile iliskili genler (Nrf2, Hsp70, a-GST, HO-1)
ve L-Fabp c¢aligildu.

L-Fabp: 24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti yapilan
HK-2 hiicrelerinde L-Fabp ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1, 10 ve 50 uM
konsantrasyonlarda sirasiyla %43,8 (p<0,001); %150,56 (p<0,001) ve %28,28 (p<0,05)

oraninda anlamli azalma tespit edildi.
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Sekil 4-9: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde L-Fabp ait relative ekspresyon seviyeleri

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

Nrf2 Geni: 24 saat 1, 10 ve 50 pM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti
yapilan HK-2 hiicrelerinde Nrf2 Geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1, 10 ve
50 uM konsantrasyonlarda anlamli diizeyde degisiklik gézlenmedi.
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Sekil 4-10: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde Nrf2 ait relative ekspresyon seviyeleri

Hsp70 Geni: 24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti
yapilan HK-2 hiicrelerinde Hsp70 Geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1 ve 10
uM konsantrasyonlarda anlamli degisiklik gézlenmez iken, 50 pM konsantrasyonda ise

23,89 kat (p<0,001) anlaml artis tespit edildi.
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Sekil 4-11: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde Hsp70 genine ait relative ekspresyon seviyeleri

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

a-GST Geni: 24 saat 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti
yapilan HK-2 hiicrelerinde a-GST geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1 uM
konsantrasyonda sirasiyla 3,72 kat anlamli olmayan artis, 10 ve 50 pM
konsantrasyonlarda ise sirasiyla 13,82 (p<0,05) ve 38,67 (p<0,001) anlamli artis tespit
edildi.
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Sekil 4-12: 24 saat 0-50 M konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde a-GST genine ait relative ekspresyon seviyeleri
Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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HO-1 Geni: 24 saat 1, 10 ve 50 pM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti
yapilan HK-2 hiicrelerinde HO-1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 1, 10 ve
50 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 1,35 (p<0,05); 1,41 (p<0,05) ve 1,81 kat (p<0,001)
anlaml artis tespit edildi.
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Sekil 4-13: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde HO-1 genine ait relative ekspresyon seviyeleri

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05 (ANOV A-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkl p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.6. Western Blot Sonuclari

ZEA maruziyeti sonucu Hsp70 icin western blot yontemiyle yapilan protein
analizinden elde edilen membran goriintiisii Sekil 4-14’te verilmistir. 24 saat 1, 10 ve 50
uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti yapilan HK-2 hiicrelerinde Hsp70 protein
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 1,2 kat (p<0,05), 1,24 kat (p<0,05) ve
1,5 kat (p<0,001) anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-15).

Kontrol 1puM 10puM 50 uM

Sekil 4-14: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde Hsp70 western blot membran goriintiisii.
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Sekil 4-15: 24 saat 0-50 pM konsantrasyon arahginda ZEA maruziyeti yapilan HK-2
hiicrelerinde Hsp70 protein ekspresyonuna relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).

* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde siklikla kullanilan pek ¢ok f{iriin endokrin bozucu olarak
adlandirilan kimyasal maddeleri igermektedir ve son yillarda bu kimyasal maddelerin
olas1 toksik etkilerine iliskin ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Endokrin bozucu
mikotoksinlerden biri olan ZEA’nin, su ve giinlik yasamda tiiketilen tahil iceren gida
tirtinlerinde bulundugu bununla birlikte 6zellikle insan tireme sistemi ve gelisimi igin
onemli risk olusturdugu bildirilmektedir (EFSA, 2011). Dolayisiyla, 6zellikle gidalar ile
siklikla maruz kalinan miktoksinlerden biri olan ZEA’nin risk degerlendirme

calismalarinda toksik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ihtiyact dogmaktadir.

ZEA gibi pek ¢ok Fusarium toksini gida ve hayvan yemlerinde yaygin olarak
bulunur ve insan, hayvan ve bitkilerde gesitli hastaliklara sebep olabilir (Lattanzio ve
ark., 2012). ZEA ile kontamine olmus tahil iirlinlerinin ticareti de diinya genelinde
dagilim gosterir (Zinedine, 2007). Insan ve hayvanlarda ZEA maruziyeti ZEA ve
metabolitleriyle kontamine olmus tahillarin tiiketimi ile gergeklesebilir. ZEA, memeli
Ostrojen reseptoriine kompetitif olarak baglanarak hiperdstrojenizim ve ilireme sistemi
bozuluklarina sebep olur (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). Ayrica, ZEA’ nin gelisimsel
toksisite, immiinotoksisite ve genotoksisite gibi toksik etkileri de raporlanmistir
(Zinedine ve ark., 2007). IARC tarafindan Grup 3 karsinojenler (kanserojen olarak
siiflandirilmayanlar) grubuna dahil edilmistir (IARC, 2016).

Tez caligmasinda ZEA’nin doza bagli olarak gelisen toksisitesinde, oksidatif
hasar ve nefrotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, ZEA’nin
insan bobrek hiicrelerinde (HK-2) sitotoksisitesi, ROS ve lipit peroksidasyonu gibi
oksidatif hasar belirteglerinin incelenmesi, HO-1, L-Fabp, a-GST, Hsp70, Nrf2 gibi hem
oksidatif hasar hem de nefrotoksisite ile ilgili genlerde gen ve protein diizeyinde

ekspresyonlari ilizerine etkileri arastirilmistir.

ZEA’nm HK-2 hiicre dizisinde hiicre canlilig1 iizerine etkilerini degerlendirmek
icin MTT ve NRU testleri yapildi. ZEA’nin HK-2 hiicrelerinde 1Cso degerleri sirastyla
MTT testi i¢cin 133,42 uM NRU testi i¢in 101,74 uM olarak saptandi. Benzer sekilde;
Sang ve ark. (2016) insan bobrek epitel hiicreleri (HEK-293) tizerinde 3-300 uM ZEA
maruziyeti ile yaptiklart hiicre canlilig1 testinde ciddi bir diisiis tespit edip, ZEA i¢in
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ICso degerini 80 uM olarak hesaplamislardir. Karaman ve Ozden (2018) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada insan Karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) MTT ve
NRU testlerinde ICso degerleri ZEA igin sirastyla 143,35 ve 60,45 puM olarak
bildirilmistir. EI Golli Bennour ve ark. (2009)’nin HepG2 hiicrelerinde yaptigi bir
calismada, 24 saat 0-120 uM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti sonucu ICsg
degeri 110 uM olarak tespit edilmistir. Bagka bir karaciger hiicre dizisi olan CCL13
hiicrelerinde ise 24 saat siire ile 0-200 uM konsantrasyon araliginda ZEA maruziyeti
sonucu ICso degeri 100 uM olarak belirlenmistir (Lee ve ark., 2013). Cesitli hiicre
hatlarinda ZEA’nin ICso degerlerinin tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara benzer

oldugu gosterilmistir (Tatay ve ark, 2014; Venkataramana ve ark., 2014).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar ZEA’nin 0,1-10 nM araliginda farkh
konsantrasyonlarda cesitli hiicre tiplerinde hiicre proliferasyonunu stimiile ettigini
gostermistir (Lecomte ve ark., 2017). Ancak, ZEA’nin hiicre canliligini inhibe edip,
apoptoz ve nekroz dahil hiicre 6limiinii indiikledigini gosteren pek ¢ok calisma da
bulunmaktadir. Sertoli hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 24 saatlik 15-60 uM ZEA
maruziyetinde hiicre canliliginda ciddi bir diisiis goriilmistiir (Zheng ve ark., 2016). Tez
calismasinda HK-2 hiicrelerinin 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda 24 saat boyunca
ZEA maruziyetine birakilmalari sonucunda BrdU hiicre proliferasyonunun %?2,1;
%11,07 (p<0,05); %24,34 (p<0,001) oraninda azaldigi gériilmistiir. ZEA’nin gesitli in
vitro ¢aligmalarda doza bagimli bir sekilde hiicre proliferasyonunun azalmasina neden
oldugu bildirilmistir (Hou ve ark., 2015; Obremski ve Poniatowska-Broniek, 2015;
Wang ve ark., 2018; Zheng ve ark., 2018). Fakat, Karaman ve Ozden tarafindan
gergeklestirilen caligmada ise HepG2 hiicrelerinde 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda
24 saat boyunca ZEA’ya maruziyet ile kontrole kiyasla relatif hiicre proliferasyonunun

strasiyla %7,2, %20,59 ve %41,71 oranlarinda arttig1 bildirilmistir.

In vitro ve in vivo kosullarda oksidatif hasarm ZEA toksisitesinin ana
yollarindan biri oldugu gorilmiistiir (Abid-Essefiet ve ark., 2004; Fleck ve ark., 2012;
Gao ve ark., 2013; Marin ve ark., 2013). Tez ¢alismasinda ZEA’nin ROS iizerindeki
etkileri DCFDA yontemi ile flow sitometri kullanilarak ol¢tilmiistiir. 1, 10 ve 50 uM
konsantrasyonlarda 24 saat boyunca ZEA maruziyetine birakilan HK-2 hiicrelerinde
strastyla %27,69 (p<0,05); %64,25 (p<0,001) ve %103,82 (p<0,001) oraninda anlamli
artis bulunmustur. Diger ¢aligmalarda da ZEA ve metabolitlerinin DNA hasarma yol
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aclp, ROS firetimini arttirdiklari gosterilmistir (Fleck ve ark., 2012; Tatay ve ark.,
2016; 2017). So ve ark. (2014) insan bronsiyal epitel hiicreleri {izerinde ZEA maruziyeti
yaptiklar1 bir ¢alismada ZEA’nin hiicre 6liimiinii, oksidatif stresi ve ROS olusumunu
indiikledigini gostermislerdir. Bu sebeple tez galismasinda ZEA’nin oksidatif hasar ile
iliskili genlerden L-Fabp, Nrf2, Hsp70, o-GST ve HO-1 gen ckspresyon diizeyleri de
Olgiilmistiir. Bunun sonucunda, L-Fabp gen ekspresyonunda anlamli bir azalma
goriilirken, Hsp70, a-GST ve HO-1 genlerinin ekspresyonlarinda anlamli artiglar
goriilmiistiir. Nrf2 geninde ise anlamli bir degisiklik 6l¢iilmemistir. Ayrica, Hsp70 igin
western blot yoOntemiyle yapilan protein ekspresyon analizinde ise anlamli artis
Olciilmiistiir. Is1 soku proteinlerinin stres kosullarina cevap verme konusunda kritik bir
rol oynadig1 ve hasar sonrasi bobrekte asir ifade edildigi gosterilmistir (Schober ve ark.
1997). Tez ¢alismasindaki sonuglar ile uyumlu olarak ZEA’nin farkli hiicre dizilerinde
ROS olusumuna ve Hsp70 ekspresyonunda artisina neden oldugu cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Abid-Essefi ve digerleri, 2003; Hassen ve digerleri, 2005, 2007; El Golli
Bennour ve digerleri, 2009; Lee ve digerleri, 2013). Ayrica, elde edilen bulgulara
benzer sekilde gesitli nefrotoksik maddelere maruziyetin primer insan proksimal tiibiiler
epitel hiicrelerinde HO-1 gen ekspresyonu seviyelerinde énemli artiglara sebep oldugu
gosterilmistir (Zager ve ark., 2012; Adler ve ark., 2016). Proksimal tiibiillerde L-fabp
ekspresyonunun bilinen nefrotoksik maddelere maruziyet ile belirgin sekilde yiikseldigi
bildirilmistir (Matsui ve ark., 2011). Fakat tez calismasinda ZEA maruziyetinin HK-2
hiicrelerinde L-fabp ekspresyon seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir. Segilen bu
genlerin bobrek toksisitesinde idrarda saptanabilecek ©Onemli biyogostergeler oldugu
rapor edilmis olup (Hoffmann ve ark., 2010 Andreucci ve ark., 2017), tez ¢alismasi ile
de bu genlerin in vitro kosullarda da bobrek hiicrelerinde kullanilabilecek onemli

biyogdstergeler olabilecegi gosterilmistir.

ZEA toksisitesinde epigenetik mekanizmalarin roliiniin arastirilmasi amaciyla
global DNA metilasyonu ve DNA metilasyonunda rol oynayan gen diizeyleri
Olgtilmistiir. 1, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda 24 saat ZEA maruziyeti ile HK-2
hiicrelerinde global DNA metilasyonunda anlamli bir artis tespit edilmis olup, DNMT
ve MGMT genlerinin ekspresyon diizeylerinde de anlamli bir artigin ortaya ¢iktigi rapor
edilmistir. ZEA’ nin toksisitesinde epigenetik mekanizmalar ¢cok fazla ¢alisiilmamais olup,
benzer sekilde Karaman ve Ozden (2018) tarafindan yapilan ¢alismada ZEA’nimn
HepG2 hiicrelerinde 1-50 uM konsantrasyonlarda global DNA metilasyonunda artiga
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sebep oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, fare oositlerinde ZEA’nin gelisim iizerine
etkilerini incelemek amaciyla, 12 saat siire ile 10 ve 50 puM konsantrasyonlarda
ZEA’nm %5-mC seviyesinde onemli artisa neden oldugu gosterilmis, ancak DNA
metiltransferazlarin (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L) mRNA seviyelerinin
kontrole kiyasla degismedigi rapor edilmistir (Zhu ve ark., 2014). Han ve ark. (2015)
tarafindan yapilan bir calismada, domuz oositlerinde 30 saat siire ile 0-30 uM
konsantrasyon araliginda ZEA’nin %5-mC seviyesinde doza bagl olarak anlamli artisa
neden oldugunu, bu sonuglarla tutarli olarak DNA metiltransferazlarin (DNMT3a ve

DNMT3b) mRNA seviyelerinde de anlamli artis oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak, tez ¢alismasindan elde edilen veriler de géz oniine alindiginda
ZEA’nin ROS olusumunu tetikledigi, oksidatif hasarda rol oynayan genlerin (HO-1,
Hsp70 o-GST, L-Fabp) ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, ZEA’nin
bobrek hiicrelerinde global DNA metilasyonu lizerinde de bir takim degisikliklere sebep
olabilecegi gosterilmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglarin, risk degerlendirme
stirecinde ZEA’nin yaninda diger endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya
cikan anahtar molekiiler mekanizmalarin daha 1iyi anlagilmasina katki saglamasi

beklenmektedir.
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