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1. GIRIS ve AMAC

Glinliik hayatimizda siklikla tiikettigimiz bircok gida maddesinde cesitli
kiifler gelisebilmekte ve bunlar g¢esitli toksik metabolitler olusturmaktadir. Kiifler,
uygun kosullarda islenmis veya islenmemis gidalarda ¢ogalarak bir yandan iirliniin
nitelik ve niceligini degistirip bozulmasina neden olarak ekonomik kayiplara
sebebiyet verirken, diger yandan da insan sagligi lizerinde olumsuz etkilere sahip
toksik maddeleri olusturarak halk sagligin1 ciddi anlamda tehdit etmektedir. Bu
toksik metabolitler insan ve hayvanlarda kanserojen, mutajenik, teratojenik,
aterojenik ve Ostrojenik etkiler gibi akut ve kronik etkilere neden olabilmekte ve

mikotoksin olarak adlandirilmaktadir (1, 2).

Mikotoksinler; baslica Aspergillus, Penicillium, Fusarium gibi mantar
cinslerinin belirli nem ve 1s1 kosullarinda olusturduklari, diisiik molekiiler agirlikli,
cok cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinler olup insan ve hayvanlarda, latent,
subakut veya kronik toksikasyonlara neden olan sekonder metabolitlerdir (3-5).
Yetisme siireci, hasat, isleme sirasi, depolama evresi gibi iiretimden tiiketime kadar
tim evrelerde gidalara bulasabilir veya gidalarda geligebilirler. Toksin riskinin
bulagsmasi bakimidan hayvanlar dogrudan tehlike tasiyan faktorler olabildigi gibi,
yasamdaki biiylime siirecinde veya tliketim esnasinda dogal biyodongii ile baglantili
olarak toksik maddelerin tiiketiciye gecisinde etken faktor olabilmektedirler (3, 6).
Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yemlerin tiiketilmesiyle ortaya cikan

hastaliklar mikotoksikozis olarak adlandirilmaktadir (5).

En sik karsilasilan mikotoksinler; aflatoksinler, okratoksin, trikotesen,
zearalenon, patulin ve fumonisin olarak siralanabilir. Son yillarda gidalardan
kaynaklanan bu toksik maddelerin organizma {izerindeki zararli etkileri
aragtirmacilar tarafindan siklikla ve biiyiikk bir 6nemle calisilmaktadir (5, 7, 8).
Okratoksinler (A, B ve C), Aspergillus ve Penicillium mantarlarinin sekonder
metabolitleri olup 0Ozellikle A formu insan ve hayvanlarda en zararli etkiyi
gostermektedir (9). Insan saglhig: iizerindeki tiim bu olumsuz etkilerinden dolayi
Okratoksin A (OTA), Uluslararas1 Kanser Aragtirma Kurulusu (IARC) tarafindan
muhtemel karsinojen olarak gruplandirilarak “Grup IIB” sinifina dahil edilmistir

(10). Okratoksin A, bir taraftan dolayli olarak karsinojenik etkileri nedeniyle



epigenetik karsinojen olarak adlandirilmasina karsilik (11) diger taraftan da DNA’ya
baglanabilmesi nedeniyle dogrudan karsinojen olarak kabul edilmektedir (5). Son
yillarda OTA’nin toksik ve karsinojenik etkilerini agiklamay1r amaglayan bir¢ok
calisma yapilmistir. OTA’nin genotoksik etkisi, kanser gelisimindeki rolii ve bu
yondeki hiicresel mekanizmalar1 giiniimiizde halen devam eden 6nemli bir tartigsma
konusudur. Birgok arastirmaci grup OTA nin genotoksik oldugu sonucuna varmistir.
Ancak diger baz1 gruplar, karsinojenitenin direkt olarak genotoksik mekanizmalar
araciligiyla gelismedigini, ancak oksidatif stres gibi indirek mekanizmalar

araciligryla ortaya ¢iktigini belirtmektedir (5, 12-14).

Tiketilen besinlerle viicuda alman OTA’nin emilimi, Ozellikle ince
bagirsaklar olmak tlizere gastrointestinal sistemde gerceklesir. Emilim sonrasinda kan
yoluyla viicuda dagilan OTA, diisiik miktarlarda karaciger, kas ve yag doku gibi
cesitli hiicrelerde birikmektedir (15). Ancak birgok klinik ve deneysel g¢alisma
verileri OTA’nin baslica hedef organinin bobrek oldugunu vurgulamaktadir.
Bobreklerde OTA’ya 6zgii 6zel tasiyicilar bulundugu ve bu nedenle birikimin en

fazla bu dokuda gergeklestigi diistiniilmektedir (5, 15-17).

Bobrekteki  olumsuz  etkilerinin  yan1 swra OTA ayni zamanda
hepatonefrotoksik, genotoksik, teratojenik ve immiinosiipresif etkilere sahiptir (11,
18, 19). Veriler OTA’nin hiicrede, sinyal ileti yolaklarinda, DNA ve protein
sentezinde, lipid peroksidasyonunda, glikoneogenezde, mitokondriyal
fonksiyonlarda, apoptotik ve otofajik yolaklarda, DNA tamir mekanizmasinda ve

hiicre dongiisiinde degisikliklere neden oldugunu gostermektedir (5, 9, 17, 20-25).

Okratoksin A, hiicrenin en Onemli anahtar diizenleyicilerinden olan hiicre
dongiisinde G1/S, S ve G2/M kontrol noktalarinda bulunan mediyatorler ile
etkilesime girerek degisikliklere neden olmaktadir (18, 22, 24, 26, 27). Bilindigi
tizere DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisi, G1/S, S ve G2/M Kkontrol
noktalarinda durdurulur, tamir i¢in hiicreye zaman kazandirilir ve tamirde gorevli
genlerin transkripsiyonu hizlandirilir. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde, siklin bagimli
kinazlar (Cdk) ve siklinler birlikte aktivite gostermekte olup, hiicre dongiisiiniin ilk
kontrol noktast olan G1 evresinde siklin D-Cdk4/Cdk6, S evresinde siklinE-
Cdk1/Cdk2 ve siklinA-Cdk1/Cdk2, daha sonraki G2 evresinde siklinA-Cdkl ve M



evresinde ise siklinB-Cdk1 gorev almaktadir (28-31). Hiicre dongiisiiniin kontroliinii
saglayan siklinler ve siklin bagimli kinazlar1 da kontrol eden daha iist mediyatorler
bulunmaktadir. Bunlar, biiylime faktorleri, p53, Myc, TGF-beta, Ras, E2F gibi sinyal
proteinleridir. Hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayan tiim bu mekanizmalarda
meydana gelen diizensizlik genomik kararsizliga, anormal hiicre proliferasyonuna ve

hatta karsinogenezin baglamasina sebep olmaktadir.

p53, hedef genlerde transkripsiyonun aktive edilmesinde veya
baskilanmasinda gorev alan, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptoz, hiicre
metabolizmasi ve yaglanmasini igeren hiicresel isleyisin diizenlenmesinde merkezi
rol alan bir transkripsiyon faktoriidiir. pS3 geni normal hiicrelerin malign hiicreye
dontismesinde kritik bir dneme sahiptir ve inaktivasyonu bir¢ok kanser tipinin
gelismesine neden olmaktadir (32, 33). Bu yiizden p53 aktivitesinin diizenlenmesi
hem normal hiicrelerin biiyiimesinde hem de tiimoriin baskilanmasinda kritik bir
Ooneme sahiptir. p53 hiicre biliylimesi baskilanmasinda etkili olup hiicre dongiisiiniin
duraklatilmasindaki mekanizmalarda kritik bir role sahiptir. p53, hiicre dongisiiniin
GO/G1 evresinde rol alan bir¢ok siklin bagimli kinazin islevini engelleyen p21
proteininin  ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin transkripsiyonunu uyararak
diizenlemekte ve boylece p21 proteini aracilifi ile hiicre dongiisiinii G1 asamasinda
durdurmaktadir. p53 ayrica, mitoz boliinme i¢in gerekli proteinleri kodlayan c-myc
ve c-fos gibi genlerin transkripsiyonlarini diizenleyen E2F transkripsiyon faktorii ile
fiziksel olarak etkileserek hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda da rol

almaktadir (34).

Yapilan caligmalarda ¢esitli hiicre tiplerinde OTA ’nin hiicre dongiisiinii G1, S
ve G2 evrelerinde duraklatarak hiicre dongiisiinii 6nemli derecede etkiledigi ifade
edilmistir (18, 22, 24, 26, 27). Ancak hiicre dongiisiinii kontrol eden birgok {ist
diizenleyici oldugu g6z oOniine alindiinda OTA’nin bu etkisinin hangi st
mekanizma araciligiyla oldugu, hiicre dongiisiiniin list seviyedeki kontroliinii
saglayan hangi anahtar mediyatorleri araci olarak sectigi yoniinde net bir molekiiler
mekanizma hala tam olarak ag¢iklanamamigtir. Bu mekanizmayr aydinlatmak
amaciyla hipotezimizi, OTA’nin hiicre dongiisiinii durdurucu etkisini hiicre
dongiisiinlin kontroliinde kritik role sahip olan p53 araciligi ile yapip yapmadigin

arastirmak iizerine kurduk.



2. GENEL BILGILER

2.1. OTA’min Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Okratoksin A, 1965 yilinda van der Merwe tarafindan Aspergillus ochraceus
Wilh. mantar tiiriiniin toksik metaboliti olarak kesfedilmistir (35). OTA bazi
Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan olusturulan, yaygin bulunan, en 6nemli

ve zararli mikotoksinlerden biridir (7, 21).

OTA, dihidroizokumarinik halka ve bu halkaya peptid (amid) bagiyla

baglanmis bir molekiil olan L-fenilalaninden olusmaktadir (9, 17).
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Sekil 2.1. Okratoksin A’nin Kimyasal Yapisi

Beyaz kristal toz seklinde, kokusuz, 1siya dayanikli, suda zayif ¢oziinen bir
yapiya sahip olan OTA, orta sicaklik derecelerinde stabildir ve kaynatma, firinlama,
kizartma ya da fermantasyon gibi pek ¢ok gida prosesi sirasinda belli bir dereceye
kadar bozulmadan kalabilmektedir. OTA, 121°C’de 3 saat otoklavlama islemine
kars1 direng gostermekte, 250°C’de bile ancak kismi olarak parcalanmaktadir (2, 9).
Sicaklik, su aktivitesi, substrat kompoziyonu, uygun hava kosullar1 ve iklim, gida
icerigine uygun olmayan paketleme yontemleri besinlerde toksinin ortaya ¢ikmasina
etken faktorlerdir. Mikrogevreye bagli olarak OTA, non-iyonik, monoanyonik
(OTA) ve dianyonik (OTA?) formlarda bulunabilmektedir (9).

Okratosin A, tahillar (misir, bugday, arpa, yulaf, cavdar), baklagiller, kiimes
hayvanlar iiriinleri, siit ve siit tirlinleri, kurutulmus gidalar, baharatlar, ¢ay, kahve,
kakao, sifali bitkiler, bira, sarap gibi ¢ok cesitli gida maddesinde yaygin olarak

bulunmakta ve siirekli maruziyeti insanlarda ciddi saglik sorunlarina neden



olmaktadir (9, 22, 23). Bu nedenle OTA’dan kaginmak neredeyse imkansiz hale
gelmistir ve giiniimiizde kiiresel bir endise olarak karsimiza ¢ikmaktadir (22, 36).
IARC (1993) bircok hayvan calismasindan elde edilen karsinojenite verilerine gore
OTA’nin Grup 2B insan karsinojeni olabilecegini bildirmistir (10). Yiiksek siklikla
OTA maruziyetinin insanlarda kansere kadar varan bir¢ok saglik problemini

beraberinde getirdigi belirtilmektedir (7).

2.2. OTA’nin Emilimi, Dagilimi, Metabolizmasi ve Atilimi

2.2.1. Emilim

Okratoksin A ozellikle ince bagirsak olmak {izere gastrointestinal sistemin iist
kismindan emilmektedir. Toksinin emilim miktari tiire bagl olarak degismektedir.
Insanlarda yaklasik %93’liik kismi agizdan alimarak etkisini gostermeye baslarken,
deney hayvanlarinda ise non-iyonik ve mono anyonik formlar1 6zel tasiyici

mekanizmalar olmaksizin mide ve jejenumda emilmektedir (9).

Farkli hayvan modelleri kullanilarak OTA’nin toksik etkileri ve toksinin
organizmadaki ana hedefleri gesitli ¢alismalarla belirlenmistir. Karaciger, immun
sistem ve beyin hiicrelerinde olan etkilerine ragmen OTA’nin hedef dokusunun
bobrek oldugu tespit edilmistir. Bobreklerdeki bu  hassasiyetin  OTA
toksikokinetiginin sonucu olarak ortaya ciktig1 bildirilmektedir. Bobrek dokularinda
kan akisinin oldukca yiliksek olmast OTA’nin diger organlara gore daha fazla
bobrekte dagilmasina sebep olmaktadir. Serbest OTA proksimal tiibiillerde salinip
daha sonra tekrar proksimal tiibiillerden ve ¢ikan Henle kulpundan reabsorbe
edilmektedir. Bu toksikokinetik 0Ozellikler sonucunda en yiiksek toksik
konsantrasyonun papilla ve i¢ medullada gozlendigi ve buna bagl olarak bobrek

dokusunda OTA’nin biriktigi belirtilmektedir (17).

OTA’nin toksikokinetigi daha ayrintili olarak incelendiginde; gastrointestinal
sistem tarafindan absorbe edildikten sonra OTA birincil olarak dolasim sisteminde
alblimine baglanmakta ve yarilanma Omrii albiimin tarafindan belirlenmektedir.
Alblimin dolasim sisteminde % 60 oraninda en bol bulunan plazma proteini olup

yiiksek bir afiniteyle OTA’y1 baglamaktadir. Bu nedenle dolasim sisteminde OTA



%99,8 albiimine bagli olarak bulunmaktadir (9). OTA’nin insanlarda kanda
yarilanma omrii 853.2 saatten fazla olarak tespit edilmistir. Saglikli populasyonlarda
OTA’nin plazma konsantrasyon aralig1 ylizlerce pmol/L’den birkag nmol/L’ye kadar
degisebilirken, endemik bolgelerde ise 100 nmol/L’yi agmaktadir. Albiimine
baglanmas1 nedeniyle OTA, diisiik oranda glomeriiler filtrasyon gecirse bile, bir
kismi yeniden absorbe edilir ve bu durum bobrek tiibiil hiicrelerinde toksinin
birikmesine neden olur (9, 17). Bu mekanizma; OTA’nin, nefronun post-proksimal
kisminda kismi olarak reabsorbe olmasi ve ozellikle ¢ikan Henle kulpunda ve
kanallarda  birikmesi sonucu proksimal tiibiill limeninde serbest OTA
konsantrasyonunun seruma gore 10 kat daha fazla olmasi ile de agiklanmaktadir.
OTA tarafindan olusturulan nefrotoksik degisikliklerin siklikla proksimal tiibiillerden
olusan bobregin kortikal boliimiinde gerceklestigi belirtilmistir. Bununla birlikte,
reabsorbsiyon sonucu taginmada kanal hiicrelerinde birikme ve salgi tasinmasi gibi
iki ana basamak, OTA’nin proksimal tiibiil hiicrelerinde yogun bir sekilde
bulunmasina ve toksisiteside proksimal tiibiil hiicrelerinin hedef olmasina neden
olmaktadir. Heniiz agiklanamayan bircok morfolojik degisikligin de proksimal
tiibiillerle iliskili oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle OTA’nin bobrege 6zgii toksik

etkisini agiklamada toksikokinetik mekanizma 6ne ¢ikmaktadir (17).

OTA insan ve hayvanlarda tubular-interstitial nefropatiye sebep olmasinin
yant sira insanlarda endemik nefropati gelisimine de neden olan etiyolojik ajanlardan
biri olarak degerlendirilmektedir. Toksin nefron fonksiyonlarini, renal kan akisini,
glomeriiler ve tiibliler fonksiyonlar1 etkileyerek degisiklige neden olmaktadir.
OTA’nin ana hedefi proksimal ve distal tiibiillerdeki epitelyal hiicreler ve interstitial
hiicrelerdir. Proksimal tiibiillerdeki orta (S2) ve terminal (S3) bolgeler OTA nin

toksik etkilerine karsi en hassas bolgeler olarak belirtilmistir. (21)

2.2.2. Dagilhim

OTA’nin doku dagilimi toksin miktari, beslenme sekli, diyet igerigi ve
organizmanin sagligi gibi bircok faktére baglidir. Hedef dokulari bobrek ve
karaciger, iskelet kasi, yag doku ve beyin olarak belirtilmektedir. Bobrek ve

karaciger dokusunun maruziyeti 6zel transport mekanizmalarina sahip olmalari ile de



aciklanmaktadir. Bobreklerde organik anyon tasiyicilart (OAT) ve karacigerde
organik anyon tastyici polipeptidler (OATP) OTA’nin hiicresel alimindan sorumlu
baslica molekiiler yapilardir. Bazolateral OAT’ler OTA’nin kandan bobrek tiibiil
hiicrelerine alinimindan sorumlu tutulurken, apikal OAT4 ise iiriner reabsorbsiyonu
gerceklestirerek OTA’nin tekrar bobrek tiibiil hiicrelerinde birikmesine neden
olmaktadir. Bobrege 6zgili bazi OATP’ler de OTA’nin hiicresel aliminin bir kismini

gerceklestirmektedir (9).

OTA’nin plesantaya gecis mekanizmasi ¢ok az bilinmesine karsilik aktif
transport ile plesantaya gectigi ve anneye oranla fetiis kaninda iki kat daha fazla
toksinle karsilagildigi bildirilmektedir (37). Fetal kan, maternal kan dolasimindan
renal proksimal tiibiiller ve intestinal epitel hiicreleri gibi tasinma yolagindaki araci
tastyicilar olan polarize hiicreler tarafindan ayrilmaktadir. Genetik, g¢evresel ve
patolojik faktorlerin plesantal OTA tasinmasinda etkili oldugu ¢alismalarda
belirtilmektedir (15, 38).

2.2.3. Metabolizma

OTA’nin metabolize oldugu baslica organlar karaciger ve bobrektir. OTA,
portal ven araciligiyla karacigere ulasarak burada Faz I ve Faz II enzimleri tarafindan
metabolize edilebilmektedir. Faz I tip reaksiyonlar en ¢ok sitokrom p450 ailesi ile
iligkilidir. Organik anyon tasiyict polipeptid 1 (OATP1) iizerinden hepatositlere
gelen OTA, Faz | reaksiyonlar sonucunda sitokrom p450 enzimi sayesinde hidroksile
edilerek daha az toksik etkiye sahip Okratoksin a’ya (OTa; 5- kloro-8-hidroksi-3-
metil-1-okso-3,4-dihidroizokromen-7-karboksilikasit) dontismektedir (15). OTA’nin
baslica metabolitleri ¢ok diisiik toksisite gostermekle beraber bazi metabolitleri ise
toksik degildir. Bagirsaklarda OTA’nin bir kismi proteolitik enzimler ve bakteriyal
mikroflora enzimleri tarafindan Okratoksin o’ya hidrolize edilmektedir. Alkali
kosullarda ise OTA’nin lakton halkas1 ag¢ilir ve bunun sonucunda oldukga toksik bir
bilesik olan lakton-acik OTA (OP-OA) olusur. OTA’nin mikrozomal oksidasyon
iriinii  toksisitesi daha diisiik olan 4-hidroksiokratoksin A (4-OH-OTA) iken,
toksisitesi diisiik olan diger metabolit ise 10-hidroksiokratoksin A (10-OH-OTA)’dur.

Buna ek olarak, OTA’nin hidroksil metabolitleri olusumunda farkl tiirlerin etkili



oldugu gozlenmistir. Bunun disinda OTA’nin deklorasyonu sonucu daha az
genotoksik olan Okratoksin B’ye doniistiigiinii belirtilmektedir. Faz | sonucunda
hidroksile olmus OTA, Faz II reaksiyonlar ile de siilfat, glukonat, glutatyon, metil,
asetil gibi maddeler ile konjuge edilerek polar hale getirilir ve bdylece idrarla atilimi

saglanir (9).

2.2.4. Atillm

OTA, kiimiilatif toksik etkiye sahip absorbsiyonu hizli ancak atilimi yavas
olan bir bilesiktir. Tiim tiirlerde plazmadan toksinin uzaklastirilmasinda hem fekal
hem de idrar yoluyla atilim nemli rol oynamaktadir (15). OTA’nin albiimine gii¢lii
baglanmasi nedeniyle glomeriiler filtrasyonla atiliminin 6nemsenmeyecek kadar az
oldugu belirtilmektedir. Birincil olarak atilimin tiibiiler sekresyonla gerceklestigi
gozlenmektedir. Toksinin tiibiiler geri emilimi OTA’nin hiicre i¢i birikmesinde
kismen de olsa sorumlu tutulmaktadir. In vivo ve in vitro ¢aligmalar organik anyon
tastyicilarinin hiicre i¢i OTA birikimindeki nemini vurgulamaktadir. Insanda
bobreklerde OAT]I, karaciger ve beyinde OAT3 OTA’nin kandan dokuya gegisinde
aktif olarak gorev almaktadir. MRP2 tasiyicilart OTA’nin bdbrek tiibiil hiicrelerinden
idrara gecisinde aktif rol almaktadirlar (9).

Insanda idrar, OTA ve OTo’'nin baslica atilim aracidir. OTA tiiketiminden
birka¢ giin sonra idrarda gozlenmektedir. Tiiketilmis olan doza bagimli olmaksizin
OTA’nm idrar yoluyla atilimi diisiik miktarlarda ger¢ceklesmektedir (ortalama 20 ve
80 ng/giin). OTA alinimi serbest OTA konsantrasyonuna baglidir ve serumda
albiimine baglanan OTA tarafindan smirlandirilmaktadir. Bu yilizden, alinan

OTA’nin kanda ve idrarda olmasi arasindaki iliski kompleks bir sorundur (7).

OTA ve metaboliti olan OTa fekal yolla da atilmaktadir. Fekal atilim safra
atilimi nedeniyle oldukga etkilidir (15). OTA ve metabolitlerinin safra yoluyla
attminda fekal atilim baslica yol olmakla birlikte ince bagirsaklara saliniminda
oldugu belirtilmektedir. Safraya atilan hidrolize olmus OTA, bagirsaklardaki
mikroflora tarafindan yeniden emilir bdylece enterohepatik siklusa girdigi gozlenir.
Giiglii bir sekilde albiimine baglanma 6zelligi OTA’nin enterohepatik dolagimda

artmasina neden olmakta ve viicuttan atilimin1 yavaslatmaktadir (9).



OTA’nin anne siitii ile de atilim1 olmakta ve bebekler bu yolla OTA’ya maruz
kalabilmektedir. Bununla birlikte anne siitiine gegen OTA miktar1 kanda bulunan
OTA konsantrasyonuna gore oldukga diisiik gozlenmistir. (7, 15). Bir¢ok ¢alismada
anne siitiinde bulunan OTA seviyesi rapor edilmis ve bireysel ve cografi
degisikliklerin anne siitiindeki OTA seviyesini etkiledigi belirtilmistir (15). Anne
siitinde OTA kontaminasyonunun annenin beslenme aligkanliklart ile de iliskili
oldugu saptanmustir. Bitkisel kokenli gidalarla beslenenlerde bu kontaminasyon riski
en yiiksek etkiye sahipken, hayvansal kokenli gidalarla beslenenlerde daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’nin de dahil oldugu bazi iilkelerde anne siitiinde
bulunan OTA konsantrasyonunun Avrupa tilkelerine gore 100 kat daha fazla oldugu
ortaya konmustur. Anne siitiinde bulunan OTA konsantrasyonun kana goére c¢ok

diisiik olmasina ragmen potansiyel bir saglik tehdidi olabilecegi sonucuna varilmistir

(7).

2.3. OTA’nmin Molekiiler Mekanizmalar Uzerine Etkileri

Okratoksin A’nin nefrotoksik, hepatotoksik, embriyotoksik, teratdjenik,
norotoksik, immunotoksik, genotoksik ve karsinojenik oldugu yapilan calismalarla
ispatlanmistir (7, 11, 18, 19). Bununla birlikte OTA’nin etki yolaklart hala tartisma
konusudur. OTA’nin direk genotoksisite, indirek oksidatif DNA hasari, protein
sentezinin inhibisyonu, epigenetik mekanizmalarda degisim, oksidatif stres,
transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi, mitozun engellenmesi, mitojen aktive
edici protein kinaz (MAPK) ve kalsiyum hemostaz1 gibi spesifik sinyal yolaklarin1 da

iceren bir¢ok mekanizma tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (39).

OTA’nin sitotoksik etkisi toksin konsantrasyonuna ve organizmanin/hiicrenin
maruziyet siiresine bagli olarak degismektedir. Diisiik toksin konsantrasyonlar
hiicrede spesifik yolaklar araciligiyla ikincil mesajcilart ve diger hedef hiicreleri
etkilemekte, belirli tasiyicilarin inhibisyonuna ve normal hiicre hemeostazinin
bozulmasina neden olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda maruziyet ise hiicre
metabolizmasinda bozukluklara, makromolekiil sentezinin inhibisyonuna, lipid
peroksidasyonun uyarilmasina, mitokondri biitiinliigliniin bozulmasina ve epitelyal

tiibtil hiicrelerinin nekroza ugramasina sebep olmaktadir (17, 21).
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2.3.1. Protein Sentezinin inhibisyonu

In vivo ve in vitro ¢alismalar OTA’nin protein sentezi inhibisyonuna neden
oldugunu gostermistir (9). OTA, fenilalanin-tRNA sentetaz tarafindan katalizlenen
reaksiyonda fenil alanin ile yarisarak protein sentezini inhibe etmektedir (1).
Fenilalanin sentetazin inhibisyonunda OTA’nin fenilalanin kisminin, fenialanin ve
toksin arasindaki rekabet nedeniyle 6nemli oldugu diisiiniilmiis ancak daha sonraki
caligmalar inhibisyonda fenilalanin kisminin daha az O&neme sahip oldugu,
izokumarin yapisindaki modifikasyonlarin daha anlamli etkiler olusturdugunu
gostermistir. OTA ayrica fenilalanin hidroksilazin da inhibitorii olup, OTA’nin in
vivo deneylerde fenilalanin t-RNA sentetaz ve fenilalanin hidroksilaz {izerindeki
etkilerinin, yiiksek dozlarda OTA uygulanmasi sonucunda goézlendigi
belirtilmektedir. Ayrica protein sentez inhibisyonunun farkli yollar1 da oldugu, hiicre
ici etkiler sonucunda transkripsiyonu ve bir¢ok proteini etkileyebildigi

belirtilmektedir (9).
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Protein sentez inhibisyonunda OTA’nin birincil olarak DNA ve RNA’nin
sentezini inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Son ¢aligmalarda devamli karsinojenik dozda
OTA ile beslenen ratlarin RNA ve protein ekspresyonunda azalmanin meydana
geldigi ve bunun da protein sentez inhibisyonuna neden oldugu belirtilmektedir (11).
Bununla birlikte prostaglandin F2 reseptorii negatif regiilator (Ptgfrn) ve okaryotik
translasyon baglama faktori 4E baglayici protein 1’in (e[F4EBP1) olumsuz
etkilenerek iki genin diizenlenmesinde artis meydana geldigi belirtilmektedir. Buna
karsin protein sentezinde goérev alan uzama faktor-1 alfa-1 (eEF1A-1) geninin

diizenlenmesinde azalisin oldugu belirtilmektedir.

RNA ekspresyonunun azalmasi ile ilgili calismalarda, OTA’nin gen susturma
mekanizmalarini aktive ettigi belirtilmektedir. OTA’nin bobrek dokusunda histon
deasatilaz (HDAC) aktivitesini arttirdigi, HDAC proteinlerinin transkripsiyonun
inhibisyonuna Onciiliikk eden niikleozomal histonlarin deasatilasyonundan sorumlu
oldugu bildirilmektedir. HDAC proteinlerinin artist da kanser gelisiminde rol
almaktadir (40).

2.3.2. Transkripsiyon Faktorii Aktivitelerinin Diizenlenmesi

Diyetlerinde devamlt OTA bulunan ratlarin bobrek dokularinda yapilan
mikroarray ¢aligmasi sonucunda transkripsiyon faktorlerinden olan Niikleer faktor
eritroid 2 1iligkili faktore (Nrf2) bagimli genlerin ekspresyonlarinda azalmanin
oldugunu belirlenmistir (11). OTA kaynakli inhibisyonun elektroforetik
hareketlilikte ve antioksidan yanit elemanlarinda (ARE) degisime neden olarak Nrf2
aktivitesini etkiledigi belirtilmektedir (41). Hiicre kiltiirii ¢alismalarinda OTA
kaynakl1 etkilerin Onlenmesinde Nrf2’in tedavide baslatici oldugu belirlenmistir.
Nrf2 aktivasyonunun hayvan modellerinde ve insan c¢aligmalarinda karsinogenezin
baslamasini engelledigi belirtilmektedir. Gen profil analizleri transkripsiyon faktorii
hepatosit niiklear faktér 4a (HNF40) tarafindan diizenlenen genlerin
ekspresyonlarinda da azalmalar oldugunu belirtmektedir (11). Hiicre kiltiiriinde
Nrf2’de oldugu gibi HNF4a’nin da OTA kaynakl aktivitesinde degisikler meydana
gelmektedir. HNF4a diizenleyici genler ksenobiyotik metabolizmasindaki enzimleri

ve transport proteinleri igeren cesitli fonksiyonlardaki proteinlerin kodlanmasinda
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gorev almaktadir. HNF4q tarafindan diizenlenen transport proteinleri olan Oatl, Oat-
k1 ve Oatpl, 6zellikle OTA’nin transportunda segici olup OTA kaynakli hem RNA
hem de protein seviyelerinde 6nemli azalmalara neden olmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde
OTA’nin Nrf2 ve HNF4o’nin aksine, Niikleer faktor kappa B’nin (NF-«kB)
ifadesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir (40, 42, 43).

2.3.3. Mitokondriyal Fonksiyon Bozukluklar: ve Oksidatif Stres

Okratoksin A'nin nefrotoksik etkisinin, enerji eksikligi ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasina neden olan mitokondriyal fonksiyon bozukluklar ile iliskili
olabilecegi belirtilmektedir. izole edilen renal proksimal tiibiil hiicreleri genis
aralikta OTA konsantrasyonlar1 ile muamele edildiginde, mitokondriyal solunumun
inhibisyonuna neden oldugu gézlenmistir. Insan bdbrek proksimal tiibiiler epitelyal
hiicrelerinde (HK-2), insan hepatoma kokenli hiicrelerde (HepG2), insan kolon
adenokarsinoma hiicrelerinde (CaCo-2), domuz bdbrek epitelyal hiicreleri (LLC-
PK1) gibi bobrek hiicreleri ve kanser hiicre hatlarinda OTA, solunum ve oksidatif
fosforilasyonu etkileyerek mitokondriyal membranin bozulmasina ve solunum
zincirinde elektron transfer aktivitelerinin siiksinat destekli engellenmesine neden
olmaktadir (12, 18, 44, 45). Renal korteksten izole edilen mitokondrilerde ATP
sentezinin  mikromolar  konsantrasyonlarda ~OTA  tarafindan  baskilandigi
belirtilmektedir. Bu  verilerden  farkli  olarak, OTA'min  nanomolar
konsantrasyonlarinin, hiicre kiiltiirlerinde mitokondriyal aktivitenin uyarilmasini
sagladig1 ifade edilmektedir. Buna gore, OTA toksisitesi ve karsinojenitesinde
mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin énemli rolii oldugu, ancak kronik olarak
diisiik dozda OTA maruziyetlerinin etkisini aciklifa kavusturmak icin daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (46).

2.3.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksiti (H202) ve hidroksil radikali (OH")
gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre biiyiimesi, transformasyonun baglatilmasi ve
ilerlemesi, hiicre Oliimii gibi 6nemli biyolojik siiregleri etkilemektedir. ROS

seviyesinin fazla artis1 lipid, protein ve DNA’y1 igeren biyomolekiillerin
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oksidasyonuna ve biyolojik fonksiyonlarinin degisimine neden olarak hiicre hasarina
ve hiicre dongilisiiniin duraklatilmasina neden olmaktadir (47). ROS iretimi
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybma eslik etmektedir  (Aym).
Mitokondriyal fonksiyonel degisiklikler Aym degismesine neden olan faktdrlerin
basinda gelmektedir. Hiicre i¢i ROS birikmesi apoptozun baslamasina neden olmakta
ve hiicre sinyalizasyonunu da etkilemektedir. Ozet olarak ROS, normal hiicre
bliylimesi, hiicre 6liimii ve hiicre yaslanmasi gibi 6nemli bir¢ok biyolojik siireci
etkilemektedir. ROS’un ¢ok fazla iiretimi gegici veya kalici hiicresel degisimlere
neden olmakta, DNA f{izerinde geri doniisiimsiiz oksidatif hasara neden olarak
genomik kararsizliga ve sonucunda hiicrelerin malign sekle donligmesine sebebiyet
vermektedir. Bilindigi gibi DNA hasarini da iceren oksidatif hasar sonucunda hiicre
dongiisiiniin duraklatilmasi ve apoptoz gibi siiregler baslamaktadir. Hiicre i¢i ROS
seviyesinin artmast direk DNA’y1 etkilemekte ve genellikle ¢esitli tipte DNA

hasarina neden olmaktadir (22).

OTA muamelesi yapilan hiicrelerde hiicre i¢ci ROS seviyesinin arttig1
belirtilmektedir. OTA’nin ROS iiretimini indiikledigi ve oksidatif hasara neden
oldugu calisma verileri ile desteklenmektedir (18, 22). OTA’nin HK-2 hiicrelerinde,
insan hepatoma kokenli hiicrelerde (HepG2), insan kolon adenokarsinoma
hiicrelerinde (CaCo-2), domuz bobrek epitelyal hiicreleri (LLC-PK1) gibi bobrek
hiicreleri ve kanser hiicre hatlarinda ROS seviyesini ve oksidatif hasari arttirdigi
bulunmustur. Ayrica OTA’nin ROS seviyesini arttirarak oksidatif DNA hasarina
neden oldugu insan bagisiklik sistemi hiicreleri olan insan mononiikleer periferal kan

hiicrelerinde de gosterilmistir (12, 18, 44, 45).

2.3.5. DNA Hasan

DNA hasari tiimor olusumuna neden olan mutasyonlarin olusmasina ve hiicre
Oliimiine sebebiyet veren genomik yapida degisikliklere neden olmaktadir. DNA
hasar1 sonucunda hiicre dongiisiinde G1°den S evresine geciste, replikasyonda ve
G2’den mitoza gegiste duraklamalar meydana gelerek hasarlit DNA’nin tamiri veya

hasarli hiicrenin apoptoz ile eliminasyonu saglanmaktadir (26).
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DNA hasari, karsinomun baglamasi ve gelismesinde kritik rol oynayan
mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir. ROS’un fazla olusumu DNA
hasarmma bagli karsinomun gelismesinde Onemli bir role sahiptir.  Yukarida
belirtildigi gibi OTA da ROS olusumuna sebebiyet verdigi icin OTA maruziyeti ve
DNA hasart arasindaki iliski bir¢ok calismada gosterilmistir. OTA maruziyeti
sonucunda insan bobrek proksimal tiibiiler epitelyal hiicrelerinde (HK-2), domuz
bobrek epitelyal hiicrelerinde (LLC-PK1), insan mide epitelyum hiicrelerinde (GES-
1), insan hepatoma kokenli hiicrelerde (HepG2), insan 0&zofagus epitelyum
hiicrelerinde (Het-1A), insan mononiikleer periferal kan hiicrelerinde ve insan kolon
adenokarsinoma hiicrelerinde (CaCo-2) DNA hasarinin  meydana geldigi
gosterilmistir (12, 18, 26, 44, 45, 47, 48).

OTA’nin neden oldugu DNA hasarmin etkisi insan embriyonik bobrek
hiicrelerinde (HEK293), DNA c¢ift zincir kiriklar1 ve tek zincir kiriklarinda etkili bir
yontem olan comet metodu ile degerlendirildiginde, OTA’nin 6nemli derecede DNA
hasarma neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica DNA ¢ift zincir kiriklarinda etkili bir
marker olan y-H2AX’in OTA indikli HEK293 hiicrelerinde artan protein
ekspresyonu da OTA’nin DNA hasarina neden oldugunu desteklemektedir (22).
GES-1 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda OTA’nin tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarina
neden oldugunu gosterilmistir. Cift zincir kiriklarinin tamiri birgok mekanizma
aracilifiyla ile gerceklesmektir. Homolog rekombinasyon tamiri baglica hiicre
dongiisiiniin S ve G2 evrelerinde gergeklesmekte olup sitotoksik bir ajanin neden
oldugu DNA hasarinda Rad51’in sorumlu oldugu calismalarda gosterilmektedir.
OTA’nin da doza ve zamana bagl olarak GES-1 hiicrelerinde DNA ¢ift zincir

kiriklarina neden oldugu ve Rad51’in ekspresyonunu azalttig belirlenmistir (47, 49).

OTA’nin insan mononiikleer periferal kan hiicrelerinde, oksidatif DNA
hasarinin belirlenmesinde dnemli bir biyomarker olan 8-OHdG seviyesini arttirdigi
gosterilmigtir. Ayrica DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin analizi comet metoduyla
yapildiginda insan mononiikleer periferal kan hiicrelerinde OTA’nin DNA hasarina
sebebiyet verdigi belirlenmistir. Cift zincir kiriklarinin belirlenmesinde 6nemli bir
marker olan y-H2AX protein ekspresyonundaki artisin belirlenmesi ile de bu veriler
desteklenmistir (18). OTA’nin Het-1A hiicrelerinde tek =zincir kiriklarina ve

kromozomal aberasyonlara neden oldugu gosterilmistir (26). p53’den yoksun gpt
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delta farelerin bobreklerinde ve p53 bulunan fare bobreklerinde OTA’nin etkisinin
degerlendirildigi bir calismada her iki grupta da OTA’nin DNA hasarina neden
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte OTA uygulanmis p53 eksik farelerde y-
H2AX diizeyi p53 varligina gore daha yiiksek bulunmus olup, p53’iin DNA hasarini
ve ¢ift zincir kiriklarinin meydana gelmesini engelledigi belirlenmistir. pS3 eksik
farelerde ¢ift zincir DNA tamir mekanizmasinin baslica yollarindan olan homolog
rekombinasyonla iligkili genlerin (Rad51, Rad54, Bripl, Bard4) mRNA
ekspresyonlarinda artisin meydana geldigi belirlenmistir (50).

2.3.6. Apoptoz, Nekroz, Otofaji

Insan hiicre hatlar1 ve deney hayvanlari ile yapilan calismalarda OTA’nimn
programli ve programsiz hiicre Oliimiinii arttirdigi belirtilmektedir. OTA indiiklii
hiicre 6limii ¢ogunlukla programsiz hiicre 6liimii nekroz veya programli hiicre
Olimii apoptozis ile gergeklesmektedir. Nekrozda hiicre 6liimii gii¢lii bir patolojik
uyart sonucunda gercgeklesirken, apoptozda hiicre Oliimii son derece denetimli
patolojik ve fizyolojik bir siiregle diizenlenmektedir. Apoptoz; radyasyon, sicaklik,
sitokinler, serbest radikaller ve toksinler gibi bir¢cok uyaran tarafindan indiiklenebilir.
OTA indiiklii hiicre 6lim mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamistir. Genel
olarak, OTA’nin neden oldugu sitotoksisitede farkli mekanizmalar ileri
striilmektedir. Cogunlukla OTA, diisiik konsantrasyonlarda homeostaz1 koruyarak
geri doniistimlii degisikliklere, apoptotik siire¢ aktivasyonuna ve apoptotik ve
nekrotik hiicre oliimii uyarilmasina neden olurken, yiliksek konsantrasyonlardaki
siirecte nekrozla hiicre 6liimiine neden oldugu ifade edilmektedir. OTA’nin neden
oldugu hiicre Oliimiiniin hiicre tipine baglh olarak da degisiklik gosterdigi

belirtilmistir (21).

Apoptoz mitokondriyal yolak ve 6liim reseptor yolagi olmak iizere baslica iki
yolak tarafindan gerceklestirilmektedir. Mitokondriyal yolak cd-2 protein ailesi
tarafindan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, BOO/DIVA, Al/Bfl-1, Mcl-1, NR-
13) ve pro-apoptotik (Bax, Bak, Bcl-xs, Bok, Bid, Bad, Bik, Bim, Blk, Hrk, Nix,
BNip3, Noxa, PUMA ) proteinler tarafindan diizenlenmektedir. OTA uygulamasi
sonucunda bazi hem anti-apoptotik genlerin (Bcl-2, Bcl-XL) hem de pro-apoptotik
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genlerin (Bax, Bid) ekspresyonlarinin baskilandigi gozlenmistir. Kaspaz-3, kaspaz-8
ve kaspaz-9 ekspresyonlarmin da OTA muamelesi sonucunda baskilandigi
belirlenmistir (22, 23). OTA’nin Het-1A ve GES-1 hiicrelerinde kaspaz-3’i aktif
hale getirerek apoptozu baslattigi gosterilmistir (26, 51).

Mitokondriyal bozukluklar OTA toksisitesi sonucunda erken evrede
gelismektedir. Otofaji; oksidatif strese ve mitokondriyal bozukluklara karsi
mitokondride gerceklesmektedir (23). Otofaji; hiicre i¢i makromolekiillerin ve
organellerin, otofagozom olarak adlandirilan ¢ift membran yapida bir kesecik icine
alinarak lizozomlara yonlendirilmesini ve lizozomla birlesip otolizozom seklini
alarak lizozomal hidrolazlar tarafindan pargalanmasina yol agcan mekanizmadir (52).
Otofaji ¢esitli patolojilere, enfeksiyonlara, inflamatuvar hastaliklara, Kkalp
hastaliklarina, norodejenarasyona ve kansere karsi organizmayr korumaktadir.
Yapilan ¢alismalarda OTA’nin otofajik hiicre 6liimiinii de arttirdig1 rapor edilmistir.
OTA uygulamasimin Oncelikle sitotoksitenin gelismesine ve otofajinin de
baslatilmasina neden oldugu belirtilmektedir. OTA, mitokondriyal bozukluklara ve
hasara sebebiyet vererek reaktif oksijen radikallerinin tretilmesine ve mitokondri
membran potansiyelinin degismesine neden olarak otofajik yolu indiiklemektedir.
OTA indiiklii renal sitotoksitenin erken evresinde otofajinin, hiicreyi OTA’nin

etkilerine kars1 korumada 6nemli bir rol aldig1 belirtilmektedir (23, 53).

2.3.7. Sinyal ileti Yolaklar

Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) bir¢ok fizyolojik ve patolojik
stirece katilan 6nemli bir hiicre i¢i sinyal ileti yolagi olarak bilinmektedir. MAPK
ailesinin  c-Jun-N-terminal kinaz (JNK), p38 kinaz ve ekstraseliiler sinyal
regiilasyonlu kinaz (ERK) en oOnemli iyeleridir (54). ERK genellikle hiicre
proliferasyonun diizenlenmesinde gorev alirken, JNK ve p38 stres cevabi ve
apoptozda 6ne ¢ikmaktadir. In vitro ¢alismalarda OTA’nin ERK1/2, JNK ve p38
fosforilasyonunu baslattigi ifade edilmistir (55). MAPK ekspresyonuna ve
fosforilasyonuna OTA'min etkisi, karsinojenik dozda OTA ile beslenen erkek
sicanlarin bobrek dokularinda calisilmis ve ERK proteinlerinin ve substratlari olan

ELK1/2 ve p90RSK degerlendirilmistir. OTA’nin atipik PKC fosforilasyonunu
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arttirdigl bulunmus, bunun ERK1/2 ve onlarin substrati olan ELK1/2 ve p90RSK’nin
asagl yondeki aktivasyonunu etkiledigi saptanmistir (40, 56). Madin-Darby kopek
bobrek-C7 hiicrelerinde (toplama kanalit MDCK-C7) ve renal proksimal tiibiil hiicre
hatlarinda (OK hiicreler, NRK-52E), OTA'nin ERK1 / 2'nin fosforilasyonunu ve
aktivitesini  arttirdigt  bulunmustur. MDCK-C7 hiicrelerinde bu etki hiicre
farklilagmasi ile korelasyon gostermistir. Ayn1 hiicresel sistemlerde, diger MAPK 'lar
olan JNK ve p38’inde OTA muamelesi sonucunda aktive oldugu ifade edilmistir
(17). Bu veriler OTA’nin bobrek hiicrelerinde MAPK aktivitelerini uyararak apoptoz

veya proliferasyon gibi zit etkili mekanizmalari baslattigini gostermektedir (46).

Bununla birlikte OTA indiiklii hiicrelerde PKC’ye yukar1 yonde etki eden
efektorler degerlendirildiginde, insiilin benzeri biiyiime faktér-1 (IGF-1)
reseptoriiniin ve fosfatidil-inozitol-3 kinaz (PI3K) yolagiin tizerinden OTA’nin etki
ettigi gosterilmistir. OTA’nin nefrokarsinojenik etkisinin anlagilmasi baglaminda
mevcut bulgularla, IGF-1 ve sonrasinda MAPK’m asagi yondeki cevabinin
insanlarda bobrek kanseri gelisimi ile baglantili olabilecegi belirtilirken, IGF-1

reseptoriiniin renal tiimorlerde artis gosterdigini tespit etmislerdir (56).

Benzer sekilde erkek siganlarda OTA aracili renal toksisitenin IGF-PI3K-
PKB yolagina etkisi arastirilmis, IGF-1 reseptor ekspresyonunun, fosfoinositol
bagimli kinaz-1’in (PDKI1) ve atipik protein kinaz C’in (PKCz) fosforilasyonun
arttig1 belirlenmistir. Renal kanserlerde sinyal kaskadinin roliiniin degerlendirildigi
birgok c¢aligsmada, hiicre proliferasyonu, sagkalimi ve antiapoptotik aktivitede IGF-
I’in  uyarilmasy, PKC ve MAPK-ERK aktivitesinin artisginin = 6nemini
vurgulamaktadir. Hayvan calismalari da MAPK kaskadinin aktivasyonu ve renal
kanserler arasindaki iliskiyi desteklemekte, OTA’nin IGF-1-MAPK sistemini
etkileyerek nefrokarsinojenitenin gelismesinde etkili olabilecegi belirtilmektedir

(40).

MAPK sinyal yolaginda JNK, ERK ve p38 aktivasyonu hiicre dongiisiiniin
durdurulmasimi kapsamaktadir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde MAPK 6nemli
bir yolak olup OTA kaynakli hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda MAPK yolaginin

etkili oldugu diisiiniilmektedir. GES-1 hiicreleri ile yapilan c¢alismada hiicre

17



dongiistiin OTA kaynakli G2 evresinde durdurulmasinda MAPK sinyal yolaginda p38

ve ERK i¢eren mekanizmanin etkili oldugu gosterilmistir (54).

Kalsiyum bagimli sinyal ileti yolagi da OTA’nin hiicresel cevabinin
olusmasinda 6nemli olan diger bir mekanizmadir. Kalsiyum homeostazisinin kaybi
toksik hasar gelisiminde olduk¢a 6nemli olup in vitro deneyler OTA’nin hiicre igi
Ca?* homeostazisini etkiledigini gostermektedir (40). Oliimsiizlestirilmis insan
bobrek epitel hiicreleri-1  (IHKE-1) ile yapilan ¢alismada, nanomolar
konsantrasyondaki OTA, kalsiyumun hiicre i¢ine hizli ve geri dontisiimlii salinimina
neden olmustur. Bu etkinin hiicre dis1 kalsiyuma, fosfolipaz C’ye ve cAMP’ye
bagimli protein kinaza bagli olarak gelistigi belirtilmektedir. Buna karsin, ayn
sistemde OTA’nin, epidermal biiyiime faktorii ve anjiyotensin II ile indiiklenen hiicre
proliferasyonunun kalsiyum bagimli uyarimim giiglendirdigi belirtilmektedir (57).
OTA’nin neden oldugu toksik ve karsinojenik etkide kalsiyumun rolii heniiz tam

olarak agiklanamamustir (40, 46, 57).

Bu veriler 1518inda OTA’nin hiicrede DNA hasari, apoptoz/nekroz/otofaji,
protein sentez inhibisyonu, transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin engellenmesi,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, sinyal ileti yolaklar1 gibi bir¢ok molekiiler
mekanizmada degisikliklere neden oldugu gézlenmektedir. Ayrica OTA’nin hiicre
dongiisii lizerindeki 6nemli etkileri géze carpmaktadir. OTA’nin hiicre dongiisiinii
farkli evrelerde durdurucu yonde etkiye sahip oldugu yapilan caligmalarda
gosterilmistir. Ancak bu etkinin ortaya ¢ikmasindaki molekiiler detaylar heniiz tam
olarak agiklanamamistir. Bu molekiiler mekanizmanin agiklanmasina katki saglamak
amactyla OTA’nin hiicre dongiisiindeki durdurucu etkisini ¢aligmamiz kapsaminda

degerlendirmeyi hedeflemekteyiz.

2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, cogalmak {izere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen morfolojik
degisikliklerin ve bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin gerceklestigi bir siireg
olup iki hiicre ortaya ¢ikarmak {izere birbirini izleyen iki mitoz boliinme arasindaki
aralik olarak tanimlanmaktadir. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak

birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyli tamamlamaktadir. Hiicre
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proliferasyonu hiicre siklusu i¢inde yer alan bazi kontrol noktalar1 tarafindan diizenli
olarak kontrol edilir. Hiicre siklusu proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi temel
hiicresel fonksiyonlar1 diizenlediginden biiyiime ve doku doniisiimiiyle yakin iliski
iginde bulunmaktadir. Bu diizenleme 6zelliginin olmasi organizmadaki hemen hemen
her tiir fizyolojik ve patolojik durumlarda hiicre siklusunun ne kadar kritik bir Gneme

sahip oldugunu gostermektedir (58, 59).

Hiicre dongiisii interfaz (G1-S-G2) ve mitoz (M) olmak iizere iki asamaya
ayrilmaktadir. Genel olarak, hiicreler bir bdliinme sinyali almadiklar: siirece hiicre
siklusunun aktif (G1, S, G2 ve M) fazlarina girmezler ve istirahat fazi denilen GO
fazinda beklerler. G1-S-G2 fazlar1 hiicre siklusunun %90’1m1 kapsamakta olup 16-24
saat stirmektedir. Mitoz boliinme ise 1-2 saat siirmektedir. Hiicre biiyiimesi Gl
fazinda kisitlayici nokta (Restriction point) tarafindan koordine edilmektedir.

Kisitlayici noktada hiicre duracak veya hiicre siklusunu tamamlayacaktir (60).

Hiicreler mitoza girmeden once bir hazirlik sathasi gegirirler ve bu sathada
hiicreler hacimce biiyiirler. Bu hazirlik sathasinda boliinme i¢in gerekli olan cesitli
diizenleyici proteinler ve makromolekiiller sentezlenir. Hazirlik safhasina interfaz
denir. G1 fazinda hiicreler kendi c¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve biiylimeyi
indiikler. Bu fazda DNA replikasyonu i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi
gerceklestirilir. G1 asamasindaki hiicreler ya DNA ¢ogalmasi i¢in S fazina girerler
ya da hiicre dongiisiine donmeden Once giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalacag: bir
dinlenme dénemi olan GO fazina girerler. Interfazin en belirgin olay1 S fazinda
gerceklesir, hiicre DNA’sin1 hizla replike eder ve DNA iki katina ¢ikar. DNA
iplikciklerinin birbirinden ayrilmasi esnasinda bazlar, cesitli ilaglar veya mutajenler
gibi dis ajanlarin etkisine agik hale geldigi i¢in DNA sentezi hizli bir sekilde
tamamlanmalidir. G2 fazinda hiicre biliylimeye devam eder ayni zamanda RNA
sentezi, protein sentezi gerceklesir ve hiicre mitoza hazirlanir. Mitozdan 6nce G2 fazi
gelir ki, burada hiicre, mitoza baslamadan 6nce DNA miktarinin iki katina
cikarildigindan emin olmak ister ve tamir mekanizmalarindan kagmis hasarli DNA
veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol edilir. Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve
telofazdan olusmaktadir ve telofazda sitoplazmik boliinme tamamlanarak ayni

genetik materyalli iki yeni hiicre meydana gelir (58-61).
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Hiicre dongiisiinde ¢evreden ve hiicre i¢inden gelen uyarilar hiicre dongiisii
sathalarinin diizenli bir sekilde birbirini izlemesinde etkili olur. Dolayisiyla bu
asamalarda bir¢ok kontrol noktasi vardir ve hiicre dongiisii bu kontrol noktalari

sayesinde ilerleme gosterir.

Hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin degisik evrelerinden ge¢meleri basta siklinler,
siklin bagimli serin/treonin protein kinazlar (Cdk) ve siklin bagimli kinaz
inhibitorleri (CDI) olmak {izere, kontrol noktasi kinazlari (Chkl ve Chk2),
retinoblastoma (Rb), p53, DNA hasarmni taniyan proteinler gibi bir¢ok farklh

mekanizma ile oldukea sistemli ve diizenli bir sekilde denetlenmektedir.

Hiicre dongiisiiniin ¢esitli evrelerinde siklinler, Cdk ve CDI’lerin diizeyleri
farklilik gosterir ve dongiiniin bir diizen i¢inde ilerlemesinde gorev alirlar. Cdk’lar
ancak sikline baglandiklarinda aktifleserek aktif siklin-Cdk komplekslerini
olustururlar. Ciinkii siklinler, Cdk’larin regiilator altbirimleridir ve bu nedenle
Cdk’ya baglandiklarinda enzimde bir konformasyonel degisiklige neden olarak
katalitik alt birimin agiga ¢ikmasini saglarlar. Siklinler dongiiniin ¢esitli fazlarinda
sistemli bir sekilde belirli araliklarla bir taraftan transkribe edilirken diger taraftan da
iibikiitin yolu 1ile yikilirlar. Bdylece siklinler kontrollii olarak yapilarak veya
yikilarak iliskide bulunduklar1 Cdk’larin aktiviteleri diizenlemektedir (58, 61, 62).
Cdk’larin  aktivitesinin diizenlenmesini saglayan diger bir mekanizma, Cdk
tizerindeki, 160’mnc1 pozisyon yakininda bulunan korunmus treonin aminoasidinin
fosforilasyonu ile gergeklesmektedir. Cdk’larin bu aktive edici fosforilasyonu, Cdk-
aktiflestiren kinaz (CAK) olarak adlandirilan ve Cdk (Cdk7)’nin siklin H ile
kompleks olusturmasiyla meydana gelen bir enzim tarafindan katalizlenmektedir.
CAK tarafindan, aktive edici fosforillenmenin aksine, Cdk regiilasyonundaki diger
mekanizma, Weel proteini tarafindan katalizlenen Cdk amino ucuna yakin
tirozinlerin, inhibe edici fosforillenmesi ile ger¢eklesmektedir. Cdk1 ve Cdk?2 tirozin-
15 ve treonin-14’iin fosforillenmesi ile inhibe olmaktadir. Bu Cdk’lar, Cdc25 protein
fosfataz ailesinin tiyeleri tarafindan bu aminoasitlerin defosforillenmesi ile
aktiflesmektedirler (63). Aktive olmus Cdk’lar serbestlesen katalitik alt birimleri
sayesinde hiicre dongilisiiniin bir sonraki evresine gegebilmesi i¢in gerekli olan kritik
hedef proteinleri fosforile ederek dongiiniin devamini saglarlar. Hiicre dongiisii

esnasinda devamli ifade edilirler fakat inaktif formlarinda siklin protein ailesine
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baglanarak fosforile olurlar ve aktif hale gelirler. Cdk’larin aktiviteleri siklinlerle
diizenlenmesinin yani sira fosforilasyon ve defosforilasyona yol acan farkli yollar
araciligiyla da diizenlenmektedir. CDI’leri (pl15, pl8, pl19, p21 ve p27) ise ya
siklinler, ya Cdk’larin kendisi yada siklin-Cdk komplekslerine baglanarak Cdk’larin
aktivitelerini inhibe etmektedirler (58, 61, 62).

Memelilerde hiicre dongiisiiniin tamamlanmasinda birden fazla siklin proteini
ve siklin bagiml kinaz enzimi rol oynar. Bunlar A, B, D ve E siklinleri ile Cdk1,
Cdk2, Cdk4 ve Cdk6 enzimleridir. Siklin D/Cdk4 ile siklinD/Cdk6 kompleksleri G1
fazinin ortasindan sonuna kadar, siklin E/Cdk2 kompleksi G1 fazinin sonunda, siklin
A/Cdk2 kompleksi S fazinda, siklin A/Cdkl kompleksi G2’de ve siklin B/Cdkl
kompleksi de M fazinda gérev yapar. Ozellikle G1 siklinleri, hiicrenin G1 fazindaki

restriksiyon noktasini ge¢ebilmesinde biiylik 6nem tasir.

Hiicre dongiisiinde sirasiyla siklin D, E, A ve B gorev almakta ve bir veya
birden fazla Cdk’ya baglanmaktadir. Siklin D dongilide diizeyi ilk artan siklin olup
G1 evresinin ortasinda ortaya ¢ikmakta olup D1, D2 ve D3 olmak tizere 3 formu
bulunmaktadir. Siklin D, Cdk4’e baglanarak hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
SiklinD-Cdk4 kompleksini olusturur ve RB proteinini fosforiller. RB’nin
fosforilasyonu hiicre dongiisiinde anahtar bir role sahip olup RB hipofosforile
formunda transkripsyon faktorii E2F ile siki bir kompleks olusturarak hiicrenin
replikasyonunu engellerken RB’nin fosforilasyonu ise kompleksin ayrilmasina ve
E2F iizerindeki transkripsiyon aktivite engelinin ortadan kalkmasina neden
olmaktadir (61). E2F ailesinin siklus ilerletici etkisi sonucu hiicre artik G1 fazinda
kalamaz ve bir sonraki faz olan S fazina girer. E2F ailesi ise etkilerini S fazina girisi
saglayan bir takim diizenleyici proteinlerin ilgili genlerini aktive ederek gosterirler
(58). Siklin D, hiicre dongiisiiniin kader noktas1 olan restriksiyon noktasinin agilmasi
icin gerekli olan Siklin E’nin sentezini sagladigi icin dongiiniin en Onemli

siklinlerinden birisidir.

Siklin E’nin E1 ve E2 olmak iizere iki izoformu bulunmakta bulup, S
evresinde Cdk?2 ile aktif bir kompleks olusturmaktadir. Baz1 fonksiyonlar1 siklin E-
Cdkl kompleksi tarafindan gerceklestirilmektedir. Hiicre dongiisiiniin S evresinde

ilerleyebilmesi ve DNA replikasyonunun baslayabilmesi i¢in Siklin E ve Cdk2
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arasinda aktif bir kompleksin olusmasia ve aktif bir E2F’ye ihtiya¢ vardir. Aktif
E2F, Siklin E’nin ve DNA replikasyonu i¢in gerekli polimerazin transkripsiyonunu

arttirir ve DNA sentezi uyarilir.

Hiicre dongiisiinde bir sonraki kontrol noktast G2/M gecisidir ve bu gecis
E2F’nin transkribe ettigi siklin A ve onun olusturdugu Siklin A-Cdk2 kompleksi
tarafindan  saglanmakta olup, bu kompleks mitotik profazdaki olaylar
diizenlemektedir.  SiklinB-Cdkl kompleksi bir protein fosfataz olan Cdc25
tarafindan aktive edilir ve erken profaz evresinde ¢ekirdek iginde birikmeye baslar.
SiklinB-Cdk1 aktivasyonu ¢ekirdek zarmmin ¢oziilmesine neden olur ve mitozu

baslatir.

Siklin A ve B’den olugsan Cdk kompleksleri G2/M gecisindeki mikrotiibiil
stabilitesinin azalisi, sentrozomlarin ayrilisi, kromozomlarin yogunlagmasi gibi bazi
kritik olaylar1 kontrol ederler. Siklin B-Cdkl kompleksinin inaktivasyonu ile
mitozdan ¢ikis gergeklesir, yeni boliinmiis olan hiicreler G1 evresinde kalip yeni bir

replikatif dongiiye girebilirler ya da dinlenmede kalabilirler (61).
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Sekil 2.4. Memelilerde Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi (28)

Siklin/Cdk komplekslerinin aktiviteleri, siklin-bagimli kinaz inhibitorleri
(CKI) aracilig1 ile kontrol edilir. Memelilerde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
birden fazla inhibitdr rol oynar. Bu inhibitorler iki ana gruba ayrilir; bunlardan biri
G1 fazinda gorev yapan siklin D/Cdk4 ile siklin D/Cdk6 komplekslerini inhibe eden
pl4, pl6, p18 ve pl9 gibi inhibitorlerin bulundugu INK4 ailesi, digeri ise tiim Cdk
enzimlerinin aktivitesini inhibe eden p21, p27 ve p57 gibi inhibitdrlerin bulundugu

Cip/Kip ailesidir.

2.4.1. OTA’nin Hiicre Dongiisii ve Diizenleyici Faktorlerine Etkisi

Farkli mikotoksinlerin hiicre dongiisiinii farkli evrelerde duraklattigi yapilan
calismalarda belirlenmistir. Bu c¢alismalar sonucunda c¢esitli hiicrelerde OTA’nin

hiicre dongiisiinii farkli evrelerde etkiledigi ortaya konulmustur. Cesitli hiicre
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hatlarinda OTA’nin hiicre dongiisiinii G1, S ve G2’de duraklattigi belirtilirken,
OTA’nin hiicre dongiisii icin farkli hiicre hatlarinda farkli etkiler gosterebildigi
gbzlemlenmistir (18, 22, 26, 54).

OTA’nin hiicre dongiisiini S evresinde duraklatmasinda etkili olan
mekanizma heniiz tam olarak ag¢iklanamamistir. Hiicre dongiisii, siklin ve siklin
bagimli kinazlardan olusan faza 6zgii protein kinaz kompleksleri tarafindan oldukca
diizenli ve koordineli olarak gerceklesmektedir. Genotoksik hasar varliginda DNA
replikasyonunun baslamadan geri doniigiimlii olarak inhibe edilmesi, S fazindaki
kontrol noktalar1 sayesinde saglanmaktadirlar. Siklin E ve Cdk2 G1/S gecisinde
aktive olur ve S fazina gegiste gorev almaktadir. S faz1 daha sonra SiklinA/Cdk2
kompleksi tarafindan diizenlenmektedir. HEK293 hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda
farkli OTA konsantrasyonlari kullanilarak yapilan 24 saatlik uygulamalarda doza
bagli olarak Siklin A2, siklin El ve Cdk2 ekspresyonlarinda azalma oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda Siklin A2, siklin E1 ve Cdk2’nin mRNA seviyelerinde
oldugu gibi protein seviyelerinde de azalma oldugu belirlenmistir. Tim bu
degisiklikler OTA’nin hiicre dongiisiinii S fazinda duraklattigini desteklemektedir.
Elde edilen bu veriler OTA’nin DNA hasarina ve S faziyla iliskili proteinlerde
degisiklige neden olarak hiicre dongiistinii S fazinda durdurdugunu gostermektedir
(22, 27).

OTA’nin mide epitelyum hiicrelerinde (GES-1) DNA cift zincir kirigina
neden oldugu y-H2AX artisiyla kanitlanmistir. OTA nin DNA cift zincir kiriklarina
neden olarak hiicre dongiisiinde anahtar faktorler olan Cdc2, Cdc25C ve siklinB1
ifadesinde azalmaya bagli olarak hiicre dongiisiini G2 fazinda durdurdugu
belirlenmistir (51). Ayrica OTA ile indiiklenmis GES-1 hiicrelerinde ERK ve p38
yolaklarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiinin G2 evresinde durduruldugu
gosterilmistir (54). Yine GES-1 hiicreleri yapilan bir diger ¢alismada, OTA kaynakli
artan hiicre i¢i ROS iiretimi ve DNA hasarinin hiicre dongiistinii G2 evresinde
durdurmasi ile ilgili molekiiler mekanizma degerlendirilmis ve DNA hasarinin ATM-
Chk2 ve ATM-p53-p21 yolagini aktive ettigi, G2/M faz1 diizenleyici proteinlerinin
(Cdc25, Cdc2 ve Siklin B1 ) ekspresyonunun azalmasina neden olarak hiicre
dongiisiinii G2 evresinde durdurdugu belirlenmistir (47). GES-1 hiicrelerinde OTA

muamelesi sonucunda hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda Rad51’in
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etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada ise, OTA’nin doza ve zamana bagli olarak
Rad51’in ekspresyonunu azalttigi bunun sonucunda da DNA hasarinin tamir
edilemedigi ve hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durduruldugu gosterilmistir (49).
OTA’nin Het-1A hiicrelerinde DNA hasarina bagli olarak hiicre dongiistinii G2
evresinde durdurdugu belirlenmis olup bu yolakta Cdc2 ve Siklin Bl

ekspresyonlarindaki azalmanin etkili oldugu gosterilmistir (26).

p53°den yoksun gpt delta farelerin bobreklerinde (red/gam geni Spi”) ve p53
geni bulunan fare bobreklerinde OTA nin etkisinin degerlendirildigi ¢calismada OTA
kaynakli genotoksik stresin p53/p21 yolagini aktive ettigi ve hiicre dongiisiinii G1/S
noktasindan durdurdugu belirlenmistir. p53°t yoksun hiicrelerde p53 bulunan
hiicrelere gore, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesiyle iliskili genlerin (Ccnel, Cenbl,
Cdk1,PIkl ve Aurka gibi ) mRNA seviyelerinde Onemli bir artisin oldugu
belirlenmistir (50).

2.5. p53 ve Hiicre Dongiisii

p53 geni 17. kromozomun p kolunda yer alir (17p13.1) ve 53 Kd agirhiginda
393 aminoasitlik bir fosfoproteini kodlamaktadir. Bu genin iiriinii olan p53 proteini
diziye 6zgii DNA’ya tetramer olarak baglanan bir transkripsiyon faktorii olup, hedef
genlerde transkripsiyonun aktive edilmesinde veya baskilanmasinda gorev

almaktadir (64).

p53 proteini yapisal ve islevsel Ozelliklerine bagli olarak 4 bdlgeye
ayrilmakta olup, transkripsiyonel aktivasyon i¢in gerekli asidik bir amino terminal
bolgesi (aa 1-43), merkezi bir ¢ekirdek dizisine 6zgli DNA baglama bolgesi (aa 100-
300), bir tetramerizasyon bolgesi (aa 324-355) ve bir C terminal diizenleyici
bolgeden (aa 363-393) olusmaktadir. Aktivatdr bolge olarak adlandirilan N-ucu,
temel transkripsiyonel mekanizmalarda TFIID (TBP, TAFs) ve TFIIH gibi
proteinlerle etkilesimde olup, p53 proteinin DNA’ya baglandiktan sonra
transkripsiyonu bagslatmasinda rol almaktadir. MDM2 proteini, N-ucu aktivasyon
alanina baglanarak p53 transkripsiyonel aktivitesini negatif olarak diizenlemektedir.
Ayrica N-ucuna MDM2/HDM2 (Murine/Human Double Minute 2) proteini

baglanarak p53’iin proteosomlara yonlendirilmesine ve orada pargalanmasina neden
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olmaktadir. ATM, ATR, Chk2 proteinleri hiicresel stres veya DNA hasar1 gibi bir
nedenle aktifleserek, p53 proteinin N ucundaki aminoasitlerin fosforillenmesine
neden olur ve bunun sonucunda MDM2/HDM2 proteininin p53°’¢ baglanmasi
engellenerek p53 proteininin kararliligi saglanmis olur. p53 kararliliginin saglanmasi
amactyla MDM2’nin p53°den uzaklastirilmasinda INK geninin alternatif {irinii olan
pl4arr rol almakta olup; pl4arr, MDM2/HDM2’ye baglanarak bu proteinin p53’ten
ayrilmasina neden olmaktadir. Hiicrede meydana gelen hasara bagli olarak kararh
hale gelen p53, hiicre dongiisiinii durdurarak hasarin tamiri igin hiicreye zaman
kazandirabilecegi gibi, hasarin giderilememesi durumunda ise hiicreyi programli
hiicre 6liimiine yonlendirebilmektedir. p53'in merkezi ¢ekirdek bolgesi, diziye 6zgii
DNA baglama bolgesi igermektedir ve p53’tin hem transkripsiyon faktori
aktivitesinde hem de DNA ile iliskili diger islevlerini yerine getirmesinde 6nemli bir
role sahiptir. pS3 proteini, ¢ozelti icinde bir tetramer olarak bulunmakta ve p53
proteinin  324-355 aminoasit bdlgesinin isleyisi igin tetramerizasyonun gerekli
oldugu belirtilmektedir. Oligomerizasyon p53'in tiimdr baskilayict aktivitesi igin
gereklidir. p53 proteininin C-ucu oligomerizasyon bdolgesi olarak adlandirilmakta
olup, p53 proteini bu bolge ile diger proteinlerle iliski kurarak hetero-dimer yapilar
olusturmaktadir. DNA ¢ift zincir kirilmasi, telomer hasar1 gibi durumlarda ya da
transkripsiyon faktorii olarak islev gordiigli zamanlarda p53 proteini DNA’ya homo-
tetramer yapilar halinde direk baglanabilmektedir. p53 proteini homo-tetramer
yapilar olusturamamast durumunda DNA ile dogrudan baglantili olan islevlerini
yerine getirememektedir. p53 proteininin C-ucunda, proteini niikleusa yonlendiren 3

tane NLS (niikleer yerlesim sinyali) bolgesi bulunmaktadir (34, 65-67).

p53 yolagr cesitli intrinsik ve ekstrinsik sinyallere cevap vermeyi hedefleyen
genleri ve onlarin iriinlerinden olusan bir ag1 icermekte olup, hiicre dongiistiniin
kontrolii, genomik kararliligin saglanmasi, kromozom ayrilmasinin ve gen ifadesinin
diizenlenmesi, hiicre yaglanmasi, apoptoz ve DNA tamiri gibi bir¢ok hiicresel olayda
rol almaktadir (50, 68). p53, bu islevlerini ya transkripsiyon faktori olarak ilgili
genlerin transkripsiyonlarini diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrudan
DNA ile fiziksel olarak etkileserck gerceklestirmektedir. p53, DNA tamiri ve DNA
sentez mekanizmasinda rol alan PCNA (prolifere edici hiicre g¢ekirdek antijeni),

GADD45 (biiylimeyi durdurucu ve DNA hasar-arttirici protein) proteinlerini ve
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apoptozda rol alan PUMA, Noxa, Bax ve Fas gibi proteinlerin transkripsiyonlarini da
diizenlemektedir. p53, hiicre dongiisiiniin GO/G1 evresinde rol alan birgok siklin
bagimli kinazin islevini engelleyen p21 proteininin ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin
transkripsiyonunu uyararak diizenlemekte ve boylece p21 proteini araciligi ile hiicre
dongiisiinii G1 asamasinda durdurmaktadir. p53 ayrica, mitoz boliinme i¢in gerekli
proteinleri kodlayan c-myc ve c-fos gibi genlerin transkripsiyonlarini diizenleyen E2F
transkripsiyon faktorii ile fiziksel olarak etkileserek hiicre dongiisiiniin G2 evresinde
durdurulmasinda da rol almaktadir (34). p53 replikasyon ¢atalinin olusumunu
engelleyerek replikasyonun baskilanmasinda da gorev almaktadir. DNA tamirinde
XPB (Xeraoderma Pigmentosum Grup B DNA Helikaz), XPD (Xeraoderma
Pigmentosum Grup D DNA Helikaz), p62 ve topoizomeraz gibi proteinler p53
proteini ile birlikte gérev almaktadir. Ayrica DNA cift zincir kiriklarinda ya da
telomer hasar1 gibi durumlarda direck DNA’ya baglanarak, DNA sarmalinin

¢ozililmesine engel olmaktadir (34).

p53, normal kosullar altinda ¢ok diisiik veya tespit edilemeyen seviyelerde
muhafaza edilen kisa Omiirlii bir proteindir. p53, DNA hasar1, hipoksi, 1s1 soku,
onkogenlerin aktivasyonu, riboniikleosid trifosfat eksikligi, ig iplik¢iklerinde
meydana gelen hasarlar gibi birgok stres faktdrii uyarana maruz kaldiginda ve
translasyon sonras1 modifikasyonlarla aktive edilir. Aktive edilmis p53, diziye 6zgii
bir DNA baglama transkripsiyon faktoriidiir. p53°iin asag1 yondeki hedefleri arasinda
P21waricirr, MDM2, GADDA45, 14-3-3c, bax ve KILLER/DRS gibi c¢esitli genler
tanimlanmis olup bunlarin ifade iirlinleri, hiicre biiyiimesinin diizenleyicileri olarak

islev gormektedir (67).
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Sekil 2.5.a. p53 Yolagi ve Etki Mekanizmalar1 (69)

Bir¢ok hiicre tipinde, hiicre zararli DNA ajanlarina maruz kaldiginda hiicre
dongiisii progresyonunda gecici degisiklikler meydana geldigi gozlenmistir. Bu
degisiklikler DNA sentezi tekrar baglamadan (G1 evresinde durdurma) ve/veya mitoz
baslamadan (G2 evresinde durdurma) hasarin onarimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. DNA
hasarimin replikasyondan veya mitozdan 6nce onarilmamasi, mutajenik lezyonlarin
yayllimma neden olabilmekte ve neoplastik doniisiimiin olusmast icin gerekli

genomik degisikliklerin ilerleyici birikimine katkida bulunabilmektedir (33).

p53 diziye 0zgii transkripsiyonel koaktivator olarak islev gormekte ve bir¢ok
hiicre tipinde p53 ekspresyonu hiicre dongilisii kontrol noktalarini etkileyerek

dongiiniin durdurulmasina neden olmaktadir (67).

p537in hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol ettigine iligkin ilk kanat,
Kastan ve ark. tarafindan bulunmustur. Arastirmacilar DNA hasarini takiben hiicre
dongiisiinlin durdurulmasinin kontroliinde sinyal iletim yolunda rol alan ATM, ATR,

p53 ve GADDA45’in rol aldigin1 belirlemisler ve bu yoldaki anormalliklerin tiimér
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gelisimine neden olabilecegini tespit etmislerdir (70). Daha sonra, DNA hasarina
bagli hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durdurulmasinda p53’iin asagi yondeki
hedefinin siklin bagimli kinaz inhibit6rii olan p21 oldugu belirlenmistir. p53 proteini
Cdk inhibitorii olan p21’in ekspresyonunu uyarmaktadir. p21, siklin E/Cdk2, siklin
D1/Cdk4, siklin A/cdc2 ve siklin B/cde2’yi igeren bir dizi siklin ve Cdk
komplekslerine baglanir ve bunlarin kinaz aktivitesinin inhibisyonuna, pRB
hipofosforilasyona ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden olmaktadir. Bu
durum, hipofosforile Rb’nin birikimine ve transkripsiyon faktorii olan E2F ile
kompleks olusturmasina izin vererek, E2F tarafindan kontrol edilen genlerin
transkripsiyonu engelleyerek hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durdurulmasina
sebebiyet vermektedir. Rb, S fazimna 6zgii genlerin ekspresyonu icin gerekli E2F
transkripsiyon faktoriinlin negatif bir diizenleyicisidir. Rb, p53°iin asag1r yondeki
akisinda rol alir, Rb fonksiyon kaybi sonucunda hiicre dongiisiiniin p53 indiikli G1
evresinde durma noktasinin atlanabilecegi calismalarla gosterilmistir. Bu sonuglar
G1 kontrol noktasinda p21'in roliinii agik¢a ortaya koymaktadir (67, 71). Bununla
birlikte, p21’in, p53 aracili tiimdr baskilama icin gerekli tek hedef gen olmadigi
bilinmektedir (33, 67).

p53, G2/M kontrol noktasinin diizenlenmesinde de rol alir. Siklin B1/cdc2
kompleksi mitoza gegiste gerekli olan baslica diizenleyici faktorlerden olup, siklin
Bl’in p53 tarafindan asagr yondeki transkripsiyonel diizenlenmesi, hiicre
dongiistiniin p53 aracili G2/M evresinde durdurulmasinda rol almaktadir. DNA
hasar1 indiikli dongiiyi G2 evresinde durdurmayr iceren biyokimyasal
yolaklar Cde2’nin  aktivitesinin  baskilanmasini da igeren sinyal kaskadini
baslatmaktadir. p53’iin transkripsiyonel hedefi olan GADDA45, p21 ve 14-3-3c
tarafindan Cdc2’nin baskilandigi belirtilmektedir. Gadd45, p53 ile indiiklenir,
Gadd45’in  ekspresyonundaki artis siklin Bl ve cdc2’nin ekspresyonunun
azaltilmasina neden olur. Gadd45, siklin Bl/cdc2 kompleksinin aktivitesini inhibe
ederek hiicre déngiisiiniin G2/M evresinde durdurulmasma neden olur. Iyonize
radyasyonla indiiklenebilen diger bir p53 hedef geni olan 14-3-3c G2/M evresinde
dongiinin durdurulmasinda gorevli olup,  fosforile Cdc25C’in sitoplazmada
baglanmasinda ya da serbest birakilmasinda rol alir ve bdylece Cdc25’in

fosforilasyonunu ve Cdc2'nin aktivasyonunu dnler. p21WAF1 / CIP1 ve BTG2 gibi
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pS3 indiikli bazi genlerinde dongiiniin G2/M evresinde durdurulmasiyla iliskili
oldugu belirtilmektedir (33, 65, 67, 68)

p21’in cdc2 aktivitesini inhibe ederek hiicre dongiisinii G2 evresinde
durdurduguna dair ¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Buna mekanizmalara gore,
p21 ya dogrudan Cdk/Siklin komplekslerine baglanarak Cdk aktivitesini inhibe
etmektedir ya da p2l, cdk2’yi inhibe ederek cdc2 aktivitesi kaybina neden
olmaktadir. Ugiincii olarak, p21’in cdk2’ye baglanarak CAK ile kompleks
olusturmasini engelleyebilecegi ve benzer etkinin cdc2’nin p21 tarafindan inhibe
edilmesinin altinda da yatabilecegi diisiiniilmektedir. Dordiincii mekanizma ise;
DNA sentezi ve onarmmi igin gerekli olan p21 ile PCNA arasindaki iliskiyle
baglantili bulunmustur. p21, DNA sentez siirecinde olduk¢a onemli olan PCNA
etkisizlestirerek S fazi boyunca DNA hasarina neden olabilir ve bu durum cdc2’nin
inhibisyonuna sebebiyet verebilir. Bunun sonucunda p53°ten bagimsiz olarak hiicreyi

G2 evresinde durdurabilir (33).

DNA hasar1 ayrica cdc2 inhibisyonuna neden olan p53'ten bagimsiz yollar1 da
aktive etmektedir. Genotoksik strese cevap olarak, PI-3K ailesinin iiyeleri aktive
olmakta ve DNA onariminit ve hiicre dongiisii ilerlemesini diizenleyen sinyal iletim
yollarin1 baslatmaktadir. PI-3K ailesinin birgok tiyesi, DNA-PK, ATM, ATR'de dahil
olmak tlizere p53'i dogrudan fosforile edebilir. DNA hasariyla indiiklenen ATM
bagimli sinyalizasyon ayrica Chkl ve Chk2 kinazlarinin aktivasyonuyla
sonuglanmaktadir. Chk1 ve Chk?2, 14-3-3 proteinleri i¢in bir ortak baglanma bolgesi
olusturan Cdc25C'yi fosforile edebilmektedir. 14-3-3 proteinlerinin Cdc25C'ye
baglanmasi; Cdc25C'min niikleer disariya taginmasi, fosfatazin sitoplazmada
tutulmasi ve dolayisiyla Cdc2 aktivitesinin inhibisyonu ile sonug¢lanmaktadir. CAK;
Cdk7, Siklin H ve Mat 1'den olusur ve fosforilasyon ile Cdc2'yi aktive eder. CAK'in
pS53 tarafindan baskilanmasiyla hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasina

neden olabilecegi belirtilmektedir (33, 68).
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Sekil 2.5.b. p53’iin Hiicre Dongiisiindeki Onemi (69)

2.6. Kiiciik Sessizlestirici RNA (small interfering RNA=siRNA)

RNA interferans (RNAi), biiyilkk oranda korunmus, ¢ift iplikli RNA
(dsRNA)’nin hiicreye girisiyle birlikte homolog mRNA’larin dizi-spesifik yikimina
yol acan post-transkripsiyonel gen susturma mekanizmasidir (72-76). RNAI
mekanizmasi, hiicre gelisimini ve farklilagmasini  kontrol etmek igin gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynar. dsRNA ile uyarilan bu
mekanizma mikroRNA’lar (miRNA) ile hiicresel gen ekspresyonunun diizenlenmesi
ve Kkiiclik sessizlestirici RNA’lar (small interfering RNA=siRNA) ile hedef
proteinlerin susturulmasi olmak iizere iki farkli mekanizma iizerinden gorev

yapmaktadir (72, 74, 77, 78)
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RNAi mekanizmasinda, ¢ift zincirli RNA’yr RNAse-III Riboniikleaz
ailesinden sitoplazmik bir enzim olan Dicer II ~21 niikleotidlik SIRNA olarak
adlandirilan kisa parcalara ayirmaktadir. siRNA‘ larin 5'-uglarinda fosfat, 3'-

uclarinda hidroksil grubu bulunur ve 3'-uglarmin, 5'-u¢larindan iki niikleotid kadar

daha uzun oldugu bilinmektedir (74, 79).

RNAI faktorleri biraraya gelerek RNA ile Indiiklenen Susturucu Kompleksi
(RNA-induced silencing complex; RISC) meydana getirmektedir. Ancak olusan
RISC heniiz aktif degildir. siRNA zincirleri ATP’ye bagimli bir sekilde Dicer
enziminde bulunan RNA Helikaz aktivitesiyle acilir sonra hedef mRNA’ya
komplementer olan siRNA zinciri RISC’e baglanir ve RISC kompleksi aktif hale
gelir. Aktive olmus RISC kompleksi, tasidigi siRNA zincirinin komplementer
dizisini iceren hedef mRNA’ya baglanarak transkripti parcalara ayirmakta ve hedef
mRNA’nin kodladigi protein sentezi engellenmektedir (72).

RNAI canli organizmalarda dogal olarak bulunan bir mekanizma olmasinin
yan1 sira, in vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullamilarak da hedeflenen
bolgelerdeki gen ifadesinin baskilanmasi gergeklesebilmektedir. In vitro olarak
sentezlenen siRNA’lar hedeflenen gen bolgesini susturarak genlerin fonksiyonunun
belirlenmesinde ya da bazi hastaliklar i¢in terapétik ajan olarak kullanilmaktadir (72,

73,77, 80)

Uygulamada sentetik olarak sentezlenen siRNA’larin, Dicer ile islenme
asamasi atlanarak dogrudan hiicre igine verildigi ve RISC aracili bir mekanizma
kullanarak mRNA’lar1 yiktig1 belirtilmektedir. Hiicre igerisine siRNA’lar lipid
temelli transfeksiyon ajan1 ile verilmekte ve bu siRNA’lar, RISC ile
baglanmaktadirlar. RISC nukleaz aktiviteli bir RNA-multiprotein kompleksi olup
yapisinda endontiikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz enzimlerini icermektedir (80). RISC
yapisinda bulunan Argonaute (Ago) proteini, antisense dalin 3’ ucuna baglanmada
gorevli olan Piwi- Argonaute-Zwille (PAZ) bolgesini ve hedef mRNA’nin kesiminde
rolii oldugu diisiiniilen PIWI bolgesini icermekte olup, mRNA kesimi icin katalitik
bolge olarak gorev yapmaktadir. Ago, anlamli siRNA’ya baglanir, anlamsiz
siRNA’y1 dalindan ayirir ve uzaklagtirir. Anlamsiz siRNA zincirini bulunduran aktif

RISC ise anlamsiz zincire komplementer hedef mRNA’ya baglanarak
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degredasyonuna ve protein sentezinin transkripsiyon sonrast diizenlenmesine neden
olmaktadir. Aktif RISC kompleksi, mRNA hedeflerinin degradasyonuna devam
ettikge, gen susturmasi gergeklesmis olmaktadir (74, 75, 79-82).

In vitro olarak olusturulan siRNA’larmm RISC tarafindan taninabilmesi ve
etkin bir gsekilde gen susturmasini basarabilmesi i¢in bir takim o6zelliklere sahip
olmasi  gerekmektedir. siRNA’larin 21-23  niikleotidlik olanlart  RNAi
mekanizmasinda en etkin 6zellige sahip olup, 21 baz ciftinden kiigiik, 25 baz
ciftinden biiyilk olan dsRNA’larin etkinligi ¢ok azdir. 30 baz c¢iftinden biiyilik
dsRNA’lar ise interferon cevabina neden olmaktadir. Ekzojen siRNA’larda ¢ift iplik
olan 19 niikleotidlik kisim ve 3’uglarinda bulunan 2 niikleotidlik overhang yapilar
bulunur ve bu durum siRNA’larin tip III RNazlar tarafindan taninmasi icin gereklidir
(75, 77). Sonug olarak teoride uygun olarak tasarlanmis bir siRNA kullanilarak,
RNAi mekanizmasindan yararlanilarak hiicrede hedef alinan herhangi bir gen

susturulabilir (77).

Calismamizda, RNAi yontemi kullanilarak HK-2 hiicre hattinda p53 genini
susturarak, OTA’nin hiicre dongiisiinii durdurucu etkisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmada, hiicre dongiistiniin 6nemli kontrol noktalarindan olan p53’iin etkisini

arastirmay1 amagladik.

33



3. GEREC VE YONTEM

Tez projesi kapsaminda asagida belirtilen yontemler kullanildi.
e Hiicre Kiiltiiri

e siRNA Transfeksiyonu

e Hiicre Canliligi/Sitotoksisite Testi

e RT-PCR (Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
e Western Blot

Belirtilen in vitro deneyler ¢alismada, insan bdbrek proksimal tiibiil epitel
hiicre hattt (HK-2: Human-Kidney 2) kullanilarak asagidaki gruplarda
gerceklestirildi.

a) Herhangi bir muameleye ugramamis hiicreler

b) Negatif siRNA ile transfekte edilmis hiicreler

c) Negatif siRNA + 10 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler
d) Negatif siRNA + 25 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler
e) p53 siRNA ile transfekte edilmis hiicreler

f) p53 siRNA +10 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler

g) p53 siRNA + 25 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler

h) 10 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler

i) 25 uM OTA ile muamele edilmis hiicreler

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1, Hiicre kiiltiirii/PCR/Western Blot laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Dizisi: Deneyler HK-2 hiicre hatti kullanilarak yapildi. Hiicre hatti
Bogazici Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali dgretim iiyesi

Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Yaman tarafindan hediye edilmistir.
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Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar:

e Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim sarf malzeme ve kimyasal maddeler

steril olarak kullanild.

e Besiyeri: Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12) kullanima hazir sivi halde steril sise icerisinde
Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi ve kullanim siiresince

+4 °C’de saklandi.

e Serum: Fetal Sigir Serumu (FBS), kullanima hazir siv1 halde steril sise
icerisinde Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi ve kullanim

stiresince -20 °C’de saklandi.

e Diger soliisyonlar: Tripsin-Etilen diamin tetraasetik asit (Tripsin-EDTA)
(%0.25), 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) ve penisilin/streptomisin
antibiyotik soliisyonlari, kullanima hazir siv1 halde steril sise igerisinde
Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA); dimetil siilfoksit (DMSO) ve tripan
mavi (%0.4) ise Sigma’dan (St.Louis, MO, USA) temin edildi.

Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi: HK-2 hiicreleri, % 10 oraninda FBS ve 2 mM
L-glutamin iceren DMEM/F-12 besiyeri igerisinde kiiltiire edildi. Ayrica bakteri
kontaminasyonunun Onlenmesi amaciyla, 100 iinite/ml penisilin ve 100 mg/ml
streptomisinden olusan antibiyotik sollisyonundan % 1 oraminda kiiltiir
medyumlarina eklendi. Hiicreler, % 5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava iceren
inkiibatorde 37 °C’de bekletilerek canliliklarinin devami saglandi. Steril 75 cm?’lik
kiiltiir kaplarinda {iiretilen hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulasana kadar beslendi,
ancak bu yogunluktan sonra Tripsin-EDTA yardimiyla yapistiklart flaskin
yiizeyinden kaldirild1 ve yine kendi besiyeri igerisinde steril yeni bir flaska aktarildi.
Boylece hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi. Kiiltiirleme islemi sirasinda hiicreler, 1X
PBS ile yikandi. Hiicre saymmi tripan mavi soliisyonu ile toma laminda

gerceklestirildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi: Hiicreler, dondurma medyumu igerisinde
kademeli olarak dondurulduktan sonra kullanima kadar sivi nitrojende saklandi. Bu

amagla, Tripsin-EDTA ile flaskin yilizeyinden ayrilmasiyla elde edilen hiicre
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siispansiyonu 600 x g’de 8 dakika santrifiij edildi. Islem sonunda elde edilen hiicre
peleti, dondurma medyumu ile resilispanse edilerek 2ml’lik steril dondurma tiiplerine
aktarildi. Dondurma medyumu ise, %20 FBS ve %10 DMSO iceren DMEM/F12 ile

hazirlandi.

3.2. siRNA Transfeksiyonu

Prensip: 20-21 niikleotidlik dizilimler olan siRNA’lar, spesifik olarak
baglandigt mRNA’y1 degrade ederek ilgili proteinin translasyonunu engeller. Bu
bilgi 15181nda, p53 mRNA’sina spesifik siRNA aracigiyla p53 protein sentezinin
inhibisyonu amaglandi. Bu amagla HK-2 hiicreleri p53 siRNA ile ve negatif SIRNA
ile ayr1 ayr1 transfekte edildi.

Kullanilan Kimyasallar:
e p53 ve negatif siRNA’lar; Ambion’dan (Austin, TX, USA) temin edildi.

e Hiperfect; siRNA’larin memeli hiicresine aktarilmasinda kullanilmakta

olup, Qiagen’den (Hilden, Germany) temin edildi.

p53 siRNA ve Negatif siRNA’nin Hazirlanmasi: Liyofilize sekilde temin
edilen 20 nmol stok p53 siRNA ve 5 nmol stok negatif siRNA’lar, DNaz/RNaz’dan
yoksun suda resiispanse edilerek final konsantrasyonlar1 50uM olacak sekilde

hazirland.
MTS Deneyi icin siRNA Transfeksiyon Prosediirii:

e HK-2 hiicreleri, p53 ve negatif siRNA’lar ile ayr1 ayr1 transfekte edilmesi
amaciyla her bir kuyucukta %30 yogunluga sahip olacak sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarildi.

e p53 ve negatif siRNA transfeksiyonu yapilacak her bir kuyucuk i¢in ayr1
bir tiip icerisinde final konsantrasyonu 50nM olan siRNA ve 0,9 pl

hiperfect igeren karigim hazirlandi.

e Karisim oda 1sisinda laminar flow kabinde 25 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda bu karisim, daha 6nce hazirlanan 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda

bulunan hiicrelerin tizerine eklenerek 8 saat inkiibatorde bekletildi.
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e Bu siirenin sonunda serumsuz besiyeri uzaklastirilarak, 2X serum igeren

besiyeri eklendi. Hiicreler 72 saat kiiltiir sartlarinda inkiibe edildi.
RT-PCR Deneyi icin siRNA Transfeksiyon Prosediirii;

e HK-2 hiicreleri, p53 ve negatif siRNA’lar ile ayr1 ayr1 transfekte edilmesi
amactyla her bir flaskta %30 yogunluga sahip olacak sekilde 6 kuyucuklu

kiiltiir kaplarina aktarildi.

e p53 ve negatif siRNA transfeksiyonu yapilacak her bir kuyucuk i¢in ayri
bir tiip icerisinde final konsantrasyonu 50nM olan siRNA ve 0,9 pl

hiperfect igeren karigim hazirlandi.

e Karisim oda 1sisinda laminar flow kabinde 25 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda bu karisim, daha 6nce hazirlanan 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda

bulunan hiicrelerin {izerine eklenerek 72 saat inkiibasyonda birakildi.
Western Blot Deneyi Icin siRNA Transfeksiyon Prosediirii;

e HK-2 hiicreleri, p53 ve negatif siRNA’lar ile ayr1 ayr transfekte edilmesi
amaciyla her bir flaskta %30 yogunluga sahip olacak sekilde 25cm?’lik

steril kultir flasklarina aktarildi.

e p53 ve negatif SiIRNA transfeksiyonu yapilacak her bir kuyucuk igin ayri
bir tiip igerisinde final konsantrasyonu 50nM olan siRNA ve 0,9 pl

hiperfect igeren karigim hazirlandi.

e Karisim oda 1sisinda laminar flow kabinde 25 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda bu karisim, daha once hazirlanan 25cm?’lik steril kiiltiir
flasklarinda bulunan hiicrelerin iizerine eklenerek 72 saat inkiibasyonda

birakildi.

3.3. Hiicre Canhihgy/Sitotoksisite Testi - MTS Deneyi

Prensip: Hiicrelerin, OTA ile muamelesinin takibinde gelisen sitotoksik
cevabin saptanmasi amactyla yapildi. Bu amagla, CellTiter96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (MTS) kiti (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA) kullanildi. Deneyin prensibinde, tetrazolyum tuzu 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
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(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-  bir elektron tasiyicist olan fenazin
metosiilfat varliginda formazana indirgenmektir (83). Elektron tasiyiciligi gorevini
ise, canli hiicrelerdeki dehidrogenazlar gerceklestirir. Dolayisiyla formazan olusumu,
canli hiicre sayist ile dogru orantilidir. Olusan kahverengi rengin yogunlugu 490
nm’de mikroplaka okuyucu ile spektrofotometre (Thermoscientific Multiskan Go
Microplate Spectrophotometer) ile 6lgiildii. MTS, proliferasyon, sitotoksisite veya
kemoterapi testlerinde canli hiicrelerin sayisim1  belirlemek i¢in kullanilan

kolorimetrik bir 6l¢lim yontemidir.

OTA’nin Hazirlanmasi: Cayman firmasindan (Ann Arbor, Michigan, USA)
temin edilen OTA (MA: 403,8), 10mM final konsantrasyonu olacak sekilde DMSO
icerisinde laminar flow kabinde ¢6ziildii. 10 mM’lik bu ana stok soliisyondan ise 200
uM’lik ara stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonlar -20°C’de saklandi. Ileri
asamalarda kullanilacak OTA ara stok soliisyonlari, her bir deneyden hemen &nce

taze olarak hazirlanda.

Hiicrelerin Hazirlanmasi1 ve Deney Prosediirii: HK-2 hiicreleri, tripsin-
EDTA yardimiyla bulunduklari flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre
stispansiyonu 600 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Besiyeri
ile restispanse edilen hiicreler, her bir kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu steril hiicre kaplarina boliistiiriildii. Yiizeye yapismalari i¢in gece boyunca
inkiibatorde bekletilen hiicrelerin, farkli dozlardaki OTA ile muamelesi
gerceklestirildi. 200 mM’lik ara stok soliisyonlarin  kullanilmasiyla final
konsantrasyonu 5 uM, 10 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM ve 40 uM olmak tizere 6 farkl
OTA dozu ile 24 saat muamele edildi. MTS deneyi i¢in HK-2 hiicreleri, 96
kuyucuklu steril hiicre kaplarina Sekil 3.3.1°de belirtildigi gibi boliindii.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OTA OTA OTA 20 uM 20 uM 20 uM 40 pM 40 pM 40 uM
yok yok yok OTA OTA OTA OTA OTA OTA
5uM 5uM 5uM 25 uM 25 uM 25 uM Yalniz Yalniz Yalniz
OTA OTA OTA OTA OTA OTA besiyeri besiyeri besiyeri
10 pM 10 pM 10 pM 30 M 30 uM 30 M
OTA OTA OTA OTA OTA OTA

Sekil 3.3.1. Hiicrelerin sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki
dagilim1

OTA ile muamele edilen hiicreler 24 saat %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis
hava iceren inkiibatdrde 37 °C’de bekletildi. Siire sonunda MTS soliisyonundan 20 ul
her bir kuyucuga eklendi ve hiicreler tekrar 1-4 saat arasinda karanlikta kontrol
edilerek inkiibe edildi. Canli hiicrelerde olusan kahverengi renkli formazanin
absorbans degerleri, mikroplate okuyuculu spektrofotometrede 490 nm’de
besiyerinin kullanildigi kore karsi okundu. Ayrica hiicre sitotoksisitesinin dl¢iimii,
her bir deneyde iiclii olmak {izere birbirinden bagimsiz deneylerle {i¢ farkli zamanda

tekrarlandi.

Elde edilen veriler dogrultusunda secilen iki doz OTA konsantrasyonu ve
etkin siRNA konsantrasyonu ile transfekte edilmis hiicrelerin kombinasyonunda
hiicre canliligin1 tespit etmek igin tekrar MTS deneyi kuruldu. HK-2 hiicreleri,
tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre
siispansiyonu 600 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi.
Medyumu ile resiispanse edilen hiicreler, her bir kuyucukta 10.000 hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu steril hiicre kaplarina boliistiiriildii. Yiizeye yapigmalar: igin
gece boyunca inkiibatorde bekletilen hiicreler daha 6nce belirtilen gruplara uygun
olacak sekilde final konsantrasyonu 50 nM olan siRNA transfekte edildi ve 72 saat
kiltlir sartlarinda inkiibe edildi. 72 saatlik siirecin son 24 saatinde de 10 uM ve 25
UM olmak tizere belirlenen iki farkli dozdaki OTA ile muamelesi gerceklestirildi.
Sonug¢ olarak, siRNA transfeksiyonu gerceklesmis hiicreler 72 saat, OTA ile
muamele edilen hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edilmis oldu. MTS deneyi i¢cin HK-
2 hiicreleri, 96 kuyucuklu steril hiicre kaplarina Sekil 3.3.2°’de belirtildigi gibi

boliindii.
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1 2 3 5 6 7 9 10 11 12
OTA OTA p53 p53 p53 10 uM 10 uM 10 uM
A| oTayok yok yok SRNA | SRNA | siRNA OTA OTA OTA
p53 p53 p53
Negatif Negatif Negatif siRNA+ | siRNA+ | siRNA+ 25 uM 25 uM 25 uM
B | siRNA SIRNA SiRNA 10 uM 10 uM 10 uM OTA OTA OTA
OTA OTA OTA
Negatif Negatif Negatif p53 p53 p53
C SIRNA+ SiRNA+ | SiRNA+ SiIRNA+ | siRNA+ | siRNA+ Yalniz Yalniz Yalniz
10 uM 10 uM 10 uM 25 uM 25 uM 25 uM besiyeri besiyeri besiyeri
OTA OTA OTA OTA OTA OTA
Negatif Negatif Negatif
SIRNA+ SIRNA+ | SiRNA+
25 uM 25 uM 25 uM
OTA OTA OTA

Sekil 3.3.2. siRNA transfeksiyonu gerceklesmis ve OTA ile muamele edilmis
hiicrelerin sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki dagilimi

3.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Analizi

Prensip: Kalip olarak kullanilan RNA’nin ters transkriptaz enzimi ile

komplementer DNA’ya cevrilmesi ve takibinde de bu DNA {izerinden hedef gene

spesifik dizilimlerin ¢ogaltilmasi prensibine dayanir.

Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:

e Trizol Reaktifi, DNA ladder ve Platinyum Tag DNA polimeraz Kiti,
Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi.

e 1-bromo-3-kloropropan (BCP), izopropanol ve absoliit etanol Sigma’dan
(St.Louis, MO, USA) temin edildi.

o cDNA sentezi kiti, Applied’den (Biosystem, Lithuania) temin edildi.

e Tris-Borat-Edta Tamponu: 10X stok olarak hazirlandi.

e 54 gr Tris base, 27,5 gr borik asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile suda

¢oziindii. Kullanim agsamasinda ise 10X’lik bu stok soliisyon, distile su ile

1X’e diliie edildi.
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Tablo 1. Primer Dizilimleri

p53 icin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5" CAT CTA CAA GCA GTCACAGCACA Y

Antisense 5 GGT CTC TCC CAG GAC AGG C 3’

Siklin D1 i¢in Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5" ATG CTG GAG GTC TGC GAG G 3’

Antisense 5 GGA AGC GTG TGA GGC GGTA ¥

Siklin E1 Icin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5 GAC GGC GAG GGA CCAGTG T3

Antisense 5" AGG GTG TTG CTC AAG AAA GTG CT 3’

p53, siklin D1 ve siklin E1 i¢in spesifik primer diziliminin dizayni Siileyman
Demirel Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 gretim iiyesi degerli hocam Dog.
Dr. Nilgiin Giirbiiz tarafindan yapilmistir. pS3, siklin D1 ve siklin E1 i¢in spesifik
primer diziliminin dizayn edilmesi i¢in, dnce http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
sitesinden p53, siklin D1 ve siklin E1 genlerine spesifik mRNA dizilimleri saptandi.
Daha sonra genel primer dizayn kurallari g6z oniine alinarak olas1 primerler segildi.
Secilen primer dizilimlerinin, herhangi bir dimer olusturup olusturmadig: veya diger
genlere ait dizilimler ile g¢akisip cakismadigint kontrol etmek icin ise

http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html sitesinden yararlanildi.

Primerlerin Coziilmesi: Dizaynini belirledigimiz p53, siklin D1 ve siklin
El primerlerinin dizilimleri Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) firmasina
sentezlettirildi. Liyofilize sekilde gelen stok primerler DNaz/RNaz’dan yoksun suda
coziilerek 100 uM olacak sekilde ana stok ¢ozeltisi hazirlandi.
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Tablo 2. Primer Konsantrasyonlari

Primer Sense stok (nmol) Antisense stok (nmol)
pS3 17,7 33,1
Siklin D1 41,2 37,4
Siklin E1 29,7 20,5

100 uM’lik ana stok primer ¢ozeltisinden de p53, siklin D1 ve siklin El

primerleri i¢in 10 uM’lik ara stok ¢ozeltisi hazirland.

Hiicrelerin Hazirlanmasi1 ve Deney Prosediirii: HK-2 hiicreleri, tripsin-
EDTA yardimiyla bulunduklari flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre
stispansiyonu 600 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Besiyeri
ile reslispanse edilen hiicreler 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir kaplarina %30
yogunlukta olacak sekilde bolistiiriildii. Yilizeye yapismalari i¢in gece boyunca
inkiibatorde bekletilen hiicreler, daha 6nce belirtilen gruplara uygun olacak sekilde
final konsantrasyonu 50 nM olan negatif veya p53 siRNA’lar ile transfekste edildi ve
72 saat kiiltiir sartlarinda inkiibe edildi. Ayrica 72 saatlik periyodun son 24 saatinde
de final konsantrasyonu 10 uM ve 25 pM olacak sekilde iki farkli dozda OTA ile

muamele edildi.

3.4.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Prosediir:

e 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere 1ml/kuyu trizol reaktifi

eklendi ve oda 1s1sinda 5 dakika inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyonu takiben 200 pl BCP eklendi ve 12000 x g’de, 4 °C’de, 15
dakika santrifiij edildi.

e En altta DNA, ortada protein ve en iistte RNA olmak iizere 3 faza ayrilan
slispansiyonun, en {ist renksiz faz1 temiz bir tiipe aktarilarak tizerine 500
ul izopropanol eklendi. 12000 x g’de, 4 °C’de, 8 dakika santrifiij islemini
takiben elde edilen pelete %75°1ik etanol eklenerek karisim, 7500 x g’de,
4 °C’de, 5 dakika santrifiij edildi.
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Elde edilen RNA peleti, RNaz icermeyen su ile resiispanse edildi ve

¢oziinmesi i¢in 58 °C’de, 10 dakika inkiibe edildi.

Mikroplate okuyuculu spektrofotometrede once 260 nm’de RNA miktari,
daha sonra da 260nm/280nm’de RNA’nmin saflifi tayin edildi.
260nm/280nm orani, 1,7- 2 olan RNA numuneleri RT-PCR analizinde
kullanildi.

3.4.2. cDNA Sentezi

Prosediir:

RNA’nin izolasyonundan hemen sonra komplementer DNA (cDNA)
sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem,
Lithuania) sentez kiti kullanilarak ger¢eklestirildi.

Kit protokoliine gore, 1ug RNA Ornekleri, 10X RT buffer, 25X dNTP
karigimi, 10X RT random primer, RNaz inhibitorii, DNaz/RNAz’dan
yoksun su ve RT enzimden olusan toplam hacmi 20 pl olan karisim

icerisinde reaksiyona tabi tutuldu.

cDNA sentezi i¢in termal dongii cihazinda asagidaki program kullanildi.
25°C’de 10 dakika

37°C’de 120 dakika

85°C’de 5 dakika

Elde edilen cDNA sentez iiriinleri, hedeflenen genler olan p53, siklin El
ve siklin D1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi icin

kullanildi.

3.4.3. RT-PCR Analizi

Prosediir:

RT-PCR deneyi, Platinyum Tag DNA Polimeraz kiti (Carlsbad, CA,
USA) ile gerceklestirildi. GAPDH geni ise referans gen olarak kullanildu.
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Kit protokoliine gore, her bir ornek i¢in elde edilen cDNA; final
konsantrasyonu 1X olan PCR tamponu, 0,2mM olan dNTP karigimi,
1,5mM olan MgCl,, 0,2 uM olan sense ve antisense primer karigimi
icerisinde DNaz/RNAz’dan yoksun suyun kullanilmasiyla toplam hacim 25

ul olacak sekilde reaksiyona hazirlandi.

pS3, siklin DI ve siklin E1 gen amplifikasyonu i¢in asagidaki PCR

programi kullanildu.

94°C’de 2 dakika
94°C’de 30 saniye
55%C’de 45 saniye > 35 dongii
72°C’de 1 dakika
72°C°de 5 dakika

Elde edilen PCR amplifikasyon iiriinleri, yiikleme tamponu ile diliie
edilerek %?2’lik agaroz jel iizerinde ve 1X Tris-Borat-EDTA tamponu
(pH:8.3) varhiginda 30-35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Marker
olarak Invitrogen’den Tracklt DNA ladder 100bp (Carlsbad, CA, USA)
kullanild1.

Goriintiileme:

%?2’lik agaroz sollisyonunun hazirlanmasi asamasinda eklenen 1X Sybr
Green floresan boyanin kullanilmasiyla, Blook LED Transilluminatérde
(Genedirex, Miaoli County, Taiwan) bantlarin goriintiilenmesi yapildu.
Bilgisayar ortamina aktarilan goriintiilerdeki bantlarin yogunlugu, Image
J — Versiyon 1.36 (National Institute of Health, Maryland, USA)

dansitometre programi ile kuantifiye edildi.
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3.5. Western Blot

3.5.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar:

Hiicre lizis tamponu: Promega (Madison, WI, USA) firmasindan temin

edilen 5X lizis tamponu, kullanim sirasinda distile su ile 1X’e diliie
edildi.
Proteaz ve Fosfatataz inhibitdr kokteyli: Thermofisher Scientific

(Rockford, 1L, USA) firmasindan temin edilen 100X inhibitér kokteyli,

caligma sirasinda hiicre lizis tamponu ile 1X’e diliie edildi.

OTA’nmin Hazirlanmasi: Western Blot analizi i¢in hiicrelerin OTA ile

muamele edilmesinde 10mM OTA stok soliisyonu kullanildi.

Prosediir:

HK-2  hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar1 flaskin
ylizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre siispansiyonu 600 x g’de 8 dakika
santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Medyumu ile resiispanse edilen
hiicreler, hiicre saymmi yapildiktan sonra 25 cm? gapindaki steril kiiltiir

kaplarina %30 yogunlukta olacak sekilde aktarildi.

Yiizeye yapigsmalari i¢in gece boyunca inkiibatérde bekletilen hiicreler,
yukarida belirtilen gruplara uygun olacak sekilde final konsantrasyonu 50
nM olacak sekilde siRNA ile transfekte edildi ve 72 saat Kkiiltiir
sartlarinda inkiibe edildi. Ayrica siRNA ile birlikte OTA muamelesi
uygulanacak gruplardaki hiicrelere ise, 72 saatlik periyodun son 24
saatinde 10 uM ve 25 uM olmak iizere iki farkli dozda OTA verildi.
Boylece siRNA transfeksiyonu gerceklesmis hiicreler 72  saat,
beraberinde OTA ile muamele edilen hiicreler ise 24 saat inkiibe edilmis

oldu.

Siire sonunda hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar1 flaskin

yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre silispansiyonu her bir gruba ait
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15ml’lik falkonlara aktarilarak 600 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek
hiicre peleti elde edildi.

e Hiicre peleti 1 kez soguk 1X PBS ile yikandi ve 600 x g’de 4 °C’de 8
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda elde edilen hiicre pelleti,

pelletin miktarina gore 60-120 pl lizis tamponu ile resiispanse edildi.

e 10000 x g’de ve 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
slipernatant temiz bir tiipe aktarildi. Immunoblotlama asamasinda her
numuneden esit miktarda proteinin yiliklenebilmesi i¢in, supernatandaki
protein miktar1 kuantifiye edildi ve bu numuneler immunoblot analizi i¢in

kullanildi.

3.5.2. Protein Miktar Tayini

Prensip: Bradford yontemi ile yapilan protein miktar tayininde organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek renk olusturmasi esas
alinmaktadir. Mavi rengin olusmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle
arjinin gibi bazik amino asitler ve aromatik amino asitler) dnemlidir. Yontemde
temel alinan olgu, boya normal sartlarda 465 nm’de maksimum absorbans verirken,
protein ile baglandigi zaman 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermesidir.

Bradford yontemi Coomasie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin
farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi
renkli cozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Mavi rengin
olugmasinda proteinin aminoasit bilesimi dnemlidir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi
bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egiliminde oldugu
gosterilmistir. Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisinin 6nemi vardir.
Yontemde boyaya baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermekte ve standartlar varliginda kore karsi protein miktar tayini yapilmaktadir (84)

Kullanillan Kit: BioRad’dan (Hercules, CA, USA) temin edilen Bradford
protein tayin kiti kullanildi. Standart olarak, kit icerisinde verilen farkl

konsantrasyonlardaki kullanima hazir albiimin soliisyonlar1 kullanildi.
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Prosediir:

e Deney prosediirii olarak, kit iiretici firma tarafindan oOnerilen protokol

uygulandi.

e Numunelerdeki protein miktari, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 1,5 ve 2 mg/ml olmak
tizere 6 farkli albiimin standardinin kullanildig1 standart grafige gore
hesaplanarak tayin edildi. Standart grafigi olarak, her bir Ol¢iim ile es
zamanl olarak elde edilen anlik grafikler kullanild1 ve R? degeri 0.95’in
tizerinde olan grafikler kabul edildi. Buna bir 6rnek olarak asagidaki
grafik verildi (Sekil 3.4.2).

Protein Standart Grafigi

1.4 4

y = 0,61x+ 0,0893
R* =0,9876

1,2

0,8 -

0,6 -

Absorbans

0,4 -

0,2 -

Albumin Konsantrasvonu (mg/ml)

Sekil 3.5.2. Bradford yontemine gore elde edilen protein standart grafigi.

3.5.3. Immunoblot Analizi

Prensip: HK-2 hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu ve OTA muamelesi
sonrasinda olugan Cdk2, Cdk4 ve siklin D1 protein ekspresyonundaki degisiklikler
immunoblotlama yontemi ile gosterildi. Bu yontem, elektriksel ortamda molekiil
agirliklarina gore jelde ayrisan proteinlerin, membrana aktarilarak 6nce spesifik
antikorlar1 ile sonra da bunu taniyan ve belirli bir substrat ile reaksiyon verebilen

ikincil bir antikora ile baglanmasi1 sonucu olusan bantlarin gosterilmesi prensibine
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dayanmaktadir. Bu amagla proteinler 6nce Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid jel

elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrigmali, sonra ilgili primer antikoru ile

blotlanmalidir.

Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:

Yiikleme Tamponu (Loading Dye): 3X SDS-PAGE yiikleme tamponu
olarak Biovision’dan (Milpitas, CA, USA) kullanima hazir olarak temin
edildi. Tamponun igeriginde; 150mM Tris-HCI (pH:6.8), 300mM DTT,
%6 SDS, %30 gliserol, %0.3 bromfenol mavisi bulunur. Final

konsantrasyonu 1X olacak sekilde 6rnekle birlikte kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez Tamponu (Running Buffer): 5X stok olarak hazirlandu.

15 gr Tris, 72 gr Glisin ve 5 gr SDS tartilip 1L distile suda ¢oziindii.
Kullanim asamasinda ise 5X’lik bu stok soliisyon, distile su ile 1X’e

diliie edildi.
Blotlama Tamponu (Blotting Buffer): 10X stok olarak hazirlandi.

30.3 gr Tris, 144 gr Glisin ve 10 gr EDTA tartilip 1L distile suda
¢coziindii. Kullanim asamasinda ise 10X’lik bu stok soliisyon, %20
metanol varlifinda distile su ile 1X’e diliie edildi. Merck’den (Darmstadt,
Germany) temin edilen metanol, transfer sirasinda membranin sismesi ve

yapisan proteinlerin korunabilmesi amaciyla blotlama tamponuna

eklendi.

Tris Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween 20): 10X stok TBS soliisyonu
hazirlandi. 31,5 g Tris-HCl ve 80 gr NaCl tartilip 1L distile suda
¢oziindlii. Hazirlanan bu 10X’lik stok soliisyon, kullanilmadan oOnce
distile su ile 1X’e diliie edildi ve 1L i¢in 1 ml Tween-20 eklenerek TBS-

T soliisyonu hazirlandi.

%35 Bloklama Soliisyonu: 1 g yagsiz siit tozu, 20 ml TBS-T igerisinde

taze olarak hazirlanir.

Primer ve sekonder antikorlar i¢in Cell Cycle Regulation Sampler Kit

kullanildi (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) .
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e Cdk2, Cdk4 ve siklin D1 primer antikorlari: 1:1000 oraninda 1X TBS-T
ile diliie edilerek taze olarak hazirlandi. Uc antikorda anti-rabbit ve

monoklonal karaktere sahiptir.

e Sekonder Antikor Soliisyonu: Alkalen fosfotaz (AP) ile konjuge edilmis
anti-rabbit sekonder antikoru, 1:2000 oraninda TBS-T ile dilue edilerek

taze olarak hazirlandi.
Prosediir:

SDS-PAGE Elektroforezi

e Her kuyucukta 40 pg protein olacak sekilde ornekler, BioRad’dan
(Hercules, CA, USA) temin edilen 4-15% Tris-HCl Precast
Polyacrylamide hazir jelin kullanildigi SDS-PAGE elektroforezine tabi
tutuldu.

e Jelin bulundugu plakalar elektroforez tankina yerlestirildikten sonra 1X
elektroforez tamponu (running buffer) hazirlandi. I¢ havuz elektroforez
tamponu ile kuyucuklari tamamen kapatacak sekilde dolduruldu ve daha
sonra dis havuz elektroforez tamponu ile dolduruldu. Kuyucuklarin temiz

ve saglam oldugundan emin olmak i¢in yikama yapildu.

e Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle dnceden tayin edilen numuneler,
her bir kuyucukta 40 pug olacak sekilde 3X yilikleme tamponu ile diliie
edildi. Hazirlanan numuneler 95 °C’lik termoblok icerisinde 5 dakika
inkiibe edildi. Markir olarak BioRad’dan (Hercules, CA, USA) temin
edilen Kaleidoscope Prestained SDS-PAGE Standarts kullanildi. Ilk
kuyucuga molekiil agirliklart bilinen proteinlerden olusan markir,
digerlerine de numuneler jele yiiklenerek elektroforez baslatildi. 1X
elektroforez tamponu varliginda, numunelerin ayristirma jeline kadar
aynt anda toplanabilmesi i¢in akim once 80 V’a, daha sonra asil
ayrismanin olmast i¢in 120 V’a ayarlanarak elektroforez islemi

gerceklestirildi.
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Immunoblotlama:

Elektroforez sonunda plaka kaliplarin arasindan alinan jel, 1X transfer
tamponu icerisinde PVDF  (Poli-viniliden floriir) membrani ile
sandvi¢lendi. Bu amagla kullanilacak olan PVDF membrani dnce 2-3 dk
metanol i¢inde rehidrate oldu ve sonrasinda 2-3 dk distile suda yikandi.
Bu sirada membran, silingerler ve filtre kagitlar1 soguk 1X transfer

tamponu ile doyuruldu.

Sandvig i¢in, katottan anota dogru sirasiyla slinger, whatmann kagidu, jel,
PVDF membran, whatmann kagidi ve siinger sandvi¢ aparati igerisinde
iist liste yerlestirildi ve aparat sikica kapatildi. Hazirlanan sandvigin anot
kutbunun anotta, katot kutbunun da katotta olmasina dikkat edilerek
transfer tankina yerlestirildi. Transfer islemi 1X transfer tamponu

icerisinde +4 °C ve 80 V’da, 4 saatte siiresince gerceklesti.

Transfer sonucunda sandvi¢ aparatinin i¢inden alinan membran, Once
non-spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla %5’°lik bloklama
soliisyonu ile oda 1s1sinda 1 saat, daha sonra c¢alisilmas1 hedeflenen Cdk2,
Cdk4 veya siklin D’ye spesifik primer antikor ile +4 °C’de gece boyunca,
son olarak ise sekonder antikor ile oda 1sisinda 1 saat siiresince inkiibe
edildi.

Goriintiileme:

Primer ve sekonder antikorlar ile isaretlenmis olan 6rneklerdeki Cdk2,
Cdk4 ve Siklin D1 protein ekspresyonlarina ait bantlar, sekonder
antikorun igaretli oldugu alkalen fosfatazin BCIP/NBT reaktifi (Sigma,
St.Louis, USA) ile verdigi reaksiyon sonucu kolorimetrik olarak Kodak
Image Station 2000MM (USA) cihazinda goriiniir hale getirildi. Bantlarin
yogunlugu Image J — Versiyon 1.36 (National Institute of Health,
Maryland, USA) dansitometre programi ile kuantifiye edilmistir (85).
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3.6. istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 20.0 (86) paket programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerlerinin karsilastirilmalart non-parametrik bir test olan Mann-
Whitney U testi ile gerceklestirildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in p < 0.05 kriter alinmis

ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar *, ** # ile gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Sitotoksisite Ol¢iimii

Calismanin ileri asamalarinda kullanilacak en uygun OTA dozunun
saptanmasi1 amaciyla yapilan hiicre sitotoksisite dl¢limii i¢in hiicreler; 5 uM, 10 uM,
20 uM, 25 uM, 30 pM ve 40 uM olmak iizere 6 farkli OTA dozu ile 24 saat

muamele edildi.

Metabolik olarak aktif, diger bir ifadeyle canli olan hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesinin l¢iimiine dayali
olarak elde edilen absorbans degerleri ile hiicre sitotoksisite 0l¢limii iliskilendirildi.
OTA’nin hiicrelerde olusturdugu toksisite, OTA ile muamele edilen hiicrelerin
absorbans degerlerinin, muamele edilmemis hiicrelerin absorbans degerlerine orani
ile degerlendi. Sonuglar OTA muamelesinin olmadigi durumda elde edilen verilere
oranlanarak % kontrol olarak verildi. OTA’nin, konsantrasyona bagl olarak HK-2
hiicrelerinin canliligin1 azalttig1 tespit edildi. Buna gore; 5 pM OTA’nin %16
oraninda hiicre canliligini baskiladigi ancak istatistiksel olarak anlamli bir etkiye
sahip olmadig1 gozlendi (p > 0,05). Buna karsilik 10 uM, 20 uM, 25 uM OTA’nin
hiicre canlilig1 lizerinde sirasiyla % 35, % 45 ve % 60 oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir inhibe edici etkiye sahip oldugu tespit edildi (p < 0,05). 30 uM ve 40 uM
OTA’nm ise kontrole gore istatistiksel anlamlilik géstermekle birlikte % 76 ve % 79
gibi biiyiik oranda canlilig1 baskilayarak toksik bir etkiye sahip oldugu saptand: (p <
0,05) (Sekil4.1). OTA’nin tim dozlarinda gobzlenen hiicresel yanitlar
kiyaslandiginda, HK-2 hiicrelerinde hiicre inhibisyonuna neden olan ancak toksik
etkinin gézlenmedigi en diisiik doz olan 10 uM ve en yiiksek doz olan 25 uM OTA,
caligmanin ileri deneylerinde kullanilmak iizere belirlendi. Boylece, OTA’nin etkileri

iki farkli doz olarak ayr1 ayr1 degerlendirildi.
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Sekil 4.1. OTA’nin hiicre canliligi iizerine etkisi. HK-2 hiicreleri, 5 pM, 10 uM, 20
uM, 25 uM, 30 uM ve 40 uM OTA ile 24 saat muamele edildi. OTA ile muamele
edilmemis hiicrelerdeki degerler baz alinarak % kontrol olarak verilen sonuglar,
birbirinden bagimsiz {ic deneyin ortalama + standart hata degerine karsilik

gelmektedir (*, p <0,05).

4.2. siRNA Transfeksiyonu ve OTA Muamelesinin HK-2 Hiicrelerinin
Canlih@ Uzerine Etkisi

Calismada kullanilacak uygun OTA dozlarinin belirlenmesini takiben, p53
siRNA’nin yalniz ve OTA ile birlikte muamele edildigi durumda, HK-2 hiicrelerinin
canliliginin belirlenmesi amaciyla tekrar MTS analizi yapildi. Bu amagla hiicreler;
yalniz negatif siRNA ile veya p53 siRNA ile 72 saat siiresince transfekte edildi,
siRNA’lar ile birlikte ayrica 10 uM ve 25 uM OTA dozu ile 24 saat siireyle muamele
edildi. Sonuglar OTA muamelesinin olmadigi durumda elde edilen verilere

oranlanarak % kontrol olarak degerlendirildi.

Negatif siRNA ile transfekte edilen hiicreler, herhangi bir uygulama
yaptlmamis HK-2 hiicrelerinden olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda
transfeksiyona bagli olarak % 12 oraninda hiicre canliligin1 baskiladigi ve
istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip olmadig belirlendi (p > 0,05). Negatif
siRNA transfeksiyonu gergeklesmis ve bununla birlikte 10 uM ve 25 uM OTA’ya
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maruz kalan hiicrelerde hiicre canliligmin % 34 ve % 61 oraninda baskilandigi
gozlendi. Yalniz negatif siRNA ile transfekte edilen hiicreler ile negatif siRNA
transfeksiyonu gerceklestikten sonra 10 uM ve 25 uM OTA ile muamele edilen
hiicrelerin  sonuglar1  karsilastirildiginda, OTA’nin  hiicre canliligt {izerinde

istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

pS3 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde ise, transfeksiyona bagli olarak
hiicre canliligininda % 21 oraninda anlamli bir azalma oldugu belirlendi. HK-2
hiicreleri p53 siRNA ile birlikte 10 uM ve 25 uM OTA maruziyetine birakildiginda
ise, p53 siRNA’nin hiicre canlilig1 tizerinde tek basina yaptig1 % 21°lik inhibisyonun,
OTA dozlarinda azalarak sirasiyla % 14 ve % 8 oldugu gozlendi ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p < 0,05). Bu sonug, p53 ortamda olmayinca OTA’nin
hiicreleri dldiiremedigini gosterdi. Bununla birlikte 10 uM ve 25 pM dozlarda OTA
muamelesi yapilan hiicreler, OTA ile muamele edilmemis hiicreler ile
kiyaslandiginda canliligin anlamli bir sekilde sirastyla %32 ve %56 oraninda inhibe

oldugu tespit edildi (p < 0,05) (Sekil 4.2).

Hiicre canlilig1 6l¢limiiniin sonuglari, hem yalniz negatif siRNA ile transfekte
edilen hem de negatif siRNA ile iki farkli OTA dozunun birlikte muamele edildigi
HK-2 hiicrelerinin canliliginda azalmalar oldugunu gostermistir. Buna paralel olarak,
yalniz 10 uM ve 25 uM OTA ile muamele edilen hiicrelerde de hiicre canliliginin
inhibe oldugu saptandi. Buna karsin p53 siRNA transfeksiyonu ve p53 siRNA
transfeksiyonu ile birlikte iki farkl1 dozdaki OTA muamelesine sonucunda ise hiicre

canliliginda anlamli bir azalmanin olmadig: tespit edildi.

p53 geninin susturulmasi sonucunda hiicre dongiisiinde énemli bir kontrol
noktasi ortadan kalkmaktadir. OTA ise 10 uM ve 25 uM dozlarda HK-2 hiicrelerinde
hiicre canliligin1 azaltmakta ve hiicre dongiisiinde duraklamalara neden olmaktadir.
Bu verilere dayanarak, p53 siRNA transfeksiyonu gerceklesmis ve 10 uM ve 25 uM
dozlarda OTA muamelesi yapilmis hiicrelerde, hiicre canliliginda anlamli bir
azalmanin gozlenmemesi ve tersine hiicre canliliginda artisin gézlenmesi, OTA’nin

p53 aracili bir mekanizma {izerinden hiicre canliligini etkiledigini gosterdi.
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Sekil 4.2. p53 siRNA aracili p53 geninin susturulmasinin ve beraberinde OTA
indiiksiyonunun hiicre canlilig1 izerine etkisi. Hiicreler, nce ilgili siRNA ile (50nM;
72 saat) ve beraberinde OTA dozlari ile ( 10 uM ve 25 uM; 24 saat) muamele edildi.

OTA ile muamele edilmemis hiicrelerdeki degerler baz alinarak % kontrol olarak
verilen sonugclar, birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin ortalama + standart hata degerine
karsilik gelmektedir.

4.3. p53 siRNA ile p53 Geninin Susturulmasinin ve OTA’nmin Hiicre
Dongiisiine Olan Etkisinin Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile Degerlendirilmesi

p53 diziye 6zgii transkripsiyonel koaktivator olarak islev gérmekte ve bircok
hiicre tipinde p53 ekspresyonu hiicre dongilisii kontrol noktalarini etkileyerek
dongiiniin  durdurulmasina neden olmaktadir (67). OTA, hiicre dongiisiinii
etkilemekte olup ¢esitli hiicre hatlarinda OTA’nin hiicre dongiisiinii G1, S ve G2’de
duraklattig1 gosterilmistir (18, 22, 26, 54).

Bu bilgiler 1s18inda, OTA’nin hiicre dongiistinii durdurucu etkisinin altinda

yatan mekanizmay1 aydinlatmak amaciyla HK-2 hiicrelerinde p53 geni susturularak,
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hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde gorevli siklinlerden olan, Siklin D1 ve Siklin E1’in
mRNA ekspresyonlarinda meydana gelen olas1 degisiklikler RT-PCR deneyi ile
tespit edildi. Ayrica p53 siRNA transfeksiyonu sonucunda p53 geninin mRNA
ekspresyonunda beklenen inhibisyon RT-PCR deneyi ile kanitlandi.

4.3.1. p53 siRNA ile Transfekte Edilen HK-2 Hiicrelerinde p53 Geninin
Ekspresyonu

HK-2 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktar1 ve safliklar1 Olgiilerek,
saflig1 1,7-2 olan RNA’lar RT-PCR analizlerinde kullanildi. Yiiksek safliga sahip
RNA’lardan 1 pg olacak sekilde ters transkriptaz enzim yardimiyla cDNA
sentezlendi. cDNA’lar kullanilarak RT-PCR ile p53 geninin ifadesi arastirildi. RT-
PCR sonucunda elde edilen p53 mRNA’larina ait amplifikasyon iriinleri % 2’lik

agaroz jelde ayristirilarak goriiniir hale getirildi.

p53’tin RT-PCR sonuglart analiz edildiginde, HK-2 hiicreleri p53 siRNA ile
transfekte edildiginde p53 mRNA ekspresyonunun, herhangi bir muamele gérmemis
hiicreye ve negatif siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelere gore azaldigi tespit
edildi. Buna karsilik negatif siRNA ile hiicrelerin transfekte edilmesi sonucunda p53
geninde anlamli bir inhibisyon gozlenmedi. HK-2 hiicrelerinin kendi kontrol sartlar:
baz alindiginda, yalniz p53 siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde p53 ekspresyon
seviyesi %25 olarak tespit edilirken, p53 siRNA transfeksiyonu ile birlikte 10 uM ve
25 uM dozlarda OTA muamelesi yapilan hiicrelerde mRNA ekspresyon seviyesi
artarak sirasiyla %40 ve % 52 olarak tespit edildi. Negatif siRNA transfeksiyonu
yapilan hiicrelerde p53 ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, yalniz negatif
siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde bu deger % 64 oraninda iken, 10 uM ve 25
uM dozlardaki OTA ile kombine olarak muamele edilen hiicrelerde ise p53
ekspresyon seviyesinin sirasiyla %73 ve %85 oldugu belirlendi. Yalniz 10 uM ve 25
uM dozlarda OTA ile muamele edilen hiicrelerde ise bu degerin, sirasiyla %73 ve
%77 oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.1). Ayrica, internal kontrol amaciyla gliseraldehid
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanilmis olup, GAPDH’e spesifik

primerlerin kullanilmasiyla p53 gen ekspresyonunun normalizasyonu saglandi.
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Bu sonug, hiicrelerin p53 siRNA ile transfekte edildiginde p53 gen
ekspresyonunun inhibe oldugunun agik¢a kamitidir. Bu nedenle ileriki
analizlerimizde p53 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde elde ettigimiz bulgulari,

p53 mRNA gen ekspresyonunun inhibisyonu ile direkt olarak iliskilendirebildik.

Ayrica bu bulgular; p53 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, p53 geninin
ekspresyonunun baskilandigini ancak OTA’nin hiicrede meydana getirdigi hasara
cevaben, hem p53 siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde hem de negatif siRNA
transfeksiyonu yapilan hiicrelerde ekspresyon seviyelerinde artisin meydana

geldigini gosterdi.
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Sekil 4.3.1. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin p53
geni ekspresyonu tizerine etkisi. Sonuglar RT-PCR ile elde edilen p53 ve GAPDH
gen ekspresyon bantlarinin Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi

ile taranmas1 sonucunda p53/GAPDH seklinde oranlanmis olup kontrol hiicrelerin bu
orani 1 olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglari ise, bunun katlar1 seklinde ifade
edildi.
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4.3.2. p53 siRNA ile Transfekte Edilen HK-2 Hiicrelerinde OTA’nin
Siklin D1 ve Siklin E1 Geni Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Insan bobrek proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde, p53 geni susturulduktan
sonta OTA muamelesine cevaben siklin D1 ve siklin EI’in mRNA

ekspresyonlarindaki olast degisiklikler RT-PCR ydntemi ile tespit edildi.

HK-2 hiicrelerinin kendi kontrol sartlar1 baz alindiginda, negatif siRNA
transfeksiyonu sonucunda siklin D1 geninin ekspresyonunda 6nemli bir degisim
gbzlenmedi. Bununla birlikte, negatif siRNA transfeksiyonu ger¢eklestikten sonra
sirastyla 10 uM ve 25 uM dozlarda OTA muamelesi yapilan hiicrelerde, siklin D1
geninin ekspresyonunda sirastyla %40 ve % 47 oraninda azalisin oldugu gozlendi.
OTA’nin bu baskilayici etkisine paralel olarak, yalniz 10 uM ve 25 uM dozlarda
OTA ile muamele edilen hiicrelerdeki siklin D1 geninin ekspresyonunun, herhangi
bir muamele gormemis hiicrelerdeki ekspresyonu ile kiyaslandiginda OTA’nin
sirastyla %54 ve % 65 oraninda azalmaya neden oldugu saptandi. p53 siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerdeki ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde; yalniz p53
siRNA ile transfekte edilen hiicreye gore, p5S3 siRNA ve beraberinde sirasiyla 10 pM
ve 25 uM dozlarda OTA ile muamele edilen hiicrelerde, diger gruplardaki verilerin
aksine siklin D1 geninin ekspresyonununda sirasiyla %11 ve % 38 oraninda artigin
oldugu saptandi (Sekil 4.3.2.a).

Siklin D1 mRNA ekspresyonunda tespit edilen bu bulgulara ek olarak, Siklin
E1 geninin ekspresyon seviyesi degerlendirildiginde HK-2 hiicrelerinin kendi kontrol
sartlar1 baz alindiginda, negatif siRNA transfeksiyonu sonucunda siklin E1 geninin
ekspresyonunda anlamli bir degisim gozlenmedi. Negatif siRNA transfeksiyonundan
sonra sirastyla 10 pM ve 25 uM dozlarda OTA ile muamele edilen hiicrelerde, siklin
E1 geninin ekspresyonunda sirastyla %31 ve %43 oraninda azalma oldugu saptandi.
OTA’nin bu baskilayict etkisine paralel olarak, yalniz 10 uM ve 25 uM dozlarda
OTA ile muamele edilen hiicrelerdeki siklin E1 geninin ekspresyonunun, herhangi
bir muamele gormemis hiicrelerdeki ekspresyonu ile kiyaslandiginda OTA’nin
sirastyla %43 ve % 57 oraninda azalmaya sebep oldugu saptandi. p53 siRNA
transfeksiyonu yapilan hiicrelerde ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde; yalniz

p53 siRNA ile transfekte edilen hiicreye gore, p53 siRNA ve beraberinde sirasiyla 10
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uM ve 25 pM dozlarda OTA ile muamele edilen hiicrelerde, diger gruplarda
saptanan ekspresyon seviyelerindeki azalisin  tersine siklin  E1  geninin
ekspresyonununda sirastyla % 38 ve % 47 oraninda artisin oldugu belirlendi (Sekil

4.3.2.b).

Bu bulgular 1518inda; OTA’nin bu iki genin ekspresyonlar iizerinde benzer
etkiye sahip oldugu saptandi. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde kritik 6neme sahip
G1 ve G1/S kontrol noktalarinin anahtar diizenleyicilerinden olan Siklin D1 ve Siklin
E1 mRNA ekspresyonlarini inhibe etmesi, OTA’nin hiicre dongiisii lizerindeki
durdurucu etkisini bu iki siklin iizerinden gerceklestirdigini gostermektedir. Bununla
birlikte OTA’nin bu etkiyi p53 aracili bir mekanizma {tizerinden gergeklestirip
gerceklestirmedigini kanitlamak i¢in p53 geninin susturuldugu durumlarda OTA’nin
verdigi yanitlar degerlendirildiginde, siklin D1 ve Siklin E1 genlerine ait ekspresyon
seviyelerinin arttig1 saptandi. Oysa ki negatif siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
OTA indiksiyonu boyle bir etkiye neden olmadi. Bu sonug, hipotezimizi
destekleyecek nitelikte olup, OTA’nin hiicre dongiisiinii  p53  iizerinden

durdurdugunu agikca gostermektedir.
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Sekil 4.3.2.a. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin SikI

in

D1 geni ekspresyonu lizerine etkisi. Sonuglar, RT-PCR ile elde edilen Siklin D1 ve

GAPDH gen ekspresyon bantlarinin Image J dansitometre programi ile taranmasi

sonucunda Siklin D1/GAPDH seklinde oranlanmis olup, kontrol hiicrelerin bu oran1

1 olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglari ise, bunun katlar1 seklinde ifade
edildi.
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Sekil 4.3.2.b. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin Siklin
E1 geni ekspresyonu iizerine etkisi. Sonuglar, RT-PCR ile elde edilen Siklin E1 ve
GAPDH gen ekspresyon bantlarinin Image J dansitometre programi ile taranmasi

sonucunda Siklin E1/GAPDH seklinde oranlanmis olup, kontrol hiicrelerin bu orani

1 olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglari ise, bunun katlar1 seklinde ifade
edildi.

4.4. p53 siRNA ile p53 Geninin Inhibisyonu ve OTA’min Hiicre

Dongiisiine Etkisinin Western Blot Analizi ile Degerlendirilmesi

Hiicre dongiisiiniin kontrolii ve dogru bir sekilde ilerlemesi Cdk enzimleri ve
bunlarin diizenleyicileri olarak gorev yapan siklinlerin seviye ve aktiviteleri ile
saglanmaktadir. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktas1 Cdk4 veya Cdk6 ile iliskili
D tipi siklinler, G1/S ge¢isindeki kontrol noktasi ise Cdk2 ile iliskili Siklin E
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tarafindan diizenlenmektedir (87). Bu nedenle Siklin D1, Cdk2 ve Cdk4 proteinleri,

hiicre dongiisiiniin kontroliinde kritik bir role sahiptir.

OTA’nin hiicre dongiisiini G1, S ve G2 evrelerinde duraklattigl cesitli
calismalarda belirtilmekte olup (18, 22, 26, 54), altinda yatan molekiiler mekanizma

heniiz tam olarak agiklanamamastir.

Bu bilgiler dahilinde, OTA’nin hiicre dongiisiinii durdurucu etkisinin altinda
yatan mekanizmay1 aydinlatmak amaciyla, HK-2 hiicrelerinde p53 geni susturularak,
hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde gorevli siklinlerden olan Siklin D1 ve siklin bagiml
kinazlardan Cdk2 ve Cdk4’iin protein ekspresyon diizeylerinde meydana gelen olasi

degisiklikler Western Blot analizi ile tespit edildi.

44.1. p53 siRNA ile Transfekte Edilen HK-2 Hiicrelerinde OTA
Muamelesi Sonucu Siklin D1, Cdk 4 ve Cdk2’nin Protein Ekspresyon Diizeyleri

Insan bdbrek proksimal tiibiil epitel hiicrelerinden protein eldesi saglandiktan
sonra lizatlar hazirland1 ve protein miktar tayini yapildi. Western Blot analizi ile
Siklin D1, Cdk4 ve Cdk2’nin protein ekspresyonu arastirildi. B-aktin ise, her bir
kuyucukta protein miktarinin esit oldugunu gostermek icin kontrol amaciyla
kullanildi. Western Blot analizi sonucu elde edilen bantlarin Image J programiyla
dansitometri analizlerinin yapilmasiyla semikantitatif bir degerlendirme yapildi.
Yapilan dansitometre analizi sonucu elde edilen bant yogunluklari ilgili f-aktin
bantinin yogunluguna oranlanarak normalize edildi. Sonuglar herhangi bir
muameleye ugramamis hiicredeki protein ekspresyonu ile B-aktin ekspresyonunun
oranlandig: sartlar 1 kabul edilerek, diger bantlar bunun katlar1 seklinde hesaplanarak

grafige aktarildi.

Elde edilen sonuglar, OTA’nin Siklin DI, Cdk4 ve Cdk2’nin protein
ekspresyon diizeylerinde benzer etkilere neden oldugunu gdosterdi. Hiicre
dongiistiniin kontrollii ilerlemesinde kritik 6neme sahip olan Siklin D1 ve Cdk4 ile
Cdk2’nin protein ekspresyonlarinin OTA uygulamasi ile baskilandigi, bununla
birlikte p53 siRNA transfeksiyonu ile p53 geni susturulmus gruplarda ise

ekspresyonlarinda artis meydana geldigi gozlendi.
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Insan bobrek proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin kendi kontrol sartlar1 baz
alindiginda, negatif siRNA transfeksiyonu sonucunda siklin D1 proteinin
ekspresyonunda 6nemli bir degisim gozlenmezken; negatif siRNA transfeksiyonu
gerceklestikten sonra sirastyla 10 uM ve 25 uM dozlarda OTA muamelesi yapilan
hiicrelerde, Siklin D1 proteinin ekspresyonunda sirasiyla %23 ve %41 oraninda

azaligin oldugu gozlendi.

Benzer sekilde yalniz 10 uM ve 25 uM dozlarda OTA ile muamele edilen
hiicrelerde Siklin D1 proteinin ekspresyonunun herhangi bir muameleye ugramamis
hiicrelere kiyasla, sirasiyla %58 ve % 74 oraninda azaldig1 gozlendi. p53 siRNA ile
transfeksiyonu yapilan hiicrelerdeki ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde;
yalniz p53 siRNA ile transfekte edilen hiicreye gore, p53 siRNA ile transfeksiyonu
sonrasinda 10 pM ve 25 puM dozlarda OTA ile indiiklenen hiicrelerde diger
gruplardaki verilerin tersine Siklin D1 proteinin ekspresyonunda sirasiyla %32 ve %

70 oraninda artisin oldugu saptandi (Sekil 4.4.1.a).

HK-2 hiicrelerinin kendi kontrol sartlarina goére, negatif siRNA
transfeksiyonu sonucunda Cdk4 ve Cdk?2 protein ekspresyonlarinda sirasiyla % 10 ve
% 11 gibi ¢ok diisiik bir degisim meydana geldigi ve bunun anlamli olmadig
gozlendi. Negatif siRNA ile transfeksiyonundan sonra sirasiyla 10 uM ve 25 uM
dozlarda OTA ile muamele edilen hiicrelerde, Cdk4 protein ekspresyonunda %20 ve
%41 oraninda, Cdk2 protein ekspresyonunda ise sirasiyla %28 ve %354 oraninda
azalma oldugu saptandi. Herhangi bir muameleye ugramamis hiicrelerle
kiyaslandiginda, yalniz 10 uM ve 25 puM dozlarda OTA ile muamele edilen
hiicrelerde de Cdk4 protein ekspresyonunda sirasiyla %36 ve %46 oraninda, Cdk2

protein ekspresyonunda ise %49 ve %67 oraninda azalma gozlendi.

p53 ile siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde; yalmz p53 siRNA ile transfekte edilen hiicreye gore, p53
siRNA ile transfeksiyon sonrasinda 10 pM ve 25 pM dozlarda OTA ile muamele
edilen hiicrelerde, Cdk4 protein ekspresyonunun sirasiyla %25 ve %74 oraninda,
Cdk2 protein ekspresyonunda ise %25 ve % 65 oraninda arttigi gozlendi (Sekil
4.4.1.b, Sekil 4.4.1.c).
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Bu bulgular 1s1ginda; hiicre dongiisiiniin kontrolli ve dogru bir sekilde
ilerlemesinde gorev alan siklinlerden; Siklin D1 ve siklin bagimli kinazlardan; Cdk4
ve Cdk2’nin protein ekspresyonunun, OTA indiiksiyonunu takiben inhibe oldugu
kanitlandi. Bununla beraber OTA’nin hiicre dongiisii iizerindeki durdurucu etkisinin
altinda yatan mekanizmay1 aciklamak adina p53 geninin susturuldugu hiicrelerde,
Siklin D1 ile Cdk4 ve Cdk2 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin, maruz kalinan
OTA dozuna bagli olarak arttig1 saptanarak, OTA’nin hiicre dongiisiinii durdurucu

yondeki etkisini p53 aracili bir mekanizma ile gergeklestirdigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.4.1.a. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin Siklin
D1 proteini ekspresyonu iizerine etkisi. Sonuglar, western blot ile elde edilen Siklin
D1 ve B-aktin protein ekspresyon bantlarinin Image J dansitometre programi ile
taranmas1 sonucunda Siklin D1/B-aktin seklinde oranlanmis olup, kontrol hiicrelerin

bu orani 1 olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglar1 ise, bunun katlar1 seklinde
ifade edildi.
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Sekil 4.4.1.b. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin Cdk4
proteini ekspresyonu iizerine etkisi. Sonuglar, western blot ile elde edilen Cdk4 ve -
aktin protein ekspresyon bantlariin Image J dansitometre programa ile taranmasi
sonucunda Cdk4/B-aktin seklinde oranlanmis olup, kontrol hiicrelerin bu orani 1
olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglari ise, bunun katlar1 seklinde ifade edildi.
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Sekil 4.4.1.c. p53 siRNA ile p53 geni susturulan HK-2 hiicrelerinde, OTA’nin Cdk?2
proteini ekspresyonu iizerine etkisi. Sonuglar, western blot ile elde edilen Cdk2 ve [3-

aktin protein ekspresyon bantlarinin Image J dansitometre programi ile taranmast
sonucunda Cdk2/B-aktin seklinde oranlanmig olup, kontrol hiicrelerin bu orani 1

olarak kabul edildi. Diger gruplarin sonuglari ise, bunun katlar1 seklinde ifade edildi.
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5. TARTISMA

OTA, Aspergillus ve Penicillium tiirii mantarlar tarafindan tretilen yaygin
bulunan bir mikotoksindir. Tahil ve tahil iriinlerinde, baklagiller, siit ve siit
iirlinlerinde, kurutulmus gidalarda, baharatlar, ¢ay, kahve, sifali bitkiler, kakao gibi
birgok gida maddesinde bulunmasi nedeniyle, insanlar giinliikk hayatta siklikla
OTA’ya maruz kalmaktadir (23). OTA, yaygin bulunmasi ve maruziyetinin artmasi
nedeniyle son yillarda 6nemli bir halk sagligt sorunu olarak dikkati {izerine
cekmektedir. Gidalarda bulunmas: ve tiiketimi nedeniyle dnemli bir saglik sorunu
haline gelen OTA’nin risk degerlendirmesi {izerine kapsamli incelemeler

yapilmaktadir (48).

Tiiketilen besinlerle viicuda alinan OTA diisiik miktarlarda karaciger, kas,
yag ve beyin dokusunda birikmekte olup (15, 17), birgok klinik ve deneysel galisma
verileri OTA’nin baslica hedef organinin bobrek oldugunu vurgulamaktadir (5, 15-
17). Bobreklerde OTA’ya 6zgii 6zel tasiyicilar bulundugu ve bu nedenle birikimin en
fazla bu dokuda gergeklestigi diisiiniilmektedir. OTA’nin, insanlarda endemik
nefropati ve tiibiiler interstisyel nefropati gelisiminde rol oynayan etyolojik
ajanlardan biri oldugu belirtilmistir (15, 19). Toksin, bobrek kan akimi, glomeriiler
ve tilibiler fonksiyonda dahil olmak iizere farkli nefron fonksiyonlarim
etkilemektedir. Proksimal ve distal tiibiillerin epitelyal hiicreleri ve interstisyel
hiicreler OTA’nin baslica hedefleridir (19, 21, 23, 40). Bununla birlikte yapilan
literatlir ¢alismalarinda OTA’nin etkilerinin, insan hepatoma kdkenli hiicrelerde
(HepG2), insan kolon adenokarsinoma hiicrelerinde (CaCo-2), domuz bdbrek
epitelyal hiicrelerinde (LLC-PK1), insan mide epitelyum hiicrelerinde (GES-1), insan
mononiikleer periferal kan hiicrelerinde, insan 6zofagus epitelyum hiicrelerinde (Het-
1A), sigan ve farelerin baslica bobrek dokusu olmak iizere c¢esitli dokularinda
arastirlldigr gozlenmistir (12, 18, 26, 44, 45, 47, 48, 88). Ancak OTA’nin baslica
hedef organinin bobrek olmasi ve kronik OTA maruziyetinin 6ncelikle proksimal
tiibiil epitelyal hiicreleri etkilemesi nedeniyle calismamizi, insan proksimal tiibiil

epitel hiicre hatti (HK-2) kullanarak gerceklestirdik.

OTA ile kontamine gidalarin tliketilmesi, nefrotoksisite, genotoksisite,

karsinojenite, teratojenite, mutajenite, immunotoksisite, ndrotoksisite = ve
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hepatotoksisite gibi ¢esitli toksikolojik etkilerle iliskilendirilmistir (19, 21, 23, 40).
Bu nedenle, 1993'te OTA, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC, 1993)
tarafindan Grup 2B muhtemel insan karsinojeni olarak smiflandirilmistir (10).
Bununla birlikte OTA’nin DNA hasar1 ve oksidatif stresin artmasi, protein sentez
inhibisyonu, transkripsiyon faktdrlerinin diizenlenmesi, epigenetik mekanizmalar ve
sinyal ileti yolaklarindaki degisimler, hiicre iskelet yapisinin ve mitokondriyal
solunumun bozulmasi, apoptozdan kagis, hiicre dongiisiiniin durmasi gibi birgok
mekanizmada etkili oldugu belirtilmistir. Ancak OTA indiiklii hiicresel olaylarda
meydana gelen bu degisimler heniiz tam olarak agiklanamamistir (39). Bu nedenle,
OTA indiiksiyonu sonucu gelisen bu hiicresel etkilerden biri olan hiicre dongiisiiniin
durdurulmast ve bunun altinda yatan mekanizmanin arastirilmasi bu c¢alismanin

konusunu olusturmaktadir.

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde katalitik alt birim olarak Cdk’lar ve aktive
edici alt birim olarak siklinlerden olusan siklin-Cdk kompleksleri regiilator olarak
gorev yapmaktadir. G1 evresinde Siklin D-Cdk4/6, Gl’den S fazina geciste
SiklinE/Cdk2, S evresinde SiklinA/Cdk2, G2 evresinde SiklinA-Cdkl ve M
evresinde ise SiklinB-Cdk1 kompleksi gorev alarak hiicre dongiisiiniin kontrollii ve
dogru bir sekilde ilerlemesi saglanir (28-31, 89). Hiicre dongiisiiniin kontrolii ile
sadece hiicre ¢ogalmasinin kontrolii saglanmakla kalmayip bunun yaninda DNA
replikasyonu, hiicre farklilagmasi, apoptozis, mitoz bdliinme gibi diger hiicresel
yollarin kontrolii de saglanmis olur. Bu nedenle hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicre
i¢in kritik bir 6nem arz etmektedir. Ancak ¢aligmalar, OTA’nin hiicre dongiisiinii G1,
S ve G2/M evrelerinde durdurucu yonde bir etkisinin oldugunu gostermektedir (18,
22, 24, 26, 27). Bu noktadan yola ¢ikarak bizde g¢alismamizda OTA’nin hiicre

dongiisiin G1 evresinde olusturabilecegi etkileri ortaya koymak istedik.

OTA’nin hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurduguna iligskin ¢calisma Liu ve
ark. tarafindan insan periferal mononiikleer kan hiicrelerinde (hPBMC) yapilmustir.
OTA’nin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinmasina, DNA hasarinin artmasina,
apoptoza ve hiicre dongiisiiniin  durdurulmasina yol ac¢tigim1  belirttikleri
caligmalarinda, hiicre dongiisiiniin G1 evresine olan etkileri akis-sitometresi
analizleri ve Siklin D1 ve Cdk4’iin protein ekspresyonlarindaki degisimlerle tespit
edilmistir. Hiicreler 5 pM, 10 uM, 20 uM OTA ile 24 saat muamele edildiginde,
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Siklin D1 ve Cdk4’iin inhibe oldugu ve hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durdugu
saptanmistir. OTA’nin meydana getirdigi oksidatif DNA hasar1 sonucunda hiicre
dongiisiinii durdurucu yonde bir etki gosterdigi belirtilmistir (18). Calismamizda ise
10 uM ve 25 uM OTA dozu ile 24 saat muamele edilen HK-2 hiicrelerinde, G1 ve
G1/S gecisinin anahtar diizenleyicilerinden olan Siklin D1 ve Siklin EI’in mRNA
ekspresyonlari ile Siklin D1, Cdk4, Cdk2’nin protein ekspresyonlar1 degerlendirildi.
Biz de Liu ve ark.’nin bulgularina benzer sekilde OTA’nin, Siklin D1 ve Siklin E1’in
MRNA ekspresyonunu ve Siklin D1, Cdk4, Cdk2 protein ekspresyonunu inhibe
ederek hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurdugunu tespit ettik. Ancak bu yondeki
bulgularimiz1 bir adim daha ileri gotiirerek OTA’nin hiicre dongiisii tizerindeki bu

durdurucu yondeki etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmayr aciklamayi

hedefledik.

Yang ve ark.’nin insan embriyonik bobrek hiicresi olan HEK-293
hiicrelerinde OTA’nin hiicre dongiisii ve DNA’ya olan etkisini arastirdiklar
calismada, OTA’nin DNA hasarimi arttirdigi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
neden olarak mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi ve hiicre dongiistinii S
fazinda durdurdugu gosterilmistir. OTA ile muamele edilen HEK-293 hiicrelerinde
G1’den S fazina gegiste ve S fazinin ilerlemesinde anahtar diizenleyici faktorlerden
olan Siklin A2, Siklin E1 ve Cdk2’nin mRNA ve protein ekspresyonlarinda
degisimler belirlenmistir. HEK-293 hiicreleri 12,5 pM, 25 uM ve 50 uM OTA ile 24
saat muamele edildiginde Siklin A2, Siklin EI ve Cdk2’nin mRNA
ekspresyonlarinda doza bagl olarak azalmanin oldugu belirtilirken, protein
ekspresyon seviyelerinde ise 25 uM ve 50 uM OTA dozlarinda azalmanin
gerceklestigi gosterilmistir (22). Bu bulgular, OTA’nin hiicre dongiisiinii S fazinda
durducu yondeki etkisini desteklemektedir. Calismamizda da benzer sekilde HK-2
hiicrelerinde OTA’nin, doza bagh olarak G1/S geg¢isinin diizenleyicilerinden olan
Siklin EI’in mRNA ekpresyonunda ve Cdk2’nin protein ekspresyonunda inhibisyona
neden oldugunu gostermis bulunmaktayiz. Yang ve ark. tarafindan yapilan baska bir
calismada HEK-293 hiicreleri 25 pM OTA ile 24 saat muamele edilmis ve OTA nin
oksidatif hasara neden oldugu, bunun sonucunda DNA hasar1 ve hiicre dongiisiinde S
fazinda durma meydana geldigi belirtilmistir. OTA’nin hiicre dongiisiinii Siklin A2,
Siklin E1 ve Cdk2 ekspresyonundaki inhibisyona bagli olarak S fazinda durdurdugu
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saptanmistir. Bununla birlikte OTA uygulanmis HEK-293 hiicreleri antioksidan bir
madde olan N-asetil sistein (NAC) ile SmM dozda muamele edildiginde oksidatif
hasarin azaldigi gozlenmistir. Bu sonug¢, OTA indiiklii meydana gelen DNA
hasarinda ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda oksidatif hasarin sorumlu
oldugunu; ayrica NAC’in ise DNA hasarin1 ve OTA tarafindan uyarilan dongiiniin S-

fazinda durmasini tersine ¢evirebildigini gostermistir (27).

Insan 6zofagus epitelyum hiicresi olan Het-1A hiicrelerinde OTA’nimn
sitotoksisitesinin arastirildigi ¢alismada, OTA’nin DNA kiriklarin1 ve kromozomal
aberasyonlari indiikledigi; bunun sonucunda da artan DNA hasarina cevaben hiicre
dongiisiinii G2 evresinde durdurdugu belirtilmistir. Het-1A hiicreleri 2,5 uM, 5 uM,
10 uM, 20 pM OTA ile 24 saat muamele edildiginde, G2’den M fazina gegiste rol
oynayan Cdk1 ve Siklin B1 protein ekspresyonlarinin artan OTA dozuna bagl olarak
azaldig1 gosterilmistir. Ayni arastirmacilar yaptiklart akis sitometresi analizleri ile 10
uM ve 20 uM OTA’nin G2 evresinde bulunan hiicre sayisini arttirdigini belirlemistir
(26).

Insan mide epitelyum hiicresi olan GES-1 hiicrelerinde OTA’ nin hiicre
dongiisii ve apoptoza olan etkilerinin arastirildigt calismada OTA’nin hiicre
dongiisiinii G2/M evresinde durdurucu yonde etkisinin oldugu rapor edilmistir. G2/M
faz gecisinde kritik diizenleyici faktorlerden olan Cdc25, Cdkl ve Siklin B1’in
ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirilmistir. GES-1 hiicreleri 5 uM, 10 uM ve
20 uM OTA ile 24 saat muamele edildiginde, kontrol sartlarina kiyasla Cdc25c,
Cdkl ve SiklinB1’in mRNA ve protein ekspresyonlarinda azalma oldugu
belirtilmistir. Ayrica, GES-1 hiicrelerinde Cdc25c (Ser-216) ve Cdc2 (Tyr-15)
fosforilasyonlarinda azalma oldugu ve bunun da Cdc25c ve Cdkl total protein
ekspresyonundaki azalmaya bagli olabilecegi bildirilmigtir. GES-1 hiicrelerinin
G2’den M fazina gegisinde bozulmalar oldugu ve hiicrelerin G2 fazinda kaldig:

sonucuna varilmigtir (51).

Kuroda ve ark.’1, red/gam geni eksik (Spi’) gpt delta sicanlara 4 hafta
boyunca gavajla 70, 210 veya 630 pg/kg/giin OTA vererek bobrek dokusunda
OTA’nin DNA hasarina neden oldugunu gostermis ve OTA maruziyeti sonucunda

mutageneze neden olan yollar1 agiga kavusturmak i¢in DNA hasar/tamiri ile iligkili
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gen ve proteinlerin ekspresyon seviyelerini degerlendirmistir. OTA dozuna bagli
olarak hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durdurulmasiyla iliskili genler Chekl ve
Weel’in, S/G2 evresinde durdurulmasiyla iliskili genler Ccna2 ve Cdkl’in
ekspresyonunda artig oldugu saptanmistir. Homolog rekombinasyon tamiri ile iliskili
genler Rad51, Rad18 ve Bripl’in ekspresyonlar: artarken, NHEJ onarimi (XrccS5,
Xrce6 ve Lig4), baz eksizyon tamiri (Fenl ve Xrccl) ve niikleotid ekzisyon tamiri
(Ercl ve Xpa) ile ilgili mRNA'larin ekspresyonu OTA muamelesi ile de§ismemistir.
OTA muamelesine bagli olusan DNA hasarinin homolog rekombinasyon tamiriyle
iligkili genler tarafindan diizenlendigi ve bu mekanizma araciligiyla hiicre dongiistinii

durdurdugu belirtilmistir (90).

Calismalar OTA’nin hiicre dongiisiinii G1, S ve G2/M evrelerinde durdurucu
yonde etkisinin oldugunu ve bu etkiyi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna,
mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina, DNA hasarina neden olarak
gerceklestirdigini gostermektedir. Ancak hiicre dongiisiinii kontrol eden bircok st
diizenleyici oldugu g6z oOniine alindiinda OTA’nin bu etkisinin hangi {ist
mekanizma araciligiyla oldugu, hiicre dongiisiiniin iist seviyedeki kontroliinii
saglayan hangi anahtar mediyatorleri araci olarak sectigi yoniindeki net bir molekiiler
mekanizma hala tam olarak agiklanamamuistir. Bu agik noktay1 aydinlatmak amaciyla
sinirlt sayida ¢alisma bulunmakla birlikte heniiz bu etkide rol alan diizenleyicilerin

rolleri yeterince ortaya konulamamagtir.

Bu amagla OTA’nin etkiledigi mekanizmalarda rol alan diizenleyicilerin
fonksiyonlarmi belirlemek adina RNAi mekanizmasindan yararlanilmis ve
hedeflenen genlerin fonksiyonu belirlenmeye calisilmistir. RNAi, hedef genin
transkriptinin diziye 6zgi bir iliski temelinde dsRNA ile durdurulmasina neden olan
bir mekanizmadir. Bu mekanizma dsRNA uyarilmakta miRNA’lar ile hiicresel gen
ekspresyonunun diizenlenmesi saglanirken, siRNA’lar ile hedef proteinlerin
susturulmasi1 gergeklestirilmektedir (72, 74, 77, 78). RNAi dsRNA’nin kii¢iik
engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile baslamakta ve siRNA’lar RISC
aktivasyonuna neden olarak komplementer mMRNA’nin bulunmasini saglamakta ve
RISC siRNA  zincirinin  rehberliginde  komplementer hedef mRNA’y1

parcalamaktadir. RNAi canli organizmada dogal olarak bulunmasinin yani sira in
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vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullanilarak da endojenik genlerin ekspresyonunu

baskilamak i¢in kullanilmaktadir (73).

Ciu ve ark.’nin GES-1 hiicrelerinde, Cdc25c¢, Cdkl1 ve SiklinB1’in mRNA ve
protein ekspresyonlarinda OTA indiiklii inhibisyonu gosterdikleri ve OTA’nin hiicre
dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugunu belirttikleri ¢aligmalarindan (51) sonra ayni
aragtirmacilar, bu durdurucu yondeki etkiyi hangi molekiiler mekanizmalar
araciligiyla gerceklestirdigini arastirmislardir. Bu c¢alismalarinda, MAPK'nin hiicre
dongiisii ilerlemesindeki kritik rolii g6z Oniine alinarak, OTA ile indiikklenen GES-1
hiicrelerinde, dongiiniin G2 evresinde durdurulmasinin MAPK  yolaklarinin
modiilasyonu yoluyla olabilecegi belirtilmistir. 5 uM, 10 uM ve 20 uM OTA ile 24
saat muamele edilmis GES-1 hiicrelerinde, western blot analizi ile p38 ve ERK
aktivasyonunda belirgin bir artis oldugu saptanmis ancak JNK aktivasyonu ise tespit
edilmemistir. Buna karsilik her bir MAPK’nin total protein ekspresyonlarinda
herhangi bir degisiklik gozlenmemesi, OTA indiikkli bu aktivasyonu agikca
gostermistir. OTA aracili hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda ERK ve
p38 yolaklarinin rolleri, ERK-SiRNA ve p38-siRNA’larin kullanilmast sonucu ERK
ve p38 genlerinin susturulmasiyla incelenmistir. Bunun sonucunda OTA ile muamele
edilmis GES-1 hiicrelerinde ERK-SiRNA ve p38-siRNA ile transfeksiyon sonrasinda
hiicre dongiisliniin G2 evresinde durmasinin inhibe oldugu saptanmais, ayrica Cdk1/p-
Cdkl, Cdc25c/p-Cdc25c, Siklin B1 ve Siklin B1-Cdkl kompleklerinin
baskilanmasini tersine g¢evirerek, G2 fazindaki durdurucu yondeki etkinin ortadan
kalktig1 belirtilmistir. Béylece OTA indiiksiyonu sonucunda hiicre déngiisiiniin G2
evresinde durdurulmasinda bu diizenleyici faktorlerin ara molekiiller olarak hareket

ettigi ve MAPK ’lar tarafindan diizenlendigi kanitlanmistir (54).

Ciu ve ark. bir diger ¢aligmalarinda OTA indiiklii GES-1 hiicrelerinde ROS
olusumu, DNA hasar1 ve ATM bagimli yolagin aktivasyonunda DNA hasarinin ve
ATM yolaginin olasi rollerini degerlendirmistir. Arastirmacilarin bulgulari, 5 uM, 10
uM, 20 uM OTA ile 24 saat muamele edilen GES-1 hiicrelerinde ROS olusumunun
arttigini, ROS aracili DNA hasarimin meydana geldigini ve ATM-Chk2 ve ATM-
p53-p21 yolaklarinin OTA aracili olarak aktive oldugunu gostermistir. GES-1
hiicreleri 10 uM ve 20 uM OTA ile muamele edildiginde ATM’nin (Ser-1981)

fosforilasyon seviyesinin kontrole gore arttig1 saptanmis ve OTA’nin ATM kinazi
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aktive etttigi gosterilmistir. OTA’nin Chk2 ve p53-p21°i hedefleyen ATM yollarim
aktive ettigini kanitlamak icin GES-1 hiicreleri ATM siRNA ile transfekte edilerek
OTA’nin Chk2 ve p53 aktivasyonundaki etkileri belirlenmistir. ATM siRNA ile
susturulmus ve takibinde OTA ile muamele edilmis GES-1 hiicrelerinde Chk2 ve
pS3’in aktivasyonu ile p21’in protein ekspresyonunun Onemli Olgiide azaldig
saptanmistir. Bu veriler OTA ile indiiklenen DNA hasarinin, ATM-Chk2 ve ATM-
p53-p21 yolaklarin1 aktive ettigini gOstermistir. Aymi arastirmacilar, ATM
aracilifiyla gerceklesen OTA’nin etkilerini G2/M fazinin diizenleyici proteinleri
tizerindeki degisiklikler agisindan incelediklerinde, Cdc25¢c, Cdkl ve Siklin Bl
protein ekspresyonunun ve Cdc25c ile Cdkl’in aktivasyonunun ATM geni
susturulmus olan hiicrelerde yukar: yonde diizenlendigini saptamislardir. Sonuglar,
GES-1 hiicrelerinde OTA’nin hiicre dongiisiini ATM iizerinden G2 fazinda
durdurdugunu gostermektedir (47).

Ayni ¢alisma grubu tarafindan yapilan bir baska c¢aligmada, OTA ile
indiiklenen GES-1 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durmasindaki
mekanizmalardan bir digerinin DNA ¢ift zincir kiriklarina baglh gelistigi ileri
sirilmiis ve bunun hangi molekiiler mekanizma araciligiyla gerceklestigi
incelenmigstir. Arastrimacilar OTA’nin homolog rekombinasyonda DNA ¢ift zincir
kirtklarinin tamirinde anahtar bir protein olan Rad51 iizerinde herhangi bir etkisinin
olup olmadigini; eger varsa da Rad51’in OTA aracili DNA ¢ift zincir kiriklarinda ve
hiicre dongiisiliniin G2 evresinde durdurulmasindaki olasi etkilerini arastirmislardir. 5
uM, 10 uM, 20 uM OTA ile 6, 12 ve 24 saat muamele edilmis GES-1 hiicrelerinde,
Rad51’in gen ve protein ekspresyonunun artan OTA dozuna ve zamana bagl olarak
azaldig1 saptanmistir. Rad51°in  DNA hasar1 {izerindeki ve hiicre dongiisiinii
durdurucu yoniindeki roliinii belirlemek i¢in siRNA araciligi ile Rad51 geni
susturuldugunda Cdk1/p-Cdkl, Cdc25c/p-Cdc25¢ ve Siklin Bl protein
ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak GES-1 hiicrelerinde OTA,
Rad51’1 inhibe etmekte ve Rad51 siRNA aracili inhibe oldugunda da OTA’nin
etkisine benzer sekilde hiicrede DNA ¢ift zincir kirig1 meydana gelmekte ve hiicre
dongiisiinde G2 evresinde durma gozlenmektedir. Rad51 ekspresyonu, Rad51 geni
iceren plazmid transfeksiyonu ile arttirildiginda OTA’nin hiicrede olusturdugu

hasarin ve hiicre dongiisiinii durdurucu yonde etkisinin zayifladigi belirtilmistir.
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Boylece, Rad51’in OTA indiiklii hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda
oynadigi rol ortaya konulmustur. Rad51’in transkripsiyonel baskilayicisi olarak
bilinen p53’iin OTA ile muamele edilmis hiicrelerdeki rolii arastirildiginda ise, p53
siRNA araciligiyla p53 geni susturuldugu durumda Rad51°in  diizenlenmesi
incelenmistir. p53 geni susturuldugunda OTA indiiklii GES-1 hiicrelerinde Rad51’in
asagl yondeki diizenlenmesinin azaldigi ve OTA’nin p53 yolunu aktive ederek

Rad51’1 inhibe ettigi gosterilmistir (49).

Calismalar OTA’nin, farkli hiicre tiplerinde ve hiicre dongiisiiniin farkli
evrelerinde duraklamalara neden oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda OTA’nin hiicre dongiisiinii durducu yondeki etkisinin altinda yatan
mekanizmada, sinyal ileti yolaklarinin, oksidatif strese bagli olusan DNA hasarinin
ve tamir mekanizmasindaki diizenleyicilerin 6nemli 6l¢iide rol oynadig: agiklanmaya
calisilmigtir. Ancak literatiir incelemelerimiz sonucunda, OTA’nin hiicre dongiisiinii
G1 evresinde durdurucu yondeki etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmasinin
heniiz aciga kavusmadigin1i ve bu etkinin OTA’nin hedef dokusunu olusturan
proksimal tiibiil hiicrelerindeki cevabinin hala yanit bulamadigmi tespit ettik. Bu
bilgiler 1s181nda biz de ¢alismamizda HK-2 hiicrelerinde OTA’nin hiicre donglisiinii
G1 evresinde durdurucu yondeki etkisini ve bu etkide hiicre dongiisiiniin kontrollii ve
dogru bir sekilde ilerlemesinde Onemli diizenleyicilerden olan p53°lin rolini

belirlemeyi hedefledik.

p53, hiicre dongiisii kontrol noktasinin harekete gecirilmesi ve DNA
tamirinde gorevli faktorlerin transkripsiyonunun baslatilmas1 yoluyla hiicre
dongiistiniin durdurulmasi saglar ve DNA hasariin onarimina katkida bulunur (91).
Hiicrede fizyolojik kosullar altinda diisiik seviyelerde eksprese edilmekte olup,
ubikitasyon ve proteoliz yolunun aracilik ettigi bir doniisiim nedeniyle yarilanma
omrii kisadir. Hiicresel strese bagl olarak aktiflesen p53’iin bircok geni indiikledigi,
hiicre dongiisiiniin  durdurulmasi, DNA tamir mekanizmasinin ve apoptozun
uyarilmas: gibi bircok mekanizma ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu genlerin
ifadesi hiicresel strese, ¢evreye ve uyarana bagli olarak yanit olusturabilir ve
hiicrenin progresyonunu degistirebilir. p53 hiicresel tepkilerin diizenlenmesinde
Oonemli bir role sahip olup, hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda da anahtar bir bilesen

olarak gorev yapmaktadir. Bunu, hasar gérmiis DNA’nin tamirine zaman
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kazandirmak i¢in hiicre dongiisiinii G1 ve G2 evrelerinde durdurarak saglamaktadir.
(33, 71, 92). Literatiir incelemelerimiz sonucunda OTA’nin hiicre dongiisiinii
durdurucu yonde etkisinin oldugunu gosteren calismalar bulunmakla birlikte bu
etkinin olusmasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda kritik 6neme sahip olan
p53’ilin rolinii insan proksimal epitel tiibiil hiicrelerinde agiklayan c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda OTA’min HK-2 hiicrelerinde hiicre
dongiisiini G1 evresinde durdurucu yondeki etkisinde p53’iin roliini, RNAi
mekanizmasindan faydalanarak siRNA araciligiyla p53 genini susturarak agiklamayi

amacladik.

Calismamizda HK-2 hiicreleri 10 uM ve 25 uM OTA ile muamele edilerek
Siklin D1 ve Siklin E1 mRNA ekspresyonlarinda inhibisyonun meydana geldigi
gosterildi. Bunu destekleyici olarak negatif siRNA veya negatif siRNA ile birlikte 10
uM ve 25 uM OTA ile muamele edilmis hiicrelerde de Siklin D1 ve Siklin E1
MRNA ekspresyonlarinin inhibe oldugu saptandi. p53 siRNA ile transfekte ettigimiz
hiicrelerde de Siklin D1 ve Siklin E1 mRNA ekspresyonlarinda inhibisyon oldugu
tespit edildi. Ancak p53 siRNA ile p53 geni susturulan ve 10 uM ve 25 uM OTA ile
muamele ettigimiz HK-2 hiicrelerinde, Siklin D1 ve Siklin E1 mRNA ekspresyon
seviyelerinde artisin oldugu belirlendi. OTA muamelesi sonrasinda Siklin D1 ve
Siklin E1’in mRNA ekspresyon seviyelerindeki azalma, OTA’nin hiicre dongiisiinii
G1 evresinde durdurucu yonde etkisini bu iki siklin iizerinden gerceklestirdigini
kanitlamakla birlikte p53 geninin susturuldugu hiicrelerde Siklin D1 ve Siklin El
genlerine ait ekspresyon seviyelerinin artmasi, OTA’nin G1 fazindaki durdurucu
yondeki etkisini p53 aracili bir mekanizma iizerinden gergeklestirdigini agikca

gosterdi.

Western blot analizleri sonucunda elde ettigimiz bulgulara gére OTA’nin,
Siklin D1, Cdk4 ve Cdk2’nin protein ekspresyon diizeylerinde de benzer etkilere
neden oldugunu saptamamiz gen ekspresyonu ile elde ettigimiz bulgular1 da
desteklemigtir. 10 uM ve 25 uM OTA ile 24 saat muamele ettgimiz HK-2
hiicrelerinde Siklin D1 ve Cdk4 ile Cdk2 protein ekspresyonlarinin OTA muamelesi
sonucunda inhibe oldugunu, ancak p53 siRNA aracilifiyla p53 geni susturuldugunda

ise protein ekspresyonlarinin arttigini saptadik.
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Bizde OTA’nm hiicre dongiisiinii durdurucu yondeki etkisini G1 ve G1/S
kontrol noktalarinin diizenleyicilerinden olan Siklin D1 ve Siklin E1’in mRNA
ekspresyonlarinda, Siklin D1, Cdk2 ve Cdk4’iin protein ekspresyonlarindaki
azalmay1 gostererek kanitlamis olduk. Bununla birlikte p53 geninin susturuldugu
durumlarda OTA indiiksiyonu sonucunda, Siklin DI ve Siklin E1’in mRNA
ekspresyonlarinda, Siklin D1, Cdk2 ve Cdk4’iin protein ekspresyonlarinda artigin
meydana geldigini saptadik. Oysa ki negatif siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde
ise bu diizenleyicilerin gen ve protein ekspresyonlarinda OTA’nin meydana getirdigi
etkiye benzer sekilde azalma gozlemlememize Kkarsilik, takibinde OTA
indiiksiyonunun G1 evresinin bu Onemli mediyatorleri lizerinde artirict etkisini
saptamadik. Tam tersine negatif siRNA transfeksiyonu takibindeki OTA
indiiksiyonunun bu ekspresyonlari1 daha da azalttigin1 tespit ettik. Bu sonuglar bize
OTA’ni hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurucu yondeki etkisini p53 aracili bir

mekanizma tizerinden gerceklestirdigini gosterdi.

Kuroda ve ark. ¢alismalarinda p53°’den yoksun ve p53 geni bulunan gpt delta
farelerin (red/gam geni Spi’) bobreklerinde OTA’nin etkisini degerlendirmis, DNA
hasar/tamir, hiicre proliferasyonu/hiicre dongiisii, apoptoz ve p53 sinyalizasyonu ile
ilgili genlerin ekspresyon degisimlerini mikroaaray yontemi ile belirlemistir. Daha
onceki ¢aligmalarinda siganlarda elde edilen sonuglara benzer sekilde (24) farelerde
de OTA’nin DNA ift zincir kiriklarini indiikledigi belirlemis ve p53°iin de p53/p21
aracilt hiicre dongiisii kontrolii nedeniyle DNA c¢ift zincir kiriklarimin ve gen
mutasyonlariin olugmasini engelledigini saptamislardir. OTA kaynakli genotoksik
stresin p53/p21 yolagmi aktive ettigini ve hiicre dongiisiinii G1/S noktasinda
durdurdugunu belirlemislerdir. p53 geninin yoklugunda p53 geni bulunan hiicrelere
gore, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesiyle iligkili genlerin (Siklin E1, Siklin BI,
Cdkl, PIkl ve Aurka gibi ) mRNA seviyelerinde 6nemli bir artisin oldugunu
saptamiglardir (50). Calismamiz Kuroda ve ark. bulgularin1 destekler nitelikte olup,
insan proksimal epitel tiibiil hiicreleri olan HK-2 hiicrelerinde yapilmasi ve
ekspresyonu degerlendirilen mRNA ve proteinlerin bazilarinin G1 ve G1/S gegisinde

rol alan diger diizenleyiciler olmasi nedeniyle farklilik gostermektedir.

Li ve ark. OTA’nmin neden oldugu hiicresel degisimlerin molekiiler

mekanizmasinda p53’iin roliinii ortaya koymaya ¢aligmislar ve Vero maymun bobrek
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hiicreleri, MARC-145 ve HEK-293 hiicrelerinde OTA’nin p53 aktivasyonunu ve
apoptozu indiikledigini saptamiglardir. OTA aracili bu etkinin altinda yatan
molekiiler mekanizmanin agiklanmasi i¢in p53 geni susturuldugunda OTA indiikli
apoptozun arttig1 tespit edilmistir. p53'liin sagkalim oOncesi islevinin, OTA ile
indiiklenen apoptozda kritik bir rol oynadig: tespit edilmis ve JNK aktivasyonunun
bastirilmast ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada OTA ile indiiklenen

apoptozda p53'lin hiicre sagkalimindaki rolii belirlenmistir (92).

OTA indiiklii karsinogenez mekanizmasinin arastirildigi ¢alismada, gpt delta
sicanlar karsinojenik doz olan Sppm OTA’ya 4 hafta maruz birakilmis, bobrek
dokusunda DNA hasar ve tamiri, oksidatif stres, hiicre dongiisli ve apoptoz ile iliskili
genlerin ekspresyonlar1 degerlendilmistir. Bobrek dis medullasinda hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi ve durdurulmasiyla iliskili genlerin molekiiler fonksiyonlar
degerlendirildiginde, G1/S fazmin ilerlemesiyle (Siklin E1 ve Siklin A2), G2/M veya
M fazinin ilerlemesiyle (Siklin A2 ve SiklinB1), G2/M fazinda durdurulmasinda
(Siklin G1, Chekl ve Weel) ve M fazinin mitotik siireciyle (Skal, Ska2, Plk1 )
iligkili genlerin yukar1 yonde diizenlendigi belirtilmistir. Bobrek dis medullasinda da
pS3 ile iliskili faktorlerinde (Phlda3 ve Siklin G1) yukar1 yonde diizenlendigini

mikroarray yontemi ile saptamislardir (24).

Hibi ve ark., p53°den yoksun ve p53 geni bulunan (red/gam geni Spi’) gpt
delta fareler kullanarak bobrek tiibiil hiicrelerinde OTA indiiklii meydana gelen
karyomegali, apoptoz ve mutajenitede p53’iin roliinii belirlemistir. Farelere OTA 4
hafta boyunca 1 mg/kg ve 5 mg/kg olacak sekilde verilmis, 5 mg/kg OTA verilen
p53 geni bulunan farelerde p53 protein seviyesinin anlamli sekilde arttig
belirtilmistir. OTA’nin DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon
tamirinde delesyonlara neden olarak mutajenik etki gosterdigi ve p53’iin bu siirecte
OTA indiiklii genotoksisitede baskilayic1 bir rol aldig1 saptanmistir. OTA’nin
hiicrelerde DNA hasarina bagli olarak karyomegali ve apoptoza neden oldugu ve bu

mekanizmalarda olusturdugu etkilerin de p53 aracili inhibe edildigi belirtilmistir
(91).

OTA’nin hiicrede farkli mekanizmalar araciligiyla hiicre dongiisiinde, DNA

hasar ve tamirinde, apoptozda gorev alan aract molekiillerin ekspresyonlarinda
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degisimlere neden oldugu belirlenmis olup, bu degisimlerin hangi {ist mediyatorler
aracilifiyla gerceklestigi onemli bir aragtirma konusudur. Calismamizda hiicre
dongiisiinlin G1 evresinde OTA indiiklii durdulmasinda iist mediy6tor olarak p53’iin
rollinii belirleyerek bu mekanizmalardan birine aciklik getirmeye c¢alistik. Literatiir
arastirmalarimizda insan kokenli bir hiicrede OTA’nin hiicre dongiisiinii Gl
evresinde durdurucu yondeki etkisi ve bu etkinin olusmasinda 6nemli bir mediyator
olan p53’ln roliiniin ortaya konuldugu bagka bir calismaya rastlanmamistir.
Calismamiz ile bu alandaki boslugu doldurarak, OTA’nin hiicre dongiisiinii G1
evresinde durdurucu yondeki etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin
aciklanmasina katki sagladigimizi diisiinmekteyiz. Ancak hiicre dongiisiide dahil
olmak iizere bir¢ok hiicresel olay, aract molekiillerin yani sira bir¢ok iist mediyator
tarafindan diizenlenmekte ve bu {ist mediyatorlerin asag1 yonde diizenledigi bir¢ok
gen ve protein bulunmaktadir. Calismamiz insan kokenli bir hiicrede OTA nin hiicre
dongiistiinii G1 evresinde durdurucu yondeki etkisini ve bu etkinin olugmasinda
onemli bir mediyator olan p53’iin roliinii ortaya koymakla birlikte bu mekanizmay1
aydinlatmak adina hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve kontroliinde gorev alan ve p53
tarafindan diizenlenen molekiillerin daha ileri arastirmalarla ortaya konularak
molekiiler mekanizmanin zenginlestirilmesine katki saglanabilecegini

diistinmekteyiz.

78



6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda elde ettigimiz sonuglari 6zetleyecek olursak;

1-

HK-2 hiicreleri 5 uM, 10 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM ve 40 uM olmak
iizere 6 farklt OTA dozu ile 24 saat muamele edildi ve hiicre sitotoksisite
testi sonucunda HK-2 hiicrelerinde hiicre inhibisyonuna neden olan ancak
toksik etkinin gézlenmedigi en diisiik doz olan 10 uM ve en yiiksek doz
olan 25 pM OTA konsantrasyonu belirlendi.

HK-2 hiicrelerinin negatif siRNA ile veya p53 SIRNA ile 72 saat
transfekte edilmesi ve siRNA’lar ile birlikte 10 uM ve 25 uM OTA ile 24
saat muamelesinin takibinde yapilan sitotoksisite testinin sonuclarina
gore, negatif siRNA ve negatif siRNA birlikte iki farklt doz OTA ile
muamele edilen hiicrelerin canliliginda azalma tespit edildi. Ayni sekilde
10 uM ve 25 puM OTA ile muamele edilen hiicrelerde de hiicre
canlilifinin inhibe oldugu belirlendi. Ancak p53 siRNA ve p53 siRNA ile
birlikte iki farkli doz OTA muamelesi sonucunda hiicre canliligininda
anlamli bir azalma gozlenmedi ve tersine hiicre canliliginda artis
saptandi. Bu sonu¢ OTA’nin p53 aracili bir mekanizma {izerinden hiicre

canliligini etkiledigini gosterdi.

p53 siRNA  transfeksiyonu sonucunda p53 geninin - mRNA
ekspresyonunda beklenen inhibisyon RT-PCR deneyi ile kanitlandi.

p53 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, p53 geninin ekspresyonunun
baskilandigint ancak OTA’nin hiicrede meydana getirdigi hasara
cevaben, hem p53 siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde hem de
negatif SIRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde OTA muamelesi
sonucunda p53 gen ekspresyon seviyelerinde artisin meydana geldigi
belirlendi. Bu sonu¢ OTA’nin hiicrede meydana getirdigi hasara cevaben

p53 aktivasyonunu indiikledigini diistindiirdi.

HK-2 hiicrelerinin OTA ile muamelesi sonucunda hiicre ddéngiisiiniin

ilerlemesinde gorevli siklinlerden olan, Siklin D1 ve Siklin E1’in mRNA
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ekspresyonlarinin = ve Siklin DI, Cdk4 ve Cdk2’nin protein

ekspresyonlarinin inhibe oldugu kanitlandi.

6- OTA’nin hiicre dongisilinii durdurucu yondeki etkisinin altinda yatan
mekanizmay1 acgiklamak adina p53 geninin susturuldugu hiicrelerde ise
Siklin D1 ve Siklin E1’in mRNA ekspresyonlarinda, Siklin D1, Cdk4 ve
Cdk2’nin protein ekspresyonlarinda maruz kalinan OTA dozuna bagl
olarak artisin meydana geldigi tespit edildi. OTA’nin hiicre dongiistinii
durdurucu yondeki etkisini p53 aracili bir mekanizma {izerinden

gerceklestirdigi sonucuna varildi.
Calismamizdan elde edilebilecek ¢ikarimlart 6zetledigimizde ise;

Son yillarda OTA’nin toksik ve karsinojenik etkilerini agiklamay1 amaglayan
ve bu etkilerin altinda yatan hiicrenin molekiiler mekanizmasindaki degisimlerini
gosteren calismalar yapilmistir. Bizde OTA indiiklii hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
durdurulmast ve bu durdurucu yondeki etkinin p53 aracili bir mekanizma iizerinden
gerceklestirdigine yonelik elde ettigimiz sonuglarimizla énemli bir mekanizmanin
aciklanmasma katki sagladigimizi diistinmekteyiz. Ayrica hiicrede OTA’nin
olusturdugu durdurucu yondeki etkinin, kanserin baglamasini engelleyen énemli bir
tiimdr baskilayici olan p53 gibi bir mediyator tizerinden gergeklesmesi, OTA indiikli

renal karsinogenezin molekiiler temelinin agiklanmasina da katki saglamaktadir.

Bununla birlikte ileriki ¢aligmalarda OTA’nin hiicre dongiisii lizerinde olan
etkisini daha ayrintili agiklamak i¢in, p53’iin diizenlenmesinde rolil olan birgok {ist
mediyatoriin - ve p53 tarafindan diizenlenen asagr yondeki mediyatorlerin
ekspresyonlarindaki degisimlerin belirlenmesinin bu mekanizmanin daha ayrintili bir

sekilde ortaya konulmasina katki saglayacagi kanisinday1z.

OTA’nin hiicrede olusturdugu etkilerin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam
olarak aciklanamadigi i¢cin OTA kaynakli toksisitenin hafifletilmesi ig¢in etkili
stratejiler gelistirmekte oldukca zordur. Ancak diger taraftan OTA giinliik hayatta
siklikla tiikettigimiz bircok gida maddesinde bulunmakta ve maruziyetinden
kaginmak neredeyse imkansiz hale gelmektedir. Bu nedenle ciddi bir halk saglig
sorunu haline gelen OTA maruziyetinden kagmarak hiicresel almiminin

engellenmesinin en etkili koruyucu 6nlem olacagini diistinmekteyiz.
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OZET

Okratoksin A’nin Insan Proksimal Tiibiil Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii
Molekiiler Mekanizmalar1 Uzerine Etkisi

Okratoksin A (OTA), Aspergillus ve Penicillium tiiri mantarlar tarafindan
tiretilen toksik bir metabolittir. Giinliik hayatimizda siklikla tiikettigimiz bir¢ok gida
maddesinin kontaminanti olup, insan ve hayvanlarin dokularinda tespit edilmektedir.
Karaciger, beyin, kas ve yag dokuda birikim gostermekle birlikte OTA’nin hedef
organit bobrektir. Nefrotoksik, hepatoksik, genotoksik, norotoksik, immunotoksik
etkilerinin yani sira karsinojenik etkileri de bilinmektedir. OTA hiicrede DNA ve
protein sentezi, lipid peroksidasyonu, glikoneogenez, mitokondriyal fonksiyonlar,
hiicre oliim yolaklari, DNA tamir mekanizmast ve hiicre dongiisii gibi bir¢ok
hiicresel olay1 etkilemekte olup, bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizma
heniiz tam olarak agiklanamamustir.

Calismamizda insan bobrek proksimal tiibiil epitel hiicresi olan HK-2
hiicrelerinde OTA’nin hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurucu yondeki etkisi ve
bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmada p53’iin rolii ortaya konuldu. p53
siRNA ile transfekte edilerek p53 geni susturulan ve OTA ile indiiklenen HK-2
hiicrelerinde, hiicre dongilisinin  G1 ve GI1/S gegis evresinin  Onemli
diizenleyicilerinden olan Siklin E1 ve Siklin D1’in mRNA ekspresyonu ile Siklin
D1, Cdk4 ve Cdk2’nin protein ekspresyonundaki degisimler gosterildi. 10 pM ve 25
uM OTA dozu ile 24 saat ile muamele edilen HK-2 hiicrelerinde Siklin D1 ve Siklin
El’in mRNA ekspresyonlarinin ve Siklin DI, Cdk4 ve Cdk2’nin protein
ekspresyonlarinin inhibe oldugu saptandi. p53 siRNA ile transfekte edilen OTA
indiiklii HK-2 hiicrelerinde ise Siklin D1 ve Siklin EI’in mRNA ekspresyonunun,
Siklin D1, Cdk4 ve Cdk2’nin protein ekspresyonunun maruz kalinan OTA dozuna
bagli olarak arttig1 gosterildi. Bu sonuclar 1s183inda HK-2 hiicrelerinde OTA’nin
hiicre dongiisiinii durdurucu yondeki etkisini p53 aracili bir mekanizma iizerinden
gerceklestirdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Okratoksin A, HK-2, hiicre dongiisii, p53, siRNA, bobrek
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ABSTRACT

The Effect of Ochratoxin A on Molecular Mechanisms of Cell Cycle in Human
Proximal Tubule Cells

Ochratoxin A (OTA) is a toxic metabolite produced by Aspergillus and
Penicillium fungus. OTA found in the human and animal tissues can contaminate
many foods that we daily consume in our lives. It accumulates in liver, brain, muscle
and fat, but especially in kidney. Carcinogenic effects of OTA are known as well as
nephrotoxic, hepatotoxic, genotoxic, neurotoxic and immunotoxic effects. These
effects arrive from the alteration of many cellular mechanisms such as DNA and
protein synthesis, lipid peroxidation, gluconeogenesis, mitochondrial functions, cell
death pathways, DNA repair mechanisms and cell cycle. The OTA-mediated
underlying molecular mechanisms are not fully understood yet. In our study, it was
demonstrated that the inhibitory effect of OTA on G1 phase of cell cycle and
additionally the role of p53 in OTA induced cell cycle arrest in human proximal
tubule epithelial cells, HK-2. It was evaluated that the changes in mRNA expressions
of Cyclin E1 and Cyclin D1, which are key regulators of the G1 and G1/ S phases of
the cell cycle, and the changes in protein expressions of Cyclin D1, Cdk4 and Cdk?2
in HK-2 cells treated with control siRNA or p53 siRNA in the absense or presence of
OTA. It was found that mRNA expressions of Cyclin D1 and Cyclin E1 and protein
expressions of Cyclin D1, Cdk4 and Cdk2 were inhibited in HK-2 cells treated with
10 uM and 25 uM doses of OTA for 24 hours. However the knockdown of p53 led to
increase OTA-mediated in mMRNA expressions of Cyclin D1 and Cyclin E1 and
protein expressions of Cyclin D1, Cdk4 and Cdk2 compared to control siRNA in
HK-2 cells. Our finding strongly provided that the cell cycle arresting effect of OTA
performs through p53 mediated mechanism.

Keywords: Ochratoxin A, HK-2, cell cycle, p53, siRNA, kidney
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