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Temel besin kaynagi olarak tuketilen tahillarda gogalan funguslar tarafindan
uretilen mikotoksinler insan sagligini tehdit etmektedirler. Fusarium turt funguslar
tarafindan tahil ve tahil Grinlerinde olusan bir mikotoksin olan T-2 toksini de insan
saghgi icin potansiyel tehlike olusturmaktadir. T-2 toksininin erkek Greme sistemini
olumsuz etkiledigi ve sperm sayisinda azalmaya neden oldugu bilinmekle birlikte
toksisite mekanizmasi bilinmemektedir. Bu ¢alismada testiste sperm hucrelerinin
gelisimi sirasinda germ hucrelerine mekanik olarak destek saglayan, ayni
zamanda kan-testis bariyerinin olusmasinda 6nemli iglevlere sahip Sertoli

hiicrelerinde T-2 toksininin potansiyel etkilerinin arastiriimasi hedeflenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, sican Sertoli hicre hatti olan SerW3 hucreleri 12,
120 ve 1200 ng/ml dozlarinda T-2 toksini ile 24 ve 48 saat boyunca inkibe
edilmistir. inkiibasyon siresi sonrasinda, SerW3 hiicreleri hiicre canlihg testi
(MTT), laktat dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi ve tripan mavisi hicre canlihgi
testi ile sitotoksisite agisindan degerlendirilmigtir. Sitotoksisite testlerinin yani sira,
SerW3 hicrelerinde Sertoli hiicre bariyerinde yer alan proteinlerden okludin, ZO-1,



N-kaderin ve [(-katenin proteinleri hucresel lokalizasyonlarinin belirlenmesi
amaciyla immunfloresan olarak boyanmis, okludin ve N-kaderin proteinlerinin
ifadesinde meydana gelebilecek degisiklikler Western blotlama yontemi ile
gOsterilmistir. Ayrica Sertoli hlicre bariyerinin butinliginin toksin maruziyeti
sonrasinda deg@erlendiriimesi igin transepiteliyal elektrisel diren¢ (TEER) 6lcimu
yapilmigtir.

Sitotoksisite testlerinden MTT, LDH ve tripan mavisi sonuglarina gore, T-2 toksini
doz ve inkibasyon suresine bagli olarak SerW3 hicrelerinde sitotoksisite artisina
neden olmustur. 120 ve 1200 ng/ml dozlarinda hucreler LDH ve tripan mavisi
testine daha ¢ok hassasiyet géstermislerdir. immiinfloresan boyama sonuglari T-2
toksininin artan doz ve inkibasyon siresine bagli olarak okludin, ZO-1, N-kaderin
ve B-katenin ifadelerinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ayrica toksin ile
inkilbasyon sonucunda N-kaderinin  SerW3 hiucrelerinde  sitoplazmada
konumlandigi gosterilmistir. Western blotlama sonuglari, okludin ve N-kaderin
protein ifadelerinde doza ve inklibasyon suresine bagli olarak azalma oldugunu
gOstermistir. Ayni zamanda, toksin uygulanan gruplarda TEER degerlerinde
meydana gelen azalma immdinfloresan boyama ve Western blotlamadan elde

edilen sonuglari desteklemektedir.

Bu sonuclar, T-2 toksininin SerW3 hucrelerinde yiksek dozlarda sitotoksisiteye
neden oldugunu, ayrica Sertoli hiicreleri arasinda bulunan hicreler arasi baglant
proteinlerinin ifadelerinde dedgisikliklere neden olarak kan-testis bariyeri
gegirgenliginin olumsuz olarak etkiledigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: SerWs3 hiicreleri, T-2 toksini, sitotoksisite, kan-testis bariyeri,

immdunfloresan boyama, Western blotlama, TEER 6lgumu.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF T-2 TOXIN ON BLOOD-
TESTIS BARRIER IN SERW3 CELL LINE

Elif KARACAOGLU
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU
June 2015, 117 pages

Mycotoxins which are produced in grains by fungi and consumed as main food
source threaten human health. T-2 toxin, which is one of the mycotoxins produced
in grain and grain products as a secondary metabolite by Fusarium species, has
also potential danger for human health. It was known that T-2 toxin caused
decreases in sperm count, however toxicity mechanism of it remained unclear.
Our aim is to reveal potential effects of T-2 toxin on Sertoli cells which
mechanically support germ cells in testis and have also crucial functions in

constitution of blood-testis barrier.

Within the scope of this dissertation, SerW3 cells which are Sertoli cell line were
exposed to T-2 toxin at 12, 120 and 1200 ng/ml doses for 24 and 48 hours. At the
end of the incubation time, several cytotoxicity tests including cell viability (MTT),
lactate dehydrogenase (LDH) cytotoxixity test and trypan blue dye exclusion assay
were performed for evaluating cytotoxicity. In addition to cytotoxicity test,
immunostaining of essential proteins for constitution of blood-testis barrier such as

occludin, ZO-1, N-cadherin and [-catenin were performed for detecting



immunlocalization in SerW3 cells. Expressions of occludin and N-cadherin were
also shown by Western blotting as a result of T-2 toxin exposure. Furthermore,
integrity of blood-testis barrier in response to T-2 toxin exposure were interpretted

for SerW3 cells by TEER measurement.

According to the Cytotoxicity test results T-2 toxin caused increases in cytotoxicity
in a dose and incubation time dependent. SerW3 cells were more sensitive to T-2
toxin according to LDH and trypan blue exclusion tests at the doses of 120 and
1200 ng/ml. Immunofluorescence staining results revealed that T-2 toxin
decreased in expression of occludin, ZO-1, N-cadherin and (-catenin in Serw3
cells in a dose and incubation time dependent manner. In response to T-2 toxin,
occludin and N-cadherin expression by western blotting were also decreased in
SerW3 cells. Additionally, results of TEER measurement decreased in dose and
time dependent manner after T-2 toxin exposure and also these results were

consistent with immunofluorescence and Western blotting results.

These results pointed out that T-2 toxin caused cytotoxicity at higher doses in
SerW3 cells, caused alterations in expression of junctional proteins in Sertoli cell

and had adverse affects on blood-testis barrier integrity.

Keywords: SerW3 cells, T-2 toxin, cytotoxicity, blood-testis barrier,

immunofluorescence staining, Western blotting, TEER measurement.
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1. GIRIS
Kimyasal maddelerin gunluk hayatta ¢ok fazla yayginlagmasiyla birlikte, bilim
insanlari kanser, astim, ureme fonksiyonunun bozulmasi gibi ciddi saglik
sorunlariyla toksik kimyasallarin baglantisinin arastiriimasi yoninde calismalarini
arttirmislardir. Besin yoluyla ya da diger yollarla alinan kimyasal maddelerin ireme
sistemi Uzerinde olumsuz etkiler olusturabilecedi dusunulmektedir. Son vyillarda
erkek Ureme sistemi ile ilgili bozukluklarda artmis gorulmektedir. Bu durumla ilgili
olarak infertilitenin dinya c¢apinda 50 ile 80 milyon arasinda insani etkiledigi
dusundlmektedir. Erkeklerde sperm sayisinin azaldigini ve erkek tUreme sistemine
ait bozukluk oranlarinda artig oldugunu go0steren ¢ok sayida c¢alisma
bulunmaktadir [1-5]. Bolunmekte olan hucrelerin kimyasal maddelere kargi daha
hassas oldugu bilinmektedir. Erkek Greme sistemi g6z énlinde bulunduruldugunda
bu konu 6nem kazanmaktadir. Testiste spermatogenezin gercgeklestigi seminifer
tubdllerde bulunan Sertoli hiicreleri, dolasimdan seminifer tibule su ve suda
¢o6zUnmus maddelerin ve immun hucrelerin tagsinmasini kontrol ederek kan-testis
bariyeri olarak adlandirilan bir bariyer olusturur. Sertoli hicreleri spermatogenezin
devamhliginin saglanmasi agisindan ¢ok énemlidir [6, 7] ve bu bariyerin bozulmasi
ile spermatogenez olumsuz yoénde etkilenir. Toksik bir kimyasala maruziyet
sonucunda, Sertoli hucrelerinin fonksiyonunun degismesi spermatogenezin

bozulmasina, germ hucrelerinin kaybina ve dolayisiyla infertiliteye neden olur.

Dinyadaki ekinlerin % 25’inin fungal Ureme sonucu enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Ekinlerin funguslar tarafindan hasar gormesi tlke ekonomisinde ciddi
ekonomik kayiplara sebep olmakla birlikte, Grunlerin funguslarin toksik ikincil
metabolitleri olan mikotoksinlerle bulagsmasi da insan saghginin etkilenmesine yol
acmaktadir. insanlarin mikotoksinlere maruziyeti toksinlerle enfekte olmus bitki
kokenli besinlerin tiketilmesi sonucu, mikotoksinlerin ve metabolitlerinin sut, et,
yumurta gibi hayvansal Uriinlere aktariimasiyla ya da toksin igeren hava ya da toza
maruziyet ile olabilmektedir. Besinler besin zincirinde mikotoksik etkilere sahip
Aspergillus, Fusarium ve Penicilium cinsine ait funguslar tarafindan enfekte
edilebilir. Bu funguslarin olusturduklari en onemli mikotoksinler ise aflatoksinler
(Aspergillus), okratoksinler (Aspergillus ve Penicillium), trikotesenler ve
fumonisinlerdir ~ (Fusarium).  Trikotesen  mikotoksinlerin  molektler  etki

mekanizmalarinin anlasilmasi, insan saghgi igin zararl etkilerinin tahmin edilmesi
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agisindan 6nem tasimaktadir [8]. Dinya Saglik Orguti tarafindan 1990 yilinda
yayinlanan bir raporda mikotoksinlerin misir, bugday ve yulaf gibi temel besin
maddelerinde bulunan kaginiimaz kirleticiler olduklari bildirilmistir [8]. Bu nedenle
temasin kaginilmaz oldugu mikotoksinlerin infertiliteye yol acabilecedi g6z ardi

edilmemelidir.

Yapilan bu calismada, bir trikotesen mikotoksin olan T-2 toksininin sican Sertoli
hicre hatti olan SerW3 hicrelerinde kan-testis bariyerinin  olusumunda ve
hicrelerin birbirleriyle baglanti kurmasinda rol oynayan proteinler Uzerindeki olasi
etkileri arastirilarak toksinin infertilite ile iliskisinin mekanizmasinin agiklanmasi

hedeflenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler funguslar tarafindan Uretilen ve dogal olarak olusan dusik molekuler
agirhikh ikincil metabolitlerdir. Bu metabolitlerin funguslarin baylimeleri ve hayatta
kalmalar ile ilgili fonksiyonlarinin olmadigi belirtiimistir. 300’den fazla sayida
mikotoksin izole edilmistir ve bu mikotoksinlerden aflatoksinler, okratoksinler,
trikotesenler, tremogenik toksinler ve ergot alkaloidlerini de igeren bir kismi insan
ve hayvanlarda olumsuz etkilere neden olduklarindan, &zellikle ilgi konusu
olmusglardir. Bu toksinlerin olusumunda c¢evresel faktorlerin ya da saklama
kosullarinin rol oynadigi belirtiimektedir [9].

Trikotesenler (TCT); Fusarium, Myrothecium, Trichothecium, Trichoderma,
Cephalosporium, Cylindrocarpon ve Stachybotrys cinsleri tarafindan uretilirler [10].
Fusarium cinsine ait funguslar trikotesenler, T-2 toksini, HT-2 toksini,
deoksinivanenol (DON), nivalenol (NIV), zearalenon (ZEN), fumonisinler dabhil
25'ten fazla sayida trikotesen Uretmektedirler. Bttin trikotesenler C9 ve C10'da
olefinik bag ve C12 ve C13’te epoksi halkasi igcerir ve bu nedenle 12, 13-
epoksitrikotesenler olarak karakterize edilmektedirler [11]. Ayrica, A, B, C ve D
olarak dort gruba aynlirlar, T-2 ve HT-2 toksini grup A kategorisine dabhil
edilmektedir [12].

Trikotesenler Urlnlerin depolanmasi, 6gutulmesi hem de islenmesi sirasinda ya da
besinlerin pigiriimesi sirasinda kararli kalirlar ve yuksek sicakliklarda nitelikleri
bozulmaz. Ayrica notral ve asidik pH'da stabilitelerini koruduklari ve sindirimden
sonra midede hidrolize olmadiklari rapor edilmistir [10]. Bu toksinler havada ve
isikta haftalarca stabil kalabilir ve i1siya dayanabilir. Ornegin; T-2 toksininin yok
edilebilmesi icin 500°F (260 °C) sicaklik gerekli oldugu rapor edilmistir [13]. Bu
nedenle, islem gormus tahil Grinlerinde (bebek mamalari, paketlenmis tahil temelli
arinler vs.) dahi stabilitesini koruyan toksine besin yoluyla maruziyet
kaginilmazdir. T-2 toksin (Ca4H3409) trikotesenler grubu mikotoksinlere dahil
edilmektedir. Bu grup toksinler yan gruplarina gore gesitlilik gostermektedir ve T-2,
HT-2, NIV, DON, anguidin, diasetioksisispenol, ve krotosinleri icerirler. T-2
toksininin Afganistan’da ve Laos’ta biyolojik/kimyasal savasta kullanildigina dair
bilgiler de bulunmaktadir [14].



T-2 toksin ve HT-2 toksin genellikle gesitli tahil Grtnlerinde (bugday, misir, arpa,
yulaf ve cavdar) ve islem gormus tahillarda (malt, bira ve ekmek) bulunan
Fusarium cinsine ait funguslar (F. acuminatum, F. poae ve F. sporotrichioides)
tarafindan Uretilen mikotoksinlerdir. Fusarium turd funguslar buyuk olasilikla
kuzeydeki 1liman bolgelerde bulunan en yaygin funguslardir ve iliman bolge olan
Asya, Avrupa ve Amerika’da yaygin olarak dretilen tahillarda bulunmaktadir [15].
T-2 ve HT-2 toksinleri ¢ogunlukla funguslar tarafindan enfekte olmus tahillar
uzerinde olusturulurlar. Bir saprofit olan F. sporotrichioides en énemli T-2 toksin
ureticisidir ve -2 ile 35°C’de T-2 toksini Uretimi en fazladir. Bu funguslar tarladaki
tahillari etkiler ve toksin uretiminin serin saklama kosullarinda daha da arttig
belirtiimektedir. Bu nedenle dogdal zehirlenme serin iklimlerdeki bdlgelerde daha
sik gorulmektedir. Fusarium ve Stachybothrys ¢ok farkli sicakliklarda uremesine
ragmen, toksin dretimi (<20°C) sogukta ve nemli kosullarda en fazladir.
Trikotesenler bu nedenle soguk iklimlerde, Ozellikle tahil hasatinin kis aylarina
ertelenmesiyle ya da soguk kosullarda saklanan enfekte olmus tahillarda ortaya
cikmaktadir [10].

T-2 ve HT-2 toksininin glnlik alimi Birlegsmis Milletler Gida ve Tarim Orguti (FAO)
ve Diinya Saglik Orgiti (WHO) ortak Uzmanlar Komitesi (Joint of Food and
Agriculture Organization of United Nations and World Health Organization,
JECFA) tarafindan 7,6 ve 8,7 ng/kg olarak tahmin edilmektedir. Buna ragmen, T-2
toksin i¢in gecici maksimum tolere edilebilir ginlik doz (TDI) 0,06 pg/kg olarak
bildirilmistir ancak, eldeki mevcut verilerde yetersiz oldugu i¢in bu deger gegici bir
deger olarak kabul edilmektedir [14].

Tarkiye’de Karadeniz Bodlgesi'nden alinan misir orneklerinde  Fusarium
toksinlerinin varligi ve misir ekmegdi yapimi sirasindaki toksinlerin durumuyla ilgili
yapilan bir galismada, misirlarda <50 pg/kg miktarinda T-2 ve HT-2 toksin tespit
edilmistir [16]. Avrupa Birligi kapsaminda T-2 toksini limitleri islenmemis tahillarda
100 pg/kg, islenmemis yulaf 500 pg/kg, yulaf trinlerinde 200 pg/kg ve tahil temelli

yenidogan ve bebek mamalarinda 50 pg/kg olarak 6nerilmektedir [17].

Hayvanlarin T-2 toksinine maruz kalmalarinin, kilo kaybi, mide bulantisi, kusma,
farinkste tahrig, abdominal agri ve sisme, diyare, kanl gaita, bag donmesi, titreme,
inflamasyon, kemik iliginin yikimi, infertilite ve lipid peroksidasyonu ile
sonuglanabildigi rapor edilmistir [15, 18, 19]. Diyetle veya diyet disi yollarla alinan
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trikotesenlerin insan saghg:r Uzerindeki etkilerinin anlagilmasi i¢cin bagka
caligsmalarin yapilmasinin gerekli oldugu bildirilmigtir [20].

2.1.1. T-2 Toksininin Yapisi

T-2 toksini [3a-hidroksi-4,15-diasetoksi-8a-(3-metilbutiriloksi)-12,13-epoksitrikotek-
9-en] trikotesen ailesinin bir Uyesidir. Bu ailede bulunan diger toksinler
diasetoksirpenol (DAS), DON ya da vomitoksin ve NIV'dir. Bu toksinler C-9 ve
C10’da cift bag ve epoksi haklasinin C-12 ve C13 karbonunda seskuiterpen
halkasinin varligi ile karakterize edilirler (Sekil 2.1) [9]. Fakat bu toksinler 3., 4., 7.,
8. ve 15. karbonlarinda farkli bilesenler icermektedirler. Bu toksinler arasinda T-2
toksini ve DAS en kuvvetli toksinlerdir ve polar c¢ozlculerde c¢ozundukleri
bilinmektedir [9, 19].

Sekil 2.1. T-2 toksininin kimyasal yapisi [21].

2.1.2. T-2 Toksininin Etki Mekanizmasi

T-2 toksininin sitotoksisitesi dogrudan ya da dolayl olarak protein, RNA ve DNA
sentezinin inhibisyon potansiyeline sahip olmasi ile lenfoid, hematopoietik
dokularda ve gastrointestinal sistemdeki lezyonlara neden olan hucresel DNA'nin
kirlmasina dayandiriimaktadir [22]. Bu etkinin buyuk olasilikla 12 ve 13-
epoksitrikotesen yapisiyla baglantili oldugu diisiiniiimektedir. Okaryotik hiicrelerde
T-2 toksini ribozomlarin aktif bolgesi olan peptidil transferazla etkilesime girer ve
protein sentezinin baglamasi, proteinlerin uzamasi ve sonlanmasini inhibe eder
[23]. Polizomal yikimdan elde edilen verilerden, trikotesenler Tip | protein
sentezinin baslangic asamasinda inhibisyonu (T tip) ve Tip Il amino asitlerin
uzama asamasinda inhibisyon (ET tip) olarak siniflandiriimistir [24]. Ayrica, T-2
toksininin ribozoma baglanmasinin ribozomda konformasyonel degisikliklere yol
actigi ve degredasyona hassasiyeti arttirabilecegi rapor edilmistir [11]. T-2
toksininin protein sentezini inhibe etmesinin dolayli yoldan DNA sentezini de inhibe

edebilecedi 6ne surllmustlr [25]. Bu sonuglar T-2 toksininin hicre boélinmesini
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inhibe ederek sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. Ayrica T-2 toksininin
yuksek dozlarda sitoplazmik protein sentezini inhibe ettigi ve 70S ribozoma

baglanarak mitokondriyal proteinlerin sentezini inhibe ettigi bildirilmigstir [26].

T-2 toksininin olasi etki mekanizmalari arasinda hicre igi iletisimin degismesi ve
kalsiyum metabolizmasinin bozulmasi olabilecegi de rapor edilmistir [27, 28]. T-2
toksininin hucre zarn bilesenlerinden lipid ve proteinlerle etkilesime girdigi, bunun
sonucu olarak zar taginmasini ve hucrenin fonksiyonlarinin dedismesine neden

olabilen zar akiskanhgini degistirdigi gosterilmistir [29, 30].

T-2 toksininin siksinat dehidrogenaz aktivitesini baskilayarak mitokondriyal
elektron tasinmasini inhibe ettigi gosterilmistir [31]. Sican karacigerinde lipid
peroksidasyona neden olan serbest radikallerin olusumuna neden oldugu ya da

lenfoid dokularda ve organlarda apoptozu indUkledigi gosterilmistir [30, 32].

2.1.3 T-2 Toksininin Toksisitesi

Mikotoksikoz ile ilgili tanimlanmis ilk vaka 1960 yilinda rapor edilmis ve
mikotoksinlerin ¢ok sayida hastaliktan sorumlu oldugu belirtilmigtir. T-2 toksininin
ZEN ile birlikte Etrusk uygarliginin ¢okusune neden olduguna inanilmaktadir [25,
28]. Ayrica son iki yuzyllda gerceklesen eski Misir mezarlarinin okratoksin A
icerdigi ve bu mikotoksinlerin de bazi arkeologlarin gizemli élimlerinden sorumlu
olduklari dusunulmektedir [33]. T-2 toksininin dinya ¢apinda ¢esitli mikotoksikoz
salginlarindan sorumlu olduguna inaniimaktadir. 1919 ile 1947 yillar arasinda
Sovyetler Birligi'nde binlerce kisinin o6lumuyle sonuglanan bir hastalik olan
Alimentar Toksik Alokia (ATA) ya neden olan ajanin T-2 toksin oldugu
dusundlmektedir [34]. Sibirya sinirina yakin bir yerde bulunan Orenburg’taki
salginda, sinirdaki populasyonun % 10’'u zamaninda hasat edilmeyen ve kuf
olusumuna dolayisiyla T-2 toksini ve diger trikotesenlerin olusumuna olanak
verecek sekilde uzun sure Uzerine yagmur yagan tahillarin tiketilmesi sonucu
etkilenmigstir [34]. Baslica ciddi belirtiler arasinda, immun hicrelerin azalmasina
bagli olarak I6kopeni, kemik iligi aplazisi, inflamatuvar lezyonlar ve sindirim
sisteminde hemoraji gorulmustur [35]. Oral kavitede, 6zefagus ve midede nekrotik
lezyonlar rapor edilmigtir. 1946 ve 1963 yillari arasinda Japonya ve Kore’de T-2
toksini kaynaklh kabuklu tahil zehirlenmesi olarak adlandirilan bir hastalik, hem
insanlari hem de hayvanlari etkilemigtir. Fakat 6lumcul vakalar rapor edilmemigtir

[36]. Benzer bir vaka 1987 yilida Kasmirde kuflu unla yapilan ekmegin
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tuketilmesiyle ortaya ¢ikmistir. 97 kiside abdominal agri, bogazda tahrig, diyare,
kanl gaita veya kusma gozlenmistir. Kuflu unda 0,55 ve 0,8 mg/kg arasinda T-2
toksini tespit edilmigtir [30, 36].

T-2 toksini insanlarda, diger memelilerde (evcil hayvanlarda ve deney
hayvanlarinda), kuslarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve 6karyotik hucreler tGzerinde
toksik etkiler gostermektedir. T-2 toksin zehirlenmesinde erken belirtiler ve
semptomlar doza ve alim yoluna goére degisiklik gdsterebilmektedir. T-2 toksini
bircok hayvan turlinde agiz yoluyla alindiktan sonra hizli bir sekilde absorbe edilir
ve organizmada herhangi bir organda birikim yapmaz. Siganlarda maksimum
plazma konsantrasyonu 30 dk sonra gorulmustur. Domuzlara intraventz yolla
radyoaktif isaretli T-2 toksini verildikten 4 saat sonra radyoaktivitenin % 15-24'0
sindirim sisteminde ve % 4,7-5,2 diger dokularda, buylk oranda kas ve

karacigerde saptanmistir. Plazma yarilanma 6mru 20 dakikadan azdir [21].

Ortanca letal doz (LDsp) degeri hayvan turlerine, maruz kalma yoluna ve
hayvanlarin hassasiyetine bagli olarak degisiklik géstermektedir. Ornek olarak; T-2
toksini farelere solunum vyoluyla verildiginde toksinin etkisinin sistemik
uygulamadan en az 10 kat ve topikal uygulamaya gore ise 20 kat daha fazla

oldugu rapor edilmigtir [37].

T-2 toksini funguslar tarafindan Uretilen en gugli toksinlerden biri olarak
bilinmektedir. Ornegin; ¢ok yaygin olarak calisilan ve genis bir alanda dagihm
gosteren DON’a gore 421 kat daha toksik oldugu bilinmektedir [32]. immiin
sistemin baskilanmasi, sitotoksisite, teratojenik etkiler ve embriyotoksik etkilere,
sindirim sistemi ve sinir sistemi Uzerinde olumsuz etkilere neden oldugu cesitli

calismalarda gosterilmistir [21].

T-2 toksininin toksik etkilerini gosteren in vitro ¢alismalar yapiimistir. Cesitli primer
hiicreler ve hucre hatlari UGzerinde farkh etkilerini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir. T-2 toksininin 10 nM’dan daha yuksek dozlarinda insan monositik
|I6semi hlcre hatti olan U937 hucrelerinde kaspaz-2, -3, -8 ve -9 aktivasyonuna
neden olarak apoptozun indikledigi gdsterilmistir [38]. Toksinin 0,02 ng/ml
dozunda gerbil testikiler interstisiyal hiicrelerinde in vitro kosullarda testosteron
salgilanmasinin inhibe edildigi rapor edilmistir [39]. Domuz granulosa hiicrelerinde

steroid Uretimini ve proliferasyonu etkiledigi belirtiimistir [40]. Ayrica, granulosa



hicrelerinde reaktif oksijen turleri (ROS) aracili mitokondriyal yol araciligiyla
apoptotik sinyal yolagini indukledigi bildirilmistir [41]. HelLa hucrelerinde
sitotoksisiteye neden oldugu ve kaspaz ve mitokondri bagiml apoptoza neden
olan DNA hasarini indukledigi gosterilmistir [42, 43]. Bunlarin yani sira, T-2
toksininin sitotoksisitesi melanoma hucre hattinda, keratinositlerde, HepG2
karaciger hucre hattinda, renal karsinoma hucre hatti olan NHEK hacrelerinde ve
fibroblast hulcrelerinde calisiimis ve hucrelerin T-2 toksinine hassasiyetleri
belirtiimistir [44]. Toksinin HepG2 hicrelerinde apoptoza neden oldugu ve
apoptotik surecin p53 geninden bagimsiz oldugu gosterilmigtir [45]. Gelisen fare
fetslerinde T-2 toksininin apoptozu indukledigi ve T-2 toksininin plasentadan
kolayca gecerek dogrudan fetlsleri etkiledigi rapor edilmistir [46]. Calismalar g6z
onunde bulunduruldugunda, T-2 toksininin farkh hicrelerde farkl etkiler gosterdigi
anlagsiimaktadir. Sertoli hicrelerinde T-2 toksininin etkilerini gosteren bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Trikotesenlerin oral, parental, dermal ya da solunum yoluyla maruziyeti ¢ok c¢esitli
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Kilo kaybi, beslenmeyi reddetme, dermatit,
kusma, diyare, hemoraji, mide ve bagirsak epitelinde, kemik iligi, dalak, testis ve

ovaryumda nekroz spesifik olmayan etkilerdir [21].

T-2 toksinine kronik maruziyet insanlarda ATA ve evcil hayvanlarda mikotoksikoza
neden olmaktadir. Rusya’da Il. Dinya Savasi 6ncesinde ve savas suresince
ciftcilerin trikotesen mikotoksinlerle enfekte olmus tahillari tiketmesiyle ATA ortaya
cikmigtir [13]. Trikotesenlerin kronik toksisitesi gastrointestinal sistem mukozasinin
inflamasyonu, kusma, diyare, karin agrisi, tikrik salgisinda artig, basagdrisi, bas
dénmesi, zayiflik, yorgunluk, ikincil enfeksiyonlarin olusumu ve pnémoni ile
karakterize edilir [21].

T-2 toksini gesitli organ sistemleri Uzerinde istenmeyen etkilere neden olmaktadir.
In vitro kosullarda memelilerden sican, fare ve insan kan hiucrelerinde
sitotoksisiteye neden oldugu ve in vivo kosullarda oral maruziyet sonucunda bazi
kan degerlerinin distigu belirtilimistir [36, 47]. Trikotesenlerin |6kositler ve diger
hizli bolinen hucreler Uzerinde oldukga toksik oldugu bildirilmistir [48]. Karacigerin
T-2 toksininin ilk hedeflerinden biri oldugu, protein sentezinin inhibe olmasiyla

toksik maddelerin metabolizasyonu igin gerekli olan enzim aktivitelerinin azaldig,



lipid peroksidasyonunu indukledigi ve glutatyon reduktaz aktivitesini arttirdigi rapor
edilmigtir [49].

Toksinin sinir sistemi Uzerinde de olumsuz etkiler gosterdigini belirten calismalar
bulunmaktadir. Sigcanlarin diyet ile 2-21 mg/kg/vucut agirhgr dozlarinda T-2 toksini
maruziyeti sonucu beyinlerindeki norotransmitter madde seviyelerinde degisimler
goruldugu rapor edilmigtir [50]. Ravindran ve arkadaslari, T-2 toksininin kan-beyin
bariyeri gecirgenligini oksidatif stres, MMP-9 aktivasyonu ve beyindeki sitokinler

araciligiyla degistirdigini rapor etmislerdir [51].

Toksinin Ureme sistemi Uzerinde olumsuz etkilere neden oldugu cesitli
caligsmalarda gosterilmistir. Erkek farelere 7 gun boyunca intraperitonal yolla 5, 10
ve 15 mg/kg vacut agirhigi dozlarinda uygulanan T-2 toksini farelerin semen
kalitesini, fertilitesini ve serum testosteron konsantrasyonlarini doz artigsina bagh
olarak olumsuz yonde etkilemigtir. Canli sperm sayisinda azalma oldugu
kaydedilmistir [52]. T-2 toksininin spermatogenez ve sperm kalitesi tizerindeki etki
mekanizmasinin agiklanmasi igin ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi rapor edilmigtir
[52].

2.2. Kan-Testis Bariyeri

Kan-doku bariyerleri vicuttaki otoimmuinojenik ya da yabanci antijenlerin zararli
immun cevaplari indiklemeden tolere edilmesini saglamaktadir. Bu bariyerlere
ornek olarak, kan-beyin bariyeri, kan-okller bariyeri, kan-timus bariyeri,
gastrointestinal bariyer, kan-testis ve kan-epididimis bariyeri verilebilir [53].

Testisin immuanolojik olarak ayricalikli olmasinin nedeninin, olgunlasan germ
hdcrelerini korumak oldugu dusunulmektedir. ClUnkl olgunlasan germ hucreleri
yeni olusan ylUzey antijenlerine sahiptir ve bu hucreler immun sistem tarafindan
saptandiklari takdirde immun sistem tarafindan yok edilebilirler. Kan-testis bariyeri
(KTB) seminifer tubullerde immunolojik olarak ayricalikh bir ortamin olusmasina
katkida bulunur. Bu bariyeri yalnizca epiteliyel siki baglanti komplekslerinin
olusturdugu bilinmektedir. Epididimis gibi testikiler olmayan kutuplasmis epitel
hicrelerinde siki baglantilar apikal yizeye yakin plazmalemma kisminda gevresel
bir kusak seklinde olugurlar. Fakat siki baglantilar seminifer tubul epitelinde Sertoli
hicreleri arasinda bazal membrana vyakin c¢evresel bir kusak seklinde
olusmaktadir (Sekil 2.2) [54].
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Sekil 2.2. Siki baglanti (SB) ve kenetleyici baglantilarin (KB) epitel hucreleri ve
yetiskin memeli testisindeki seminifer tubuller arasindaki yerlesimleri A) Epitel
hicresi, B)Sigan Sertoli hlicresi [54].

Sertoli hicreleri daha onceden bilinmesine ragmen, erkek Ureme sistemindeki
fizyolojik bariyerden ilk olarak Setchell ve arkadaslari tarafindan 1969 yilinda stz
edilmistir [51] ve bu calismada kan kaynakli molekullerin seminifer tiblle ve
limene gecemeyecedi gosterilmistir. KTB ilk olarak son yuzyilda yapilan oncll
calismalarla tanimlanmistir. Bu ¢alismalarda bariyerin varligi testise enjekte edilen
boyalarin seminifer tubullerin igerisinde goérulmemesiyle tespit edilmigtir [53]. Siki
badlantilar daha énceden bilinmesine ragmen, Dym ve Fawcett (1970) Sertoli

hicrelerindeki baglanti komplekslerinin gegirgen olmadigini géstermislerdir [55].

Elektron mikroskobu kullanilarak elde edilen veriler, komsu Sertoli hucreleri
arasindaki yogun siki baglanti komplekslerinin, KTB’nin morfolojik temelini
olusturdugunu gostermistir [55-58]. Ayrica, seminifer tubule girig igin ilk bariyerin
peritibuler miyoid hicreleri tarafindan olusturuldugu gdsterilmistir [59]. Peritibuler
hicrelerin olusturdugu ilk bariyer bozuldugunda, seminifer epitelde Ozellesmis
Sertoli-Sertoli hicre baglantilarinin olusturdugu ikincil bir bariyer, maddelerin
testikuler siviya gegisini saglar. Bu nedenle, kan ile seminifer tubul arasinda bir
bariyer s6z konusu degildir. Kan-testis bariyeri terimi kolay akilda kaldidi i¢in uzun
yillardan beri siklikla kullaniimaktadir. Fakat kan-beyin bariyeri terimi ile
karigtinlabildiginden “erkek germ huicresi bariyeri” ya da “erkek germ hicre

koruyucu bariyeri” terimlerinin kullaniimasi 6nerilmistir [60].
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KTB olusumundan sorumlu olan hticre Sertoli hucresi oldugu i¢in “Sertoli hlcre
bariyeri” teriminin kullaniimasi da Onerilmigtir [61]. Sertoli hicreleri seminifer
tubulde iki adet kalici (bazal ve adliminal) ve bir adet kisa sureli (orta) bolge
olustururlar. Bazal kisimdaki hicreler spermatogonyumlari ve geng
spermatositlerden mayozun erken leptoten fazindaki spermatositlere kadar olan
hicreleri icermektedir ve yalnizca bu hucreler kan-kaynakli maddelerle dogrudan
temas halindedirler [55, 62]. Sertoli hiicrelerinin arasinda bazolateral ylzeylerinde
bulunan siki baglantilar, bazal kisim ile adliminal kisim arasinda bir sinir
olustururlar. Sertoli htcreleri de leptoten asamasindaki germ hucrelerinin bazal
kisimdan adluminal kisma gegisine bariyer bozulmadan (kisa sureli bolge
sayesinde) olanak saglarlar [63]. Daha sonra, KTB'nin yalnizca siki baglantilardan
olusmadigi, ayni zamanda testiste bulunan atipik bir kenetleyici baglanti sekli
bazal ektositoplazmik farklilasmalar olarak adlandirilan baglantilarin da bariyer

yapisina katildigi gosterilmistir [54].

Toksik maddeleri de iceren g¢esitli maddelerin adliminal kisimdaki germ hicrelerini
dogrudan etkileyebilmeleri igin bariyeri bozmalari ya da Sertoli hiicrelerinin iginden
gecmeleri gerekmektedir. Fakat Sertoli htcrelerinin seminifer tubult boélimlere
ayirmasinin disinda, Sertoli hicreleri fonksiyonel immunolojik bariyer olusumuna
da katkida bulunurlar. Daha genis anlamda, KTB U¢ fonksiyonel 6ge olarak ele
alinmaktadir [64].

1) Devamli kapillerleri, seminifer tubul icinde bulunan birbirlerine siki
baglantilar ile baglanan Sertoli hicreleri ve seminifer tubul gevresinde bulunan

peritibuler miyoid hlcre tabakasi,

2) Laminal kapiller endotelinde ve peritibtler miyoid hicrelerinin Gzerinde
bulunan P-glikoprotein iceren efflux-pompasi bariyeri ve Sertoli hicreleri Uzerinde
bazolateral olarak yerlesim gosteren protein (multidrug-resistance associated
protein 1),

3) Sertoli hiicre bariyeri ve immunomodulator faktérlerden olusan immunolojik

bariyer.

2.3.  Seminifer Tubuller
Testis glnlik olarak milyonlarca germ hiicresinin Uretildigi bir organdir. insanlarda

yaklasik 150x10° spermin ginlik olarak (retildigi bilinmektedir. Memelilerde
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spermatogenez testiste bulunan seminifer tubullerde gergeklesir. Spermatogenez
boyunca, seminifer ttibulde, tek bir tip A1 spermatogonyum (2n, diploid) bélinur ve
256 adet olgun spermatide (1n, haploid) farklilagir. Buna ragmen spermatogenez
cogunlukla hipofiz bezinden salgillanan FSH; LH ve intersitisyumda Leydig

hicrelerinde Uretilen testosteron ile dizenlenmektedir [65].

2.3.1. Sertoli Hucreleri

Sertoli hucreleri  seminifer tlblllerde bazalden apikale dogru uzanan,
spermatogenez boyunca gelisen germ hucreleri ile dogrudan etkilesimde olan
somatik hicrelerdir.

1800’10 yillarin sonunda kesfedildiginden beri, seminifer epitel dongusinin 14
basamag@i boyunca germ hucreleriyle U¢ boyutlu olarak bag kurmasindan dolayi
surekli degisen Sertoli hucreleri ile morfolojik olarak ¢alismakta zorlaniimistir.
Sertoli hucreleri halen seminifer tibulde en ¢ok caligilan hicrelerden biri olmaya
devam etmektedir. Duzensiz bir sekli olan silindirik hicreler bazalden adliminal
kisma kadar uzanirlar ve ergin siganlarda seminifer epitelin % 17-19'u kadar yer
kapladiklari bilinmektedir [66]. Bu hucreler testiste hicredigi maddenin degismis
hali olan bazal membran ile dogrudan baglanti halindedir. Hucreler bir¢ok gelisen
germ hucresinin, tutunabilmesine imkan saglayacak genis bir ylzey alanina
sahiptir, ki ergin sigan testisinde yaklasik sertoli: germ hucresi orani 1:50'dir [67].
Bu nedenle, Sertoli hicreleri yalnizca spermatogenez i¢in degil, ayni zamanda
germ hucrelerinin seminifer tubuller igcindeki hareketi i¢cin de 6nem tasimaktadir
[68].

Sertoli hiicrelerinin morfolojik agidan tip A Sertoli hicreleri ve tip B Sertoli hiicreleri
olmak uzere iki farkli tipi bulunmaktadir. Tubdl lumenine verilmeye hazir olan
olgun spermatidler tip A Sertoli hucrelerinin sitoplazmik kriptalari arasinda
bulunurken, tip B Sertoli hucrelerinin sitoplazmik kriptalari ¢ok nadiren gorunur
haldedir ya da bu hticrelerde hig¢ kriptalari bulunmaz. Bu nedenle, seminifer epitel
doéngusinin 14 basamagi suresince, tip A hucreleri kendilerini germ hucresi
gelisimi ve hucrelerin hareketi sirasindaki hicresel degisikliklere adapte olmak igin
tip B Sertoli hucrelerine donusturmeleri gerekmektedir.

Memeli Sertoli hiicrelerinin seksuel olarak olgunlagsmamis testiste mitoz bélinme

ile c¢ogaldigi dusunulmektedir. Sertoli hlcrelerinin  sayisinin testisin toksik
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maddelerle maruziyeti ya da artan yasla birlikte azalabilecegi gosterilmigstir [65]. In
vitro kosullarda olgunlasmamig Sertoli hucrelerinin  sinirli bir sltre zarfinda

bdllinebilecegi gosterilmistir [69, 70].

Sertoli hucrelerinin morfolojik goruntlist dogum ile eriskin donemde degisiklik
gostermektedir [69]. Sertoli hucrelerinin arasindaki baglantt komplekslerinin
kurulmasiyla, kan-testis bariyerinin olusumu seminifer tubudllerde bazale yakin
kisimda gercgeklesir ve bu Sertoli hiicrelerinin kademeli olarak erigkinlik donemine
girdiginin isaretidir. Bu baglantilarin gelisimiyle birlikte tlbullerde lGmen olusur ve
Sertoli hicreleri tipik olarak erigkin hucre karakteristigi goOsterirler: hacimli bir
sitoplazma, sitoplazmik bilesenlerin kutuplasmig olarak dagilmasi, organeller ve
inklizyonlar bazalde daha fazla ve apikal kisimda daha azken mitokondri ve duz

endoplazmik retikulum apikalde bulunur [69].

2.3.2. Sertoli Huicrelerinin Fonksiyonlari

Sertoli hucreleri 6nemli fonksiyonlara sahiptir; seminifer ttbul epiteline yapisal
destek saglama, germ hdcrelerinin yer degistirmesi ve spermlerin [Umene
salinmasi, kan-testis bariyerinin olusumu, cesitli Urtnlerin salgilanmasi ve germ
hdcrelerinin - beslenmesi, dejenere olan germ hucrelerinin  ve olgunlasan

spermatidlerdeki fazla sitoplazmanin fagositozundan sorumludur.

Seminifer epitele destek saglamasi, germ hiicrelerinin yer degistirmesi ve
spermlerin limene salinmasi: Sertoli hucreleri, tubullerdeki farkli gelisim
asamalarindaki germ hacreleri ile baglantilar kurarak destek islevini gerceklestirir.
Hucre iskeleti bu fonksiyon igin yapisal destek saglamaktadir. Ayrica Sertoli hicre
iskeletinin epitelde bulunan spermlerin tubdl IUmenine salinmasindan sorumliu

oldugu gosterilmistir [71].

Kan-testis bariyeri: Butin omurgali hayvanlarda Sertoli hucreleri arasinda
Ozellesmis baglanti kompleksleri kan-testis bariyerini olugtururlar [69].

Salgilama fonksiyonu: Sertoli hiicrelerinden blytme faktorleri, hormonlar ve
cesitli duzenleyici faktorler salgilanmaktadir [69]. Bu hicreler gelismekte olan
germ hucrelerinin mikrogevresini olustururlar ve dogrudan erkek Ureme sistemi
endokrinolojisini duzenlerler. Sertoli hlcrelerinin salgi Urunleri, germ hucrelerine
besin destedi saglayan tasiyici proteinleri, ekstraselller matriks ve uygun hicre-

hicre etkilesimlerini olusturan hicre adezyon molekillerini ve spermatogenez
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sirasinda dokunun yeniden seklinin kazanilabilmesi igin proteazlari icermektedir
[72, 73].

Buyime Faktorleri: Testis gelisimi ve spermatogenezin devamlilik gostermesi
belirli bir buyime dizenlenmesine gereksinim goéstermektedir. Embriyonik testis
gelisiminde ve erken postnatal donemde butin hicre populasyonlari prolifere
olmaktadir. Sertoli hicreleri spermatogenez bagladiginda erken pubertal donem
boyunca farklilagir ve postmitotik olurlar [74]. Testisteki diger somatik hucreler
eriskin donemde yavas fakat slrekli bir bluyime hizina sahiptir. Spermatojenik
hacrelerin ergenlik doneminin basinda baglayan ve tum erigskin donemi boyunca
devam eden hizli mitoz ve mayoz bolinmelere gereksinimleri vardir.
Spermatojenik hicre proliferasyonu dalgasi Sertoli hicrelerinin kontrolU altindadir.
Sertoli hucreleri tarafindan salgilanan buylime faktorleri gelisen ve erigkin

testisinde hicre blyume diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir.

Hormonlar: Sertoli hicreleri hormonlara cevap veren (FSH ve androjenlere) ve
hormon Ureten endokrin hicrelerdir. Bu hucrelerden salgilanan bluyume faktorleri
kadar hormonlarin da dizenleyici fonksiyonlari bulunmaktadir. Sertoli hicrelerinin

salgiladigi hormonlar, inhibin/aktivin, muller inhibe edici faktor ve 6strojendir.

Diger duzenleyici faktorler: Karakterize edilmemis faktorler ve lipidlerdir. Cesitli
duzenleyici faktorlerin Sertoli hiicrelerinin diger hicre tipleriyle etkilesiminde 6zgul
roller oynadigi diusunulmektedir. Ayrica, protein diuzenleyici ajanlara ek olarak
lipidlerin de biyolojik aktivitelere sahip olduklari gosterilmigtir. Bu lipidlerin testis
fonksiyonu ve spermatogenezde onemli duzenleyiciler oldugunu gosteren

calismalar bulunmaktadir [73, 75].

2.3.3. Sertoli Hiicre Baglantilari

1970 ve 1980’li yillarda yapilan morfolojik c¢alismalarda hucrelerde c¢ok fazla
sayida baglanti tipi tanimlanmistir. Testiste bulunan baglanti tipleri, kaynastirici
baglanti (occluding junction), kenetleyici baglanti (anchoring junction) ve hicrelerin
iletisim kurmasini saglayan delik gecit (gap junction) bdlgeleridir. Kenetleyici
baglantilarin diger yapisal degisimleri olan ektositoplazmik farklilagmalar ve
tubulobulbar kompleksler testise 06zgu olup baglanti bolgeleri olarak aktin
filamentlerini kullanirlar. Genelde, bu baglantilarin farkli epitellerdeki yerlesimleri

aynidir, siki baglantilar hiicrenin en apikalinde yer alir ve apikalden bazale dogru
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inildikge hucrelerin yanal yuzeylerinde kemer baglantilar ve bunlara paralel dizide
yer alan desmozomlar yer alir. Bu yapilarin hepsi baglanti kompleksini olusturur.
Bununla birlikte, delik gecit bdlgeleri ve desmozomlar, siki baglanti ve kemer
baglantilar gibi siki sikiya batlnlesik degildirler ve epitel hicrelerini ekstraselller
matrikse bagladiklari igin epitel gevresinde dagiimis durumda olabilirler. Siki
baglantilar ekstraseluler matriksten olduk¢a uzaktir. Fakat testiste, siki
baglantilarin, kemer baglantilar ve delik gecit bdlgeleri ile olan konumu diger epitel
hicrelerinden farkhlik gdsterir. Cunkl kan-testis bariyerini olusturan Sertoli
hdcrelerinin siki baglantilari seminifer epitelde bazal kisimda yer almaktadir [6].
Memeli dokularindaki U¢ baglanti tipinin siniflandinimasi ve yapilarina katilan

proteinler Cizelge 2.1’ de gosterilmigtir.
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Cizelge 2.1. Testiste bulunan hicre baglantilarinin fonksiyonel siniflandirmasi ve
baglanti proteinlerinin yapisina katilan proteinler. Alti gizili ve koyu olarak yazilan
proteinler testiste pozitif olarak tanimlanmisglardir [6].

Baglanti Tipi

Proteinler

Kaynastirma (Occluding) Baglantilari:

Siki baglantilar

Siki baglanti integral proteinler: okludin, okludin-1B,
klaudin-1, -3, -4, -5, -7, -8 ve -11 (diger epitellerde
transmembran protein olarak en az 24 klaudin
tanimlanmigtir) ve baglanti adezyon molekdlleri (JAM)

Siki baglanti-baglantil proteinler: ZO-1, ZO-2, ZO-3,
7HG6 antijen, cingulin, BG9.1, simplekin, aktin, ZA-1
TJ, ZAK, AF-6, fodrin, Src, Ga, PKC, Sec 6/8, 19B1,
Rab3B, Rab8, Rab13, c-yes, VAP-33.

Kenetleyici baglantilar ya da yapistirici
baglantilar:

Aktin filamentleri baglanan bélgeleri

Hucre-hlcre yapistirma baglantilar ya da
adezyon kemerleri

Testise 6zgln iki 6zellesmis yapistirma
baglantilari bulunur:

1) Ektoplazmik farklilagsmalar (Sertoli
hicreleri ve germ hicreleri arasinda
bulunabilir, 6zellikle spermatidlerde)

2) Tubulobulbar kompleksler (Sertoli
hiicreleri ve olgunlasan spermatidler
arasinda bulunurlar)

Hiicre matriks yapismasi (fokal
baglantilar vs, testikller hiicrelerde ve
bazal laminadaki ekstraselller matrikste
bulunurlar)

Ara filamentlerle baglanma bélgeleri:
Hucre-hiicre (desmozomlar Sertoli
hiicreleri arasinda oldugu kadar Sertoli ve

germ hucreleri arasinda bulunurlar)

Hucre-matriks (hemidesmozomlar bazal
laminada bulunurlar)

N-kaderin, E- kaderin, a- ve FE-aktin, tensin, a-
aktinin, a-, B- ve y-katenin, vinkulin, gelsolin, Src,
p120°" FAK, Csk, paksillin, CK-2, Fer kinaz, GSK-
3B, ILK, ponsin, fimbrin, espin, nektin, afadin,
testin, miyozin Vlla, Fyn, keap 1, plakoglobin,
radiksin.

Integrinler (bilinen en az 20 farkli integrin vardir, fakat

yalnizca ai-, @3-, a5-, a6-, a9-, B1- ve PB4-
altinitelerinin testiste varligi tanimlanmigtir), aktin, a-
katinin, vinkulin, FAK, neksilin, Ras, talin, ,

paksillin, ziksin, tensin, p130cas, Src kinaz, Grb2,
SOS, kollajen, fibronektin, laminin a1, g1, y1, y3.

Desmokaollin, detsmoglein, desmoplakin, plakoglobin,
ctn

plakofilin, p120~",

Integrin, desmoplakin-benzeri protein, paksilin

lletisim baglantilan:

Delik gecit bolgeleri (Sertoli hiicreleri
arasinda, Leydig hiicreleri arasinda ve
Sertoli ile germ hiicreleri arasinda
bulunur)

43, 46, 30, 57
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2.3.4. Siki Baglantilar

Testisteki baglantilar testisteki yerlesimlerine ve hicre iskeletine baglanma
bdlgelerine gdre cesitli tiplere ayriimaktadirlar. Bunlar arasinda okludin temelli siki
baglantilar ve kaderin temelli kemer baglantilar testiste en gok galisilan iki baglanti
tiplerindendir [76].

Siki baglantilar tikayici baglantilar olarak bilinir. Testiste, siki baglanti alani,
fibrillerden olusan komsu hucrelerin plazma membranlari arasindaki baglantilarin
olustugu kisimdir. Sertoli hucrelerini seminifer tuballeri bazal ve adlUminal kisma
ayirir. Paraseluler boglukta dizenli ve siki bir gsekilde duzenlenmis okludin, klaudin

gibi transmembran proteinlerden olugsmaktadir [74].

Siki baglantilarin iki temel fonksiyonu vardir; 1) Bariyer olusturmak, 2) Sinir
olusturmak. Siki baglantilar molekullerin gegisini sinirlandiran yar1 gegirgen bir
bariyer olustururlar. Bu siki baglantilarin bariyer fonksiyonu olarak bilinmektedir.
Buna ragmen, molekullerin gecisi molekuler agirliklarina ve kimyasal 6zelliklerine
gore degisiklik gostermektedir. Aslinda siki baglantilarin gegirgenligi dokularin ve
farkli organlarin fonksiyonlarina gore ve fizyolojik ihtiyaglara gore dokudan dokuya
farkhlik gostermektedir [77].

Testisteki siki baglantilarin diger fonksiyonu, Sertoli hicrelerini birbirinden farkl
olan bazal ve apikal kisimlara ayirarak bir sinir olugturmasidir. Bu ise siki
baglantilarin koruma fonksiyonu olarak bilinmektedir. Bu 6zellik epitel hiicrelerinde
hicre kutuplagsmasina neden olur. Temel olarak siki badglantilarin koruma
fonksiyonu, proteinler ve lipidler gibi molekdillerin birbirine karismasini engeller. Bu
Ozellik Sertoli hicresinin 6nemli bir fonksiyonudur, ¢cuinkid bu hicreler androjen
baglayici protein, testin ve transferrin gibi ¢esitli salgilarini adliuminal kisma
salgilarlar [77].

Membran iligkili guanilat kinaz homolog protein ailesi; ZO-1, ZO-2 ve ZO-3'U de

iceren gesitli proteinlerden olugmaktadir. Bunlar,

1) Hucre proliferasyonunu ve farklilasmasini duzenlerler,
2) Membran organizasyonunu kontrol ederler,

3) Sinyal iletim yollarini yonetirler,

4) Hlcre kutuplasmasini duzenlerler [78, 79].
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1) Zonula Okludens-1 (ZO-1): Epitel ve endotel hucrelerinde siki baglantilarla
iligkili 210-225 kDa’luk periferal bir proteindir, yapisal ve sinyal fonksiyonlari
oldugu bilinmektedir [78]. Bu protein dogrudan okludin proteinin C terminali ile
etkilesime gecger. Ayrica, ZO-1 epitel hlcrelerinde aktin ve a-katenin ile
baglantihdir. Testiste ZO-1, Sertoli hicrelerinin siki baglantilari ile iligkili kan-testis
bariyeri bolgesinde yerlesim gostermektedir. Okludine baglanmasinin yani sira,
Z0-2, Z0O-3, ZO-1 iligkili protein kinaz ve konneksin 43 (CX43) gibi cesitli

proteinlerle de baglanti kurmaktadir [80].

i) Okludin: 60-65 kDa’luk en fazla caligilan transmembran proteinlerden
biridir. 4 transmembran domain, 2 hicredigi loop ve 1 hucreigi ilmek icermektedir.
Proteinin N ve C terminali sitoplazmada yer alir. Okludinin ilk ekstraselller iimegi
yaklasik % 60 tirozin ve glisin residularindan olusur ve hucre-hilicre adezyonuna
katilir [81]. Diger yandan ikinci ekstraseluler ilmegi paraseluler bariyer olusumuna
katilir [82]. Okludin proteini spermatogenez ve germ hucrelerinin hareketi igin
gereklidir [77]. Erigkin testiste, okludin mRNA seviyeleri oldukca ylksek
bulunmustur, okludin proteini fare testisinde immunohistokimyasal olarak
boyandiginda kan-testis bariyerinin oldugu bdlgede toplanmis sekilde yerlesim
gosterirler [83].

iii) Klaudinler: 2-24 kDa'dan olusan siki baglanti proteinlerinden klaudin
superailesine ait en az 24 Uyeden olusurlar [84, 85]. Klaudinler siki baglanti
bdlgesinde yerlesim gosterirler. Testiste klaudin 1, 3, 4, 5, 7, 8 ve 11 olmak lzere
7 farkh klaudin tanimlanmistir [86, 87]. Yalnizca Klaudin 11 testiste ¢ok ayrintili
olarak cahlsilimistir ve Sertoli hicrelerinde kan-testis bariyeri bolgesiyle sinirlidir
[88]. Klaudin 11 geni susturulmus farelerle yapilan galismalarla bu farelerin kisir
oldugu gosterilmistir [89]. Bunun bir sonucu olarak normal spermatogenez icin

kan-testis bariyerinin batinlaginin dnemi ortaya konulmustur.

Bu proteinler haricinde baglanti adezyon molekulleri olarak adlandirlan Ig
superailesine ait proteinler, Coxsackievirus ve adenovirus reseptdru gibi cesitli
integral membran proteinlerin yani sira siki baglantilarla iligkili cingulin, sympekin
gibi sitoplazmik proteinler de bulunmaktadir [77]. Sekil 2.3’ te okludin, klaudin, ZO-
1, ZO-2 ve Z0O-3 proteinlerinin KTB’ de yerlesimini gostermektedir [90].
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Sekil 2.3. Okludin, klaudin ve ZO proteinlerinin KTB’deki yerlesimi [90].

2.3.5. Kenetleyici Baglantilar
Testiste dort gesit kenetleyici baglanti tipi bulunmaktadir:

1) Kemer (adheren) baglantilar (zonula adherens olarak bilinir), (aktin filamentlere

baglanir)

2) Fokal baglantilar ya da adezyonlar, (aktin filamentlerine baglanir)
3) Desmozomlar, (ara filamentlere baglanir)

4) Hemidesmozomlar, (ara filamentlere baglanir)

Her bir baglanti yapisal ve biyokimyasal olarak birbirlerinden farklidir. Dort baglanti
tipi arasindaki en buyuk farkhlik, kemer ve fokal baglantilarin baglanma bdlgesi
olarak aktin filamentlerini kullanmasi; desmozomlar ve hemidesmozomlarin ise
arafilamentlere baglanmasidir. Testiste, iki farkh kenetleyici baglanti tipi
bulunmaktadir, bunlar ektositoplazmik farklilasmalar ve tubulobulbar komplekstir
[77].

Kenetleyici baglantilar birbirinden farkli olmalarina ragmen hepsinin tek bir iglevi
bulunmaktadir. Bu baglantilar doku butinlGgini saglayarak bir ag olusturur ve
hdcrenin i¢ kismini ya da iskeletini diger hilcreye ya da ekstraselller matrikse
bagdlar. Kenetleyici baglantilarin hicre proliferasyonu, farklilagmasi ve hareketi gibi
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temel hicresel surecleri dizenleyen proteinlerle sinyal transduksiyon olaylarinda
da 6nemli rol oynadiklari gosterilmistir [91-93].

Aktin temelli hiicre adezyonunda dort adet kenetleyici baglanti fonksiyonel birimi
tanimlanmistir. Bunlar; 1) kaderin-katenin, 2) nektin-afadin-ponsin, 3) integrin-
laminin ve 4) vezatin-miyozin hiicre adezyon birimleridir [94]. Testiste tanimlanan
kaderin-katenin ve integrin-laminin birimi bulunmaktadir, vezatinin testiste olup

olmadigdi hentiz bilinmemektedir.

) Kaderin-katenin: Kaderinler 115-140 kDa’luk kalsiyum bagimli hicre
adezyon molekulleri ailesine ait transmembran proteinleridir ve bu proteinlerin
hdcre yapisini, morfolojisini ve fonksiyonlarini duzenledikleri bilinmektedir [95, 96].
Bugline kadar alti dizineden fazla kaderin ailesine ait protein tanimlanmigtir.
Birgok kaderin gesitli domainlere sahip olan glikoproteinlerdir: 1) iki sitoplazmik, 2)
bir transmembran ve 3) bes kalsiyum baglama domaini. Kaderinler ile yapilan
baglantilar kalsiyum bagimhdir, (kalsiyumun kaderinlerin multidomain yapisini
katilastirdigi bilinmektedir), kaderinlerle olusan homotipik etkilesimler komsu hicre
membraninda bulunmaktadir. Kalsiyum yoklugunda kaderinler inaktiftir ve
proteolizize duyarhdir [97]. Diger yandan, kaderinlerin sitoplazmik domainlerinin
onemi intraselller proteinlerle olan etkilesime dayanmaktadir. Bu proteinler,
fonksiyonel kemer baglanti olusturmak icin oldugu kadar hicre ylzeyinden
cekirdege bilgi gonderilmesi, epitel butunligundn saglanabilmesi icin spesifik

genlerin aktive edilmesi icin biraraya gelen kaderinlere katilirlar.

Kaderinlerin fonksiyonu ayrica baglandigi sitoplazmik domainin B- ya da y-
katenine baglanmasina gore de degisiklik gostermektedir [96, 98]. y-katenin, -
katenine ¢ok yakin olarak bulunur, plakoglobin olarak da bilinmektedir [99, 100]. B-
katenin ayrica Wnt sinyal transdiksiyon yolu ile uyarildiginda transkripsiyon
kofaktoru olarak da islev gormektedir [101, 102]. Kaderin-katenin kompleksi dolayh
yoldan a-katenin araciligiyla aktin hucre iskeletine baglayarak kateninin molekulleri
kemer baglanti bdlgesindeki aktin dinamiklerine katillarak  baglantilar
kuvvetlendirmektedir [103].

Testiste, iki duzineden fazla kaderin varligi bilinmektedir. N-kaderin olgunlagan
spermatidlerle iligkilidir, germ hucre hareketinde rol oynar. Fakat N-kaderin daha

¢ok seminifer epitelde bazal kisimda bulunmaktadir [104, 105]. N-kaderin ve
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okludin proteinlerinin birlikte yerlesim gostermeleri kan-testis bariyerinin varliginin
bir kanitidir ve bu iki proteinin periferal membran adaptorleri katenin ve ZO-1 ile
baglantili olduklari gosterilmigstir [L06]. Sekil 2.4’ te testiste yer alan c¢esitli baglant

tiplerinin yerlesimleri gosterilmektedir [77].
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Sekil 2.4. Testiste bulunan farkli tipteki baglantilarin yerlesimleri [77].
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2.4. SerW3 Hicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

In vitro primer Sertoli hicreleri kultire edildiklerinde yassilagma egilimi gosterirler
ve endositik kapasiteleri kadar salgilama aktivitelerini de kaybedebilirler. Buna
ragmen, bazi arastirmacilar peritibuler hicrelerle ya da germ hucreleri ile birlikte
kultire  edildiklerinde veya ekstraselller protein  matrikste  yeniden
yapilandirildiginda Sertoli hicrelerinin yeniden morfolojik 6zelliklerini ve fagositoz
dahil fonksiyonel 6zelliklerini geri kazandigini géstermislerdir [107]. Bu nedenle,
primer Sertoli hiicre kultlrleri in vivo yaklagimlara bir alternatif olmakla birlikte kisa
omurli olup surekli olarak hayvanlardan izole edilmeleri gerekmektedir. Primer
hidcre kualtirinin aksine, bir hicre hattinin kurulmasi ile hayvan kullanimi
gereksinimi ortadan kalkmaktadir. Olusturulan hucreler temel hicrenin fizyolojik ve

biyokimyasal 6zelliklerini korumaktadir.

Sertoli hicreleri in vivo kosullarda toksik maddelerin hedefi oldugu ic¢in primer
sican Sertoli hucreleri mekanistik ve toksikolojik calismalarda yaygin olarak
kullanilan bir model olarak tercih edilmektedir. Bu nedenle in vitro kosullarda
sinirsiz olarak bolunebilen ve temel hicreye c¢ok benzer Ozelliklerde hicre
hatlarinin kurulmasi yogun bir ilgi konusu olmusgtur. Bu amagla, Wistar sigcan
Sertoli hucreleri (SerW3) yeni izole edilmis primer Sertoli hlcrelerinin Simirian
Viris (SV40)'Un T antijenleri ile dlumsuizlestiriimislerdir. Bu hlcre hatti epiteliyal
sekillidir ve ekstraselller matriks Uzerinde siki baglantilar yapmaktadir [108]. Bu
Ozelliklerinden dolay! kan-testis bariyerinin in vitro kosullarda test edilmesi igin

uygun bir hiicre modeli olarak tercih edilmektedir.

In vitro toksikoloji calismalarinda, insan hacreleri kullaniimakla birlikte (bu hacreler
genellikle hucre hatlaridir) yaygin olarak kullanilan hucreler arasinda hizli, kolay
ureyebilen memeli hayvanlar olan sican ve fare gibi kemirgenlerin hucreleri
kullanilimaktadir. Ozellikle, Sertoli hiicreleri gibi (ireme sistemine ait hiicrelerin
insandan izole edilmesi etik sorunlar basta olmak Uzere g¢esitli sorunlari ortaya
cikarmaktadir (insandan izole edilen Sertoli hucreleri, 6li bireylerden 6limden
sonra 36 saat icinde izole edilmelidir) ve primer olarak izole edebilmek igin
ulagiimasi zor hucrelerdir. Ayrica, bu amagla uretilmis yaygin olarak kullanilan bir
insan hucre hattina da rastlanmamistir. Memeli Sertoli hlcrelerinin postpubertal
dénemde bdlinmedigine dair cesitli kanitlar vardir [109]. Yapilan calismada,

prepubertal donemdeki 17 gunluk siganlardan elde edilen SerW3 hulcre hatti
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model olarak kullaniimistir. Prepubertal donemdeki hucreler mitotik olarak aktif
durumdadirlar, bu nedenle bu donemdeki hucreler fonksiyonel ve toksikolojik
calismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir [110]. Calismada model olarak

kullanilan SerW3 hucreleri agsagida belirtilen nedenlerden dolayi segilmigtir:

. Kan-testis bariyerini olusturan hucrelerarasi baglanti proteinlerinin iyi

gOzlendigi hucrelerdir.

. Hucreler prepubertal donemde izole edildigi icin aktif mitotik aktiviteye
sahiptirler.

. Bu hucreler, treme toksisitesi calismalarinda kullaniimaktadir.

. In vivo kosullardaki Sertoli hucrelerini ve primer Sertoli htcrelerini birebir

yansitmaktadir.

Birgok toksik maddenin testikuler fonksiyonlari Sertoli hiicreleri Gzerinden olumsuz
etkiledigi bilinmektedir [111]. Erkeklerin c¢esitli c¢evresel toksik maddelerle
maruziyeti ile sperm sayisinda azalma, semen kalitesinin dusmesi, infertilite,
kanser ve diger patolojik durumlara neden oldugunu gdsteren calismalar
bulunmaktadir. Toksik maddeler etkilerini Sertoli-Sertoli ve/veya Sertoli-germ
hiacresi arayuzunde cgesitli etki mekanizmalari araciligiyla gosterebilirler. Bu
mekanizmalarin anlasilabilmesi spermatogenez sirasinda hucrelerin arayuz
baglantilarinin yeniden yapilandiriimasindan elde edilen veriler dogrultusunda
onem tasimaktadir. Hulcresel olaylar hlcre-hicre ara ylzundeki iletisimler
aracihigiyla esgudumlu bir sekilde duzenlendigi igin, toksik maddelerin hucre
baglantilari Uzerinde infertiliteye neden olabilecek etkiler olusturmasi beklenen bir
durumdur [111].

Yapilan literatir arastirmalarinda T-2 toksininin Sertoli hiicrelerine etkileriyle ilgili
bir calismaya rastlanmamigtir. Ayrica, T-2 toksininin dreme sistemi Uzerine
olumsuz etkileri bilinirken, spermatogenez Uzerindeki etki mekanizmasi
bilinmemektedir. Sertoli hucrelerinin spermatogenezde O6nemli islevlere sahip
olmasi nedeniyle bu hucrelerde olusabilecek bir degisiklik spermatogenezin
bozulmasina ve dolayisiyla da infertiliteye neden olabilecegi dustnulmektedir. Bu
tez calismasinda bir mikotoksin olan T-2 toksininin SerW3 hiicrelerindeki kan-

testis bariyerinin olusmasi ve hucreler arasi baglantilarin kurulmasindan sorumlu
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proteinler Gzerindeki olasi etkileri degerlendirilerek infertilite ile iligkili olup olmadigi
mekanistik olarak arastirilmistir.
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2.5. Hulcre Karakterizasyon Testleri

2.5.1. Sterilite Testleri

Kultir ortaminda uretilen hicreler bakteri, fungus, maya ve mikoplazma gibi gesitli
organizmalar tarafindan kontaminasyona ac¢ik haldedir. Hucre kultiru
kontaminasyonu kultir ortaminda kullanilan hicre hatlarindan, reaktiflerden, pipet
ve flasklardan, laminar kabin ve inkibatorden veya calisan personelden kaynakli
olabilmektedir. Potansiyel kontaminasyon degismezken, kontaminasyon riski
gesitli dnlemler alinarak azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Ornegin, yalnizca
sterilitesi ve kalitesi bilinen Urlnlerin kullaniimasi, yeni hicre hatlarinin
kontaminasyon olmadigina dair testler yapilana kadar karantina altinda tutulmasi,
kullanilan butin ekipmanlarin temizliginin devamliliginin saglanmasina dikkat
edilmesi riski azaltacak onlemler arasindadir [112].

Mikrobiyal kontaminasyon besiyerindeki ani pH degisiklikleriyle, besiyerinin
bulaniklasmasiyla ya da kudltirin mikroskop altinda incelenmesiye tespit
edilebilmektedir. Bunun haricinde ornegin ya da hucre besiyerinin Nutrient Agar
besiyerine ekimiyle kontaminasyon belirlenebilmektedir [112].

Mikoplazmalar 0,3-0,8 um boyutlarinda olup memeli hicrelerinin endozomlarinda
bulunan cok kicuk basit prokaryotik hicrelerdir ve htcre kilttrlerinde bulunan
yaygin kontaminant unsurlarindandir [113]. Mikoplazma temel amino asitlerden biri
olan arjinini enerji kaynagi olarak kullandigi igin konak hlcreyi arjininden yoksun
birakabilir ve konak hicredeki nikleik asit oncullerinin birlesmesinde degisikliklere
neden olabilmektedir [113]. Bu nedenle mikoplazma kontaminasyonu hucreler ve
calismalar igin bir risk olusturmaktadir. Yapilacak c¢alismalarda hucrelerin
mikoplazma ile enfekte olmadiginin tespit edilmesi 6nem tasimaktadir. Hiicrelerde
mikoplazma kontaminasyonunun belirlenebilmesi igin  ¢esitli  yontemler
geligtiriimigtir. Mikoplazma kontaminasyonu, agaroz ve broth kiltiri yontemiyle,
floresan olarak DNA'yi boyayan 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama
yontemiyle, immunofloresan boyama yontemleriyle ve polimeraz zincir reaksiyonu

ile belirlenebilmektedir.

2.5.2. Ureme Egrisi
Hucre hatti Ureme egrisi hlcresel Uremenin karakteristiklerini belirlemek amaciyla
uygulanmaktadir. Hucreler flasklara ilk ekildiginde lag fazindadirlar. Lag fazi,

birka¢ saat ile 48 saat arasinda surebilen, hucrelerin tripsinizasyondan sonra
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iyilesmesi, hucre iskeletinin yeniden duzenlenmesi ve hucreler arasindaki
baglantinin olugsmasina olanak saglayan ekstraselller matriksin salgilanmasi igin

gerekli olan surectir. Bu sure¢ hiicrelerin yeni bir donguye girmesine olanak sadlar.

Lag fazindan sonra hucreler ussel biyume olarak bilinen log fazina girmektedir.
Bu fazda hiicre poptlasyonu her hicre igin karakteristik olan hizda iki katina ¢ikar
ve bu ikileme zamani (DT) olarak adlandiriimaktadir. Log fazinda, hicre Uremesini
indUkleyen ya da inhibe eden ilaglarin ve kimyasal ajanlarin etkileri oldugu kadar
bu maddelerin imminomodulator ve serbest radikal temizleme aktiviteleri de
caligilabilir. Son olarak, hiucre populasyonu ¢ok yogun oldugunda ve substratlar
tamamen metabolize oldugunda hucreler durgun faza gegerler ve bu evrede hucre
ureme hizi sifira kadar dismektedir [114, 115]. Dusus fazinda e@er besiyeri
degistiriimezse ve hlcre sayisi azaltilmazsa hucreler canliliklarini kaybeder ve

hlcre sayisi azalir.

Hucrelerin canlihginin, genetik ve fenotipik stabilitesinin saglanmasi i¢in hlcrelerin
ussel fazda devamhliginin saglanmasi gerekmektedir. Bu durum, hucrelerin
durgun faza gegmeden (6nerilen maksimum hicre yodunluguna gelmeden) énce
duzenli araliklarla pasajlanmasi gerektigi anlamina gelmektedir (Sekil 2.5). Her
hdcre hatti icin ireme egrisinin olusturulmasi hicre hattinin Greme karakteristiginin

belirlenmesi igin kullanilan bir ydntemdir.
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Sekil 2.5. Kiltur ortaminda Ureyen hucrelerin Greme egrisi [112].

ikilenme zamani ya da bir kltiiriin sayica iki katina ¢gikmasi igin gerekli olan siire

asagidaki formul kullanilarak hesaplanmaktadir:

DT = Tan/ln(%) T: inkiibasyon siiresi

Xb: inkiibasyon siiresi baglangicindaki hiicre sayisi

Xe: inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre sayisi

2.6. Sitotoksisite Testleri

Hucrelerin hayatta kalmalari ya da dlmeleri, normal gelisimin surdurilimesi ve doku
homeostazisinin dizenlenmesi fizyolojik kosullara kargi olusturulan hicresel
cevaplar tarafindan belirlenmektedir [116]. Sitokinler ve besinler gibi hicresel
cevredeki degisikliklerin hlcre dongusunun durmasi, kontrolll apoptoz ve kontrollu
olmayan nekrozu da kapsayan c¢esitli hicresel olaylari indukledigi gosterilmigstir
[117]. Bu olaylar hicre déngusinin durmasindan hicre 6limune kadar olan ¢ok

genis bir aralikta hiicre hasarini olusturmaktadir [116].
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Sitotoksisite testleri hucre kalturi modellerinde temel olarak kullanilan
testlerdendir. Bu testler hucrelerin gesitli kimyasal maddelere cevap olarak hiicre
bldyumesi inhibisyonununun hizl ve buatin olarak olgtlmesini saglamaktadirlar.
Sitotoksisite testleri genellikle arastirmalarin basinda test edilen bilesigin daha
sonraki deneyler igin uygun dozun segilmesi igin yapilir. Giniumuzde c¢ok fazla
sayida sitotoksisite testi bulunmaktadir. Bunlar hucre zari hasari, mitokondriyal
hasar, lizozomal aktivitenin bozulmasi ya da hicre protein igeriginin azalmasi gibi
cesitli sitotoksisite belirteglerinin dlglimesi esasina dayanmaktadir [118].

2.6.1. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) Hucre
Canlilik Testi

MTT testi hacrelerin canlihgini, proliferasyonunu ve aktivasyonunu olgen hassas,
kantitatif ve guvenilir kolorimetrik bir yontemdir. Canli hucrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesi ile sari renkli suda c¢o6zunebilen MTT
substratini suda ¢o6zinmeyen koyu mavi formazan tuzlarina donustirmesi
prensibine dayanmaktadir. Olusan formazan kristali miktari dogrudan hucre sayisi
ile iligkilidir. Bu yontem c¢ok fazla sayida ©Ornegin mikro-plak okuyuculu
spektrofotometre ile okunmasina olanak saglamaktadir [119]. Sekil 2.6’ da MTT

sitotoksisite testinin galisma prensibi goriimektedir.

NEN/@ mitokondriyal N—NH
~N® -
N~ N

MTT Formazan
(mor renk olusumu)

Sekil 2.6. MTT sitotoksisite testi galisma prensibi [120].

2.6.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

Laktat dehidrogenaz (LDH) batln hicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzimdir.
Bu enzim hucre zari hasar gérdigunde hizli bir sekilde kana ya da kultir ortamina
salinmaktadir. Bu nedenle LDH testi, ¢esitli kimyasal maddelerin ve ilaglarin
toksisitesini belirlemede nicel bir yontem olarak kullaniimaktadir. Her hucre tipinin

karakteristik LDH havuzu bulunmaktadir ve hicrelerin pasaj sayisi ve yasi hicre
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icerisindeki LDH miktarini etkileyebilmektedir. Bu nedenle genellikle test LDH
standardi kullanilarak yapilir ve daha sonra titrasyon egrisi olusturulur [121]. LDH
sitotoksisite yontemi spektrofotometrik temelli kolay, hizli, gtvenilir bir ydontemdir.
Bu test enzimatik kenetlenme reaksiyonunu kullanir: LDH, laktatt NADH
olusturmak Uzere okside eder. Daha sonra NADH tetrazolium tuzu substrati ile
reaksiyona girerek sari-turuncu bir renk olugturur (Sekil 2.7). Olusan rengin
yogunlugu dogrudan hicre zari hasar gérmus hicre sayisiyla iligkilidir. Optik

dansite spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda o&lculir ve LDH aktivitesi

belirlenir.
\ )
~
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Sekil 2.7. LDH sitotoksisite testinin ¢alisma prensibi.

2.6.3. Tripan Mavisi Hiicre Canlilig: Testi

Tripan mavisi hicre canliidi testi hilcre suspansiyonundaki canli hicrelerin
sayisini belirlemek amaciyla kullaniimaktadir. Bu yontem hucre zari bozulmamig
olan canli hucrelerin tripan mavisi solusyonunu hicre igine almamasi esasina
dayanmaktadir. Bu durumun aksine, hicre zari bozulmus olan hlcreler ise boya
solisyonunu hucre igine alirlar. Bu testte hicre sispansiyonu boya ile karigtirilir
ve hucrelerin boyayi alip almadiklari belirlenerek canli hicre oranlari hesaplanir.
Canli hucreler berrak bir sitoplazmaya sahipken canli olmayan hucreler mavi

sitoplazmaya sahiptir [122].

2.7. Western Blotlama Yontemi

Western blotlama yontemi genellikle belirli proteinlerin tanimlanmasi, miktarinin ve
boyutunun belirlenmesi igin kullanilan bir ydntemdir. Western blotlama, jel
elektroforeziyle ayrilan DNA fragmentleri arasindaki belirli DNA dizilerinin
belirlenmesinde kullanilan Southern blotlama yodntemi ile RNA’nin saptanmasi,

miktarinin belirlenmesi, boyutunun belirlenmesi ve RNA’nin ayristirlmasinda
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kullanilan Northern blotlama yonteminden gelistirilmis bir ydntemdir [123].
1970’lerin sonunda, proteinler poliakrilamid-tre jeller kullanilarak elektroforetik
yontemle ayristirlmis ve nitroselliloz membrana aktariimigtir [124]. Sonrasinda
daha yaygin olarak kullanilan sodyum dodezil sulfat-poliakrilamid jeller (SDS-
PAGE) kullanilarak bu yontem western blotlama olarak adlandiriimistir. Ayrica bu
yontem protein blotlama ya da immunblotlama olarak da bilinmektedir. Western
blotlama protein ¢alismalarinda etkili bir yontem haline gelmistir. Temel olarak, jel
elektroforezi dogal ya da denature proteinleri molekuler adirliklarina goére
ayristirmak i¢in kullanilir. Proteinler daha sonra membrana aktarilarak hedef

proteine 6zgu antikorlar kullanilarak belirlenirler.

2.7.1. Ornek Hazirlanmasi

Western blotlama yodnteminde 6ncelikle proteinlerin doku ya da htcrelerden lizis
tamponlan kullanilarak elde edilmeleri gereklidir. Hucreleri lizis ederek protein
cozeltisi elde etmek icin cesitli deterjanlar, tuzlar ve tamponlar kullanilir. ilgili
protein temel alinarak secilebilecek c¢ok cesitli lizis tamponu bulunmaktadir.
Proteinlerin degredasyonunun engellenmesi amaciyla (proteazlar ve fosfatazlar
lizis sirasinda ortama salinabileceginden) lizis tamponuna proteaz ve fosfataz
inhibitorleri eklenebilmektedir [123].

2.7.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

SDS-PAGE jele vyuklenecek olan orneklerin protein konsantrasyonlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Total protein miktarinin belirlenmesi o6rneklerin
spektrofotometrik yontemler kullanirak olgllebilmektedir. Bu amagla, Bradford
yontemi veya Commasie yontemi kullanilarak standart egri olusturulur ve
konsantrasyonu bilinmeyen orneklerin protein konsantrasyonu bu sekilde
belirlenebilmektedir [125].

2.7.3. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezinde optimal ayristirmanin yapilabilmesi igin ideal bisakrilamid:
akrilamid oraninin elektroforezden 6nce belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Proteinler
daha sonra jel elektroforezi kullanilarak ayrigtirilabilirler. Proteinler izoelektrik
noktalarina, molekuler adirliklarina, elektrik yudklerine gore ya da bunlarin
kombinasyonlarina goére ayristirilabilirler. En yaygin kullanilan elektroforez
cesidinde poliakrilamid jeller ve sodyum dodezil sulfat (SDS) ile yuklenen

tamponlar kullanilir. SDS-PAGE yontemi gucli bir anyonik deterjan olan SDS’in
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ozelliklerini temel almaktadir. Batln proteinler ayni elektriksel yuke sahip olmadigi
Icin protein ¢ozeltisi SDS ile muamele edilir ve sonugta proteinler denattire olur ve
negatif yuklenirler. Bunun bir sonucu olarak, proteinler molektler agirliklarina gére
ayrilirlar. indirgeyici bir madde ile muamele etmek proteinlerin disiilfit baglarini
koparir ve orneklerin yuksek sicakliga maruz birakilmasi denatlirasyon asamasini
kolaylagtirir. Jele voltaj uygulanmasi ile proteinler farklh hizlarda hareket eder ve

bu farkli hiz sonucu proteinler bantlar seklinde ayrilir.

Denature edilmis olan dérnekler ile birlikte hedef proteinin molekiler agirhginin

belirlenebilmesi icin molekuler agirlik markiri da jele yuklenir [123].

2.7.4. Proteinlerin Transfer Edilmesi

Elektroforez tamamlandiktan sonra molekuler agirliklarina gére ayrilmis proteinler
jelden western blotlama igin kullanilan nitroseltloz, poliviniliden diflorid, aktif kagit
ya da aktif naylondan elde edilmis membranlara transfer edilir [124]. En yaygin
kullanilan membran nitroseliloz membrandir. Elektroblotlama proteinlerin jelden
membrana transfer edilmesinde kullanilan en yaygin yontemlerden birisidir. Bu
yontemin esas amaci hizli ve eksiksiz bir transfer saglamasidir. Bu yontemde
proteinlerin jelden membrana aktarilmasi i¢in elektrik akimi kullanilir. Bu sire¢
Islak veya vyari-kuru olarak gerceklestirilebilmektedir. Islak transferde jel ve
membran bir tampon igerisinde batirilirken, yari-kuru transferde jel ve membran
transfer tamponuna emdirilmis filtre yagitlari arasina sikigtirilir. Protein transferinin
etkinligi kullanilan jelin gesidine, proteinin molekuler agirhigina ve membranin

cesidine gore degisiklik gostermektedir [123].

2.7.5. Membranin Bloklanmasi ve Proteinlerin Antikorla isaretlenmesi

Hedef proteinin isaretlenmesinde membran ile antikor arasindaki etkilesimlerin
engellenmesi  6nemlidir. Ozgil olmayan baglanmanin engellenebilmesi igin
membran sigir serum albumin (BSA), yagsiz sut tozu gibi dilie edilmis protein
solUsyonlari veya membran c¢esidine uygun 6zgul bloklama tamponlari ile
muamale edilirler. Bloklama memrandaki herhangi bir potansiyel 6zgul olmayan
baglanma bdlgesininin maskelenmesine yardimci olur, blotlamanin zeminindeki
Kirliligin azaltiimasini saglayarak yanlis pozitif sonuglari elimine eder ve net bir

sonug elde edilmesini saglar.
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Bloklama asamasindan sonraki asamada membran primer antikor ile inklbe edilir,
tamponla yikanir, sekonder antikorla inklibe edilir ve tekrar yikanir. Bu agamadan
sonra ilgili proteinlerin western blot Gzerinde belirlenmesi gerekmektedir. Belirleme
yontemleri olarak kolorimetrik, radyoaktif ve floresan ydntemler yaygin olarak
kullnilmaktadir. Gelistiriimis kemiliminisen (ECL) yontemi ilgili proteinin relatif
miktar tayininde kullanilan hassas bir yontemdir [126]. Primer antikora baglanan
sekonder antikor genellikle horseradish peroksidaz enzimi ile isaretlidir ve bu
enzim kemiliminisen ajani pargalamak igin kullanilir. Bu reaksiyon Grana olarak
protein miktariyla iligkili olan Iiminisens olusur. Bu i1sima fotoradyografik filme
aktarilir ya da bu amag igin uretilmis yuksek ¢ozunuarlukla kameralar ile gorintu
elde edilebilir. Protein bantlarinin gérintisu elde edildikten sonra ilgili proteinin
relatif miktari kontrol 6rnekleriyle karsilastirilabilir. Bu sekilde proteinin kontrol

gruplarina gore miktar degisimi belirlenebilmektedir.

2.8. Transepiteliyel Elektriksel Diren¢ (TEER) Ol¢imi

Trans epiteliyel elektriksel direng 6lcimu epitel bariyerinin 6zelliklerini gosteren ve
doku butunlugunun oOlgulmesini saglayan bir yontemdir. Doku modelindeki
iyonlarin ve elektronlarin gecirgenligini Olger ve doku modeli boyunca kuguk
molekiillerin akisi ile baglantiidir [127]. Ozellikle komsu epitel hiicreleri arasinda
yerlesim gosteren siki  baglantilar hakkinda bilgi saglamaktadir. Cesitli
calismalarda, TEER doku modellerinin farklilagsmasinda ve fonksiyonunun
degerlendirimesinde ve fizyolojik degisikliklerin degerlendiriimesi amaciyla
kullaniimistir. Bunun yani sira hlcreden daha ziyade doku butinlaginin
gOsterilmesini saglamasindan dolayi, c¢esitli maddelerin hasar verici etkilerini
belirlemek icin kullanilan hassas bir yontemdir. TEER o6lgumu, ¢esitli maddelere
maruz birakilan MCDK hucrelerinde ve Sertoli hucrelerinde bu maddelerin toksik
etkilerini belirlemek amaciyla kullaniimistir. Olgiilen degerdeki azalma, doku
tabakasi hasarinin erken bir belirteci olup, hiicre morfolojisindeki degisikliklerden

daha hassas oldugu gdsterilmistir [127].

Bariyer olusturan huicreler maddelerin  paraselller olarak taginmasinin
calisilabilmesi icin yaygin olarak kullanilan in vitro modellerdendir. Bu amacla
endotel ya da epitel hicrelerin dncelikle gecirgen membran destekler Uzerinde
kultare edilmesi gerekmektedir. Porlu membranlar tGzerinde kultire edilen hiicreler

buatin bir dokuda oldugu gibi kendine 6zgu Ozelliklerini gelistirirler, hiicre-hicre
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baglantilariyla yodun tabakalar olustururlar ve hicresel polariteyi kurarlar. Epitel
ya da endotelde yeniden kurulmus bariyer fonksiyonunun degerlendiriimesi igin
TEER 06IlgimU yaygin kullanilan bir yontemdir. TEER o&lgimid canli hcre

kultarinde isaretleme gerekmeksizin yapilabilmektedir.

TEER olcimia elektrofizyolojik yontemler kullanilarak hucrelerin  olusturdugu
fonksiyonel bariyerin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. TEER cihazi hem
bazal hem de luminal kiltir besiyeri ile temas halinde olan iki elektroda sahiptir
[128]. Fizyolojik bariyerin olusumu, uygun filtre materyallerine ve besiyerinde
kullanilan seruma bagl olarak kultur kosullarina gore degigiklik gosterebilmektedir.
Bu nedenle, siki epitel hicre tabakalari yuksek elektriksel direng gosterirken,
dusuk elektriksel direng yuksek gecirgenlikle dogrudan iligkilidir. Sonug olarak elde
edilen veri bariyeri olusturan hicre-hlcre baglantilarinin kurulmasini gézlemlemek
ya da karsilagstirmak amaciyla kullanilabilmektedir [128]. Kiltirde luminal ve bazal
kisimlara elektrodlarin yerlestiriimesi ve zayif voltaj uygulanmasiyla epitel hlcre
tabakasinin alternatif akim direnci belirlenebilmektedir. Bu deger, epitel hicre
tabakasi o6zelliklerini yansitmaktadir. Sekil 2.8 de volt-ohm metre ile bariyer

batanlugu testinin yapiligi gosterilmistir.

Sekil 2.8. Volt-ohm metre ile bariyer buttnltagu testi (TEER 6lgim)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hucre Kaltar

SerW3 hiucreleri Alman Mikroorganizma ve Hucre Kilturd Koleksiyonu'ndan
(DSMZ, Almanya) temin edilmistir. -196°C sivi azottan ¢ikarilan hucreler 37°C su
banyosuna koyularak c¢ozduruldikten sonra 800 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir.
Supernatant atilarak pelet kisminda kalan hicreler Dulbecco’s MEM besiyeri (%10
fetal sigir serum, 3,7 g/l NaHCO3, 4,5 g/l glukoz, stabil glutamin iceren) 25 cm?lik
hdcre kultura flasklarina konularak %5 CO, 37°C ortaminda inkibe edilmiglerdir.
Besiyeri 2-3 glnde bir degistiriimistir. Yeterli yogunluga gelen htcreler %0,05
tripsin/%0,02  Etilendiaminotetraasetik asit (EDTA) (Biochrom, Almanya)
kullanilarak tutunduklari yuzeyden kaldiriimig ve pasajlanmistir. Ayni iglemler
yeterli sayida stok elde edinceye kadar tekrarlanmigtir.

3.2.  SerWa3 Hiicrelerinin Ureme Karakterinin Belirlenmesi

Huicrelerin Greme karakterinin belirlenebilmesi igin Greme egrisi yapilmistir. Ureme
egrisinin yapilmasi icin; 5x10* hiicre/ml hiicre siispansiyonu hazirlanmistir.
Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 2 ml/petri olacak sekilde 20 adet 9 cm? hiicre
kaltura petrilerine konulmustur (10 gtn boyunca iki tekrar). Petriler 37°C % 5 CO»
ortaminda inklbe edilmigtir. Hucrelerin petrilere koyulmasindan 3 saat sonra ilk
gun icin ayrilmig 2 petri kabindaki besiyerleri bosaltilarak 1 ml tripsin/EDTA
konulmasiyla hucreler yluzeyden kaldiriimig, 2 ml hdcre suspansiyonuna 100 pl
tripan mavisi eklenerek hiicre sayimi yapilmistir. iki petride sayilan hiicrelerin
ortalamasi kaydedilerek 0. glindeki (t0) hucre sayisi olarak kabul edilmigtir. 10 gin

boyunca her gun ayni saatte 2 petri alinarak ayni islemler tekrarlanmistir.

3.3. Sterilite Testleri

3.3.1. Mikoplazma Testi

Mikoplazmanin test edilmesi icin SerW3 hucreleri en az 3 pasaj antibiyotiksiz
ortamda Uretilmistir. Daha sonra baslangic sayisi 2x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 24 g6zl hacre kultara plaklarina konmustur. 24 saat sonra hicrelerin
uzerindeki besiyeri ¢ekilmigtir ve kuyucuk bagina 2 ml Carnoy’'s fiksatifi
(metanol/asetik asit; 3/1) kullanilarak hucreler 3 dk fikse edilmistir. Hucreler PBS
ile yikandiktan sonra 1 pg/ml DAPI olacak sekilde 15 dk karanlikta inklibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonrasinda boya doékiilerek PBS ile yikama yapilmig

ve gliserol/PBS (1/1) kapatma ortami ile preparatlar kapanarak ornekler floresan
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mikroskopta incelenmigtir. Hucre g¢ekirdeginin yaninda ve hucreler arasi alanda
floresan 1sima tespit edilmesi mikoplazma kontaminasyonu oldugunu
gostermektedir [129].

3.4. T-2 Toksin Stok COzeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullaniimak Uzere 5 mg T-2 Toksini (Cayman, Amerika) 2 ml
dimetilsulfoksit (DMSO) icinde ¢ozilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yapilan
on calismalar sonucunda T-2 toksininin 24 ve 48 saat uygulamalari icin segilen
dozlar stok cozeltiden besiyeri ile dilie edilerek hazirlanmistir. Calismada
kullanilacak dozlar igin 6n galigmalar yapiimigtir. Bu sonuglara gore, uygulamada
kullanilacak dozlar 12, 120 ve 1200 ng/ml (0,025, 0,25 ve 2,5 nM) olarak
secilmistir. CozUlcl olarak kullanilan DMSO besiyerindeki son konsantrasyonu en

fazla % 0,1 olacak sekilde dilue edilmistir.

3.5. Hucre Canlilik Testi

Serw3 hiicreleri ile 3x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. 96 gozlu hucre kalturd plaklarina 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
hiicre suspansiyonu dagitilmistir. Hucreler % 5 CO'li etivde 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Stre sonunda besiyeri dokulerek, T-2 toksini dozlar
koyulmustur. 24 ve 48 saat inkibasyon siresinden sonra toksinli besiyerleri
dokulerek her goze 100 yul DMEM besiyeri ve 13 pl MTT (Sigma, Amerika)
konulmus ve % 5 CO;li etivde 37°C’de 3 saat inklbasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi bittiginde formazan kristallerinin olusup olusmadigi mikroskop
altinda incelenmistir. Formazan kristallerinin ¢ézinmesi igin 96 gozlu plaklara 100
ul/kuyucuk olacak sekilde izopropil alkol konulmustur. Orneklerin absorbans
degerleri 570 nm dalga boyunda mikroplak okuyuculu spektrofotometre ile
Olctlmastur (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK Instruments, Inc, Amerika). Her gruba ait
MTT absorbans deg@erlerinin (OD) ortalamalari alinmigtir ve % canlilik agsagidaki

formule gére hesaplanmigtir.

" Lk = uygulama grubu OD « 100
0 Camtt = ontrol grubu OD

3.6. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

LDH sitotoksisite testi kullanilan ticari kitin protokolt dogrultusunda yapilmigtir

(Biovision, Amerika). SerW3 hiicreleri 2x10° hiicre/ml siispansiyon hazirlanarak 96
35




g0zlu plaklara 100 pl/kuyucuk olacak sekilde dagitiimistir. Hucreler % 5 COJ'li
etiivde 37°C’de 24 saat inkilbasyona birakilmigtir. inkilbasyon siiresi sonunda
besiyeri dokulerek, T-2 toksini dozlari koyulmustur. Ylksek kontrol grubu degerleri
toksin ile muamele edilmemis kontrol grubu hicreleri Uzerinde % 1 Triton-X 100
ilave edilmesiyle elde edilmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon stresinden sonra tim
gruplara ait besiyerleri toplanarak 600 g'de 10 dk santifj edilmigtir.
Supernatandan 10 ul konulduktan sonra 100 ul LDH reaksiyon tamponu eklenerek
30 dk oda sicakliginda inklbe edilmistir. Absorbanslar 450 nm dalga boyunda 650
nm referans dalga boyunda mikroplak okuyuculu spektrofotometrede olgulmustur
(BIO-TEK pQuant, BIO-TEK Instruments, Inc, Amerika). % sitotoksisite asagidaki

formul kullanilarak hesaplanmistir.

uygulama grubu OD — kontrol grubu OD

x 100
yiksek kontrol grubu OD — kontrol grubu OD

% sitotoksisite =

3.7. Canli Hiicre Sayimi

SerW3 hiicreleri 3x10° hiicre/ml siispansiyon hazirlanarak 6 gozlii hiicre kiltiirii
plaklarina koyulmustur. Hicreler 24 saat % 5 CO, igceren 37°C etlivde inklbe
edildikten sonra T-2 toksin dozlari uygulanmistir. 24 ve 48 saat uygulama sureleri
sonunda yuzen hucrelerin sayilabilmesi igin besiyeri toplanarak, tutunan hicreler
sayilabilmesi igin ise tripsin/EDTA ile ylzeyden ayrilmasi saglanarak % 0,5 tripan
mavisi solusyonu ile boyanmistir. Daha sonra hemasitometre (Burker lami)
kullanilarak canli hdcreler (boyayl almayan) ile 6l hicreler (boyayi alan) 1sik

mikroskobu altinda (Olympus CX21, Amerika) sayilmistir.

canli hiicre say:st
% canlilik = - x 100
toplam hiicre say:st

3.8. immiinfloresan Boyama

immiinfloresan boyamalar igin hiicreler 15x10* hiicre/ml olacak sekilde 8
kuyucuklu hucre kultara plaklarinda (Millipore, EZ Slide, Almanya) Uretilmistir.
Hucrelerin T-2 toksini ile inkibasyonundan 24 ve 48 saat sonra okludin, N-
kadherin, ZO-1 ve [-katenin proteinleri immunfloresan olarak boyanmistir.

36




Hucreler -20°C metanolde 15 dk fikse edildikten sonra 2’ser dakika 2 kez fosfat
tamponu (PBS) ile yikanmistir. Ozgil olmayan avidin ve biotin baglanmasini
engellemek igin avidin/biotin blokaji (Avidin/Biotin Blocking Kit, SP-2001, Vector
Laboraties, Amerika) yapilmistir. Hucrelerdeki 6zgil olmayan baglanmanin
engellenebilmesi icin hicreler % 5 kegi serumu ile 20 dk oda sicakliginda inkibe
edilmigtir. Primer antikorlar % 5 keci serumunda diliie edilerek +4°C’de gece boyu
inkiibe edilmigtir. Cizelge 3.1 de kullanilan primer antikorlarin dilisyonlari
belirtiimistir. 2’ser kez 2 dk PBS yikamasindan sonra kecgide tavsana karsi
geligtirilmis biyotinli sekonder antikor (Thermo Scientific, TP-015-BN, Amerika) ile
45 dk oda sicakliginda inkibe edildikten sonra 2’ser kez 2 dk PBS ile yikanmis ve
fluorescein avidin D (Vector Laboraties, Amerika) ile isaretlenmigtir. DAPI iceren
kapatma ortami (Santa Cruz Biotechnology, Sc-24941, CA, Amerika) kullanilarak
lamel ile kapatilan preparatlar Olympus IX70 (Amerika) floresan atagmanli g1k

mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak incelenmigtir.

Cizelge 3.1. immunfloresan ve western blotlama yéntemlerinde kullanilan
antikorlar

Antikor Katalog Numarasi Yontem Dillisyon
. : Thermo Scientific Immiunfloresan, 20 pg/ml,
Anti-Okludin PA5-20755 Western Blotlama 1 pa/ml
Anti-N-Kaderin Thermo Scientific Immunfloresan, 5 pg/ml,
PA5-19486 Western Blotlama 1lpg/ml
: Invitrogen, "
Anti-ZO-1 40-2200 Immunfloresan 3 pg/mi
: : Thermo Scientific, N
Anti-B-katenin PAB-19469 Immunfloresan 1 pg/ml

3.9. Western Blotlama

3.9.1. Hucre lizatlarinin hazirlanmasi

SerW3 hicreleri kontrol ve T-2 toksin uygulama gruplari igin baslangi¢ hicre
sayisi 145x10* olacak sekilde 75 cm?®lik flasklarda (Uretiimistir. inkiibasyon
surelerinin sonunda hucreler soguk PBS ile iki kez yikanmistir. Hucreler liziz
edilmistir. Liziz tamponu okludin proteini icin Cizelge 3.2’ deki gibi, N-kaderin
proteini icin Cizelge 3.3’ teki gibi hazirlanmigtir. Hicreler lizatlari hazirlanirken
flasklara 1ml liziz tamponu konularak 5 dk buz tUzerinde bekletilmistir. Daha sonra
hacre siyirict kullanilarak flasktaki tutunan hucrelerin liziz olmasi saglanmigtir.
Hucre lizatlarn 15000 rpm’de 30 dk santriflj edildikten sonra supernatantlar

analizler yapilana kadar -80°C’de saklanmistir.
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Cizelge 3.2. Okludin proteini igin hazirlanan RIPA liziz tamponu igerigi (Santa
Cruz, sc-24948).

TrisHCI pH 7,6 25 mM
NacCl 150 mM
Nonidet P-40 %1
Sodyum deoksikolat % 0,5
SDS % 0,1
PMSF 10 pl/ml
Sodyum ortovanadat 10 pl/mi
Proteaz inhibitor kokteyli 20 pl/ml

Cizelge 3.3. N-kaderin proteini icin hazirlanan RIPA liziz tamponu igerigi (Pierce
Biotechnology 89901).

TrisHCI pH 7,6 25 mM
NacCl 150 nM
Sodyum deoksikolat %1
SDS % 0,1

Proteaz inhibitor kokteyli, 50 ml tampon icin

(Roche 1187358001, Almanya) 1 tablet

3.9.2. Total protein miktarinin élgiimu

Hucre lizatlarinda total protein miktar tayini BCA protein analiz kiti (Pierce
Biotechnology 23227, Amerika) kullanilarak 562 nm dalga boyunda mikroplak
okuyuculu spektrofotometrede odlglilmustir (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK
Instruments, Inc, Amerika). Her 6rnekten 60 pg olacak sekilde diliisyon yapilmis
ve 6x bromfenol mavisi ylukleme boyasi (New England Biolabs B7021S, MA)
eklenerek, 95°C'de 5 dk inkibe edilmis ve buza alinarak hizlica sogutularak

ornekler denature edilmigtir.

3.9.3. Sodyum dodezil silfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforezi

%12,5 ve % 8lik SDS poliakrilamid jel, ayirici ve sikigtirici jel olarak iki kisimda

hazirlanmistir. SDS poliakrilamid jeller Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5." te belirtilen

oranlarda hazirlanmistir. Onceden boyanmig protein molekiler belirte¢ (Pierce

Biotechnology 26691, Amerika) ve denatlre edilmis 6rnekler hazirlanan SDS
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poliakrilamid jellere yuklenmig ve Mini-Protean Tetra Cell dikey elektroforez
sistemi (BIO-RAD 165-8000, Hercules, CA) kullanilarak 140 voltta yaklasik 2 saat

yuratilmastar.

Cizelge 3.4. Okludin proteini i¢in hazirlanan % 12,5 SDS poliakriamid jel igerikleri

Ayristirici Jel (% 12,5) Sikistinici Jel

Akrilamid/Bisakrilamid % 40 3,15 ml Akrilamid/Bisakrilamid % 40 0,525 ml
1,5 M Tris HCI pH 8,8 4 ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8 0,6 mi
% 1 SDS 1 mil % 1 SDS 0,5 ml
Tri-Distile su 1,85 ml Tri-Distile su 3,375 ml
Amonyum Persilfat (APS) 0,1 ml APS 0,05 mi
Tetra etilen diamin (TEMED) 0,01 ml TEMED 0,005 ml

Cizelge 3.5. N-kaderin proteini igin hazirlanan % 8 SDS poliakrilamid jel icerikleri

Ayristirici Jel (% 8) Sikistirici Jel

Akrilamid/Bisakrilamid % 30 2,65 ml Akrilamid/Bisakrilamid % 30 0,83 ml
1,5 M Tris HCI pH 8,8 2,5ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8 0,63 ml
% 1 SDS 1 mil % 1 SDS 0,5 ml
Tri-Distile su 3,75 ml Tri-Distile su 2,95 ml
APS 0,1 ml APS 0,05 mi
TEMED 0,01 ml TEMED 0,005 ml

3.9.4. Protein Transferi

SDS poliakrilamid jelde molekuler agirliklarina gore ayrilan proteinler polyviniliden
florid (PVDF) membrana (0,45 pum, Amersham Hybond-P, GE Healthcare,
ingiltere) yari kuru transfer sistemi (Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell, BIO-RAD
170-3940, Hercules, CA) kullanilarak 25 voltta 1,5 saat transfer edilmigtir. Transfer
sonrasinda proteinlerin membrana aktarimlarinin dogrulanmasi igin membran

Ponceus ile boyanmistir.

3.9.5. Okludin ve N-kaderin proteinlerinin tespit edilmesi
Protein ifadelerinin gosterilebilmesi icin proteinlerin aktarildigi PVDF membran
Cizelge 3.1’ de belirtilen primer antikorlar ile +4°C’de gece boyu inkube edilmistir.
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HRP isaretli anti-rabbit sekonder antikoru (Amersham, NA934, GE Healthcare,
ingiltere) ile inkiibe edildikten sonra ECL western blotlama substrati (Pierce,
32209, Rockford, Amerika) ile muamele edilmigti. Membran karanlk odada
radyografik filme aktanimistir (Amersham Hyperfim ECL, GE Healthcare,

ingiltere). Kontrol ve uygulama gruplarina ait protein bantlari karsilagtirilmigtir.

3.10. Trans Epiteliyel Elektriksel Direng Ol¢imi

SerW3 hiicreleri baslangig hiicre sayisi 2x10° olacak sekilde 6 gozli hiicre kiiltiirii
plaklari icerisine yerlestiriimis PET 0,4 uym por g¢apindaki transparan membranlar
uzerinde kulture edilmistir (Greiner Bio-One, ThinCertTM 657641, Amerika).
Hucreler insertlere konulduktan sonra TEER gunlik olarak olgulmis ve TEER
degerinin sabitlendigi gun T-2 toksin uygulamasi yapilmigtir. Uygulama sonrasinda
belirli araliklarla TEER olcimleri volt-ohm metre kullanilarak yapilmis (Millicell
ERS-2, Milipore, Almanya) ve olcim sonuclari Ohmxcm? olacak sekilde

hesaplanmistir.

3.11. T-2 Toksininin dekontaminasyonu

Cok guclu bir toksin olan T-2 toksininin dogal yollardan parcalanmasi mumkin
olmadidi icin, deney asamalarinda kullanilan her tarl tek kullanimlik malzeme
detoksifiye edildikten sonra atiimistir. Detoksifikasyon i¢in malzemeler yaklasik 4
saat % 2,5 NaOCI ve 0,25 N NaOH solusyonunda bekletilmistir [130].

3.12. istatistiksel Yontemler

Deneylerden elde edilen veriler STATISTICA 8.0 istatistik programi kullanilarak,
p<0,05 6nem kontrolli duzeyinde analiz edilmigtir. Tum deneyler en az U¢ kez
tekrarlanmigtir. Deneysel verilerde 24 ve 48 saat inkiibasyon suresi ve T-2 toksin
dozu olarak iki farkh degisken oldugu icin ¢ok yonlu varyans analizi (Factorial
ANOVA) yapilmistir. Cok yonll varyans analizleri sonucunda, istatistiksel agidan
anlamh P-degerleri veren parametreler igin post hoc testlerinden Tukey testi

uygulanmigtir.
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4.  SONUCLAR

4.1. Sterilite Testleri
SerW3 hucreleri mikoplazma kontaminasyonu agisindan DAPI ile boyanarak test

edilmistir.  Yapilan test sonucglarina gbére hicrelerde  mikoplazmaya
rastlanmamistir.

4.2. Ureme Egrisi

SerW3 hiucrelerinin karakterinin belirlenebilmesi igin yapilan 10 gunlik hicre
sayim sonuglari $ekil 4.1’ de verilmistir. En yuksek hucre sayisinin t6 zamanina ait
10,2x10° hiicre oldugu gériillmektedir. Hiicre sayimlarindan elde edilen logaritmik

hicre Ureme egrisine gore hucrelerin ikilenme zamani PDT=40-50 saat olarak
hesaplanmistir.

Ureme egrisi
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Sekil 4.1. SerW3 hcrelerine ait Greme egrisi.

4.3. Hucre Canlilik Testi Sonuglari

T-2 toksininin hidcre canhhidr Gzerindeki etkileri MTT hucre canlilik testi ile
degerlendirilmigtir. MTT testi sonuglari Sekil 4.2’ deki grafikte gosterilmistir. 24 ve
48 saat T-2 toksini ile inkibasyondan sonra SerW3 hicrelerindeki canlilik,
inkiibasyon suresine ve artan toksin dozuna bagl olarak azalma gostermistir. 24
ve 48 saat inkUbasyon suresi sonrasinda kontrol ve DMSO kontrol gruplari hucre
canhligi agisindan arasinda istatistiksel olarak bir farkhlik bulunmamigtir. 24 saat

inkilbasyon suresi sonunda 12 ng/ml ve 120 ng/ml T-2 toksini uygulanan
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hicrelerde canliik yuzdesi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamh
derecede azalmistir (P=0,0002; P=0,0002) (Sekil 4.2). 1200 ng/ml T-2 toksini
uygulanan hucrelerde ise canlilik yluzdesi kontrol, DMSO kontrol ve 12 ng/ml T-2
toksini grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (P=0,0002;
P=0,0002; P=0,006). 48 saat inkiibasyon suresi sonunda 12 ng/ml T-2 toksini doz
grubunda kontrol ve DMSO kontrol grubuna gore azalma olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildir. 120 ng/ml ve 1200 ng/ml doz gruplarindaki
canlihk yuzdeleri kontrol (P=0,0002; P=0,0002), DMSO kontrol (P=0,0002;
P=0,0002) ve 12 ng/ml T-2 toksini uygulama grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede azalma gdstermistir (P=0,002; P=0,0002).
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1200 ng/ml I 48 saat

Kontrol DMSO 12 ng/ml 120 ng/ml
Grup

#Kontrol grubundan istatistiksel olarak édnemli derecede farkl (P<0,05)
®DMSO grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkl (P<0,05)

12 ng/ml T-2 toksin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05)

Sekil 4.2. SerW3 hicrelerinde 24 ve 48 saat T-2 toksini inklibasyon siresi sonrasi
hicre canllik ylzde degisim grafigi.
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4.4. LDH Sitotoksisite Testi Sonuglari

T-2 toksininin SerW3 hicrelerinde sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi icin LDH Kkiti
kullanilarak sitotoksisite yuzdeleri hesaplanmigtir. Hlcrelerin sitotoksisite yuzdeleri
Sekil 4.3’ teki grafikte verilmigtir. LDH sitotoksisite testi sonuglarina gore, 24 ve 48
saat T-2 toksini inkibasyonundan sonra sitotoksisite ylUzdeleri inkibasyon
suresine ve artan toksin dozuna bagl olarak artis gostermistir. Buna gore, kontrol
ve DMSO kontrol gruplarinda 24 ve 48 saat toksin inkiubasyonu sonucu
sitotoksisitede istatistiksel olarak faklilik gorulmemigtir. 24 saat T-2 toksin
inkilbasyonundan sonra SerW3 hicrelerinde 12 ng/ml doz grubunda sitotoksisite
artisi kontrol ve DMSO kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
farkhlik gostermistir (P=0,0003; P=0,0005). 120 ng/ml ve 1200 ng/ml doz
gruplarinda ise sitotoksisite artigi kontrol (P=0,0002; P=0,0002), DMSO kontrol
(P=0,0002, P=0,0002) ve 12 ng/ml T-2 toksini grubuna goére (P=0,0002; P=0,0002)
istatistiksel olarak anlamlidir. 48 saat inkibasyonundan sonra, SerW3
hacrelerinde 12 ng/ml, 120 ng/ml ve 1200 ng/ml doz gruplarinda, kontrol
(P=0,0002; P=0,0002; P=0,0002) ve DMSO kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda
istatistiksel olarak sitotoksisite artigi gozlenmistir (P= 0,0002, P=0,0002;
P=0,0002).
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° 12 ng/ml T-2 toksin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05)

Sekil 4.3. SerW3 hicrelerinde 24 ve 48 saat T-2 toksini inklibasyon siresi sonrasi
sitotoksisite ylizde degisim grafigi.

4.5. Tripan Mavisi Hiuicre Canliigi Testi Sonuglari

T-2 toksininin SerW3 hucrelerinde hucre canliiginin tespit edilebilmesi igin tripan
mavisi hdcre canlih@i testi yapilarak canli hicre ylzdesi hesaplanmistir. Hicre
canhlik yuzdeleri $Sekil 4.4 de verilmistir. 24 ve 48 saat T-2 toksini ile
inkiibasyonun sonunda T-2 toksininin artan dozuna ve inklibasyon suresine bagh
olarak azalma tespit edilmistir. Test sonuclarina gore, 24 saat ve 48 saat T-2
toksini ile inkibasyon sonrasinda kontrol ve DMSO kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamaktadir. 24 saat inkubasyon
sonrasinda 12 ng/ml doz grubunda kontrol ve DMSO kontrol grubuna gore azalma
olmasina ragmen, azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. 120 ng/ml ve 1200
ng/ml doz gruplarinda ise, kontrol (P=0,0002; P=0,0002), DMSO kontrol
(P=0,0002; P=0,0002) ve 12 ng/ml doz grubu (P=0,0002; P=0,0002) ile
kargilastirildiginda hucre canhligi istatistiksel olarak anlamli derecede azalmigtir.
48 saat inkibasyon suresi sonrasinda 12 ng/ml doz grubundaki azalma
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istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat 120 ng/ml doz grubundaki canlilik
yuzdesi % 20’ lere kadar dusus gostermistir ve istatistiksel olarak kontrol, DMSO
kontrol ve 12 ng/ml doz grubuna gore anlamli derecede azalmigtir (P= 0,0002;
P=0,0002; P=0,0002). Bunun yani sira 1200 ng/ml doz grubundaki canlilik yuzdesi
yaklasik % 2'ye kadar dusus gostermis ve kontrol, DMSO kontrol ve 12 ng/ml doz
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gdstermistir (P=0,0002;
P=0,0002; P=0,0002).
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% Kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkl (P<0,05)
® DMSO grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkh (P<0,05)
¢ 12 ng/ml T-2 toksin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05)

Sekil 4.4. SerW3 hicrelerinde 24 ve 48 saat T-2 toksini inklibasyon suresi sonrasi
tripan mavisi hucre canlhhg yuzde degisim grafigi.
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4.6. immunfloresan Boyama Sonuglari

4.6.1. Okludin immunfloresan Boyama Sonuglari

T-2 toksininin 24 ve 48 saat inkibasyonundan sonra SerW3 hucreleri okludin
ifadesi i¢cin immunfloresan olarak boyanmis ve protein immunlokalizasyonlari
floresan mikroskopta incelenmigtir. T-2 toksini ile 24 saat inkibasyon slresi
sonrasinda, kontrol grubuna ait hicrelerde okludin proteininin hiicre zarinda
yerlesim gosterdigi gorulmuastur. 24 ve 48 saat inkubasyon suresi sonrasinda
kontrol grubu ile DMSO kontrol grubu arasinda okludin boyamasi agisindan bir
farkhlik gortlmedigi icin yalnizca kontrol grubuna ait goérUntiler verilmigtir. T-2
toksini ile 24 saat inklibasyon sonrasinda 12 ng/ml, 120 ng/ml ve 1200 ng/ml T-2
toksini uygulamasi sonrasinda hucrelerin okludin ifadeleri doza bagh olarak
azalmigtir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). 48 saat inkUbasyon sonrasinda, okludin kontrol
grubundaki hdcrelerin zarinda yerlesim gdsterirken, 12 ng/ml T-2 toksini
uygulanan hucrelerde okludin ifadesi azalmistir (Sekil 4.7). 120 ng/ml ve 1200
ng/ml T-2 toksini uygulanan hucrelerde sitotoksite artigsina bagli olarak boyanma
gOrulemedigi dugsunulmektedir.
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Sekil 4.5. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi okludin
immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A. Kontrol grubu, B.
12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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200 pm

B

Sekil 4.6. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi okludin
iImmunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A.120 ng/ml T-2 toksin
uygulama grubu, B. 1200 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.7. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 48 saat inkibasyon sonrasi okludin
immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A.Kontrol grubu, B. 12
ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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4.6.2. ZO-1 immunfloresan Boyama Sonuglari

Okludin transmembran proteinine baglanan bir protein olan ZO-1, Serw3
hicrelerinde immunfloresan olarak boyanmis ve protein immunlokalizasyonlari
floresan mikroskopta incelenmigtir. T-2 toksini ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda,
kontrol grubuna ait hiicrelerde ZO-1 proteininin hlcre zarinda yerlesim gosterdigi
gOrulmustir. 24 ve 48 saat inkibasyon sonrasinda kontrol grubu ile DMSO kontrol
grubu arasinda ZO-1 boyamasi agisindan bir farkhlik gértilmedigi icin yalnizca
kontrol grubuna ait goruntuler verilmistir. T-2 toksini ile 24 saat inkubasyon
sonrasinda, kontrol grubuna ait hucrelerde ZO-1 proteini hicre zari yakininda
yerlesim gostermistir. 12, 120 ve 1200 ng/ml T-2 toksin uygulama gruplarinda ZO-
1 proteinin ifadesi doza bagl olarak azalmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). SerW3
hiicrelerine 48 saat T-2 toksini uygulamasindan sonra, kontrol grubuna ait
hicrelerde ZO-1 proteini hucre zar yakininda yerlesim gostermigtir. 12 ng/ml T-2
toksini uygulama grubunda protein ifadesi azalmistir (Sekil 4.10). Daha yuksek
dozlar olan 120 ng/ml ve 1200 ng/ml T-2 toksini uygulanan hicrelerde sitotoksisite
artisindan dolay! hucre sayisi azalmig ve hucre zarlar hasar gordugu igin hucre
batinligu bozulmustur (Sekil 4.11). Ayni zamanda protein ifadelerinde de azalma
tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi ZO-1
immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A. Kontrol grubu, B.
12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.



B

Sekil 4.9. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi ZO-1
immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A. 12 ng/ml T-2 toksin
uygulama grubu, B. 1200 ng/ml T-2 toksin grubu.



B

Sekil 4.10. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 48 saat inklbasyon sonrasi ZO-1
immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. A. Kontrol grubu, B.
12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.



200 pm
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Sekil 4.11. SerW3 hucrelerinde T-2 toksininin 48 saat inklbasyon sonrasi ZO-1
immuanfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. A. 120 ng/ml T-2
toksin uygulama grubu, B. 1200 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.



4.6.3. N-Kaderin immunfloresan Boyama Sonuglari

T-2 toksininin 24 ve 48 saat inkiibasyonundan sonra, SerW3 hicrelerindeki N-
kaderin  ifadesi icin  immunfloresan olarak boyanmis ve protein
immunlokalizasyonlari floresan mikroskopta incelenmigtir. T-2 toksini ile 24 saat
inkibasyon sonrasinda, kontrol grubuna ait hiicrelerde N-kaderin proteini hicre
zarinda yerlesim gdstermistir. 24 ve 48 saat inkibasyon sonrasinda kontrol grubu
ile DMSO kontrol grubu arasinda N-kaderin boyamasi agisindan bir farkhlik
gOrulmedigi icin yalnizca kontrol grubuna ait goruntuler verilmigtir. 12 ng/ml T-2
toksini uygulama grubunda protein ifadesi sitoplazmik olarak goértlmektedir. 120
ng/ml ve 1200 ng/ml T-2 toksini uygulama gruplarinda N-kaderin protein ifadesi
azalmistir ve boyanma sitoplazmada gorulmustir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’ te T-2
toksini ile 24 saat inkubasyon sonrasi SerW3 hicrelerine ait N-kaderin
immunfloresan boyama sonuglari verilmistir. T-2 toksini ile 48 saat inkiibasyon
sonrasinda, kontrol grubuna ait hicrelerde N-kaderin proteini hicre zarinda
yerlesim gostermektedir. 12 ng/ml ve 120 ng/ml T-2 toksini uygulama gruplarinda
protein ifadeleri azalmig ve boyamalar sitoplazmik olarak gorulmustar. Ayrica 120
ng/ml doz grubunda sitotoksisiteden dolayi hucre butunligu bozulmusgtur. 1200
ng/ml  T-2 toksin wuygulama grubunda 48 saat inkibasyonda yuksek
sitotoksisiteden dolayi boyanmis hicre gorilememistir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15'te
T-2 toksini ile 48 saat inkibasyon sonrasi SerW3 hucrelerine ait N-kaderin

immunfloresan boyama sonuglari verilmigtir.
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Sekil 4.12. SerWw3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inklbasyon sonrasi N-
kaderin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. A. Kontrol
grubu, B. 12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.13. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkUbasyon sonrasi N-
kaderin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goérunttsid. A. 120 ng/ml
T-2 toksin uygulama grubu, B. 1200 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.14. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 48 saat inklbasyon sonrasi N-
kaderin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. A. Kontrol
grubu, B. 12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.15. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 48 saat inkUbasyon sonrasi N-
kaderin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop gértintasi. 120 ng/ml T-2
toksin uygulama grubu.
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4.6.4. B-katenin immiinfloresan Boyama Sonuglari

N-kaderin transmembran proteinine baglanan bir protein olan B-katenin, Serws3
hicrelerinde  immunfloresan olarak boyanmis ve proteinin  hlcredeki
immunlokalizasyonu gosterilmigtir. 24 ve 48 saat inkUibasyon sonrasinda kontrol
grubu ile DMSO kontrol grubu arasinda B-katenin boyamasi agisindan bir farklilik
gOrulmedigi icin yalnizca kontrol grubuna ait gértntaler verilmistir. T-2 toksini ile 24
saat inkUbasyon suresi sonrasinda, kontrol grubuna ait hlcrelerde B-katenin
proteini hidcre zari yakininda yerlesim gostermistir. 12, 120 ve 1200 ng/ml T-2
toksin uygulama gruplarinda B-katenin proteinin ifadesi doza bagli olarak
azalmistir ve hlicre zarina yakin bolgelerde kismi olarak boyandigi tespit edilmistir.
Sekil 4.16 ve Sekil 4.17° de SerW3 hicrelerine 24 saat T-2 toksini uygulamasi

sonrasinda B-katenin imminfloresan sonuglari verilmistir.

T-2 toksini ile 48 saat inkibasyon suresi sonrasinda, kontrol grubuna ait
hicrelerde B-katenin proteini hicre zari yakininda yerlesim gdstermektedir. 12
ng/ml ve 120 ng/ml T-2 toksini uygulama gruplarinda protein ifadeleri azalmigtir.
1200 ng/ml T-2 toksin uygulama grubunda 48 saat inkibasyonda vyuksek
sitotoksisiteden dolay! boyanmig hucre gorulememistir. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19’' da
SerW3 hicrelerine 48 saat T-2 toksini uygulamasindan sonra [(-katenin

immunfloresan boyama sonuglari verilmigtir.
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Sekil 4.16. SerW3 hiicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi -
katenin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A. Kontrol
grubu, B. 12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.17. SerW3 hiicrelerinde T-2 toksininin 24 saat inkibasyon sonrasi -
katenin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goéruntusu. A. 120 ng/ml
T-2 toksini uygulama grubu, B. 1200 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.
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Sekil 4.18 SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 48 saat inklibasyon sonrasi B-
katenin immunfloresan boyamasinin inverted mikroskop goruntusu. A. Kontrol
grubu, B. 12 ng/ml T-2 toksin uygulama grubu.



Sekil 4.19. SerW3 hucrelerinde T-2 toksininin 48 saat inkibasyon sonrasi B-
katenin immuanfloresan boyamasinin inverted mikroskop goérintisu. A. 120 ng/ml
T-2 toksini uygulama grubu.
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4.7. Western Blotlama Sonuglari

4.7.1. Okludin Western Blotlama Sonuglari

SerW3 hicrelerine 12 ng/ml, 120 ng/ml ve 1200 ng/ml dozlarinda 24 ve 48 saat
suresince T-2 toksini uygulandiktan sonra okludin protein seviyesinin
belirlenebilmesi icin western blotlama analizi yapilmigtir. B-aktin protein yikleme
kontroll ig¢in yapilmigtir. Okludin western blotlama sonuglarina goére, kontrol ve
DMSO kontrol grubu arasina protein ifadeleri agisindan fark gorulmedigi igin
yalnizca kontrol grubuna ait sonuglar verilmistir. Yapilan western blot analizi
sonuglarina gore, 24 saat inkibasyon siresi sonunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 12 ng/ml ve 120 ng/ml T-2 toksini dozlarinda okludin miktarinda
azalma tespit edilmigtir. 1200 ng/ml T-2 toksini uygulamasindan sonra ise SerW3
hucrelerindeki okludin miktarinda azalmanin daha belirgin oldugu gortulmektedir.
48 saat inkibasyon suresi sonunda, kontrol grubu ile karsilastirildigina 12 ng/ml
ve 120 ng/ml T-2 toksini dozlarinda okludin protein seviyesinde azalma tespit
edilmigtir. 1200 ng/ml T-2 toksini uygulamasindan sonra SerW3 hucrelerindeki
okludin protein ifadesine rastlanmamistir. Sekil 4.20" de 24 ve 48 saat T-2 toksini
uygulamasindan sonra SerW3 hucrelerinde okludin proteininin western blotlama

sonugclari verilmigtir.

A. Okludin, 65 kDa

a b c d e f g h

Sekil 4.20. SerW3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 ve 48 saat inkibasyon suresi
sonras! okludin protein seviyesinin Western blotlama ile gdsteriimesi. A. Okludin
western blot sonucu 24 saat icin; a) Kontrol grubu, b) 12 ng/ml, ¢) 120 ng/ml, d)
1200 ng/ml, 48 saat icin; e) Kontrol grubu, f) 12 ng/ml, g) 120 ng/ml, h) 1200 ng/mi
B. B-aktin western blot sonucu.



4.7.2. N-kaderin Western Blotlama Sonuglari

SerW3 hicrelerine 12 ng/ml, 120 ng/ml ve 1200 ng/ml dozlarinda 24 ve 48 saat
suresince T-2 toksini uygulandiktan sonra N-kaderin protein seviyesinin
belirlenebilmesi icin western blotlama analizi yapilmigtir. 3-aktin protein yikleme
kontrolu icin yapilmistir. Western blotlama sonuglarina goére, kontrol ve DMSO
kontrol grubu arasina protein ifadeleri agisindan fark gorulmedigi icin yalnizca
kontrol grubu sonuglari verilmistir. Western blotlama sonuglarina goére, 24 saat
inkiibasyon suresi sonunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 12 ng/ml ve 120
ng/ml T-2 toksini dozlarinda N-kaderin miktarinda azalma tespit edilmistir. 1200
ng/ml T-2 toksini uygulamasindan sonra ise SerW3 hucrelerindeki N-kaderin
miktarinda azalmanin daha belirgin oldugu goértlmektedir. 48 saat inkiibasyon
suresi sonunda, 12 ng/ml T-2 toksini dozunda N-kaderin miktarinda azalma tespit
edilmigtir. 120 ng/ml T-2 toksini uygulamasindan sonra SerW3 hucrelerindeki N-
kaderin miktarinda belirgin sekilde azaldigi gorulmektedir. 1200 ng/ml doz
grubunda ise protein ifadesine rastlanmamistir. Sekil 4.21’ de 24 ve 48 saat T-2
toksini uygulamasindan sonra SerW3 hucrelerinde N-kaderin proteininin western

blotlama sonugclari verilmigtir.

A. N-kaderin, 135 kDa

Sekil 4.21. SerWs3 hicrelerinde T-2 toksininin 24 ve 48 saat inkiibasyon suresi
sonrasi N-kaderin protein seviyesinin Western blotlama ile gosterilmesi. A. N-kaderin
western blot sonucu, 24 saat icin; a) Kontrol grubu, b) 12 ng/ml, ¢) 120 ng/ml, d)
1200 ng/ml, 48 saat icin; e) Kontrol grubu, f) 12 ng/ml, g) 120 ng/ml, h) 1200 ng/ml
B. B-aktin western blot sonucu.
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4.8. TEER Olgiim Sonuglari

SerW3 hicrelerinde TEER degerleri T-2 toksin dozlari konulmadan 6nce gunlik
olarak 6l¢ulmus ve direncin sabitlendigi gin (hicre ekiminden 48 saat sonra)
toksin uygulamasi yapilmistir. SerW3 hucrelerine 12 ng/ml, 120 ng/ml ve 1200
ng/ml T-2 toksini uygulandiktan sonra 0., 6., 9., 12., 24., 30., 36. ve 48. saatlerde
diren¢c oOlcumleri yapilmigtir. Sekil 4.22° de SerW3 hicrelerine T-2 toksini
uygulamasindan sonraki 48 saat icindeki direng &lgiimleri verilmistir. Olglim
sonuglarina goére, T-2 toksininin ilk uygulandigi anda diren¢ butun gruplarda
yaklasik 120 Qcm? olarak 8lglilmistir. Kontrol grubu ile doz uygulama gruplarinin
TEER degerleri karsilastirildiginda, toksin uygulama gruplarinin kontrol grubuna
gore daha dusuk TEER degerleri gosterdikleri tespit edilmistir. Yapilan olguimler
sonucunda toksin konuldugu andan (0. saat) itibaren ilk 6 saat icinde TEER degeri
120 ng/ml ve 1200 ng/ml T-2 toksin dozlarinda belirgin bir sekilde dismeye
baslamistir. 9. saatte diisiik doz grubunda 100 Qcm? iken, 120 ng/ml ve 1200
ng/ml T-2 toksini doz gruplarinda 80 Qcm? olarak dlcliimistir. 12. saatte en
yuksek doz grubunda dlgllen deger hizli bir sekilde dismeye baslamistir ve 12.
saatte 1200 ng/ml doz grubu kontrol grubuna ve 120 ng/ml doz grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. 12. saatten 48. saate kadar 12
ng/ml ve 120 ng/ml uygulama gruplarindaki dusis birbirine yakin degerlerde
Olcllmastir. 24. saatte 12 ng/ml ve 1200 ng/ml uygulama gruplari kontrol grubuna
gore anlaml derecede azalmistir. 30., 36. ve 48. saatte 1200 ng/ml doz grubuna
ait TEER degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmigtir. Toksin uygulamasindan 48. saat sonra kontrol grubuna ait TEER
degeri 64 Qcm?iken, 12 ng/ml doz grubunda 42 Qcm?, 120 ng/ml doz grubunda 37
Qcm? ve 1200 ng/ml doz grubundan 15 Qcm? e kadar diisiis gdstermistir.
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Sekil 4.22. SerW3 hucrelerine T-2 toksini uygulamasi sonrasi TEER degisim

grafigi
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5. TARTISMA

Son vyillardaki veriler, sperm kalitesinin bozuldugunu, erkek uUreme sistemindeki
anomalilerin ve geng¢ erkeklerdeki testikiler kanser vakalarinin arttigini vurgular
niteliktedir ve hemen hemen hepsi gunimizde cevrede bulunan kimyasal
maddelerin ve gesitli kirleticilerin erkek Greme saghgini etkiledigini géstermektedir
[131]. Ksenobiyotiklerin treme ve gelisimsel toksikoloji agisindan test edildigi ¢ok
fazla sayida in vivo ¢alisma bulunmaktadir. Erkek Greme sistemi tzerinde toksik
etkiler gosteren cesitli kimyasal maddelere Bisfenol A gibi hormon homeostazisini
bozan endustriyel maddeler, Sertoli hicrelerinde vakuolizasyona neden olan
besinlerin 1sI ile maruziyeti sonucu olugan furan gibi maddeler 6rnek verilebilir
[132, 133]. Ayrica sperm kalitesini etkileyen ve Sertoli hucreleri Uzerinde toksik
etkilere sahip siyanobakterler tarafindan olusturulan mikrosistinin yani sira patulin,
zeralenon gibi mikotoksinler sayilabilir [134-136]. Fakat son zamanlarda toksikoloji
caligsmalarinda kullanilan deney hayvanlarinin sayisinin azaltiimasi ve Ureme
sisteminin degerlendirilebilmesi igin alternatif yaklasimlar gelistiriimektedir [137].
Hedefe yoOnelik deneylerin yapilabilmesi amaciyla, UGreme toksikolojisi
calismalarinda kullanilan hayvan deneylerinin yerini in vitro yontemler almaktadir.
Bununla birlikte, in vitro yontemlerin higbirinin tamamiyle Greme sisteminin ve
fonksiyonunun karmasikligini yansitamayacag: belirtilmistir [138]. Gelistirilen gesgitli
in vitro yontemlerin tamamen erkek uUreme sistemi Uzerindeki etkiyi yansitmasalar
da, toksikolojik mekanizmanin ortaya c¢ikariimasi amaciyla SerW3 gibi Sertoli
hicre hatlar ve Leydig hucre hatlari gelistiriimigtir [108, 139]. Bu tez ¢alismasinda

Ureme sisteminin in vitro kosullarda modeli olan SerW3 hucreleri kullaniimistir.

Cevresel ksenobiyotiklerden mikotoksinler, funguslarin ikincil metabolitleridir [34].
Fusarium tird funguslar soguk hava kosullarinda tahillar Gzerinde bulunarak
trikotesen, ZEN ve fumonisin gibi diger toksinleri Uretirler. Bazi Fusarium cinsi
funguslarin toksikolojik etkileri, trikotesen yapisinin genis dagilimindan dolayi, her
birinin ayri etki mekanizmasinin olmasi ve memeli hlcre hatlarinda ve
organlarinda akut toksisite gostermesinden dolayi iyi tanimlanmistir [140]. T-2
toksini Fusarium cinsi funguslar tarafindan dretilen bir mikotoksin olup, 6zellikle
tahillar gibi 6nemli tarimsal hammaddelerde yaygin olarak rastlanan dogal
Kirleticilerdendir [8]. T-2 toksini insanlarin besin yoluyla maruz kalabilecegi

potansiyel saglik riski olusturan en gugli mikotoksinlerden biridir ve bu toksinin
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etkilerinin arastirimasi 6nem tasimaktadir [141]. Daha onceki c¢alismalar
mikotoksinlerin hticre proliferasyonunu, farklilagsmasini ve hicre olumunu cgesitli
bilinmeyen molekiler metabolik yollarla degistirdigini gdstermistir [45]. Bu nedenle,
mikotoksinlerin toksisitesinin molekller mekanizmasini aydinlatmak insan saghgi
uzerindeki etkilerin 6ngorulmesi ve zararh etkilerinin onlenmesi i¢in Onem
tasimaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda tez calismasinda T-2 toksininin SerW3
hicreleri Uzerindeki etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi ve toksisite mekanizmasinin

aydinlatiimasi hedeflenmisgtir.

Testis toksik etkilere sahip olan birgok maddenin hedef organlarindan biridir.
Sertoli ve Leydig hucreleri de testiste 6nemli fonksiyonlara sahip hicrelerdir. Bu
hicrelerin fonksiyonlarinda meydana gelen bir degisiklik, spermatogenezin hasar
gormesine neden olmakta ve bunun sonucunda erkek Greme sisteminin olumsuz
etkilenmesine neden olur [142]. Sertoli hucreleri erken seksuel olgunlasma
suresince, sitoplazmanin bazolateral kisminda kan-testis bariyerinin temel yapisini
olusturan siki baglantilari olusturarak seminifer tubdlleri adliminal ve bazal
kisimlara ayirmaktadir. Bu kisimlar spermlerin proliferasyonunun devamliliginin
saglanmasi ve farklilasmalari igin dnemlidir ve kimyasal hasarlara kargi koruma
saglamaktadirlar  [143]. Bu baglanti komplekslerindeki  degisiklikler
spermatogenezde anomalilere, infertiliteye ve hatta kansere neden olabilmektedir
[142]. T-2 toksininin SerW3 hiucreleri Uzerindeki etkileriyle ilgili bir ¢alisma
bulunmamasina ragmen, testisler Uzerinde c¢esitli etkileri oldugu daha onceki

caligsmalarda gosterilmisgtir.

Testislerde spermatojenik hucrelerin gelisimi icin yapisal ve fizyolojik cevre
olusturan Sertoli hicreleri, toksik maddelerin germ hucrelerinden sonraki diger
hedefidir ve toksikoloji ¢calismalarinda erkek Ureme sisteminin in vitro kogullarda
calisilmasi i¢gin uygun model olusturmaktadirlar [131, 142, 144, 145]. Ayrica
testikuler toksik maddelerin bariyer fonksiyonuna katilan proteinler Uzerindeki
etkileri, sican primer Sertoli hucreleri ve SerW3 Sertoli hucre hatti kullanilarak
yapillmaktadir [146]. SerW3 hicreleri, 17 gunlik Wistar siganlarin Sertoli
hiicrelerinden kdken alan, Sertoli hiicrelerinin morfolojik ve fonksiyonel dzelliklerini
birebir yansitan hlcrelerdir. Sigcanlarda fotal/erken neonatal gelisimin 15,5.-17,5.
gunlerinde, (insanlar icin 8-14. haftada) 6zellikle Ureme sistemine toksik olan

maddeler icin hassas bir dénem oldugu bildirilmistir [139, 147]. Bu nedenle, Serw3
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hiicreleri prepubertal dénemdeki siganlardan elde edilen hicreler oldugu igin
ureme sistemine toksik olan maddelerin ¢aligiimasi igin gok uygun hucre modelini
olusturmaktadirlar [139]. SerWw3 hicreleri olgunlasmamis Sertoli hlcrelerinden
koken aldidi icin, yapilan analizlerin 6zellikle bu donemdeki testislerin erigkinlere
oranla Ureme sistemine toksik olan maddelere daha hassas oldugu dikkate
alinarak degerlendiriimesi 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yapilan calismada
SerW3 hiucreleri, in vivo da cocukluk donemindeki T-2 toksini maruziyeti ile

olusabilecek toksisiteyi gostermek i¢in uygun bir model olusturmaktadir.

T-2 toksininin digi Ureme sistemi Uzerindeki etkilerinin arastirildigi primer domuz
granulosa hucreleri ile yapilan bir galismada, toksinin dozuna bagh olarak hicre
proliferasyonunun ve steroidogenezin etkilendigi gdsterilmistir [40]. Disi Ureme
sistemine ait ¢alismalarin yani sira T-2 toksininin erkek Greme sistemi tzerindeki
etkisiyle ilgili yapilmis in vivo c¢alismalarda, T-2 toksininin memelilerde sperm
sayisinda azalmaya neden oldugu bildirilmig, fakat toksisite mekanizmasi
aciklanmamistir [52]. Bunun yani sira, T-2 toksininin toksisitesinin belirlenebilmesi
icin destekleyici ¢alismalara ihtiya¢g oldugu vurgulanmistir. Sertoli hicreleri, disi
ureme sistemindeki granulosa hicreleri gibi erkek Utreme sisteminde germ
hacrelerini destekleyici fonksiyonlara sahip hicreler olduklarindan T-2 toksininin
hedefi olabilecedi dusUnulmektedir. Sertoli hicrelerinin  testisteki 6nemli
fonksiyonlarindan dolayi, bu hucrelerin canlihgini ya da fonksiyonunu bozan
herhangi bir ajan, spermatogenez lzerinde olumsuz etkilere sebep olabilmektedir.
Ayrica T-2 toksininin Sertoli hticrelerindeki siki baglanti proteinleri ve hlcrelerarasi
kenetleyici baglanti  proteinleri  Gzerindeki etkileriyle ilgili bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle yapilan c¢alismada, kan-testis bariyerinin
spermatogenezdeki 6nemi ve toksik maddelere kargl hassasiyeti gz 6ninde
bulundurularak, T-2 toksininin SerW3 hicrelerinde bariyeri olusturan siki ve
kenetleyici baglanti molekulleri Gzerindeki potansiyel etkilerinin degerlendiriimesi
hedeflenmistir. T-2 toksininin infertilite mekanizmasinin agiklanmasi, tahil tiketen
toplumlarda ortaya c¢ikabilecek infertilitenin mekanizmasinin  anlagiimasi

bakimindan 6nem tasimaktadir.

Yapilan c¢aligmada, T-2 toksininin sican Sertoli hiucre hatti olan SerW3
hicrelerindeki sitotoksisitesi belirli sitotoksisite testleri yapilarak degerlendirilmistir.

Ayrica, toksinin hucreler arasi baglanti proteinleri Uzerindeki potansiyel etkileri
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immunfloresan boyama yontemi, western blotlama yontemi ve bariyer butinlagu

testleri kullanilarak arastiriimigtir.

In vitro hucre kudltart testleri mikotoksinlerin fizyolojik ve biyokimyasal etki
mekanizmasini ortaya ¢ikarmak igin destekleyici bilgiler saglamaktadir [148]. Bu
testler temel sitotoksisiteyi belirlemek icin 6nemlidir. Sitotoksisite testleri ayrica,
daha sonraki calismalarda ve genotoksisite ya da programli hicre olumu gibi
anlamli parametrelerin daha ayrintii test edilmesi i¢in konsantrasyon/doz
belirlenmesi agisindan gerekli oldugu belirtiimistir [149]. Sitotoksisite testleri yeni
ila¢ kesiflerinde, ilag gelistirimesinde ve ayrica hlcresel sitotoksisitenin ortaya
cikarilmasinda en ¢ok kullanilan testler oldugu igin, degisen hucresel sartlara
uygun olarak dogru testin secilmesi 6nem tasimaktadir. Yapilan gesitli calismalar
sonucunda; (1) tripan mavisi testinin hicre zari hasari olan/olmayan hiicre sayisini
belirlemek icin  uygunken, hicre butunlugd bozulmayan hucrelerdeki
sitotoksisitenin belirlenmesi igin uygun olmadigi belirtiimigtir. (2) LDH sitotoksisite
testinin zar hasari yoluyla ortaya g¢ikan sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in uygunken,
zar hasari olmaksizin hicre dongusundeki degisikliklerden dolayi dedisen hicre
sayisinin belirlenmesi igin uygun olmadigi belirtilmistir. (3) MTT testinin mitokondri
fonksiyonlarinin belirlenmesi icin relatif htcre sayisini belirlemek igin uygunken,
indirgenme kapasitesi ve/veya oksidasyon savunmasi yuksek olan hicrelerde
sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in uygun olmadidi rapor edilmistir [116]. Ayrica
kimyasal maddenin indukledigi hucresel bozuklugun temelini olugturan
mekanizmalar belirgin degilse, sitotoksisitenin en az iki farkli yontem kullanilarak
belirlenebilecegdi rapor edilmistir [116]. Yapilan ¢alismada SerW3 hucrelerinde T-2
toksininin 12, 120 ve 1200 ng/ml dozlarindaki sitotoksisitesi MTT, LDH ve tripan
mavisi testi kullanilarak belirlenmistir. Ug farkli sitotoksisite yontemi kullanilarak,
SerW3 hicrelerinde T-2 toksin aracili toksisitenin temelindeki mekanizmalarin

ortaya cikariimasi hedeflenmisgtir.

Calismadan elde edilen MTT testi sonuglarina goére, toksinin artan dozlarina ve
artan inkibasyon suresine bagl olarak SerW3 hicrelerindeki sitotoksisite
yuzdesinde artis gorulmagstur. Trikotesen mikotoksinlerin hicre canlihdi tzerindeki
etkilerinin gorulebilmesi i¢cin minimum 24 ve 48 saat gerekli oldugu rapor edilmigtir
[13]. Calismamizda 48 saat toksin inklibasyonu sonrasinda toksik etkilerde belirgin

sekilde artis oldugu tespit edilmistir. Vero hucrelerinin (maymun bdbrek hiicre
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hatti) 24 saat T-2 toksini ile inkibe edildigi bir calismada hucre canlihdinin 0-100
nM konsantrasyonlarinda artan doza bagl olarak azaldigi gosterilmigtir [148]. T-2
toksininin c¢esitli insan epiteliyel hicre hatlarindaki (Caco-2, HEp-2 ve Hela
hicreleri) etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, MTT testi sonucunda 48 saat
inkiibasyon boyunca 100 ng/ml T-2 toksini ile inktbe edildiklerinde sitotoksisiteye
en ¢ok hassasiyet gosteren hucrenin HelLa hucreleri oldugu rapor edilmigtir [140].
Bir siyanobakter toksini olan miktosistinin primer Sertoli hicreleri ile 0-10.000 nM
dozlarinda 24 saat inkube edildikleri bir calismada mikrosistinin 500 nM ve daha
yuksek dozlarda hicre canliiginin azaldigr rapor edilmigtir [134]. Diger bir
calismada, insan renal proksimal tubul ve normal insan fibroblast primer hucreleri
0,1-10 pM T-2 toksin ile 48 saat siuresince inkube edildiklerinde hicre
canliliklarinda konsantrasyon artigina bagl olarak azalma oldugu rapor edilmistir
[141]. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, daha 6nce yapilan sitotoksisite
calismalariyla benzerlik gostermektedir. Pace ve arkadaslan tarafindan yapilan
calismada, T-2 toksininin sitoplazmik protein sentezinin yani sira mitokondriyal
protein sentezini ihhibe ettigini ve mitokondrinin T-2 toksininin potansiyel hedefi
olabilecegi gosterilmigtir [26]. Tez c¢alismasindaki MTT sitotoksisite sonuglari
degerlendirildiginde 12 ng/ml T-2 toksini uygulama grubunda 48 saat inkiibasyon
suresi sonrasinda sitotoksisitenin 24 saat uygulama grubuna gére daha az oldugu
gorulmektedir. Bu durum, 12 ng/ml T-2 toksini uygulanan SerWa3 hucrelerinin
mitokondrilerinde hasara neden olmakla birlikte hasarin ¢ok siddetli olmadigi, 48
saat inkubasyon suresinde hucrelerin yeniden prolifere olmaya baglamig
olabilecegi seklinde acgiklanabilir. Bu ¢alismadaki MTT testi bulgularina gére de T-
2 toksininin 12, 120 ve 1200 ng/ml dozlarinda SerW3 hicrelerinin mitokondri

enzimlerinin sentezini inhibe ederek sitotoksisiteye neden olabilecegi séylenebilir.

T-2 toksininin nekrotik aktivitesini belilemek amaciyla SerW3 hucrelerinden hicre
kultart ortamina salinan LDH miktar olgulmustar. LDH salinimina bagh olarak
yapilan sitotoksisite testinde, toksinin artan dozlarina ve inkiibasyon siresine bagli
olarak SerW3 hicrelerinin sitotoksisite ylzdesinde artis goértlmuastiur. LDH analizi
sonucundaki sitotoksisite yuzdesindeki artisin, metabolik aktivite dlgimU esasina
dayanan MTT testine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durum, ayni
dozlarda T-2 toksinin hlcre zarini daha fazla etkiledigini gostermektedir. Vero
hicrelerinde T-2 toksininin sitotoksisitesi (0, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 nM toksin
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dozlarinda) MTT ve lizozomal aktiviteye bagli nétral kirmizi testleriyle belirlenmisg
ve sonucgta hicre zarinin daha c¢ok etkilendigi rapor edilmistir [8]. Bu tez
calismasindan elde edilen sonuclar Vero hiucreleriyle yapilan arastirmayla
benzerlik géstermektedir. T-2 toksininin hicre zari Gzerindeki etkilerini arastiran
3T3 fare fibroblast hicreleriyle yapilan diger bir galismada, 24 saat inkiUbasyondan
sonra LDH saliniminin anlamli derecede arttigi rapor edilmistir [150]. Bu durumun
aksini gosteren diger bir ¢calismada ise, insan renal proksimal tibil ve normal
insan fibroblast primer hicreleri 0,1-10 uM T-2 toksin ile 48 saat siresince inkibe
edildiklerinde LDH aktivitelerinde bir farkhlik olmadigi, sitotoksik etkinin
apoptozdan kaynakli oldugu rapor edilmigtir [141]. Calismanin LDH sitotoksisite
testi sonuclari dogrultusunda, SerW3 hucrelerinde T-2 toksininin hicre zari
uzerinde daha etkili oldugu gdsterilmistir. T-2 toksininin neden oldugu hticre 6lim
yollarinin temelindeki mekanizmalarin farkli olmasinin sebebi, sunulan bu tez
calismasinda farkli hacre kullanilmasindan kaynakh olabilecegini
dusundurmektedir. Ayrica, farkl orjinli hicrelerin kullaniimasinin da bu farklilikta
rol oynayabilecedi 6ne surtulmastiur [141]. Cunkd farkl hlcrelerin toksisiteye

verdikleri cevaplar ve hucrelerin hassasiyetleri degisiklik gosterir.

Farkl sitotoksisite testlerinin, test edilen maddeye ve yapilan sitotoksisite testine
gore degisiklik gosterdigi daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir [151]. MTT ve
LDH yontemleri karsilastirildiginda, elde edilen sonugclardaki farkliliklarin yontem
farklihklarinin yani sira hucre hatlarinin hassasiyetine gore de degisim gosterdigi
belirtilmistir [152]. Hlcre i¢i bir enzim olan LDH, hicre zari hasari sonucu olarak
hicre toksisitesini gosteren bir belite¢ olarak kullaniimaktadir. Zar
gegirgenligindeki degisimler hicre 6limunden Onceki agir hasari gosteren bir
belirtectir ve ekstraselller ortamda LDH enziminin dl¢iimesiyle test edilebilir. MTT
testi ise mitokondride MTT'nin enzimatik olarak donusuimunu temel alan bir
analizdir [153]. Ayrica, mitokondriyal solunum inhibisyonunun aktif oksijen iligkili
hicre 6lumUnU indUkledigi dusunulmektedir. Mitokondri i¢inde olusabilen reaktif
oksijen turleri, ayrica mitokondriyel bilesenlere de zarar verebilmektedir [154] ve
bu nedenle mitokondriyal solunum aktivitesi temeline dayanan sitotoksisite testleri
mitokondride etkili olan toksik madde maruziyeti sonrasinda erken toksisite

belirtilerini verebilir [155]. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, SerW3 hucrelerinin
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yuksek dozlarinda LDH analizine daha fazla hassasiyet gosterdigini hucre zari

tzerinde morfolojik degisiklige neden oldugunu gostermektedir.

Calismada vyapilan tripan mavisi hlcre canliigi testi sonucunda, SerwW3
hicrelerinin sitotoksisite yiuzdesinde, T-2 toksininin artan dozuna ve inkibasyon
suresine bagh olarak artis gorulmustur. Bu testin sonuglarinda sitotoksisite yuzdesi
MTT ve LDH testlerine gore daha fazla artis gostermigtir. Tripan mavisi testi tripan
mavisi boyasinin negatif yUkli olmasi esasina dayanmaktadir ve zar hasari
olmadan hucre ile etkilesime gegcmemektedir. Bu nedenle, hiicre zari hasar
gOrmemis hucreler boyayl almazlar ve boyayi igine almayan hucreler canli olarak
degerlendirilirler. Bunun aksine, zari hasar gormus hucreler mavi renk ile belirgin
hale gelmektedir. Tripan mavisi boyasi canli ve 6lU hlcre olarak degerlendirilen
hicre zari hasar gérmus hucrelerin ayirt edilmesinde kullanilan canli bir boyama
yontemidir [156]. Calismanin sonuglari dogrultusunda, SerW3 hucrelerinin T-2
toksini ile inkibe edildikten sonra hlcre zarinda hasara neden oldugu ve bu
bulgunun LDH testi sonuglari ile tutarl oldugu gorilmektedir. T-2 toksininin
immunotoksik etkilerinin arastirildigi bir calismada, T ve B lenfosit hiicre hatlari 2-
48 saat T-2 toksini ile inkube edildiklerinde, 1pug/ml T-2 toksini uygulanan gruptaki
hucrelerin 12 saatten sonra hlcre zarlarinin hasar gérdugu ve hucre canlihginin
azaldigi tripan mavisi ydntemi ile gdsteriimistir [157]. Immiin sistemine ait
hicrelerden elde edilen sonuglar calismamizdan elde edilen sonuglarla benzerlik
gOstermektedir. Toksinin ylksek dozlarinda tripan mavisi testi sonuglari, MTT ve
LDH sonugclarina gore sitotoksisite yuzdesindeki artigin ¢ok daha fazla oldugunu
gostermektedir. Canh hlcre sayimi esasina dayanan tripan mavisi testi uzun
suren hucre sayim asamasinda canli hicreleri de boyayabilmesi nedeniyle testin
hassasiyetini sinirlandirmaktadir [158]. Bu nedenle, MTT ve LDH testlerindeki
sonuglarla karsilastirildiginda tripan mavisi testinin hassasiyetinin dusuk oldugu
fakat diger sitotoksisite test sonuglariyla tutarl oldugu soylenebilir.

Sertoli hicrelerinin toksik madde maruziyetine cevap olarak, testikiler sivi
olusumunun inhibe olmasi, metabolik inhibisyon ve hicrelerin endokrin ya da
parakrin salgilama fonksiyonlarinin bozulmasi gibi fonksiyonlarinda degisiklikler
olusabilmektedir [159]. Sertoli hucrelerinin  6nemli fonksiyonlarindan birisi,
seminifer tubdl epiteline farkli molekullerin giris-gikisini dizenleyen ve germ

hdcrelerinin  hareketi, gelisimi ve farklilagsmasi i¢cin mikro c¢evre olusturan
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immunolojik bir bariyer olarak gorev yapan kan-testis bariyerini olugturmasidir [68].
Kan-testis bariyerinin, siki ve kenetleyici baglantilarin bir arada bulunmasi ile
olustugu bilinmektedir [61]. SerW3 hucrelerinin baglantisal etkilesim gosterdidi,
hicre tutunmasindan (N-kaderin) ve siki baglanti olusumundan sorumlu (okludin
ve ZO-1), iletisimden sorumlu olan delik gecit bolgeleri (CX43) gibi proteinleri ve
ara filament proteini olan vimentini ifade ettikleri gosterilmistir [160]. Ozellesmis
hicrelerarasi  baglantt  proteinlerinin  spermatogenezin  gelisiminde ve
devamliiginin  saglanmasinda o6nemli oldugu ve Sertoli-Sertoli  hiticre
etkilesimlerindeki degisimlerin erkeklerde steriliteye neden olabilecegi rapor
edilmigtir [161].

Sertoli hlcrelerinin zarinda yerlesim gosteren okludin, N-kaderin, ZO-1 proteinleri
gibi baglanti proteinlerinin testikuler toksik maddelerin ilk hedefleri olabilecegi ve
toksik maddelerin etkilerinin belirlenebilmesi igin uygun belirtegler olabilecedi rapor
edilmistir [160]. Bu nedenle vyapilan c¢alismada, SerW3 hicrelerinde siki
baglantilarin olugsmasindan sorumlu transmembran proteini okludin ve adaptor
protein olan ZO-1’in yani sira kenetleyici baglantilarin olusumundan sorumlu N-
kaderin ve adaptér proteini olan B-katenin proteinleri immunfloresan olarak
boyanarak, bu proteinlerin hlcrelerdeki yerlesimleri gosterilmistir. Ayni zamanda,
SerW3 hicrelerindeki okludin ve N-kaderin proteinlerinin ifadeleri western blotlama
yontemi kullanilarak semi-kantitatif olarak gdsterilmistir.

Okludin ve ZO-1 proteinlerinin immunfloresan boyamasi sonucu T-2 toksini artan
doz ve inklbasyon suresine bagh olarak protein ifadelerinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir. Bir antibiyotik olan gentamisinin SerW3 hucreleri tzerindeki
etkilerinin arastirildig1 bir calismada, gentamisinin artan dozuna bagli olarak
okludin protein miktarinda azalma oldugu gdsterilmistir [162]. Calismamizda da T-
2 toksini ile muamele edilen SerW3 hucrelerindeki sitotoksisite arttisina paralel
olarak okludin ifadesinde azalma oldugu gosterilmistir. Okludin ve klaudin
proteinlerinin sitoplazmada yer alan adaptor proteinlerden ZO-1, ZO-2 ve ZO-3'e
baglandiklari; ZO-1 proteininin okludini gugclendirerek siki baglanti olusumunu
destekledigi bilinmektedir [163, 164]. Erkek Ureme sistemi (zerinde olumsuz
etkileri oldugu bilinen bir toksin olan mikrosistinin primer fare Sertoli hiicrelerinde
MAPK11 araciligiyla okludin ifadesinde azalmaya neden olarak siki baglantilarin

gegirgenligini arttirdigi gosterilmistir [134]. Ayrica mikrosistin maruziyet sonucu
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Sertoli-Sertoli hicre baglanti yolaginda yer alan ZO-1 proteininin miR-374b gibi
mMIiRNA ifadelerinde azalmaya neden olarak ZO-1 protein ifadesinde azalma
oldugu gdsterilmistir [134]. Karsinojenik ve Ureme sistemi Uzerinde toksik etkiler
gosteren bir pestisit olan lindanin 42GPA9 Sertoli hucrelerinde ZO-1 ve CX43
proteininin hicre zarinda degil sitoplazmada konumlanmasina neden oldugu, fakat
okludin proteini Uzerinde bir degisiklige neden olmadigi rapor edilmistir [165].
Calismamizda T-2 toksini ile inklbasyon sonrasinda SerW3 hucrelerindeki ZO-1
proteininin ifadesinde azalma olmasina ragmen, hicrelerin sitoplazmasinda ZO-1
pozitif boyanmaya rastlanmamistir. Bu durumda, T-2 toksininin lindandan farkli bir
toksisite mekanizmasi ile Sertoli hucrelerini etkiledigi sOylenebilir. Siki baglanti
proteinleri ve sinyal molekulleri arasindaki fiziksel etkilesimin olmasi, siki
baglantilarin sinyal iletimi i¢in bir altyapi olusturdugunu ve bu yapinin bozulmasi ile
Sertoli hucre fonksiyonunun bozulabilecegi belirtiimigtir [6]. Membran iligkili
guanilat siklaz homolog ailesine ait ZO-1 proteininin Ras substrat AF-6,
heterotrimerik G-proteinleri, serin kinaz ve CX43 gibi sinyal proteinleriyle
etkilesimde oldugu cesitli calismalarda gosterilmigstir [166]. T-2 toksininin Serw3
hiicrelerinde sinyal iletim yollarindaki proteinlere yapisal destek saglayan ZO-1
protein ifadesinde azalmaya neden olarak sinyal iletim yollarini da dolayli yoldan

olumsuz yonde etkileyebilecedi sdylenebilir.

T-2 toksini ile inkiibe edilen SerW3 hicrelerinde, N-kaderin ve [-katenin
proteinlerinin imminfloresan boyama ile gosterilen ifadelerinde azalmaya neden
oldugu gorulmustur. Ayni zamanda, N-kaderin proteini T-2 toksin uygulanan
hicrelerin  sitoplazmasinda yerlesim gdsterdigi goézlenmistir. Calismamizin
sonucuna benzer sekilde, SerW3 hucrelerine gossypol, CdCI2, cisplatin, dieldrin,
zardaverin uygulamasi sonucunda N-kaderinin yani sira ZO-1 ve CX43
proteinlerinin de sitoplazmik olarak yerlesim gosterdikleri rapor edilmistir [160]. Bu
maddelerin baglanti proteinleri Uzerindeki sitoplazmik konumlanmalarinin geri
donusuimll oldugu, maddeler uzaklastirildiktan 24 saat sonra proteinlerin hlicre
zarinda yerlesim gosterdigi belirtiimistir [160]. Testiste, Sertoli hlcreleri arasinda
bulunan baglanti komplekslerinin oldukga dinamik ve surekli degisiklige ugrayan
bir yapi oldugu bilinmektedir. Bu baglantilarin ve ilgili proteinlerin germ hicrelerinin
bazal kisimdan adliminal kisma yer degistirmesi esnasinda endositozla Sertoli

hicrelerinin ~ sitoplazmasina gectigi  gosterilmisgtir  [167]. Fakat baglanti
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komplekslerinin asiri gekilde hucre igine alinmasinin patolojik bir durumun
indUklemesi sonucunda olabilecedi de belirtiimistir [168]. Tez ¢alismasinda T-2
toksininin indukledigi N-kaderinin sitoplazmik yerlesiminin geri déonisumli olup
olmadigini gosteren bir ¢calisma yapilmamistir. Fakat 12 ve 120 ng/ml T-2 toksin
uygulanan htcrelerde N-kaderinin sitoplazmik olarak konumlanmasi, daha 6nce
yapilan calismalarda belirtildigi gibi testisteki histopatolojik degigikliklerden once
olusan Sertoli hiicre hasarinin erken bir gostergesi olabilir [169]. Calismamizda
sitotoksisite testleri ile elde edilen sonuglar dogrultusunda, T-2 toksini ile inkibe
olan SerW3 hucrelerinde 24 saatten sonra sitotoksisite yuzdesinde, 6zellikle 1200
ng/ml T-2 toksini grubundaki hicrelerde sitotoksisitenin belirgin bir sekilde arttigi
g6zlenmistir. immiinfloresan boyama sonuclarinda, T-2 toksini ile 48 saat
inkiibasyon suresi sonrasinda 1200 ng/ml doz grubunda immunfloresan olarak
isaretlenmis hdcrenin bulunmamasi, yuksek dozlarda artan sitotoksisiteyle
iligkilendirilebilir. Ayni zamanda okludin, ZO-1, N-kaderin ve B-katenin protein
ifadelerindeki ve immunlokalizasyonlarindaki farkliliklarin daha dustik dozlarda
gozlenmesi, bu proteinlerin T-2 toksininin etki mekanizmasini gésteren toksisitenin
erken belirteci oldugunu desteklemektedir. Ayrica, T-2 toksininin ribozoma
baglanarak ribozomda konformasyonel degisikliklere neden oldugu ve bu sekilde
protein sentezini inhibe ettigi Rosenstein ve Lafarge-Frayssinet tarafindan rapor
edilmistir [11]. T-2 toksini uygulama gruplarindaki hiicrelerde okludin, N-kaderin,
Z0-1 ve B-katenin proteinlerinin ifadelerinde meydana gelen azalmanin, toksinin
protein sentezini inhibe etmesinden dolay! olabilecegini desteklemektedir.

Fusarium cinsine funguslar tarafindan uretilen zeralenonun ostrojen reseptorleriyle
etkilesime gecerek fertiliteyi olumsuz etkiledigi bilinmektedir [170]. Bir mikotoksin
olan T-2 toksininin de in vitro kosullarda testosteron salgisini etkiledigi ve 17[3-
estradiol gibi Ostrojen benzeri etkiler gosterebilecegi rapor edilmistir [52, 171].
SerW3 hicrelerine 6strojen benzeri etki gosteren oktilfenol ve bisfenol A ile inklibe
edilmesi sonucunda N-kaderin ve okludin seviyelerinin azaldidi, fakat ZO-1
ifadesinin degismedigi rapor edilmigtir [160]. Tez calismasindan elde edilen
sonuglarin SerW3 hicrelerinde 6strojenik etki gosteren maddelerin hicreler
uzerindeki etkileri ile benzerlik gostermesi, T-2 toksininin dstrojen benzeri etkiler
yapabilecegi gorusini desteklemektedir. Calismanin bulgularini destekleyen bir

calismada, granulosa hucrelerinin T-2 toksini ile inkibe edilmesi sonucu T-2
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toksininin steroidogenezi inhibe ettigi ve 1 ng/ml dozunda antisteroidogenez
etkileri oldugu ve toksinin endokrin bozucu etkisi oldugu gdsterilmistir [172]. Buna
ragmen T-2 toksininin Sertoli htcrelerinde endokrin bozucu etkilerinin olup

olmadiginin anlasilabilmesi i¢in destekleyici caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

imminfloresan boyamalarin haricinde, T-2 toksininin etkileri Serw3 hiicrelerinde
Sertoli hicre bariyerinin olusumunda 6nemli fonksiyonlara sahip proteinlerden
okludin ve N-kaderin proteinlerinin ifadeleri western blotlama yontemi ile

gOsterilmigtir.

Okludin siki baglanti olusumunda 6nemli fonksiyonlara sahip bir transmembran
proteinidir. Siki baglantilarin kurulmasi ve baglantilarinin birbirinden ayrilmasi bu
proteinin fosforile ve defosforile olmasiyla iligkilendiriimektedir. Okludin intraselller
olarak N- ve C-terminalinden olusan sitoplazmik kuyruklar iceren bir proteindir
[173]. Uzun C-terminal domaini serin, treonin ve tirozin rezidulari agisindan
zengindir. Cesitli kinazlar ve fosfatazlar siki baglanti proteinleriyle etkilesime
girerler ve siki baglanti proteinlerinin fosforilasyon durumlarini dizenlerler [174].
Yapilan calismada, western blot analizi sonucunda 24 ve 48 saat T-2 toksini
uygulamasindan sonra T-2 toksininin artan dozuna baglh olarak SerW3
hacrelerinde ifade olan okludin protein miktarinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu
sonuclar immunfloresan sonuglarini desteklemektedir. Western blotlama yontemi
hedef proteinin ifadesinde meydana gelen degisiklikleri ortaya cikarir;
immunfloresan boyamasi ise protenin hucredeki yerini gosteren bir yontemdir. Bu
durumda, her iki yontemden elde edilen sonuglar dogrultusunda, T-2 toksini
SerW3 hicrelerinin zarinda ifade olan okludin proteininin ifadesinde azalmaya
neden oldugunu sdyleyebiliriz. Okludin proteininde meydana gelen azalmanin T-2
toksininin  protein  sentezini  inhibe  etmesinden kaynakli  olabilecegi
dusunulmektedir. Calismamizin sonuglarina benzer sekilde, SerW3 hucrelerinde
bisfenol A’nin in vitro kan-testis bariyer butiunligundn arastirildigi bir ¢alismada
bisfenol A'nin artan dozlarinda okludin miktarinin azaldigi rapor edilmistir [160,
175]. Okludin proteini Sertoli hiicrelerinde kan-testis bariyerinin kurulmasinda kritik
bir rol oynayarak dolasimdan seminifer tubulun adlunimal kisminda yer alan
olgunlasan spermlere kargi koruyucu bir gorev Ustlenmektedir. Bu protein
ifadesinde meydana gelen azalma ile olgunlasma asamasindaki spermler

disaridan gelebilecek her turli kimyasal madde ve antikor saldirisi gibi tehditlere
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acik olabilmektedir. T-2 toksininin farelere uygulanmasi sonucu artan T-2 toksin
dozuna bagh olarak erkek farelerin anormal sperm sayilarinda artis oldugu ve
sperm sayisinda azalma oldugu rapor edilmigtir [52]. Kan-testis bariyerini
olusturan siki baglantt ve kenetleyici baglanti proteinlerinin ifadelerinin
azalmasinin, ksenobiyotiklerle induklenen kan-testis bariyerinin bozulmasini
aciklayan onemli bir molekuler mekanizma oldugu belirtilmistir [139, 176]. Yapilan
bu calisma ile T-2 toksininin kan-testis bariyeri proteinlerinin ifadelerinde azalmaya
neden olarak kan-testis bariyer butunliginu bozdugu ve fertiliteyi etkiledigi

soylenebilir.

Sertoli hucrelerinde toksisitenin erken belirteglerinden biri olan N-kaderin
proteininin ifadesi, SerW3 hucreleri T-2 toksini ile inkibe edildikten sonra western
blotlama yontemi ile kantitatif olarak gdsterilmistir. Western blot analiz sonuglari,
N-kaderin protein miktarinin T-2 toksini ile 24 saat inkibasyonundan sonra 12
ng/ml ve 120 ng/ml dozlarinda azaldigini, 1200 ng/ml doz grubunda ise ¢ok daha
belirgin bir sekilde azaldigini gdstermistir. Western blotlamadan elde edilen
sonuclar, N-kaderinin immunfloresan sonugclari ile benzer sonuglar gostermistir ve
immunfloresan boyama sonuglarini desteklemektedir. Fiorini ve arkadaslari,
SerW3 hiucrelerinin dieldrin adli kimyasal ile maruziyeti sonrasinda N-kaderin
ifadesinin western blotlama analizi sonucunda azaldigini ifade etmiglerdir [160].
Bunun aksini gosteren bir calismada ise, di-(2-etilhekzil) fitalata maruz birakilan
prepubertal donemdeki sicanlarin testislerinde N-kaderin ifadesinin maruziyete
bagll olarak arttigi bildirilmigtir [177]. Ayrica bu maddenin testisler Uzerindeki
etkilerinin seminifer tubullerden germ hucrelerinin  atiimaksizin  farkh  bir
mekanizma Uzerinden olabilecedi rapor edilmistir [177]. Calismamizin sonuglari
bunun tam tersini gostermektedir. T-2 toksininin Sertoli hucreleri arasindaki
baglanti komplekslerinde bulunan proteinlerin ifadelerinde azalmaya neden olmasi
in vivo kosullarda germ hucrelerinin seminifer tubullerden atilmasina neden
olabilir. Clnkl N-kaderin proteininin Sertoli hticrelerinin haricinde spermatojenik
hicrelerin  ylizeyinde de bulundugu ve bu sekilde Sertoli hicreleri ile
spermatojenik hucrelerin birbirine tutunmasini sagladigini gosteren calismalar
bulunmaktadir [178]. Bu nedenle, N-kaderin miktarinda meydana gelen bir
degisiklik sonucu germ hucreleri ile Sertoli hdcreleri arasindaki baglanti da

dogrudan etkilenerek germ hucrelerinin olgunlasmadan seminifer tabdlden
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atilmasina sebep olabilecektir. Sertoli hucrelerine tutunarak besinsel ve fiziksel
destek alan germ hucreleri Sertoli hucrelerinden ayrildiktan sonra ¢ok fazla
yasayamadiklari i¢in hicrelerin apoptoza gitmeleri kaginilmaz olmaktadir [179].
Yang ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismada, her ne kadar testis histolojik olarak
incelenmese de, T-2 toksininin farelerde sperm sayisinda azalmaya neden
oldugunu gostermiglerdir [52]. Sperm sayisinda meydana gelen bu azalma, T-2
toksininin N-kaderin protein ifadesinde azalmaya neden olmasi dolayisiyla germ
hicrelerinin yeterli destek alamayip apoptoza gitmeleri ile agiklanabilir. Bunun yani
sira, N-kaderinin hepatik ve vaskuler duz kas hucreleri gibi ¢esitli hucrelerde anti-
apoptotik etkiler gosterdigini ifade eden galigsmalar bulunmaktadir [139, 180, 181].
Calismamizda SerW3 hucrelerinde N-kaderin protein ifadesinde meydana gelen
azalma sonucu, SerW3 hucrelerindeki anti-apoptotik faktor gibi davranarak dusuk
dozlarda apoptoza neden olabilir. Fiorini ve arkadaslar okludin, ZO-1, N-kaderin
gibi hucreler arasi baglantilarin  kaybinin  Sertoli hucrelerinde fonksiyon
bozukluklarina, germ hucrelerin apoptozuna kadar c¢esitli streglerde bozukluklara
neden olabilecegini gostermislerdir [160]. T-2 toksininin apoptozu indukledigini
gOsteren cgesitli calismalar bulunmaktadir. T-2 toksininin HL-60 I6semi hiicrelerinde
kaspaz-9, 3 ve sitokrom c’nin sitozolik salinimi yoluyla, kondrositlerde (1-20 ng/ml
dozlarinda) Fas, p53 ve proapoptotik faktdor Bax proteinlerinde artisa, anti-
apoptotik faktér Bcl-xL faktoriinde ise azalmaya neden olarak apoptoza neden
oldugu rapor edilmigtir [182-184]. Ayrica, hematopoietik, lenfoid, gastrointestinal
dokularda ve fare ve sicanlarin fotal dokularinda farkli yolaklar ile apoptozun
indUklendigi rapor edilmistir [46, 185]. Fakat calismamizda hicreler apoptoz
acisindan degerlendiriimemistir. Apoptozun varlgini belirlemek amaciyla apoptotik
yolakta yer alan proteinler Gzerinde mekanizmayi aydinlatici galismalar yapilmasi

gerekmektedir.

Transepiteliyal elektriksel diren¢ (TEER) dokuyu taklit eden hiicre modelinin
iyonlar ve elektronlar acgisindan gecirgenligini olger ve hicre modeli boyunca
kicuk molekullerin akisi ile iliskilendiriimektedir [186]. Ayrica, TEER iki komsu
hicre arasinda yer alan siki baglantilarin durumunu belirlemesi igin destekleyici
bilgi saglamaktadir. Bu olgum farkli ¢calismalarda Sertoli hicreleri ya da alveolar
epiteliyel  hicreleri  gibi  hicre modellerinde  hicrelerin  fonksiyonunu

degerlendirmek amaciyla kullanilmigtir [186, 187]. Bunun yani sira, TEER
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Olcimunun farkh epiteliyel bariyerlerin butunligundeki fizyolojik dedisiklikleri
degerlendirmek igin kullanildigi rapor edilmigtir [186]. TEER olgcimi htcre
batinligunden daha ¢ok doku butunligunu gdsteren bir test oldugu icin canh bir
doku ile temas halinde olan kimyasal bilesiklerden kaynakli degisikliklerin
degerlendirilebilmesi i¢in hassas bir yontem olarak gosteriimektedir [188, 189].
Yapilan galigmada SerW3 hucrelerine T-2 toksini uygulamasi ile Sertoli hiicre
bariyerinin fonksiyonu Uzerindeki potansiyel etkilerini belirlemek amaciyla, TEER
OlcimU yapilmis ve toksinin artan dozuna ve inkiibasyon siresine bagli olarak
TEER o0lcim degerlerinin azaldigi gorulmustur. TEER oOlcim degerinin dusmesi,
doku hasarinin erken belirteci olarak gosterilmektedir. Ayrica hucre morfolojisinde
meydana gelen degigikliklerden daha hassas bir veri olusturdugu
vurgulanmaktadir [127]. TEER 0OIlcim degerinin artan T-2 toksin dozlarinda
azalmasi, ¢alismamizdaki imminfloresan boyama ve western blotlama sonuglari
ile tutarh bir durum sergileyerek diger sonuglari desteklemektedir. Azalan TEER
degerleri kan-testis bariyerini olusturan proteinlerin miktarlarindaki azalmayla iliskili
bir sekilde bariyer butinliginin bozuldugunu gostermektedir. Cevresel endokrin
bozucu olan fitalatlardan monobditil fitalat ve mono-2-etilhekzil fitalat uygulanan
Sertoli hicrelerinde ZO-1, F-aktin ve okludin proteinlerinin ifadelerinde azalmayla
baglantili olarak TEER degerlerinde azalma tespit edilmigstir [190]. Benzer sekilde,
T-2 toksininin kan-beyin bariyeri modeli olarak secilen primer domuz beyin kapiller
endoteliyel hucrelerinde (PBCEC) 25 nM konsantrasyonunda okludin ifadesinde
azalmayla birlikte bariyer gegirgenligini bozdugu rapor edilmis ve okludin
ifadesindeki azalmanin kan-beyin bariyeri butunligundeki azalma ile iligkili
olabilecegi 6ne surulmuastur [191]. Bu ¢alismanin sonuglari bizim ¢alismadan elde
ettigimiz  sonuglar  desteklemektedir. T-2 toksininin plasentadan gegis
mekanizmasinin agiklanmasi i¢in yapilan diger bir calismada, plasenta modeli
olarak secilen BeWo hucrelerinde doza bagli olarak proliferasyonun etkilendidi,
fakat bunun dogrudan sitotoksisiteyle iligkili olmadigi ve toksinin plasenta bariyer
batinltgund bozmadigr gosterilmistir [192]. Wang ve arkadaslari bu durumu T-2
toksininin absorbsiyon yolunun dogrudan paraseluler yol olmadigi, toksinin hucre
zarindan gegerek embriyotoksisiteye ve teratojeniteye neden olabilecegi seklinde
yorumlamiglardir [192]. Calismalar arasindaki bu farkhliklar, hucrelerin farkli

olmasindan kaynakli olabilecegi gibi uygulama dozlari ile de iligkili olabilir.
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Tez galismasinin sonucunda, T-2 toksininin SerW3 hicrelerinde proliferasyonu
inhibe ederek 12, 120 ve 1200 ng/ml konsantrasyonlarinda doz artigina ve
inkilbasyon suresine bagli olarak sitotoksik oldugu ve Sertoli hicrelerinin T-2
toksinine hassasiyet gosterdigi sdylenebilir. T-2 toksininin SerW3 hicrelerinde
bulunan siki ve kenetleyici baglanti proteinlerinin ifadelerinde azalmaya neden
olarak Sertoli hiicre bariyer butunligunu bozdugu ve bu sekilde toksinin Sertoli
hiicre bariyerinde gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir. Calismadan elde ettigimiz
sonugclar, T-2 toksininin kan-testis bariyer fonksiyonunu degistirdigini ve bu sekilde
infertiliteye neden olabilecegi gorugsunu desteklemektedir. Ancak, toksisite
mekanizmasinin daha fazla aydinlatilabilmesi amaciyla daha fazla calismaya
ihtiyac duyulmakla birlikte sonuglarin  molekuler verilerle desteklenmesi

gerekmektedir.

Bu tez ¢calismasi, T-2 toksininin SerW3 hucrelerindeki sitotoksisitesinin gosterildigi,
kan-testis bariyeri Uzerindeki etkilerinin ve toksisite = mekanizmasinin
aciklanmasina yonelik olarak yapilan ve ayni zamanda transepiteliyal elektriksel
diren¢ dlgimuyle SerW3 hucrelerinde bariyer butunlugunin degerlendirildigi ilk
calisma olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Ayrica, T-2 toksini ile infertilite
arasindaki iliskinin aydinlatiimasina 6nculik eden bir ¢alismadir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglarin T-2 toksininin spermlerin olusumunda dnemli islevlere sahip
olan Sertoli hicreleri Uzerindeki toksisite mekanizmasindaki bilimsel boslugun

doldurulmasina katki saglayacagi dusunulmektedir.
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