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Amag: Patulin, basta Aspergillus ve Penicilium olmak iizere bazi kiif mantarlar: tarafindan iiretilen bir
mikotoksin olup, hayvanlarda ve insanlarda mikotoksikozdan sorumludur. Patulinin antitiimér aktivitesi
hakkinda hala ¢ok ayrintili veriler bulunmamakla birlikte bazi raporlar hiicresel apoptozu ve toksisiteyi
indiikledigini gostermektedir. Bizim bu ¢alismadaki amacimiz patulinin insan karaciger ve akciger kanseri
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif, antimigrasyon etkilerini ve apoptotik yolaklardaki gen ifadeleri iizerine
etkisini belirlemektir.

Gereg¢ ve Yontem: Patulinin karaciger ve akciger kanserleri tedavisindeki etkinligini belirlemek igin
HEP3B ve A549 hiicre hatlart kullanildi. Hiicre hatlari, artan konsantrasyonlarda patuline (1, 2.5, 5, 10, 25,
50 ve 100 uM) maruz birakildi, ardindan MTS testi, yara iyilegme testi ve RT-PCR deneyleri ile, hiicre canliligi,
hiicre go¢ii ve apoptoz belirlendi.

Sonug ve Tartisma: Patulin her iki kanser hiicre hattinda da doza bagh olarak hiicre canliliginda ve
hiicre gégiinde onemli bir azalmaya neden oldu Ayrica her iki hiicre hattinda da apoptozun indiiksiyonunu
tesvik etti. Sonuglarimiz patulinin insan karaciger ve akciger kanser hiicrelerinde tiimér biiyiimesini in vitro
olarak onemli él¢iide azaltabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: A549, apoptoz, HEP3B, kanser, mikotoksin, patulin.
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Objective: Patulin is a mycotoxin produced by some molds, mainly Aspergillus and Penicillium, and is
responsible for mycotoxicosis in animals and humans. Although there are still no detailed data on the antitumor
activity of patulin, some reports indicate that it induces cellular apoptosis and toxicity. Our aim in this study is
to determine the antiproliferative and antimigration effects of patulin on human liver and lung cancer cells and
its effect on gene expressions in apoptotic pathways.

Material and Method: HEP3B and A549 cell lines were used to determine the efficacy of patulin in the
treatment of liver and lung cancers. Cell lines were exposed to increasing concentrations of patulin (1, 2.5, 5,
10, 25, 50, and 100 uM), followed by determination of cell viability, cell migration, and apoptosis by MTS
assay, wound healing assay, and RT-PCR assays.

Result and Discussion: Patulin caused a dose-dependent significant decrease in cell viability and cell
migration in both cancer cell lines. It also promoted the induction of apoptosis in both cell lines. Our results
showed that patulin can significantly reduce tumor growth in human liver and lung cancer cells in vitro.

Keywords: A549, apoptosis, cancer, HEP3B, mycotoxin, patulin

GIRIS

Patulin (4-hydroxy-4H-furo-3,2-C-pyran-2(6H)-one), ¢esitli kiif mantarlar1, 6zellikle Aspergillus,
Penicillium ve Byssochlamys tarafindan iiretilen toksik bir ikincil metabolittir [1]. Elma, elma suyu,
elma sarabi, kompostolar ve kii¢iik cocuklara yonelik elma piireleri gibi elma tiirevli tiriinlerde en yaygin
bulunan mikotoksindir. Insanlarin patuline maruziyeti sonucu gdzlenen immiinolojik, nérolojik ve
gastrointestinal hastaliklar nedeniyle bir¢ok iilkede gidalardaki kontaminasyon limitlerinin yasal
diizenlemelerle belirlenmesine ihtiya¢ duyulmustur [2]. Insanlarin yani sira patuline maruz kalmanin
hayvanlarda ve bazi mikroorganizmalarda siilfidril gruplarina olan afinitesi nedeniyle immiinotoksisite,
genotoksisite, embriyotoksisite ve teratojeniteye neden oldugu gosterilmistir [3]. Uluslararas1 Kanser
Aragtirma Kurulusu (IARC, International Agency forResearch on Cancer) tarafindan Grup III
karsinojen olarak siniflandirilmistir [4]. Deney hayvanlarinda toksisiteye neden olduguna dair
calismalarin olmasinin yanisira, patulinin antikanser aktivitesi lizerine caligsmalar da mevcuttur [5].
Patulinin antikanser aktivitesini hangi mekanizmalar tizerinden, hangi dozlarda gerceklestirdigi ve etkili
oldugu kanser tiirleri net olarak bilinmemektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda reaktif oksijen radikalleri
(ROS) ile ilgili mekanizmalarla hiicresel apoptozu ve sitotoksisiteyi indiikledigi 6ne siiriilmiistiir [6].
Patulin, elektrofilik 6zelligi nedeniyle RNA, glutatyon (GSH) ve proteinlerin siilfidril gruplarina
kovalent baglanmaktadir. Bunun sonucunda da GSH tiiketimine, RNA ve protein sentezinin
inhibisyonuna neden olmaktadir [7]. Bunlarin yani sira mitokondriyal apoptotik sinyal yolaklarini aktive

ederek de sitotoksisiteye neden olmaktadir [8].

Kanser tedavisinde kullanilan giincel ilaglarin ndtropeni, immiinsupresyon, infertilite, periferik
noropati, kalp, bobrek ve karaciger hasari gibi ciddi yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle,
arastirmacilar dogada bulunan bakteri veya mantar toksinlerinin kanser tedavisindeki etkinligini

arastirmaya odaklanmiglardir [5].

Patulinin insan hiicre hatlari, 6zellikle kanser hiicreleri iizerindeki etkilerine dair ¢ok az veri

bulunmaktadir. Bu calismada, patulinin insan karaciger ve akciger kanseri hiicreleri iizerindeki
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antiproliferatif, antimigrasyon etkilerini ve apoptotik yolaklardaki gen ifadeleri iizerine etkisini
belirlemeyi amagladik. Calismamiz, A549 ve HEP3B hiicrelerinde farkli dozlarda patulin
uygulamasindan sonra apoptotik genlerin ilk defa analiz edilmesi bakimindan bu alanda yapilacak yeni

calismalara katki saglayacaktir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

Insan karaciger kanseri hiicreleri (HEP3B), akciger kanseri hiicreleri (A549) ve saglikli fibroblast
hiicreleri (L929) Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (ATCC) temin edildi. HEP3B ve A549 hiicreleri
25 cm?1ik flasklarda, %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin/streptomisin igeren Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma Chemical Co.) kullanilarak, 37°C, %5 kismi CO; basinci ve nemli ortam iceren
inkiibator icerisinde yetistirildi. Hiicreler, %0.25 tripsin-EDTA ile (TrypLE™ Express, Invitrogen,
Carlsbad, CA) haftada 2-3 kez pasajland1 ve fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. 1500 rpm'de 5 dakika
santrifiij edilen hiicreler DMEM i¢inde istenen konsantrasyona yeniden siispanse edildi. Patulinin (Toronto
Research Chemicals, Cas No: 149-29-1) stok soliisyonlar1 dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde hazirlanarak,
1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlara seyreltildi.

Sitotoksisite Deneyi

Hiicrelerin yasamasi ve proliferasyonu, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-stlfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) testi ile kantitatif ve kolorimetrik olarak belirlendi. MTS testinin
yapilmasi i¢cin HEP3B, A549 ve 1.929 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalar igerisine 24 saat dnceden 5000
hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pL besi ortamu igerisine ekildi. 24 saat sonra patulin 1 uM, 2.5 uM, 5 uM,
10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlarda 96 kuyucuklu plakalar igerisinde yer alan hiicrelere
uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca 37°C, %5 kismi CO- basinci ve nemli ortam igeren inkiibator i¢erisinde
inkiibe edildi. Ardindan her bir kuyucuga 10 uLL. MTS soliisyonu ilave edildi. Plaklar MTS soliisyonu
ilavesini takiben 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besi ortami uzaklastirilarak kuyucuklara 100
uL %201k DMSO ilave edildi ve 20 dakika daha inkiibasyona birakildi. Ardindan Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) mikroplak okuyucu ile (BioTek Instruments, Inc. Winooski, Vermont,
ABD) 450 nm'de absorbanslar olgiilerek degerlendirildi. Patulinin her bir konsantrasyonu 4 tekrarli
calisildi. Elde edilen veriler asagida belirtilen formiil kullanilarak her bir grup i¢in hiicre canliginin %50
inhibe oldugu dozlar (IC50) patulin uygulanmis olan hiicrelerde belirlendi.

% Hiicre canlilik orant =(Aest-Axsr/ Akontrol-Aksr) X100 [9].
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Wound Healing (Yara lyilesme) Testi

12 kuyucuklu plaklara 1 ml i¢inde 10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 24 saat standart
inkiibasyondan (%5 CO», 37°C) sonra, 200ul'lik pipet ucu ile kuyucugun ortasindan saat 12 yoniinden
baslayarak saat 6 yoniine diiz bir ¢izgi ¢izildi. Sonrasinda kuyucuklardaki vasat ¢ekilip taze medyum ile
birkag kez yikama yapildi. Daha sonra hiicreler 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM
konsantrasyonlarda patulin ile muamele edildi. Yara iyilegsme oran1 0, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlardan

sonra ters 151k mikroskobu (SOPTOP ICX41, China) ile degerlendirildi [10].
Genlerin ifade Edilmesinin Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile Ol¢iimii

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizleri i¢in Bel-2, Bax, Bcl-xl, c-myc, p53, PTEN
ve MAPK primerleri Primer-BLAST yazilimi (Bethesda, MD, USA) ile dizayn edilip, Sentebiolab
(Ankara, Tirkiye) firmasi tarafindan sentezlendi. B-Actin kontrol geni olarak kullanildi. Toplam RNA
Trizol soliisyonu (#T9424, Sigma, USA) kullanilarak izole edildikten sonra, iScprit cDNA sentez kiti
(Bio-Rad, USA) kullanilarak izole edilen RNA o6rneklerinden ¢cDNA sentez edildi. Gen anlatim
analizleri SYBR Green (Biorad) metodu kullanilarak gerceklestirildi. Data analizleri Biorad PCR cihaz1
(Biorad CFX 96) ve Biorad CFX programi kullanilarak gergeklestirildi ve sonuglar GraphPad programi

ile istatistiksel olarak analiz edilerek grafikler seklinde hazirlandi [11].

Tablo 1. RT-PCR analizinde kullanilan primerlerin gen dizileri.

Gen Gen Dizilimi
Bax F 5> TTGGAGCAGCCGCCCCAGG 3’

R 5 CGGCCCCAGTTGAAGTTGCC 3’
Bel-2 F 5 AGAGCAACCCAATGCCCGC 3

R 5 CAACGAGGGGCCTGAGAGG 3’
PTEN F 5> TCATGTGGCTGCCATTCACTGC 3’

R 5> TTGCCTCGGTGTAACAAGTACGC 3’
MAPK F5 AGGCTGTTCCCAAATGCT 3

R 5 CGTCACTCGGGTCGTAAT 3'
P53 F5 ACGCTTCCCTGGATTGGCAGCC 3'

R 5 CCATTGCTTGGGACGGCAAGGG 3'
Belxl F5 GAACTCTTTCGGGATGGGGTA 3

R 5 CAGAACTACACCAGCCACAGTC 3!
cmve F5 CGTCTCCACACATCAGCACAA 3

y R5 TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT 3

8- Actin F 5' GACAGGATGCAGAAGGAGATTACT 3'

R 5 TGATCCACATCTGCTGGAAGGT 3'

istatistiksel Analiz

Yara iyilesmesini analiz etmek i¢in Imagej programi kullanildi. Hiicre canlili1 ve yara iyilesmesi
% olarak ifade edildi. Tanimlayici veriler SPSS 22.0 paket programi (SPSS Inc., Chicago, IL, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanilarak analiz edildi. Yara iyilesmesindeki istatistiksel farkliliklar, iki yonlii
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varyans analizi kullanilarak hesaplandi. I1Cso degerleri ve gen analiz sonuglart GraphPad Prism 8

programi kullanilarak hesaplandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

SONUC VE TARTISMA

Patulinin farkli dozlarda uygulanmasindan sonra HEP3B, A549 ve 1.929 hiicreleri iizerindeki
hiicre canliligr etkisi Sekil 1'de gosterildi. 24. saat verileri degerlendirildiginde patulinin saglikli
hiicrelere (26.40 uM) kiyasla HEP3B hiicreleri (12.98 uM) ve A549 hiicreleri (20.47 uM) {lizerinde daha
diisiik dozlarda hiicre canliligini inhibe ettigi bulundu. 48. saat verileri degerlendirildiginde 24. saat
verilerine benzer olarak, saglikli hiicrelere (24.17 uM) kiyasla HEP3B hiicreleri (8.50 uM) ve A549
hiicreleri (8.73 pM) iizerinde daha diisiik dozlarda hiicre canliligini inhibe ettigi bulundu. 24. ve 48.
saatler karsilastirildiginda patulinin, konsantrasyon ve zamana bagli olarak kanser hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etki gosterdigi gézlendi. HEP3B hiicreleri {izerinde hem 24. hem de 48. saatte etkili
bulundu. A549 hiicreleri lizerinde zamana bagli antiproliferatif etki gézlendi. Bu bakimdan patulinin

HEP3B hiicrelerinde hiicre canliligin1 daha ¢ok etkiledigi bulundu.
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Sekil 1. Patulinin saglikli ve kanser hiicre hatlarinda 24. ve 48. saatlerdeki ICso degerleri.

Patulinin hiicre gocii tizerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilan yara iyilesme testinin sonuglar

degerlendirildiginde; ilk 24 ve 48 saatte agilan yariklarin en diisiik diizeyde iyilestigi ve hiicrelerin
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migrasyon yeteneginin kisitlandig1 goriildii. Yara kapanma testi sonuglari, patulin uygulamasinin yara
kapanmasini 6nemli Olgiide hizlandiran hiicresel gogii iyilestirdigini gosterdi (Sekil 2). 24. saatte
patulinin saglikli hiicrelere kiyasla HEP3B hiicreleri tlizerine %21.4, A549 hiicreleri {izerine %94.4
oraninda hiicrelerin go¢ kabiliyetini inhibe ettigi bulundu. 48. saatte ise hiicre gociinii A549 hiicreleri
tizerinde %94.1 oraninda inhibe etti. Ancak HEP3B hiicrelerinde ise tam tersi saglikli hiicrelere kiyasla
hiicre migrasyonunda %36.5 oraninda artig bulundu. Patulinin antimigrasyon etkisi A549 hiicreleri

iizerinde daha belirgin gozlendi.
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Sekil 2. Patulinin saglikli ve kanser hiicre hatlar1 tizerindeki antimigrasyon etkisi (* p<0.05)

Patulinin HEP3B, A549 ve L929 hiicrelerindeki apoptotik ve proliferatif gen anlatim seviyeleri
degerlendirildi. HEP3B hiicrelerinde, patulin uygulamasi Bax ve Bcl-x1 gibi apoptotik belirteclerin gen
seviyesinde artiga neden oldu. c-myc, pTEN ve MAPK gibi proliferasyon ile iligkili gen anlatimlarinda
ise azalmaya neden oldu. A549 hiicrelerinde, patulin uygulamasi hiicrelerde pro-apoptotik Bax geninin
anlatiminda azalmaya sebep oldu. Ayni zamanda hiicre ¢ogalma yolagini inhibe eden pTEN geninin
ifadesinde de azalmaya sebep oldu. Saglikli hiicrelerde, anti-apoptotik belirte¢ Bcl-2 gen seviyesinde
diisiis gozlendi. pTEN gen anlatiminda ise anlamli olmayan bir artisa neden oldu. Bunun aksine, c-myc

belirteci ile hiicre proliferasyonu agisindan 6nemli derecede bir artis gézlendi.
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Sekil 3. Patulinin saglikli ve kanser hiicrelerindeki RT-PCR sonuglari.
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Patulin, Aspergillus, Penicillium ve Byssochlamys basta olmak tizere ¢esitli mantarlar tarafindan
iiretilen bir mikotoksindir [12]. Elmalarda ve elma esasli iiriinlerde kirletici olarak bulunur. Kontaminant
olarak gidalarda bulunmasi nedeniyle gida giivenligi ile ilgili cok sayida ¢aligma yapilmistir. Son
caligmalarda patulinin kanser hiicre hatlarinda apoptoz indiiksiyonu yoluyla gii¢lii antikanser aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir [13]. Bu calismada, patulinin, HEP3B ve AS549 hiicreleri iizerindeki
proapoptotik ve antimigrasyon aktivitesini degerlendirdik. Ayrica p53 yolagini indiikleme yetenegini
inceleyerek akciger ve karaciger kanseri tedavisinde aday bir molekiil olabilirligine 1s1k tutmay1

amagcladik (Sekil 4).

=0 PATULIN

. Apoptoz

Sekil 4. Patulinin mitokondriyal stres yolu tizerindeki etkisi.

Son yillarda patulin toksisitesi iizerine yapilan toksikolojik ¢aligmalarda bu mikotoksinin
bagirsaklar, kalp ve bobrekler dahil olmak iizere birgok organi etkiledigi 6ne siiriilmiistiir [2]. Patulinin
memeli hiicrelerinde, apoptozu aktive ettigi rapor edilmistir. insan promyelositik 16semi hiicrelerinde
(HL-60) ROS olusumu araciligtyla apoptozu indiiklemektedir. Insan embriyonik bobrek hiicrelerinde
293 (HEK?293) ise mitojenle aktive olan protein kinazlardan (MAPK) p38 kinazin ve c-Jun N-terminal
kinazin (JNK) fosforilasyonu araciligiyla apoptozu indiiklemektedir [14]. Yapilan diger ¢alismalarda
ise patulinin oliimstiizlestirilmis insan keratinosit hiicreleri (HaCaT) [15], insan embriyonik bobrek 293
(HEK293) [14] hiicreleri gibi insan hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Cin hamsteri
yumurtalik hiicreleri (CHO-K1) [16], Cin hamster akciger fibroblast hiicreleri (V79) [17] ve
kendiliginden Slimsiizlestirilmis sican granulosa hiicreleri (SIGC) [18] gibi hayvan hiicrelerinde de
toksisiteye neden oldugu bulunmustur. Daha 6nce arastirma ekibimiz tarafindan yapilan bir ¢calismada
patulinin, kolon (HCT116) ve meme (MCF-7) kanseri hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda;
noroblastom (SH-SYSY) hiicrelerinde ise hem diisiik hem de yliksek konsantrasyonlarda sitotoksik
aktivite gosterdigini bulduk. Caligma sonug¢larimiza dayanarak patulinin, uygun dozlarda ndroblastom,
kolon ve meme kanserlerinin tedavisinde yeni bir aday molekiil olabilecegini 6ne siirebiliriz [19].

Onceki in vivo caligmalar, patulinin aktif dozlari ile tedavi sonucu yan etkiler gdzlendigini
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bildirmemistir. Ancak yine de toksisitesinin farkinda olunmali ve dozlar buna gore uyarlanmalidir
[2,20]. Wu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, insan promyelositik 16semi hiicrelerinde (HL-60)
en diigiikk hiicre canliligim ve en biiyiik morfolojik degisiklikleri patulinin 2.5 pM konsantrasyonda
gosterdigi gozlenmistir [21]. Bununla birlikte, Luft ve ark'nin [22] yaptig1 bir ¢calismada, periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin (PBMC) hiicre canliliginin azalmasina daha diisiik konsantrasyonda (0.6 uM)
neden oldugu bildirilmistir [14]. Bizim ¢alisma sonug¢larimiz degerlendirildiginde (Sekil 1), patulinin
hem akciger hem de karaciger hiicrelerinde hiicre canliligin1 benzer dozlarda (8.73 uM ve 8.50 uM,
strastyla) azalttigini bulduk. Sonuglarimiz patulinin hiicre canliligini azalttigini 6ne siiren bulgular ile
uyumludur. Patulinin hiicre gocii (Sekil 2) ile ilgili bulgularimizda ise akciger hiicreleri tizerinde daha

belirgin antimigrasyon aktivite gosterdigini gozlemledik.

Patulinin apoptoz ile iliskisinin arastirildig1 ¢alismalarda, farkli hiicre hatlarinda apoptozu
indiikledigi kanitlanmistir [14]. Wu ve ark. apoptozun, sitokrom c'nin sitozole salindig1 ve pargalanmig
kaspaz-9 seviyesinin yiikseldigi Bcl-2 ailesi tarafindan intrinsik yolda patulin tarafindan baslatildigini
bildirmistir [21]. Ayrica, p38 kinazin aktivasyonu ve c-Jun N-terminal kinaz sinyali, HEK hiicrelerinde
patulin tarafindan indiiklenen apoptotik yollar olarak tanimlanmstir [14]. insan serviks kanseri (HeLa)
ve kolorektal kanseri (SW-48) hiicre hatlarinin patuline maruz kalmasinin apoptozun indiiklenmesine
yol ag¢tigi bulunmustur. Apoptozun belirlendigi BrdU testinde tiim hiicre hatlar iizerinde en giiglii
apoptotik etkinin 4 uM patulin konsantrasyonunda elde edilmistir. Tiim hiicre hatlar1 arasinda apoptoz
oraninin en yiiksek HeLa hiicrelerinde gozlendigi tespit edilmistir [5]. Yapilan bir diger ¢aligmada ise,
bu mikotoksinin melanom hiicrelerinde (B16F10) hiicre proliferasyonu ve anti-timor etkisi in vivo
Balb/c farelerde degerlendirilmistir. Arastirmacilar, 20 giin boyunca intraperitoneal patulin
uygulamasimin, B16F10 hiicre implante edilmis farelerde tiimor gerilemesini Snemli oOlgiide
indiikledigini gozlemistir. Bu etki, p53 ve Bax ifadelerindeki artig, Bcl2 protein seviyelerinin asagi
regiilasyonu ve kaspaz-3 aktivitesindeki artig ile desteklenen apoptozun aktivasyonu ile kanitlanmistir.
Ayrica, sistemik toksisite analizi, anemi, iltihaplanma ve karaciger fonksiyon bozuklugu goézlenen
melanom farelerinin aksine patulin uygulamasini takiben potansiyel bir toksisite olmadig1 gdzlenmistir.
Boussabbeh ve ark'nin yaptigi bu ¢alisma, patulinin in vivo modellerdeki terapotik etkinligini gosteren

ilk yayinlanmis rapordur [20].

p53; hiicre dongiisii kontrol noktalarini, apoptozu ve DNA onarimim1 kontrol eden ilk
tanmimlanmis ve en iyi bilinen timor baskilayicidir. p53'in bu geleneksel islevlerine ek olarak, giderek
artan kanitlar, p53'iin redoks dengesinin diizenlenmesinde de énemli bir rol oynadigin1 gostermektedir
[23]. Zhou ve ark'nin yaptig1 calismada, insan hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicrelerinde patulin ile
indiiklenen p53 protein birikimi gbzlenmistir. Bu durumun patulin ile indiiklenen p53 aktivasyonunun
DNA hasarma bir down-regiilasyon yanit1 oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu sonuglar, patulinin, muhtemelen

oksidatif stres yoluyla HepG2 hiicrelerinde DNA zinciri kopmalarina neden oldugunu géstermektedir.
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Bu bilgilere dayanarak arastirmacilar p53 proteininin, patulin kaynaklit DNA hasaria karsi hiicresel
savunmadan sorumlu bir protein oldugunu 6ne stirmektedirler [24]. Tiimor baskilayici gen p53, kismen
mitokondriyal Bax ekspresyonunun yukari regiilasyonu yoluyla programlanmis hiicre O6liimiiniin
aktivasyonuna aracilik eder. Bax, mitokondriyal stres yoluyla apoptoz igin anahtar bir bilesendir. Bax,
oligomerler olusturur ve sitozolden mitokondriyal membrana yer degistirir. Mitokondriyal membran
tizerindeki por proteinleri ile etkilesimler yoluyla membran gecirgenligini arttirir. Bu da mitokondriden
sitokrom c'nin salinmasina ve apoptozda 6nemli bir efektdr olan kaspaz 3'iin aktivasyonuna yol acar
[25].

Bizim ¢alismamizda patulin uygulamas1 HEP3B hiicrelerinde, Bcl-2 gen ailesi proteinleri olan
Bax ve Bcl-x] gibi apoptotik belirteglerin gen seviyesinde artisa sebep olmustur. Bu proteinler
apoptozun diizenlenmesinde belirleyici bir role sahiptir. Gen seviyelerindeki hiicre 6liimiinii engeller ya
da belirgin bigimde azaltir. Bunu genel apoptoz yolunu kapatarak yapar. Ayrica patulin HEP3B
hiicrelerinde, c-myc, pTEN ve MAPK gibi proliferasyon ile iligkili gen anlatimlarinda azalmaya sebep
oldu. Bunlarin inhibisyonu, hiicrede normal apoptotik siirecin aktivasyonuna katkida bulunabilir. A549
hiicrelerinde, patulin uygulamasi hiicrelerde pro-apoptotik Bax geninin anlatiminda azalmaya sebep
oldu. Hiicrenin apoptoza gidisi azalmistir. Ayni zamanda hiicre ¢ogalma yolagini inhibe eden pTEN
geninin ifadesinde de azalmaya sebep oldu. Bu sonuglar MTS testi sonuglart ile uyumlu bulundu.
Saglikl1 hiicrelerde ise, anti-apoptotik belirte¢ Bcl-2 gen seviyesinde diisiise, pTEN gen anlatiminda ise
anlamli olmayan bir artisa neden oldu. Bunun aksine, c-myc belirteci ile hiicre proliferasyonu agisindan

onemli derecede bir artis gozlendi.

Mantar tiirleri genellikle kanser tedavisinde kullanilabilecek pekg¢ok dnemli metabolit tiretirler.
Calismamizda ve Onceden yapilmis diger ¢aligmalarda patulinin toksisite ve apoptoz indiksiyonu
nedeniyle kanser Onleyici bir aday olarak kabul edilebilecegi one siiriilmiistiir. Bu ¢aligmada patulinin
karaciger kanseri ve akciger kanseri hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlardaki sitotoksik aktivitesi,
hiicre migrasyonu tizerindeki etkisi ve apoptoz iliskili gen anlatim seviyelerindeki degisiklikler kontrol
grubu (L929) ile karsilastirildi. Patulinin antitiimoral aktivite gosterdigi tam olarak aydinlatilamamustir.
Literatiir incelemeleri ve ¢alismamiz sonucunda patulinin antitliméral ajan olarak kullanilabilecegini
diisiinmekteyiz. Patulin ile akciger kanseri hiicre hatlar1 arasindaki iligkiyi inceleyen literatiirler
mevcuttur [14,26,27]. Monteillier ve ark. patulinin, Wnt yolunun inhibisyonu yoluyla insan akciger
adenokarsinom hiicreleri (A549) iizerinde antiproliferatif ve antimigrasyon etkiler gosterdigini
bulmuslardir. Bu veriler, akciger kanseri terapisinde patuline olan ilgiyi desteklemektedir. Insanlarda
tiitliniin neden oldugu akciger kanserini taklit eden ve kimyasal olarak indiiklenen akciger karsinojenez
modellerini kullanarak daha fazla in vivo deney yapilabilir. Bylece patulin ve akciger kanseri
arasindaki bilinmeyen yonler aydinlatilmis olur. Patulin tilirevleri iizerinde daha fazla arastirma

yapilmasi, daha az toksisiteye sahip ilging aktif bilesiklerin kesfedilmesine yol agabilir [26]. Beslenme
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yoluyla patulin maruziyetine ek olarak, solunum yoluyla maruziyet te miimkiindiir. Akcigerde lokal
etkilere neden olur. Solunan patulinin potansiyel lokal etkisini degerlendirmeye yonelik in vitro bir
calisma yapilmistir. V79 hiicre hattinda patulinin de aralarinda oldugul4 farkli mikotoksinin
sitotoksisitesi belirlenmistir. Yeterli miktarlarda solundugunda, akciger hiicrelerinde goz ardi
edilemeyecek lokal yan etkiler gozlenmistir [27]. Akciger kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar
bahsedilen bu g¢aligmalarla sinirlidir. Karaciger kanseri ile iliskisi konusunda ise literatiir verisine
rastlanmamigtir. Caligmamiz karaciger kanseri ile iliskisi konusundaki ilk verileri sunmaktadir. Uygun
dozlarda patulinin karaciger ve akciger kanseri tedavisi i¢in aday bir molekiil olabilecegini
diisiinmekteyiz. Calismada kullanilan kanser hiicre dizilerinin insana 6zgii olmasi calismamizdan elde
ettigimiz sonug¢larin dnemini artirmaktadir. Patulinin antikanser etki mekanizmalarini daha iyi anlamak

icin hem in vitro hem de in vivo daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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