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OZET

Ayazgok, B. Bisfenol A' mm SH-SY5Y Noroblastoma Hiicrelerinde
Asetilkolinesteraz Gen Ekspresyonuna olan Etkilerinin Nitrik Oksit Sentaz
Araciignyla Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyokimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Bu tez ¢aligmasinda SH-SY5Y
hiicrelerine diisiik dozlarda Bisfenol A (BPA) uygulanmistir. BPA endiistride siklikla
kullanilan bir endokrin bozucu maddedir. BPA’'nin SH-SYSY hiicrelerin olan
sitotoksisitesi MTT ve LDH deneyleriyle, NO diizeyleri Griess yontemiyle
belirlenmistir. Hiicrelerin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE)
gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR, enzim aktiviteleri Ellman yontemiyle
belirlenmistir. Hiicrelerin % popiilasyonlar1 Tali sitometresi ile TNFa ve kaspaz-8
diizeyleri Elisa kitlerle dl¢lilmiistiir. Hiicrelerin % canlilik degerinin monotik olmayan
doz cevabi verdigi Ve sitotoksisite sonuglari ile NO diizeyleri arasinda bir korelasyon
oldugu tespit edilmistir. BPA’nin AChE ve BUChE enzimleri igin 1Cso degeri sirayla
2,2 mM ve 1,98 mM bulunmustur. 48 saatte 1 pM ve 1 nM BPA, AChE gen ekspresyon
diizeyini kontrole gore sirasiyla 0,61 ile 1,03’e; ve BuChE gen ekspresyon diizeyini
sirayla 2.18 ve 0,73’e degistirdigi gozlenmistir. Spesifik AChE aktivitesinin; 1 pM
BPA uygulamasiyla 2. ve 12. saatte arttig1, 4. saat sonunda ise azaldig1 goriilmiistiir.
1 nM BPA uygulamasiyla 4 saatte spesifik AChE enzim aktivitesi artmistir. 1 pM BPA
ve 1 nM BPA uygulamasinin 48. saatte TNF-a diizeyini sirasiyla 0,073’e ve 0,084’e
azalttigr gorilmistir. 24. saatte ise sadece 1 pM BPA’nin 0,302’¢ azalttig
belirlenmistir. Kaspaz-8 diizeyi 24. saatte 1 pM ve 1 nM BPA ile sirasiyla % 154,7 ve
% 287’lik; 48. saatte ise % 297,3 ve %160,2°lik artis gostermistir. 1 pM BPA ve 1
nM BPA ile apoptotik % hiicre popiilasyonu sirayla 6. saatte (%7,3, %7,7) artip 48.
saatte (%1,3, %1) azalirken nekrotik % hiicre popiilasyonu ise 4. ve 6. saatte (%20,3;
%18,3-%19,3; %21,3) azalip 48. saatte ise (%23,7; %27) artmistir. Bu tez ¢alismanin
sonuglart SH-SYSY hiicrelerine 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasiyla 48 saatte
hiicrenin apoptozdan yine programli bir 6liim sekli olan nekroptoza dogru yoneldigini

ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, Asetilkolinesteraz, Nitrik Oksit, Nekroptoz, Apoptoz
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ABSTRACT

Ayazgok, B. Examination of the Effects of Bisphenol A on the Expression of
Acetylcholinesterase in SH-SY5Y Neuroblastoma Cells via Nitric Oxide
Synthase. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Doctorate Thesis in
Biochemistry, Ankara, 2017. In this study, SH-SY5Y human neuroblastoma cells
treated with low doses of Bisphenol A (BPA). BPA is a commonly used endocrine
disruptor. The cytotoxicity of BPA to SH-SY5Y cells was determined by MTT and
LDH assays, and NO levels were determined by the Griess method. The
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) gene expression
levels of the cells were determined by RT-PCR and enzyme activities by the Ellman
method. % Populations of cells were determined by Tali cytometer and TNFa and
caspase-8 levels were measured with Elisa kits. It was determined that % viability of
cells gave a non-monotonic dose response and a correlation between cytotoxicity
results and NO levels. The ICso values for AChE and BuChE enzymes were found to
be 2.2 mM and 1.98 mM, respectively. The AChE gene expression level with 1 pM
and 1 nM BPA at 48 hours was changed to 0.61 and 1.03 respectively and BUChE gene
expression level was changed to 2.18 and 0.73 in comparison with the control. 1 pM
BPA and 1 nM BPA decreased TNF-a levels to 0.073 and 0.084 respectively, at 48
hours. At 24 hours, it was determined that only 1 pM BPA treatment decreased TNF-
a levels to 0.302. Caspase-8 levels were increased to 168.4%, 297.3% and 287%,
160.2% at 24 and 48 hours with 1 pM and 1 nM BPA, respectively. The apoptotic %
cell population with 1 pM BPA and 1 nM BPA increased sequentially at 6 hours (7.3%,
7.7%) and decreased at 48 hours (1.3%, 1%) while the necrotic cell population
decreased in 4. and 6. hours (20.3%, 18.3% -19.3%, 21.3%) and increased in 48 hours
(23.7%, 27%). The results of this study demonstrate that cell switches from apoptosis
to a necroptosis, a programmed death, at 48 hours by applying 1 pM and 1 nM BPA
to SH-SY5Y cells.

Key Words: Bisphenol A, Acethylcholinesterase, Nitric Oxide, Necroptosis,
Apoptosis



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FiKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER DizZINi
TABLOLAR DIZINI
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1 SH-SY5Y Noroblastoma Hiicre Hatti
2.2 Bisfenol A (BPA)
2.3 Ostrojen
2.3.1 Ostrojen Reseptorleri
2.3.2 BPA’nin Ostrojen Reseptorii Uzerine Etkileri
2.3.3 BPA’nin Ostrojenin Beyindeki Roliine olan Etkileri
2.4 Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
2.5 Kolinesterazlar ve Kolinerjik Sistem
2.5.1 Kolinesteraz Enzimlerinin Molekiiler Formlari
2.5.2 Kolinesteraz Enzimlerinin Aktif Merkez Yapist
2.5.3 Kolinerjik Antiinflamatuar Yolak
2.6 Apoptoz
2.7 Nekroptoz
2.8 Nekroz
3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1 Geregler
3.1.1 Hiicreler
3.1.2 Kimyasal Maddeler ve Kitler

Vi
vii

viii

Xii
XV

Xvii

15
16
16
18
20
22
24
26
27
29
32
34
36
36
36
36



3.1.3 Cihazlar 37
3.2 Yontemler 38
3.2.1 Hiicre Kiiltiiri 38
3.2.2 Thoma Lamu ile Hiicre Sayimi 39
3.2.3 MTT Sitotoksisite Deneyi 39
3.2.4 Nitrik Oksit (NO) Diizeyinin Griess Yéntemiyle Olgiilmesi 40
3.2.5 Laktat Dehidrogenaz (LDH) Deneyi 41
3.2.6 SH-SYS5Y Hiicrelerinin Plakalara Ekilmesi 42
3.2.7 SH-SYS5Y Hiicrelerinden RNA Eldesi ile RNA’larin Miktar ve Saflik
Tayini 42
3.2.8 RNA i¢in Denatiire Edici Agaroz Jelin Hazirlanmas1 ve RNA’larin Jel
Goriintiisiiniin Eldesi 43
3.2.9 SH-SY5Y RNA'’larindan cDNA Eldesi 43

3.2.10 Kantitatif Es Zamanli PCR Yo6ntemi ile Gen Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi 44

3.2.11 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi Amaciyla Tasarlanan

Primerlerin Dizileri 45
3.2.12 BPA’nin AChE ve BuChE Enzim Aktivitesine Etkisi 45
3.2.13 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Spesifik AChE Aktivitelerinin

Belirlenmesi 46

3.2.14 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin TNF-a Diizeylerinin
Belirlenmesi 48
3.2.15 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Kaspaz-8 Diizeylerinin
Belirlenmesi 48
3.2.16 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Tali Goriintiilii Hiicre

Sitometresi ile Degerlendirilmesi 49

3.2.17 istatiksel Degerlendirme 50

4. BULGULAR 51
4.1 SH-SYS5Y Hiicrelerinin Isik Mikroskobuyla Elde Edilen Goriintiisii 51
4.2 BPA’nin SH-SYS5Y Hiicrelerinde Sitotoksik Etkisi ol
4.2.1 Mtt Sitotoksisite Deneyi 51

4.3 SH-SYS5Y Hiicrelerinde nNOS Gen Ekspresyon Diizeyi Sonuglari 53



4.4 Nitrik Oksit (NO) Diizeyinin Griess Y&ntemiyle Ol¢iim Sonuglart

4.5 Laktat Dehidrogenaz (LDH) Deneyi

4.6 SH-SYSY Hiicrelerinden Elde Edilen RNA Ornekleri ile ilgili Sonuglar

4.7 SH-SYS5Y Hiicrelerinden Elde Edilen RNA Orneklerinin Jel Goriintiileri

4.8 SH-SYS5Y Hiicrelerinden Saflastirilan RNA’lardan Olusturulmus cDNA’lerin
Miktar ve Saflik Tayini

4.9 SH-SYSY Hiicrelerinde AChE ve BuChE Genlerinin Ekspresyon Diizeyi
Sonuglari

4.1 BPA’nin AChE ve BuChE Enzimleri i¢in ICsp Degerlerinin Belirlenmesi

4.2 BPA Uygulanan SH-SYS5Y Hiicrelerinin Spesifik AChE Aktivitelerinin
Belirlenmesi
4.2.1 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Orneklerindeki Protein Miktarmin

belirlenmesi
4.2.2 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Orneklerindeki Spesifik AChE
Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.3 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin TALI Gériintiilii Hiicre Sitometresi
ile Degerlendirilmesi

4.4 BPA Uygulanan SH-SYS5Y Hiicrelerinin TNF-a Diizeyleri

4.5 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Kaspaz-8 Diizeyleri

5. TARTISMA

6. ONERILER

7. KAYNAKLAR

8. OZGECMIS

Xi

54
58

60

61

61
63

64

64

65

67
71
72
75
81
82
93



ACh
AchE
AHR
ARP

Bcl

Bid

bis- DMA
bis-GMA
BPA
BuChE
ChAT
CHT1

CLAMs

DAI

DES

DIABLO

DISC
DMEM
DMSO
E2
EDC
EFSA
Enos
ER
ERq

xii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Asetilkolin

Asetilkolinesteraz

Arilhidrokarbon

AchE-R peptidi

Insan B hiicresi folikiiler lenfomasi
BH3 ile etkilesen bolge 6liim agonisti
Bisfenol A dimetrilat

Bisfenol-A Glisidil Metakrilat
Bisfenol A

Butirilkolinesteraz
Kolinasetiltransferaz

Yiiksek Afiniteli Kolin Tasiyici

Kolinesteraz benzeri adhezyon
molekiilleri

Interferon Regiilatér Faktorlerin DNA
bagimli Aktivatorii

Dietilstilbostrol

Distik Pr’ya sahip IAP baglanma
proteini

Oliimii indiikleyen Sinyal Kompleksi
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilsiilfoksit

17 B- Estradiol

Endokrin Bozucu Kimyasal

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
Endotelyal NOS

Ostrojen Reseptor

Ostrojen Reseptor o



ERgp
FADD
FasL
FSH
GFP
GPER
GPR30
GrB

HI FBS

HPLC
IFN- Y
IL-4
IL-8

INSERM

150-OMPA
Inos

LH
LOAEL
mMAChR

MLKL

nAChR
Nek-1
NF«B
NMDR
Nnos
NO
NOS

Ostrojen Reseptor B

Fas ile Iliskili Oliim Bolgesi
Fas Ligandi

Folikiil Stimiile Edici Hormon
Yesil floresans proteini
G-protein Bagli ER1
G-protein Bagli Reseptor 30
Granzim B

Is1 ile Inaktive Edilmis Fetal Sigir
Serumu

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
Interferon-gamma

Interldkin 4

Interldkin 8

Fransa Ulusal Saglik ve Medikal
Arastirma Enstitiisti

isotetramonoisopropilpirofosfattatramid
Uyarilabilir NOS

Luteinlestirici Hormon

Yan Etki Gosteren En Diisiik Doz
Muskarinik Asetilkolin Reseptorii

Mixed Lineage Kinaz Domain-Like
Protein

Nikotinik Asetilkolin Reseptorii
Nekrostatin-1

Niikleer Faktor Kappa B
Monotik Olmayan Doz Cevabi
Noronal NOS

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Xiii



NP-40
NSA
NTP
PBS
PC
PCR
PNS
PPAR
ROS
RFP
RIPK1
RIPK3
SSS
T3

T4
DI
TNF
TNF-a
TRLs
TSH

U.S. EPA

U.S. FDA

VAChT

Xiv

Nonidet P-40

Nekrostilfonamit

Ulusal Toksikoloji Programi
Fosfat Tamponlu Salin
Polikarbonat

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Perifer Sinir Sistemi
Peroksizom Proliferator- aktive Reseptor
Reaktif Oksijen Ttirleri

Kirmizi floresan proteini
Reseptor Aracili Protein Kinaz 1
Reseptor Aracili Protein Kinaz 3
Santral Sinir Sistemi
Triiyodotironin

Tiroksin

Tolere Edilebilen Giinliik Doz
Tiimor Nekrozis Faktor

Tiim6r Nekrozis Faktor Alpha
Toll like Reseptorler

Tiroid Stimiile Edici Hormon

Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi

Vezikiiler Asetilkolin Tastyici



1.1
1.2
2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
2.12
2.13
2.14
2.15
3.1
3.2
3.3
4.1
4.2

4.3

4.4
4.5

4.6

SEKIiLLER

BPA’nin kimyasal formiili.

BPA’nin sentez reaksiyonu

SK-N-SH ve SH-SY5Y hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri.

BPA’nin kronik hastaliklar tizerine etkileri

BPA’nin immun sistem hiicrelerine etkileri.

Ostrojenin 6liim ve sagkalim mekanizmalarina etkisi
BPA’nin ERW/ER[ dengesine olan etkisi.

Ostrojen sinyalizasyonunun fizyolojik islevleri.

Nitrik Oksitin beyindeki islevleri.

Asetilkolin (ACh) sentezi.

AChE ve BChE’m molekiiler formlari.

Asetilkolinesteraz enzimi molekiiler yapisi

Kolinerjik anti-inflamatuar yolak

Ekstrinsik apoptoz yolagi

Intrinsik apoptoz yolagi.

Nekroptoz yolagi ve diizenleyicileri.

Hiicre Oliim yolaklari..

MTT ve MTT-formazan kimyasal yapilar

Laktat Dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyon.
Ellman metodunun kimyasal mekanizmasi.

SH-SYS5Y hiicrelerinin 151k mikroskopu altindaki goriintiisii.
Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmig SH-SY5Y
hiicrelerinde farkli saatlerdeki yiizde canlilik grafigi.

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerindeki nNOS gen

ekspresyon diizeyi sonuglart.

NaNO; icin elde edilen standart egri grafigi.

Farkl1 saatlerde artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmis

SH-SYS5Y hiicrelerindeki % NO diizey grafigi.
Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmig SH-SY5Y

hiicrelerinde % canlilik sonuglar1 ile % NO degerleri korelasyon

grafigi.

XV

12
14
17
18
19
21
23
25
26
28
30
31
32
35
40
41
46
o1

52

54
54

56

57



4.7

4.8

4.9

4.10

411

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

5.1

XVi

48 saat siiresince diisiik doz ( 1 pM vel nM ) BPA uygulanmis SH-SY5Y
hiicrelerinin % MTT , % LDH ve % NO degerlerinin karsilagtirma

grafigi. 59
Hiicrelerden saflastirilan total RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiileri. 60

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinde AChE ve BuChE

genlerinin ekspresyon diizeyleri grafigi. 62
BPA’nin AChE enzimine ait inhibisyon grafigi. 64
BPA’nin BuChE enzimine ait inhibisyon grafigi. 64
BSA i¢in elde edilen standart egri grafigi. 65

Diistik doz BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin spesifik AChE enzimi
aktivite sonug grafigi (U/mg protein ). 66
1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin farkl saatlerdeki
apoptotik, nekrotik, ge¢ apoptotik ve canli % hiicre popiilasyon grafigi. 68
48 saat boyunca 1 nM BPA ve Nek-1 uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin
TALI sitometresi ile degerlendirilme sonuglari. 70
48 saat siiresince BPA uygulanmamis kontrol grubu (A) 1 nM BPA
uygulanmis olan (B) ve 1 nM BPA ile Nek-1 uygulanan (C) SH-SY5Y
hiicrelerinin mikroskop goriintiileri. 70
1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin TNF-o /protein
pg/ng diizeyleri grafigi. 72
Diisiik doz BPA uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin kaspaz-8 diizeyleri
grafigi 73
Diisiik doz BPA’nin SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri tizerindeki etki

mekanizmasi. 80



1.1

1.2

3.1

3.2

3.3

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7
4.8

4.9

4.10

411

412

XVii

TABLOLAR
Kimyasal yapilarina gore endokrin sistem hormonlar1 siniflandirilmasi. 1
Endokrin bozucularin iireme sistemi disindaki etkileri. 4
RT-PCR islemi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami 44
Gen ekspresyonu ¢alismalart i¢in tasarlanmig primerler 45
BSA standart ¢Ozeltilerinin stok BSA ile hazirlanisi 47

Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmis SH-SYS5Y hiicrelerinde
yapilan farkli saatlerdeki yiizde canlilik verileri 52
1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde nNOS gen
ekspresyon diizeyi sonuclari. 53
Artan derigimlerde (0-100 uM ) BPA uygulanmis hiicrelerin NO derisimleri
(ng/ml). 55
Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin
Griess yontemiyle elde edilmis % NO verileri. 55
MTT sitotoksisite deney sonuglari ve Griess yontemiyle elde edilmis %NO
verilerinin birlikte degerlendirilmesi 57
48 saat siiresince 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmig SH-SYSY hiicrelerinin %
MTT, % LDH ve % NO degerleri 58
SH-SYS5Y hiicrelerinden elde edilen RNA 6rneklerinin safligi ve miktar1 60
SH-SY5Y hiicrelerinden saflastirilan RNA’lardan olusturulmus cDNA’lerin
miktar ve saflik tayini sonuglari 61
48 saat siiresince artan dozda (1 pM, 1 nM) BPA uygulanmis olan SH-
SYS5Y hiicrelerinde AChE ve BuChE genlerinin ekspresyon diizeyleri 62
1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin ortalama spesifik
AChE aktivite verileslri ( U/mg protein) 66
1 pM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerin TALI gériintiilii hiicre
sitometresi ile elde edilen apoptotik, nekrotik, ge¢ apoptotik ve canli %
hiicre popiilasyon ortalama degerleri. 67
48 saat boyunca 1 nM BPA ve Nek-1 uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin
apoptotik, nekrotik, ge¢ apoptotik ve canli % hiicre popiilasyon ortalama

degerleri. 69



4.13

4.14

xviii

BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde birim protein derisimine diisen
TNF-o miktar1 ortalama degerleri (pg/pg). 71
Diisiik doz BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde protein derisimine gore

normalize edilen % Kontrol Absorbans ortalama degerleri. 73



1. GIRIS

Viicut dokular ile organlar arasindaki koordinasyonun saglanmasinda iki ana
sistem rol tstlenmektedir; bu sistemler sinir sistemi ve endokrin sistemdir (1). Sinir
sistemine O6zgili noronlar, hiicreler arasi sinaptik boslukta salinan norotransmitter
araciligiyla sinyal gonderme ve alma islemini hizlica gercgeklestirmektedir (2).
Endokrin sistem ise 6zellesmis organlar ve kimyasal sinyaller salgilayan bezlerden
olusmustur. Endokrin sistem tarafindan ekstraseliiler siviya sekrete edilen hormon adi
verilen kimyasal sinyaller viicutta bulunan her hiicreye kan araciliiyla
tasinabilmektedir. Bu hormonlar biiyiime, sindirim, iireme, homeostaz gibi metabolik
islevlerde ve bu islevlerin kontrolinde 6nemli gérev almaktadir (1). Hormonlar
Kimyasal yapilarina goére Tablo 1.1 ’de sunuldugu gibi steroit hormonlar, protein ve
peptit yapili hormonlar ve aminoasitten tiireyen hormonlar olarak ii¢ kategoride

siiflandirilmaktadir.

Tablo 1.1 Kimyasal yapilarina gére endokrin sistem hormonlari siniflandirilmasi.

Kimyasal Yap1 | Endokrin Bez | Hormon
Anterior Luteinlestirici hormon
Hipofiz Folikiil-stimiile edici hormon
Adrenokortikotropik hormon
Tiroid-stimule edici hormon
Biiylime hormonu
Prolaktin
Hipotalamus Somatostatin
Biiylime hormonu-salgilatict hormone
Tirotropin-salgilatict hormone
Protein ve Gonadotropin-salgilatict hormone
Peptit Yapih | Paratiroid Paratirod Hormonu
Hormonlar Gastrointestinal | Gastrin
Sistem Kolesistokinin
Sekretin
Pankreas Insiilin
Glukagon
Somatostatin
Tiroid Kalsitonin
Adrenal Aldosteron
Korteks Kortisol
Yumurtalik Estradiol
Progesteron




Steroit Yapida Testosteron
Olan Testis Testosteron
Hormonlar Estradiol
Gastrointestinal | Serotonin
Sistem
Aminoasitten | Adrenal Epinefrin
Tiireyen Medulla Norepinefrin
Hormonlar Hipotalamus Dopamin
Tiroid Tiroksin (T4)
Triiyodotironin (T3)

Endokrin bezleri ve hormonlar: viicuttaki homeostazin kontroliiniin en 6nemli
bilesenlerindendir (3). Hormonlar indirekt olarak spesifik reseptor proteinlere
baglanarak etki edebilirler. Reseptor proteinler hormon ile etkilestiginde sinyal iletim
sistemi hormonal cevabin olusumu icin devreye girer. ki temel sinyal iletim sistemi
tanimlanmistir. Hipotalamik ve hipofiz hormonlar1 gibi hidrofilik hormonlar hiicre
membranlarini kolayca gecemediklerinden transmembran reseptorlerinin ekstraseliiler
bilesenlerine baglanirlar. Hidrofilik hormonlarin membrana bagli reseptore
baglanmas1 sonucunda intraseliiler sinyalizasyon yolag: aktive olur ve bdylece kisa
siirede hiicre fonksiyonlarinda degisiklikler meydana gelebilmektedir. Diger iletim
sistemi ise viicutta sentezlenen en giiglii 6strojen olan 17 B-estradiol (E2) gibi steroit
yapili cinsiyet hormonlarini igeren lipofilik hormonlar tarafindan kullanilmaktadir (4).
Bu hormonlar intraseliiler reseptorlere baglanip spesifik genlerin transkripsiyonunu
indiiklemektedir. Bu intraseliiler reseptorler ligand bagimli transkripsiyon faktorler
gibi davranir ve niikleer reseptor siiper ailesine aittirler. Ostrojen reseptorleri gibi
trityodotronin, retinoik asit, kortizol, androjen, progesteron ve aldosteron reseptorleri
de bu aileye ait reseptorlerdendir (5). E2, tireme organlarinin gelisimi, kardiyovaskiiler
diizenlenme ve inflamasyonun modiilasyonu gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde goérevli steroit yapili hormonlarin basinda gelmektedir. Bu steroit
yapili hormon sekonder cinsiyet karakteristiklerinin ve seksiiel davranislarin
gelismesinde ve hipotalamik gonadotropin-salgilatict hormonun ekspresyonu
salgilanmasinda 6nemli rol iistlenmektedir. Luteinlestirici Hormon (LH) ve folikiil
stimiile edici hormon (FSH) oviilasyonda dstrojenin tiretimini kontrol etmektedir (6).

E2’nin metabolitleri olan &stron ve estriol yiiksek afiniteli ligandlar olup

Ostrojen reseptorler tizerinde zayif agonistlerdir. Bu metabolitlerin inaktif oldugu



diistintiliirken giincel bilgiler dokulara spesifik rollerinin oldugunu gostermektedir (7).
Ostrojenlerin hiicresel sinyalizasyonu dstrojen reseptdr o (ERq) Ve dstrojen reseptor B
(ERg) olmak tizere iki strojen reseptorii tarafindan diizenlenmektedir. Her iki strojen
reseptori de niikleer reseptor ailesinin tiyeleridir (8). Niikleer reseptorler hem spesifik
hormonlara baglanan hem de belirli genlerin transkripsiyonunu etkileyen
transkripsiyon faktorler gibi aktive gosteren protein ailesinden olusmustur (9). ERa
1950’lerin sonlarinda Elwood Jensen tarafindan tanimlanmistir (10). ERp’nin ratlarda
izole edilmesine kadar ostrojen reseptorii olarak sadece ER, biliniyordu (11). Daha
sonrasinda ise insanda ERp Ostrojen reseptor alt tipi olarak tanimlanmistir (12).
Sekonder 6strojen reseptorii olan ERg ve diger reseptor izoformlarinin tanimlanmasi
Ostrojen sinyalizasyonunun kompleks yapisini dogrulamistir. Ayn1 zamanda bu durum
ER. sentezlenmeyen dokulardaki 6strojenik aktiviteyi agiklar niteliktedir. ERp yiiksek
derecede Klasik Ostrojen reseptorii ER, ile benzer sekansa sahipken ERg’nin 17p-
estradiol’e olan afinitesi ER,’ya kiyasla daha azdir (8).

Endokrin bozucular, endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunda degisik
diizeylerde degisime yol agan ekzojen madde veya madde karigimlaridir. Bu maddeler,
hormonlarin iiretimi, salinimi, taginma, aktivite, yikim ve viicuttan atilimlar1 {izerine
etki etmektedir. Endokrin bozucular olarak nitelendirilen kimyasallar poliklorine
bifeniller, fitalatlar, BPA, pestisidler, fitoostrojenler, bazi endiistriyel veya ticari
maddeler, tibbi veya farmasotik trtinlerdir (13).

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansit (U.S. EPA) endokrin
bozucular1 hedef reseptor veya dokudaki hormonlarin etkisini durduran veya taklit
eden ya da direkt olarak endokrin sistem hormonlarinin {iretimini stimiile veya inhibe
eden kimyasallar olarak tanimlamistir (14).

Endokrin bozucular tireme sistemi tlizerine etki etmektedir. Bu dort sekilde
olabilmektedir:

1. Ostrojen Reseptorlerini Uyararak Etkileyeneler: Bisfenol A ve B,

Dietilstilbostrol, Metoksiklor, Klordekon, Oksifenol, Nonilfenol, Genistein,

DTT ve metabolitleri

2. Androjen Reseptorlerini Inhibe Ederek Etkileyenler: Vinklozin, Flutamid,

DTT ve metabolitleri, Metoksiklor, Fenitrotion, Prosimidon, Linuron



3. Steroit Hormon Sentezini Inhibe Edenler: Fitalatlar, Trifeniltin, Feniramirol,

Fadrozol, Ketokonazol, Finasterid, Endosulfan

4. Apoptozise

kloropropan

Neden Olanlar: Deltamerin, Oksilfenol, 1,2-dibromo-3

Endokrin bozucularin {ireme sistemi disindaki etkileri Tablo 1.2°de

Ozetlenmistir (15-17).

Tablo 1.2 Endokrin bozucularin iireme sistemi disindaki etkileri.

Disi Erkek

Kanser Kanser hiicre cogalmasinin ve Testis kanseri
anjinogenezisin azalmasi (fitodstrojenler), | riskinin artmast,
iyi ve kotii huylu kanserlerde azalma prostat kanseri
(soyal1 tirtinler) disinda endometrial gelisme riskinin
hiperplazi, vajinal adenokarsinom, uterus | artmasi veya
kanseri, meme kanseri gelisme risk artis1 | azalmasi

Teratojenik

Iskelet kalsifikasyonlar1, ventrikiillerde genisleme, gebelerde
yavru sigan sayisinin azalmasi, yasayan yavru si¢an sayisinin

Etkileri
azalmasi, intrauterin 6liim, abortus, diisiik dogum kilosu
Tiroid Fetal tiroid hormon bozukluklari, tiroid hormonu konjugasyon
Fonksiyonlari bozuklugu, serum tiroksin seviyelerinde diistikliik
Kardiyovaskiiler | Kolesterol diisiikliigii ve antioksidan etkiler (fitodstrojenler),
Etkiler trombosit agregasyon bozukluklari
Kemik Kemik mineral dansitesi iizerine olumlu (fitodstrojenler) ve
olumsuz etkiler, epifizlerin erken veya ge¢ kapanmasi
Diger Postnatal biiylime bozukluklari, viicut agirlig: azlig, erkek/kiz
yavru oraninin bozulmasi
Bisfenol A, (BPA, 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan) polikarbonat plastik

yapisindaki epoksi regine yapiminda ve polimer olmayan diger plastiklerde katki

maddesi olarak siklikla kullanilan endiistriyel bir bilesendir (18). BPA Sekil 1.1’de

gortilebilecegi iizere iki metil fonksiyonel grup iceren bir metil kopriisii ile birbirine

baglanmis iki fenol halkadan olusmus bir kimyasaldir (19). BPA diinya genelinde en

fazla tiretilen kimyasallar arasindadir. 2011 yilinda yaklasik olarak 24 milyar liralik



degerde BPA iiretimine ulagilmis olup yilda 100 tonun iizerinde BPA’ nin atmosfere

salindigi bildirilmistir (20-22).

CHs
HO OH
CHs

Sekil 1.1 BPA’ nin kimyasal formiilii.

BPA ilk olarak A. P. Dianin tarafindan 1891 yilinda sentezlenmis olup 1930’lu
yillarda sentetik Gstrojen eldesi i¢in yapilan ¢alismalarda detaylica aragtirilmistir. Bu
aragtirmalar esnasinda BPA’nin Ostrojenik etkileri ele alinsa da BPA analogu olan
dietilstilbostrol (DES)’iin dstrojenik etkisinin BPA’dan daha fazla oldugu anlagilinca
BPA’nin farmasétiksel kullanimina son verilmistir (21)

BPA iki mol fenol ve 1 mol asetonun reaksiyona girmesiyle asit katalizi

sonucunda sentezlenen bir molekildiir. Sekil 1.2°de BPA’nin sentez reaksiyonu

goriilmektedir (23).
I
2 HO + H3C—C—CH;
Fenol Aseton
-H,0 |H*
Y
CH;
HO OH
CH;
Bisfenol A

Sekil 1.2 BPA’nin sentez reaksiyonu



Birgok insan, giiniimiizde kullanilan geri doniistiiriilmiis siselerde, epoksi
recinelerle kapli teneke kaplarda ve polikarbonat kutulardaki igerisine BPA sizmig
olan yiyecek ve icecekleri tiiketerek bu kimyasala maruziyet yasamaktadir. BPA
molekiillerinin epoksi recinelere ve polikarbonatlara baglanmasini saglayan ester
baglarinin hidrolizi sicaklik, asidite ve 1s1 gibi ¢evresel faktorlerle artabilmektedir (24).

Bisfenol A (BPA) yapilan ¢ogu ¢alismada ostrojenik 6zellik gostermesinden
otiirii endokrin bozucu kimyasal (EDC) olarak nitelendirilmistir. 1938’de BPA’nin
insan ostrojen reseptoriine (ER) baglandigi ve aktive ettigi Dodds ve Lawson
tarafindan bildirilmistir (25). BPA molekiilii ER, ve ERpg olmak iizere iki adet ER alt
tipine baglanabilmektedir. BPA her iki Ostrojen reseptorii alt tipine baglanarak gen
ekspresyonunu aktivasyon veya baskilama yoluyla degistirerek etkisini
gosterebilmektedir. BPA, bazi dokularda 6strojen agonisti olarak etki gosterirken bazi
dokularda ostrojen antagonisti olarak islev gordiigiinden Ostrojenik aktivite
bakimindan iyi bir segici+ dstrojen reseptor modiilatorii olarak tanimlanmaktadir (26).
BPA molekiilii, en aktif dstrojen molekiilii olarak bilinen 17 B-estradiol’e kiyasla
ostrojenik reseptorlerine 1000-2000 kat daha az afinite gostermektedir (27).

BPA zayif 6strojen olarak siiflandirilmig olsa da gilincel ¢alismalarda diisiik
derisimlerde bile niikleer reseptorlere baglanarak hiicre ve dokularin fizyolojik
fonksiyonlarimi etkileyebildigi ortaya konmustur (28). Ayrica BPA’nin tiroid hormon
reseptorleri, androjen reseptorleri, peroksizom proliferatdr aktif reseptorleri, diger
endokrin sitem reseptorleriyle de etkilestigi bilinmektedir (27).

BPA, Fransa Ulusal Saglik ve Medikal Arastirma Enstitlisi INSERM in 2010
yilinda yayimladigi raporda iireme sistemi toksik maddesi olarak kategori 3’te
smiflandirilmistir. Ureme icin endise verici diizeyde toksik oldugu bu raporda
belirtilmistir (29). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) BPA hakkindaki ilk risk
degerlendirmesini 2006°da yayinlamistir. Bu degerlendirmede BPA igin tolere
edilebilen giinliik alimin (TDI) 50 pg/kg viicut agirligi/giin oldugunu bildirmis ve
besinler araciligiyla eriskinler, gengler ve bebeklerin maruz kaldigi BPA’ nin bu
degerden diisiik oldugunu belirtmistir (30). EFSA 2008 ve 2010°da yayimladig: diger
raporlarda da BPA i¢in belirlenen TDI’'nin disiiriilmesine gerek olmadigimi
vurgulamistir  (31,32). Ancak belirlenen bu referans degerinden daha diisiik

derisimdeki BPA’nin da birgok etki gosterebildigi yapilan in- vivo ve in-vitro



deneylerde gozlemlenmis ve BPA’nin dogrusal olmayan doz cevap (non monotik doz
cevabi - NMDR) etkilerine dikkat ¢ekilmistir (33). Bu ¢alismalar sonrasinda Amerikan
Gida ve ilag Dairesi (U.S. FDA) tarafindan 2010’da ve EFSA’nin ise 2015°de
yayinladigi raporda BPA i¢in belirlenen TDI derisimi 4 ug/kg viicut agirligi/giin olarak
giincellenmistir (34,35). Giincelleme Oncesinde yayinlanan raporlarda yalnizca
BPA’nin besin araciligiyla alimi incelenmistir. Bununla beraber BPA’ya maruziyetin
biiyiikk bir miktarda yiyecek kaynakli olmayan dogadaki su kaynaklari, hava, toz,
termal kagit, diger kagit tiirleri, kozmetik, dental malzemeler, tibbi cihazlar ve diger
saglik uygulamalar1 gibi yollarla da oldugu bilinmektedir (36).

BPA dogadaki su kaynaklarina BPA igeren iiriinlerden sizabildigi gibi aritma
tesisleri ve depolama sitelerinden ¢ikan atik sulardan da karisabilmektedir. Birgok
calisma dogal su kaynaklarindaki BPA diizeyinin analizi ve kontroliine katki
saglamaktadir (37). Yapilan calismalara gore atik su aritma tesislerinden ¢ikan
sulardaki BPA diizeyi 370 pg/L’a ¢ikabilmektedir. Yiizey sularindaki BPA diizeyinin
ise 56 ng/L’a kadar ¢ikabildigi tespit edilmistir (38).

Literatiirdeki BPA’nin atmosferdeki diizeyi ile ilgili Asya’dan ii¢, Kuzey
Amerika’dan iki, Avrupa’dan bir olmak {izere toplamda 6 ¢alisma mevcuttur (38). Bu
calismalarda dis havada, evlerdeki ve isyerlerindeki i¢ ortam havasinda BPA varligi
ve plastik fabrikalarindaki mesleki maruziyet arastirilmistir. Maksimum i¢ hava BPA
konsantrasyonlar1 Cin Halk Cumbhuriyeti’nde recine fabrikalarinda bildirilmis (>
50.000 ng / m3), diisiik BPA konsantrasyonlar1 (<100 ng / m® iken) ise konut ve ticari
binalarda bulunmustur. Atmosferde tespit edilen BPA’nin evsel ve elektrik atiklarinin
yakilmast ve sprey boyamadan kaynakli oldugu bildirilmistir. BPA’nin diistik
uguculuk ve diisiik hava emisyon 6zelligi gostermesi, hizli fotooksidasyon yari dmiire
(<7 saat), sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1 atmosferdeki varliginin ihmal edilebilir
ozellikte oldugu 6ne siiriilmistiir (38).

BPA’ nin evlerin i¢ mekanlarinda bulunan epoksi temelli zemin malzemeleri,
yapistiricilar, boyalar, elektronik malzemeler gibi bir¢ok iiriinde yaygin kullanimi
sonucunda BPA bu iiriinlerden buharlasip veya sizintt yoluyla evdeki ortamlara
salinabilmektedir. Bu da baska bir BPA’ ya maruziyet yolunu agiklamaktadir (36).
2011 de yapilan bir ¢calismada Amerika Birlesik Devletleri’nin dogusunda iki farkli

yoreden toplanan 56 toz Orne8inin % 95’inde BPA varligi bildirilmistir.



Numunelerdeki BPA derisiminin 0.5’den 10.200 ng/g’a kadar degisebildigi
gosterilmistir. En yliksek derisim olan 10.200 ng/g BPA, laboratuvar kapilarinda
bulunan hava filtrelerinin ylizeyinde tespit edilmistir (39).

BPA, g6z lensleri, tiip baglantilari, kan oksijenatorleri, yenidogan
inkiibatorleri, nebulizatorler, kateterler, enteral beslenme tiipleri, diyaliz gibi bir¢ok
tibbi cihazda veya saglik hizmeti uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ayrica BPA’nin
polikarbonat konteyner kapaklar1 veya epoksi astarli metal bidonlar ile paketlenmis
olan sivi veya siispansiyon formdaki ila¢ formiilasyonuna sizabildigi US. FDA
tarafindan 2009 yilinda yayinlanan degerlendirmede belirtilmistir (40).

Dis hekimlerince kullanilan regine temelli dental malzemeler genellikle
polimer matriks ve regine matrikse silikonla birlestirilmis inorganik dolgu
malzemelerinden olusmaktadir. Dis tedavisinde en ¢ok kullanilan regine
metakrilatlardir (41). Dental kompozit regineler ko-monomer karigimlarindan olusur
ve genellikle bisfenol-A glisidil metakrilat (bis-GMA) temellidir. Ayrica bu recineler
bisfenol-A dimetrilat (bis-DMA) gibi diger monomerleri de igerebilmektedir. Bu
monomerin salyada bulunan esterazlarla hidrolizi sonucu BPA salyaya
gecebilmektedir (36).

Yukarida da belirtildigi gibi BPA giinliik yasantimizda neredeyse her alanda,
fark ettigimiz veya etmedigimiz bir¢ok sekilde bize ulasip etki gosterebilen, diinya
genelinde biiyiik 6l¢iide tiretilen ve liretilmesine de devam edilecegi diisiiniilen bir
kimyasaldir. BPA’ya maruziyet boylece kagimilmaz iken; maruziyetin sonucundaki
etkilerinin incelenmesi de bir o kadar 6nemli ve gerekli hale gelmistir.

Bu tez kapsaminda diisiik doz BPA’nin insan SH-SY5Y noéroblastoma
hiicrelerindeki Olim mekanizmalarma olan etkilerinin  kolinesteraz enzimleri

cergevesinde aydinlatilmast amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicre Hatti

SH-SYS5Y hiicreleri insan kemik iligi dokusundan elde edilmis ndroblastoma
hiicreleridir. Morfolojik olarak epitelyal 6zellik gosteren SH-SYSY hiicreleri kiiltiirel
olarak hem tutunan hem yiizebilen karma tip hiicrelerdir. SH-SYS5Y hiicreleri, SK-N-
SH insan noroblastoma hiicre dizininden sub-klonlanarak elde edilmis olan SH-SY
hiicre hattindan tiirevlendirilmistir (42). Parental SK-N-SH hiicre dizini ilk olarak
1970’de 4 yasindaki kiz ¢ocufuna ait metastatik kemik iligi dokusundan elde
edilmistir (43). Bu hiicre hatt1 spesifik bilesenlerin eklenmesiyle ¢esitli tipte
fonksiyonel ndronlara doniistiiriilebildiginden nérodejeneratif hastaliklar igin model
olusturabilecek ozellige sahiptir (44). SK-N-SH ve SH-SYS5Y hiicrelerinin 1s1k
mikroskopu altindaki goriintiileri Sekil 2.1°de verilmistir (45,46).

Sekil 2.1 SK-N-SH ve SH-SY5Y hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri.

2.2 Bisfenol A (BPA)

BPA ilk olarak A.P.Dianin tarafindan 1891 yilinda sentezlenmistir. Sonrasinda
1930’lu yillarda sentetik Ostrojen eldesi i¢in yapilan caligmalar kapsaminda ise

ayrintili  sekilde arastirilmistir. Bu arastirmalar esnasinda BPA’nin  Ostrojenik
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Ozellikleri ele alinmistir ama farmasotiksel kullannmi BPA analogu olan
dietilstilbostrol (DES)’tin strojenik etkisinin BPA’dan daha fazla oldugu anlasilinca
durdurulmustur. BPA 6strojen reseptorlerinden (ER) hem ER,’ya hem ERgp’ya
baglanabilmektedir. BPA’nin ERp’ya olan afinitesi 10 kat daha fazladir. Bununla
beraber BPA’ nin Ostrojenik reseptorler (ER) igin afinitesi estradiol’den 10.000 kat
daha zayiftir (21).

BPA’ nin biyoyararlanimi maruziyet yoluna gore degiskenlik gosterdiginden
insanda BPA’nin maruziyet riskinin degerlendirilmesinde 6nemli bir faktordiir. BPA
oral yolla alindiginda ¢ogunlugu hizli bir sekilde emilime ugrar. Gastrointestinal
sistemde ve karacigerde bulunan iridin difosfat glukuronoziltransferaz (UGT)
izoformlar1 ve siilfontransferaz araciligiyla aliman miktarin neredeyse tamami
konjugatlarina dontismektedir (47).

1938 yilinda Dodds ve ¢alisma arkadaslarinin BPA’ nin analog molekiilii olan
DES’in daha yiiksek oOstrojenik etkiye sahip olmasini agiga c¢ikarmasiyla BPA
molekiiliiniin ilag olarak bir geleceginin olmayacagi anlasilmigtir (48). BPA’nin
plastik yapiminda kullanilabilecegi 6ne siiriilmiis ve 1940’11 yillarda re¢ine yapiminda
kullanilmasia baslanmistir. 1957°de Bayer ve General Elektrik icecek ve yiyecek
paketlemesinde kullanilan polikarbonat (PC) olusturan BPA polimerizasyonunu
kesfetmistir. Bu gelisme plastik yapimindaki BPA kullaniminda hizl bir sekilde artiga
sebep olmus ve BPA’y1 diinyada en ¢ok kullanilan ticari iiriin haline getirmistir (49).
Bu kadar sik kullanimi olan bir molekiiliin bir siire sonra yasaklanip kontrol altina
alinmak istenmesinin bazi sebepleri vardir. Bu sebeplerin en basinda BPA’nin
kullanildig1 {iriinlerden cevreye sizabilmesi ve kronik maruziyet yaratabilmesi
BPA’nin gevreye ve yiyeceklere kontaminasyonuna, epoksi regine ve polikarbonat
gibi BPA polimerlerin iiretimi, uygulamasi, kimyasal islemi, diflizyonu ve hidrolizi
katk1 saglamaktadir. Bunun sonucunda BPA monomerleri, polikarbonat (PC)
plastiklerden ekosisteme ve yiyeceklere salinmaktadir (50,51). PC’lerden BPA
monomerlerinin s1izmasina dair yapilan ¢aligmalar sonucunda diigiik pH degerine sahip
cozeltilere PC’lerden daha yiiksek miktarda BPA sizintisinin oldugu ve ¢ozeltilerdeki
katyon varliginin PC hidrolizini 6nemli bir sekilde etkilemedigi gézlemlenmistir (50).
PC igeren siselerden BPA sizintis1i orami siselerin igerisindeki sivinin kimyasal

ozelligine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Etanol ve su karisimi igerisine BPA
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sizintis1 sadece su iceren PC plastik siselere kiyasla daha hizli iken, zeytinyag1 igeren
PC plastik siselerden BPA sizintisinin ise ihmal edilebilecek derecede az miktarda
oldugu belirlenmistir (52).

Yapilan diger bir arastirmada, sicaklik artisinin epoksi reginelerden BPA
salmimini artirdigr ispatlanmigtir (53). Pastorizasyon islemi sirasinda besinlerin
konuldugu, yapiminda epoksi recine kullamlmis teneke kutularin 1sist 100 ° C’ye
cikmaktadir. Bu sicaklik artisinin BPA’nin polimerlerden 18 kat daha hizla
salinmasmna yol agtifi ortaya konmustur. Ayrica kutularda kullanilan epoksi
recinelerden salinan BPA konsantrasyonu ile kalayli gida maddelerinin pastdrizasyon
sicakligi arasinda bir iliski oldugunu kanitlanmistir. Pastorize edilmeyen ayni
ambalajla paketlenmis besinlere BPA sizintisinin 6nemli 6l¢iide az miktarda oldugu
da ayni ¢caligmada gosterilmistir (50).

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (U.S. EPA) endokrin
bozucu maddelerin “diisiik doz” etkilerini geleneksel toksikolojik ¢alismalarda
kullanilan dozlardan daha diisiik dozlarda yapilmis risk degerlendirme g¢alismalara
bakarak giindemine almistir. 1997 6ncesinde BPA i¢in risk degerlendirmesi amaciyla
yapilmis c¢alismalarda kullanilan en diisiik doz, yan etki goriilen en diisiik diizey
(LOAEL) olarak kabul edilen 50 mg/kg/giin idi. Bu belirlenen doz EPA’nin referans
dozunu 50 pg/kg/giin olarak belirlemesindeki hesaplamalarda dikkate alinmustir.
(54,55).2001°de Amerika Ulusal Toksikoloji Programi tarafindan diisiik dozdaki EDC
lerle ilgili yayinlanan raporda EPA tarafindan oncesinde belirlenmis 50 pg/kg/giin
referans dozun altinda da BPA’nin zararli etkilerinin goriilebilecegine dikkat
cekilmistir. 2005°de Saal ve Hughes diisiik doz BPA’ nin etkilerini gosteren birgok
caligmay1 kapsayan bir derleme yaymlamistir (54). 2006’da Saal ve Welshons
LOAEL’in altindaki BPA’nin etkilerini ortaya koyan 100’lin lizerinde ¢aligmay: rapor
etmislerdir (56). 50 pg/kg/glin dozun altindaki BPA’nin etkilerini inceleyen 40 ¢alisma
da aynmi yilda litaretiire sunulmustur (56). 2009’da Ulusal Cevresel Saglik Bilimleri
Enstitiisit (NIEHS) BPA’nin toksisitesi ile ilgili veri bosluklarini tamamlamak ve yeni
bir gergeve belirlemek amaciyla bir ¢alisma baglatmistir. Bu ¢alisma ¢ergevesinde in-
vitro ve in-vivo BPA toksisitesi 100 galismada ele alinip incelenmistir. BPA igin diisiik
doz 107" M olarak belirlenmistir. Ele alman 105 in-vivo ¢alismada ise EPA tarafindan

belirlenen referans doz olan 50pug/kg ve daha diisiik derisimde BPA dikkate alinmistir.
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Bu arastirmalardan bircogunda 5 pg/kg’ dan daha diisiik derisimde BPA’nin da in-
vivo etkinligi belirlenmistir. Memeli olmayan deney hayvanlariyla yapilan in-vivo
calismalarda ise 17.2 mg/L BPA diisiik doz olarak belirlenmistir (57).

Son yillarda BPA’nin diisiik dozlarda endokrin sistemi olumsuz yonde
etkiledigi ayrica merkezi sinir siteminde bozukluk ve immiin sistem iizerine de
olumsuz etkileyebilecegi belirtilmektedir (58). Ayrica BPA maruziyetinin
kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, ve renal sistem iizerine olumsuz etkilerinin
oldugu ve dogum defektleri ile meme kanseri gibi rahatsizliklara yola agabildigi
bildirilmistir (59). BPA’nin bu etkileri Sekil 2.2°de sematize edilmistir.

Bisphenol A [ ;

Hiicresel Oksidatif
Sinyalizasyon Stres

ERK, JNK, NF-xB 1 bl I

KinaZ > v ‘ Pmtein
Aktivasyors Epigenetik WS

Degisiklikler
s Genetik
- 5

Disfonksiyon

DNA metilasyonu

:J Histon Modifikasyonu w
' \ mikro RNAs ekspresyonu Antioksidan
-
likenmesi
i DNA adiiktii Likeuuies
_ Anoploidi
: Mutajenite /
Solunum Kardiyovaskiiler Renal Metabolik s . Endokrin
- X f % : Sinir Sistemi 3
Sistemi Sistem Sistem Sistem Sistem

Diabet Tip 2, Obezite, Ureme bozukluklar, Kardiyovaskiiler hastaliklar, Dogum defektleri,
Davranis bozukluklari, Kronik solunum hastaliklari, Kronik bobrek hastaliklari, Meme kanseri

Sekil 2.2 BPA’nin kronik hastaliklar tizerine etkileri (59).

BPA maruziyeti santral sinir sistemi (SSS) fizyolojisine her yasta etkili olsa
bile beynin gelisme evresinde BPA maruziyeti tehlikesi, lipofilik kimyasal yapinin
BPA’nin kan-plasenta ve kan-beyin bariyerlerini kolayca geg¢mesine olanak
vermesinden &tiirli laktasyon siiresince de fazladir (60). Eriskin maruziyetindekinden
farkli olarak SSS’in embriyonik/fetal/neonatal gelisiminin erken evresindeki BPA

maruziyeti baslica beyin fizyolojisini degistirdigi bildirilmistir (61,62). Ayrica ayni
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calismada fizyoloji degisikliginin BPA maruziyeti yasayan hayvandan yavrularina da
epigenetik olarak aktarildig: belirtilmistir (62). Buna ek olarak BPA’nin, 6strojenik ve
antiandrojenik aktivitesinden dolay1 endokrin sistem ve beyin fonksiyonlarini kontrol
eden noronal agmm dimorfik gelisimini etkileyebildigi Delfosse ve arkadaslar
tarafindan 2014°te yaymlanmistir (60,63). Tiroid hormonlarinin beyin gelisiminde
onemli role sahip olmasindan oOtiiri yapilan diger aragtirmalarda tiroid hormonu ve
BPA arasindaki iligski irdelenmistir. Dogum Oncesi BPA maruziyeti dogum sonrasi
erkek bebekte tiroid stimiile edici hormonun (TSH) serumdaki seviyesinde azalmaya
yol acgtigr ortaya g¢ikarilmistir (64). Bir diger ¢alismada ergenlik ¢agindakiler ve
erigkinlerde idrardaki BPA ile TSH ve/veya total tiroksin (T4) arasinda negatif iliski
varhigr saptanmistir (57). Bu iliskiyi inceleyen diger bir ¢alismada idrardaki BPA
diizeyi yiiksek gebe kadinlarin yenidogan kiz ¢ocuklarinin kordon serumunda TSH
seviyelerinin diistikliigii tespit edilmis ve arastirmacilar tarafindan dogum 6ncesi BPA
maruziyetinin TSH diizeyini disiirebildigi one siiriilmistiir (65). BPA’nin tiroid
hormon reseptorii antagonisti olarak etki ettigi ve reseptoriin tiroid hormon (T3)
tarafindan stimiile edilen transkripsiyonel aktivitesini baskiladigi aciga ¢ikarilmistir
(66). In-vivo ve in-vitro kosullarda insanda saptanan plazma diizeyinden daha diisiik
doz BPA’nin (10~ ° M) tiroid hormon sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu
ve transkripsiyonel faktorlerini etkiledigi diger bir calismada belirtilmistir (67).
BPA’ya maruziyetin yaygin bir sekilde birden ¢ok yolla olduguna dikkat ¢ceken
bir caligma Calafat ve arkadaglari tarafindan yayimlanmstir (68). Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi tarafindan Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bu ¢alismada
insanlardan alinan idrar orneklerinin % 95° inde 0,4 ppb ile 8 ppb araliinda BPA
varhigi tespit edilmistir (68). Ayrica insan kan ve dokusunda bulunan konjuge olmayan
BPA miktar1 da aynmi aralikta bulunmustur. Elde edilmis bu sonu¢ BPA’ nin hizlica
metabolize oldugunu, BPA maruziyetinin devam eden bir siire¢ oldugunu ve ayni
zamanda bir¢cok kaynaktan olabilecegini acikg¢a gostermektedir (54). Cin Halk
Cumbhuriyeti’nde yapilan bir diger calismada BPA’ya yaygin bir sekilde maruz kaldig:
diistiniilen genclerden olusan bir gruptan idrar 6rnekleri toplanip analiz edilmistir.
Idrar Srneklerindeki total BPA derisiminin 0,19 ve 23,9 ng/mL araliginda oldugu
bildirilmistir. Elde edilen verilerin BPA i¢in EFSA tarafindan 2006’da ve Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajans1 (U.S. EPA) tarafindan 2007°de belirlenen
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tolere edilebilen giinliik doz (TDI)’ dan daha diisiik oldugu da aymi g¢alismada
belirtilmistir (69).

BPA’nin immiin sistemini ER, arilhidrakarbon reseptor (AHR) ve muhtemelen
peroksizom proliferator-aktive reseptér (PPAR) etkileyerek diizenleyebildigi
disiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar, BPA’nin immun sistem hiicrelerini hem
stimiile hem inhibe ederek etkileyebilecegini ortaya koymaktadir (70,71). BPA’nin
immiinomodiilator etkisine ait caligmalar az olup, immiin sistemdeki hiicresel
hedefleri ve fonksiyonlari tam olarak anlasilamamistir (72-74). BPA’nin immiin
sistem hiicrelerine etkileri kisaca Sekil 2.3’de 6zetlenmistir.

fcme suyu yoluyla BPA’ya maruz birakilan farelerden elde edilen T-
lenfositlerin interferon gama (IFN Y) iretiminde artis ve interlokin 4 (IL-4)
tiretiminde azalis saptanmistir (70). Bununla beraber 2010’da tamamlanan baska bir
in- vitro ¢alismada, fare T lenfositlerindeki IL-4 ve interlokin- 8 (IL-8) seviyelerinde

artig gozlenmistir (50).

Dendritik Hiicreler CD4+ Lenfositler
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Sekil 2.3 BPA’nin immun sistem hiicrelerine etkileri (71).

Diisiik doz (10 nM) BPA’nin sigan peritoneal makrofajlarinda adherans
belirteglerinin azalmasina yol agtig1 bir diger in-vitro ¢alismada belirtilmistir (75).
Arastirmacilar bu sonuglardan yola ¢ikarak BPA’nin immiin ve inflamatuar cevaplarda

diizenleyici rol {istlendigini onermektedir. Kim ve arkadaslarinin g¢alismasinda



15

BPA’nin immiin sistem diizenlenmesini, niikleer faktor-kappa B (NF-«B)
transaktivasyonunu inhibe etmek suretiyle nitrik oksit (NO) ve tiimor nekrozis faktor-
alpha (TNF-a) diizeyini azaltarak etkileyebilecegi belirtilmistir (18,76).

BPA’nin yukarida agiklandigi gibi olumsuz birgok etkisi sebebiyle kullanimina
dair sinirlandirma ve yasaklama getirilmesi konusu, bilim diinyas1 ve saglik otoriteleri
tarafindan ele alinmistir. Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) 2008’de yayinladigi
raporunda da fetiis, eriskin ve ¢ocuklardaki giincel BPA maruziyetinin beyin, davranig
ve liremedeki etkilerine dair endiselerini kamuoyuyla paylasmistir. 2010’da FDA de
NTP ile ayni endiseleri paylastigini bildirmistir. Ardindan Kanada hiikiimeti BPA
igeren biberonlarin satis ve ithalatini yasakladigini agiklamigtir. Bu gelismeler
sonucunda Avrupa Komisyonu 2011°de polikarbonat beslenme siselerinin iiretiminde
BPA kullanimini siirlandirmistir (77). Sonrasinda FDA Amerika Kimya Birligi’nin
talebine cevaben BPA igeren biberonlarin kullanimint 2012°de yasaklamistir. FDA,
BPA igeren reginelerin paketlemelerde kaplama malzemesi olarak kullanilmasini da
2013’de engellemistir (67). Ulkemizde de Avrupa Komisyonu nun beslenme siseleri
tiretimindeki BPA kullaninmin1 sinirlandirma kararina paralel olarak Tarim ve
Koyisleri Bakanlig: tarafindan 2011 Haziran ayinda BPA igerikli biberonlar ve diger
beslenme geregleri toplatilmistir (78).

2.3 Ostrojen

Ostrojen molekiilii ilk kez 1929 yilinda Tadeus Reichstein, Adolf Butenandt,
ve Edward Adelbert Doisy tarafindan izole edilip karakterize edilmistir (79).

Ostrojen yumurtaliklarda, beyinde ve diger dokularda iiretilmektedir. Ostrojen
her dokuda ergenlik doneminde, {ireme dongiisiinde, beyin gelisimde ve
noroproteksiyonda farkli gorevler iistlenebilmektedir (80).

Estradiol 6strojenin biyoaktif formudur ve dstrojenin diger formlart olan dstron
ve estriol da disilerde iiretilmektedir (81). Aromataz, estradioliin sentezinin son
basamagini katalizleyen ve genellikle birgok dokuda ekprese edilen bazi1 dokulara
spesifik formlar1 olan bir enzimdir. (82).

Ostrojen menstriiel dongii ve iireme sistemi gelisiminde énemli role sahip olan

bir hormondur. Ostrojenin iireme, doku ve organlarinin fizyolojisi lipid
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metabolizmasi, protein sentezi, kompleks etkileri vardir (83). Ostrojenler homeostazi
ve bir¢ok dokunun gelismesi ve farklilasmasinin diizenlenmesinde gorev alan steroid
yapili hormonlardir (84). Ostrojen sinyalizasyon yolagindaki aksaklik tiimér gelisimi,
immun sistem hastaliklari, nérodejeneratif, kardiyovaskiiler sistem ve metabolik

hastaliklara yol agabilmektedir (84).
2.3.1 Ostrojen Reseptorleri

Ostrojenin hiicresel sinyalizasyonunu niikleer reseptdr ailesine ait Ostrojen
reseptorleri olan ER, ve ERp ile diizenlenmektedir. Niikleer reseptorler spesifik
hormonlara baglanan ve ayrica belirli genlerin transkripsiyonunu etkileyen
transkripsiyon faktorler gibi aktivite gosteren protein ailesinden olusmustur (9) . ER,
1950 lerin sonlarinda Elwood Jensen tarafindan Ostrojen reseptorii olarak
tanimlanmistir (10). ERp 1996 yilinda klonlanmis olup ER.’ya kiyasla daha az
karakterize edilmistir. ER,, ve ERg homoloji sekanslar1 biribirine ¢ok benzerdir. ER,
ve ERp DNA baglayan bolgeleri %95 oraninda, ligand baglayan bdlgeleri ise %60
oraninda muhafaza edilmisken; transkripsiyonel aktivite bolgesi AF-1’in bulundugu
NH2-terminal bolgesi sadece %20 oraninda korunmustur (85,86).

Her iki Ostrojen reseptorii de 17p-estradiol’e afinite gostermektedir. ERp’nin
17B-estradiol’e olan afinitesinin daha diisiik oldugu bildirilmistir (85). Ostrojen
reseptor alt tiplerinin benzer yanlart oldugu gibi dokulardaki dagilimlari,
transkripsiyonel aktiviteleri gibi farkliliklar1 da mevcuttur. Ostrojenin etki ettigi
fizyolojik islemlerin diizenlenmesinde iki reseptor tiirliniin selektif yolaklarin
olugsmasina yol agtig1 anlagilmistir (87).

ER. ve ERp reseptorii haricinde G-protein bagli ER1 (GPER) olarak da bilinen
G-protein bagl reseptor 30 (GPR30) iiglincii Ostrojen reseptorii olarak kabul
gormiistiir. GPER 0Ostrojen ve diger ligandlara afinite gdsteren membrana bagli bir

reseptordiir (88).
2.3.2 BPA’nin Ostrojen Reseptorii Uzerine Etkileri

Endokrin bozucularin insanda sentezlenen endojen ostrojenin etkilerini taklit
edebilecegi One siiriilmiis ve endokrin fonksiyonlar1 bozup fertilitede azalmaya, iireme

kanalinda konjenital malformasyona ve Ostrojen ile etkilesen dokulardaki kanser
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riskinde artmaya yol a¢tif1 anlasilmistir (89). Ostrojenik aktivite gdsteren bu
kimyasallardan biri de BPA’dir. BPA’nin sadece Ostrojen taklit edici ozellikte
olmadig1 aym1 zamanda Ostrojen reseptorlerinden ER, ile etkilestigi ve Ostrojenik
aktivite gosterdigi HepG2 hepatoma hiicre hattinda yapilmis ¢calismada gosterilmistir
(90). Disi ratlarda {ireme dongiilerininin farkli fazlarinda BPA’nin ER’lere olan
etkisini uzun siireli etkisini analiz etmek amaciyla yapilmis bir ¢alismada ER’lerin
sayisinda degisiklige yol agtig1 bildirilmistir (91).

BPA ER,’ya baglanmasiyla E2’yi taklit edici ozellik gostermesi hizh
ekstraniikleer yolagin aktivasyonuna yol agmaktadir. BPA’nin ER, ekstraseliiler
mekanizmasina olan etkisine diger bir Ornek ise intraseliller depodan Ca* *
salinmasinin hiicre motilitesinde, sinyalizasyon islemlerinde ve ekzositozisde
degisikliklere yol agmasidir (92). Sekil 2.4’ de Ostrojenin O6lim ve sagkalim

mekanizmalarina olan etkileri goriilmektedir.

ESTROJENIN ETKILEDIGi OLUM VE SAGKALIM MEKANIiZMALARI
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Sekil 2.4 Ostrojenin 6liim ve sagkalim mekanizmalarina etkisi (93).
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ER. sinyali hiicreleri proliferasyona sevk ederken, E2 ise ERP hizli sinyalinin

hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu sebepten 6tiirii ER/ERg sinyalizasyonu



18

arasindaki denge E2 aracili hiicre 6liimii ve proliferasyonunda ¢cok 6nemli bir noktadir
(94).

Diisiik doz BPA maruziyetinin ER,, iizerinden proliferasyona yol a¢tig1 yapilan
arastirmalarda bildirilmistir (95,96). BPA’nin ERp karsisinda ise E2-ERg kompleks
antagonisti olarak etki ettigi tespit edilmistir (97,98). Bu veriler BPA nin E2-aracili
hiicre oliimii ve proliferasyonunu diizenledigini ortaya ¢ikarmistir. Diger yandan
BPA’nin ERg aktivitesi dengesini kurmadan yalnizca hiicre proliferasyonunu tesvik
ederek hiicreleri kanser transformasyonuna siiriikleyebilecegi ayni ¢alismada
belirtilmistir (27). Sekil 2.5’de BPA’nin ER./ERg sinyalizasyonu arasindaki dengeye

olan etkileri goriilmektedir.

BPA ‘nin ERe/ERpB dengesine etkisi
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ERK/NF-kB

|

Global Metilasyon Artisi
TNFao, IL-6, IFNy, TGFp, Hipermetilasyon (ERa ve ERB
IL-10, NO Promoter) Artisi

Sekil 2.5 BPA’nin ERa/ERp dengesine olan etkisi (99).

2.3.3 BPA’nin Ostrojenin Beyindeki Roliine olan Etkileri

Giincel galismalar ostrojenin biligsel, 6grenme, hafiza, sinirsel gelisim gibi
birgok beyin fonksiyonunda krtitik bir rol oynadigina dikkat cekmektedir. Klinik ve
preklinik caligmalarin ¢ogunda Ostrojenin norogelisimsel hastaliklarda koruyucu
roliiniin varligina vurgu yapilmaktadir (81). Ostrojen reseptdr diizeylerindeki

degisiklikler sizofreni gibi nérogelisimsel hastaliklarda tanimlanmistir (81).
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ER,’nin cinsiyet karakteristigi ve bulug cagi gibi norobiyolojik iireme
sistemini modiile etmekten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. ERp’nin ise anksiyete
lokomosyon, korku, hafiza ve 6grenme gibi lireme sistemiyle iliskili olmayan
norobiyolojik sistemin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda
ERP korteks hippokampus ve serebellumda sentezlenen temel Gstrojen reseptoriidiir

(81). Ostrojen reseptérlerinin fizyolojik islevleri Sekil 2.6’da sematize edilmistir.

H H S ~ S o008
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Inflamasayon Sinovilin 1

karakterler
Ureme D1 ve ]?2 NF-xB sinyalizasyon
Sosyoseksii aklgssf;(;l;lu T-hiicre aaktivasyonu
el gelisism ARTAN
Puberte Noroproteksiyon (BDNF)
Endoplazmik
tikulum Str
Bilissellik Rttty Stres
GABA sinyal Duygu durumu
artisi
Ogrenme —
Hafiza mRNA
Saldirganhk transkripsiyon
Motor kontrol Protein
translasyon

Sekil 2.6 Ostrojen sinyalizasyonunun fizyolojik islevleri.

Ostrojenin biyoaktif formu olan 17B-estradiol (E2)’iin néroproteksiyonda
biligsel fonksiyonlarda ve sinaptik plastisitide etkili oldugu bilinmektedir (100-102).
Diger yandan kronik 6strojen yoksunlugu sonucu ndrolojik hastaliklarin riskinde artis
oldugu bildirilmistir (103). Estradiol serebral kan akigini artirdigindan ve glukoz
metabolizmasini kolaylastirdigindan beyinin korunmasinda 6nem arz etmektedir
(104,105). Ayrica 6strojenin elektron transport sistemi aktivitesini artirarak noronlara

enerji saglamasi ile de dstrojenin beyindeki noroprotektif etkisi agiklanabilmektedir
(106).
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Cogu calismada BPA’nin yetiskin beyin gelisimine etkisi in-vivo veya in-vitro
kosullarda incelenmistir. Embriyonik BPA maruziyetinin normal neokortikal
gelisimini ve yetiskin kortikal organizasyonunu bozdugu bildirilmistir (107,108).
Yokosuka ve arkadaglarin tarafindan gergeklestirilen ¢alismada yiiksek doz (500
pg/gin) BPA’nin dentritik ve sinaptik gelisiminde degisikliklere sebep oldugu
aciklanmigtir. Diger yandan kemirgen ve maymunlarda hipokampiise uygulanan
diisiik doz BPA (40-50 ug/kg/giin) sinaptogeneziste anti-ostrojenik etki gostermistir
(109,110). Eriskin disi beyinlerinde E2 sinaps olusumunu artirmakta ve bu etki
eszamanli BPA uygulamasiyla bloklanmaktadir.

Birgok galisma gelisme evresindeki fetiisiin 6strojenik kimyasallara erigkinlere
kiyasla daha hassas oldugunu gostermektedir. Anneler 6strojenik endokrin bozucu
kimyasallar1 transplasental yolla aktarabilmekte ve dogum sonrasinda emzirme
stiresince bu maruziyet yenidoganlarda devam edebilmektedir (111). Yetiskin
farelerde prenatal ve laktasyonel BPA maruziyetinin davraniglara olan etkisini
irdelemek amaciyla planlanan ¢aligmada hamile farelere subkutan 20 mg/kg/giin BPA
uygulanmistir (112). Davranigsal testler uygulanmis elde edilen veriler sonucunda
BPA uygulanan grupta motor aktivitenin baskilandigi, bununla beraber ¢evresini
kesfetme motivasyonunun,  anksiyetenin ve spatial Ogrenme ile hafizasinin

etkilenmedigi tespit edilmistir (112).
2.4 Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Nitrik oksit (NO) son yillarda taninan bir¢ok biyolojik olayda énemli rolii olan,
cok kisa yar1 omiirlii bir serbest radikaldir. NO ve diger bir son {irlin olan sitriillin,
argininden NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir. NOS’in genetik olarak
farkli {i¢ izoformu tespit edilmistir. Bunlar; diisilk miktarlarda iiretilerek vaskiiler
tonusu ayarlayan bir konstitutif endoteliyal izoform (eNOS), yine diisiik miktar
tiretilen sinaptik sekillenme ve ndrotransmisyonu diizenleyen bir konstitutif néronal
izoform (nNOS) ve yiiksek miktarda tiretilerek, immiin/inflamatuar olaylarda rol alan
ve hiicre aracili immiin cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form iNOS dur.
nNOS ve eNOS izoenzimleri NO iiretimi i¢in Ca*™ kalmodulin kompleksine
bagimlidir. Buna karsin iNOS bundan bagimsizdir. NO fizyolojik konsantrasyonlarda
hemen hemen biitiin organ sistemlerinde degisik biyolojik etkilere sahiptir. NO
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gastroentestinal sistem, solunum, kavernéz dokulardaki vaskiiler diiz kaslarin
gevsemesinde Onemli bir mediyatdrdiir. NO merkezi sinir sisteminde, hafizanin
sekillenmesini de igeren g¢esitli fonksiyonlar1 bir norotransmitter olarak destekler
(113). NO norotransmitter olarak direkt etki edebilen ve beynin bir¢ok alaninda klasik
norotransmitterlerin salimini diizenleyen bir bilesiktir. Dolayli olarak ise niikleus
akkumbesde komsu glutaminerjik noronlart uyarip asetilkolin salinmasini stimiile
etmektedir (114). Telensefalonda ve serebellumda NO hafiza gibi bilissel islevlerine
katkida bulunan sinaptik plastisiditenin diizenlenmesinde Onemli rol almaktadir.
Diensefalonda, NO hipotalamusun norosekretuar aktivitesinin diizenlenmesinde en
onemli diizenleyicidir. Mezensefalonda ise NO uyku diizeninin olusturulmasi ve
kontroliinde bir¢ok fonksiyonu regiile etmektedir (115). NO’in beyindeki islevleri

Sekil 2.7°de 6zetlenmistir.

Telensefalon Diensefalon Mezensefalon
NO hafiza gibi bilissel NO hipotalamusun NO uyku diizeninin
islevlerine katkida norosekretuar olusturulmas: ve

bulunan sinaptik aktivitesinin kontroliinde birgok
plastisiditenin diizenlenmesinde en fonksiyonu regiile
diizenlenmesinde onemli diizenleyicidir. etmektedir .
o6nemli rol almaktadir.

Sekil 2.7 Nitrik Oksitin beyindeki islevleri.

Periferde ise gastrointestinal, solunum ve genitoiiriner sistemle ilgili gesitli
fonksiyonlar1 diizenler. Ilave olarak NO’nun konak savunmasi ve immiinolojik
reaksiyonlarda da fonksiyonu vardir (113). NO hormonlar gibi bir¢ok endojen faktor
(Orn. 6strojen) tarafindan diizenlenmektedir. Ostrojenin immiinolojik dokulardaki NO

diizeyine etkisini ortaya g¢ikarmak igin yapilmis bir c¢alismada farelere Gstrojen
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uygulanmasi sonucunda iINOS mMRNA diizeyinde, iINOS protein diizeyinde, ve
splenositlerdeki NO aktivitesinde artig belirlenmistir (116). NO miktarindaki bu artisa
IFN-Y ve ostrojen tarafindan arttirilan pro-inflamatuar sitokinler kismen aracilik
etmektedir. Bu sonug Ostrojenlerin sadece immun cevaplarin diizenlenmesinde degil
ayni zamanda bir¢ok otoimmun ve inflamatuar hastaliklarla iligkili oldugunu
gostermektedir (117).

Ostrojenin santral ve periferal sinir sisteminde néroendokrin aktivitelerin,
bilissel islevlerin, otonomik fonksiyonlarin ve noroprotektif etkilerin diizenlenmesi
gibi ¢esitli fizyolojik etkileri vardir. Bu etkilerin bircogu NO’nun araciligiyla
gerceklesmektedir (116). Noroblastoma hiicrelerinin 17-f estradiol uygulanmasi
sonucunda beynin c¢esitli bolgelerinde NO iireten ndronlarin sayisinda ve NO sentaz
(NOS) ekspresyonunda artis gozlemlenmistir (118). Ayrica néronal NO (nNOS)
ekspresyonu da erkek ve disi fare beyinlerinde 6strojen reseptorleri ile diizenlendigi
bildirilmistir (119). Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde NO’in &strojenin noronal
dokulardaki etkisinin olusmasinda kritik rol tistlendigi goriilmektedir.

NO kolinerjik noérotransmisyonda onemli rol Ustlenmekte ve Alzheimer
hastaliginin (AD) ilerleyisinde etkili olmaktadir (120). Kolinerjik ndrotransmisyon
NOS ekspresyonu ile iligkili olup literatiirdeki c¢alismalar NO’nun kolin
asetiltransferaz  (ChAT) ekspresyonunu modiile ettigini bildirmektedir (121).
Alzheimer hastalarinda beyin dokularindaki ChAT ile NOS arasinda ilgkinin var olup
olmadigina dair yapilmis bir ¢aligmada hipokampiisteki enzim diizeyleri arasinda
anlamli bir farkin olmadig1 bulunmus buna karsin kontrol grubu ile ve Alzheimer
hastalarinin frontal korteks 6rneklerinde iki enzimin aktivitelerinin arasinda anlaml

bir korelasyon tespit edilmistir (121).
2.5 Kolinesterazlar ve Kolinerjik Sistem

Asetilkolin (ACh ) sinir sisteminde iletim yolaginda kritik rol tistlenen kolin ve
aktif asetilden (CoA) olusmus bir norotransmitterdir. Perifer ve merkezi sinir
sisteminde bulunan birgok temel fizyolojik ve biyokimyasal islemlerde gorev
almaktadir (122,123). ACh’in sinir uglarindaki sentezi, yiiksek afiniteli kolin tasiyici
(CHT1) ile alimina ve kolinin Asetil-CoA ile asetilasyonunu katalizleyen kolin
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asetiltransferaz enzimine (ChAT) bagl olarak degismektedir (124). ACh sentezi Sekil
2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8 Asetilkolin (ACh) sentezi (123).

ACh sentezlendikten sonra sinaptik vezikiile vezikiiler asetilkolin tasiyici
(VACHT) ile tasmir. Taginma islemi V-tip proton ATPaz tarafindan olusturulan
elektrokimyasal gradiente bagli olarak gergeklesir. Sinir uyarisinin kolinerjik sinir
ucuna iletilmesiyle membran depolarizasyonu ve Ca* * akisi vezikiil flizyonunu ve
sinaptik bosluga ACh salinmasini tetikler (125). Salinan ACh presinaptik ve
postsinaptik muskarinik (mMAChR) ve nikotinik (nAChR) reseptorlerine baglanir.

ACh sinaptik boslukta asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BUChE) enzimleri ile milisaniyede hidrolize oldugundan yarilanma 6mrii ¢ok kisadir
(124). Farkli ndronal sistemlerde bulunan pre- ve post sinaptik reseptorlere baglanmis
olan ACh néronal uyarilmayi degistirebildigi, sinaptik iletimi etkileyebildigi, sinaptik
esnekligi indiikleyebildigi bildirilmistir (126-128). Periferik sinir sistemindeki (PNS)
ACh, pupilla ve diiz kas kontraksiyonunda, kardiyovaskiiler etkilerde ve gastrik ve
tikkriik bezlerinin uyarilmasinda rol alir. ACh, periferde esasen uyarici bir role sahip
olmakla birlikte, SSS'de daha ¢ok néromodiilator olarak etki eder (126).

Asetilkolinesteraz (AChE, E.C 3.1.1.7) kolinerjik sistemde norotransmitter
olan asetilkolini hidrolizleyerek norotransmisyonun sonlanmasini saglayan anahtar

enzimdir. BChE, (E.C.3.1.1.8) butiriltiyokolini hidrolizlemekte olup fizyolojik
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islevleri heniiz bilinmemektedir (129). AChE kolinerjik olmayan etkileri arasinda
amiloid fibril olusturma hematopoesis, hiicre farklilagmasi, tiimdrjenezis gibi
islemlerin oldugu bilinmektedir (130,131).

Kolinesteraz enzimlerinin ekspresyonu ve molekiiler formlarmnin dagilima,
gelisim ve hiicresel farklilasma acisindan &nemli bir rol iistlenmektedir. Iki enzimin
doku dagilimlari arasinda bir iliski bulunmamaktadir. Kolinesteraz enzimleri; ¢oziiniir,
membran bagli ya da bazal laminaya c¢apali formlar gibi ¢ok cesitli molekiiler
polimorfizm gosterirler. AChE, BChE’in ¢ok daha az miktarda bulundugu kas, sinir
sistemi ve eritrosit membraninda belirgin miktarda bulunur (132). BChE’1n ise baslica
karacigerde sentezlenip plazmaya salinarak yaygin bir dagilim sergileyerek yiiksek
aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bunun disinda barsak, kalp, bobrek ve akcigerde de
yiiksek oranda dagilim gostermektedir (133). AChE ve BChE’in kolinerjik sinapsin
disinda da bulunusu, kolinesterazlarin sinaptik bosluktaki asetilkolin hidrolizinden
daha baska islevlerinin olabilecegini de gostermektedir (132).

Asectilkolinesteraz ~ (AChE)  gercek  kolinesteraz  (E.C.  3.1.1.7);
Biitirilkolinesteraz (BChE) psddokolinesteraz (E.C.3.1.1.8)  veya nonspesifik
kolinesteraz olarak isimlendirilmektedir. AChE ile BChE’1 farkli kilan diger bir 6zellik
de yiiksek substrat derisimlerinde BChE’1n aktive AChE’1n ise inhibe olmasidir (134).
Kolinesteraz enzimleri selektif inhibitorleri de farkli olan enzimlerdir. AChE selektif
olarak 1,5-bis (4-allildimetilaminopropilpentan-3-on-dibromiir) ile inhibisyona
ugrarken BChE ise 10-(2-dietilaminopropil)-fenotiyazid (etopropazin) ve
isotetramonoisopropilpirofosfattetramid  (iso-OMPA) ile segici olarak inhibe
olmaktadir. Amino asit sekans iceriklerinde %65 benzerlik gosteren bu enzimler

sirastyla 7. ve 3. kromozomlarda kodlanirlar (134,135).
2.5.1 Kolinesteraz Enzimlerinin Molekiiler Formlari

Kolinesteraz enzimleri, doku ve viicut sivilarinda amfifilik ya da ¢oziiniir
molekiiler formda bulunmaktadirlar. Bu formlar asagidaki gibi kategorize edilmistir.

1. Tip 1 amfifilik dimerler: AChE’n en ¢ok bulunan formudur.

Glikofosfatidilinozitol bir uzantiyla membrana kovalent bagli dimerik formda
bulunur sadece deterjanlarla ¢oziilebilmekte ve deterjan yoklugunda agrege

olmaktadir.
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2. Tip 2 amfifilik monomer ve dimerler: Bu form Tip 1 de bulunan glikolipid
capast icermemekte, Tip 1 formundan farkli olarak deterjan yoklugunda agrege
olmamaktadir. Fakat tuz ¢ozeltileriyle ¢oziinebilmektedir. Beyin kas ve bagirsakta her
iki kolinesterazin da bu formu genellikle bulunmaktadir.

3. Hidrofobik-kuyruklu tetramerler: Bu form AChE’in memeli merkezi sinir
sistemindeki siklikla bulunan formudur. Plazma membranina hidrofobik, 20 kDa
uzunlugundaki bir polipeptid ¢apasiyla baglanmis formdur.

4. Kollajen benzeri kuyruklu ya da asimetrik formlar: Sinir-kas baglantilarinda
BChE yerine AChE icin daha yaygin olarak bulunan formudur. Bu formlarin
tanimlanabilmesi i¢in basal laminaya tutunmalarimi saglayan kollajen benzeri bir
kuyruk araciligiyla gergeklesir. Bu kuyruk kollajenik 3°1ii helikal altbirimlerden olusur
ve her biri bir (A4), iki (A8) ya da li¢ (A12) kolinesteraz tetrameri ile iligkilidir.

5. CoOziiniir tetramerik form (G4) : Bu form 4 es monomerden olusur.
Monomerlerin C terminalindeki hidrofobik aminoasitlerin etkilesimleriyle kararli hale
gelebilmektedir. BChE’in memeli viicut sivilarindaki ve doku homojenatlarinin
¢Oziiniir fraksiyonlarindaki yaygm formudur (134). AChE ve BChE’in molekiiler
formlar1 Sekil 2.9°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.9 AChE ve BChE’1n molekiiler formlar1 (136).
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2.5.2 Kolinesteraz Enzimlerinin Aktif Merkez Yapisi

BChE aktif merkezinde aktif bolge oyugu 20A derinliginde, dar ve yaklasik 55
aminoasitlik bir bolgedir (134). Bu aktif merkez AChE’in aktif merkez oyugundan
icerdigi aromatik asitlerle farklilik gosterir. AChE’da BuChE’dan farkli olarak aktif
merkezdeki on dort aromatik aminoasitten altisinin yerini alifatik aminoasitler
almistir. Bu sebepten dolayt AChE’in aktif merkez girintisi BChE’a gore daha
kiictktiir. Aktif merkezlerinde aminoasit igeriklerinin farkli olmasi enzimlerin substrat
seciciligini ve inhibitor aktivitelerini de etkilemektedir (137). Asetilkolinesteraz

enzimi molekiiler yapis1 Sekil 2.10°da gosterilmistir.

omega cengel

Sekil 2.10 Asetilkolinesteraz enzimi molekiiler yapisi (138).

Enzimin aktif bolge oyugunda 5 alt bolge tanimlanmustir:
1) Periferal anyonik bolge (PAS),

2) Kolin baglama (Katyon-n kompleksi) bolgesi,

3) Oksi-anyon Deligi (OAD),

4) Acgil baglama cebi,

5) Katalitik triad.
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AChE ve BChE’m inhibitorler i¢in selektif olmas1 aktif bolge oyugundaki ii¢
farkli bolge ile gerceklesmektedir: ilki agil baglanma cebidir. Ikinci bolge, aktif bolge
oyugunun hemen giris kisminda bulunmaktadir. Ugiincii bdlge ise kolin baglanma
bolgesi olarak ifade edilmektedir (139). 1 mM’dan daha diisiik substrat derisimlerinde
Michaelis-Menten modeliyle uyumlu kinetik davranis sergiledikleri bilinmektedir
(140).

AChE’1n katalitik aktivitesinden farkli olarak hiicre biiyiimesi ve adezyonunun
kontrolii gibi gorevlerinin oldugu ve viicudun farkli bolgelerinde de eksprese edildigi
bilinmektedir (141) Literatiirde birgok ¢alismada AChE’1n kolinerjik sinapslarda uyari
iletimini sonlandirmasi iglevinin disinda katalitik olmayan islevlerinin oldugu
bildirilmektedir. Bu tiir 'klasik olmayan' fonksiyonlar, ACh'nin sinaptik olmayan bir
baglamda hidrolizi ile ilgilidir. Ayrica, R ekleme varyanti tarafindan stresle
indiiklendiginde iretilen, insan AChE’in hematopoietik farklilasmay1 modiile ettigi
bildirilmistir (142,143). AChE, kolinesteraz benzeri adhezyon molekiilleri (CLAMS)
olarak adlandirilan bir dizi néronal adhezyon proteinine dizi ve varsayilan yapisal
homoloji gosterdigi bilinmektedir (144). Bu, AChE'nin 'klasik olmayan' rollerinden
birinin, sinaptik gelisim ve bakimda yer alan bir yapisma proteini olabilecegini
diistindiirmektedir (145). AChE'yi bir kemik matris proteini ile iligskilendiren ilging
bulgular literatiire sunulmus ve AChE’in bazal membran proteini laminin ile
etkilesime girdigi gosterilmistir (146,147). Ayrica AChE'nin nérit bitylimesindeki
roliine iligkin bulgular rapor edilmistir (148-150). Diger yandan, bir vakada, AChE'nin
katalitik olarak inaktif bir formu ile uyarilan norit bitylimesi bildirilmistir (151).

2.5.3 Kolinerjik Antiinflamatuar Yolak

Kolinerjik anti-inflamatuar yolak literatiirde yeni tanimlanmis olup, vagus
sinirini etkileyen temel norotransmitter olan asetilkolinin immiin sistemin noéral
modulasyonunda goérev aldigi gosterilmistir (152). Asetilkolinin etki gosterdigi
muskarinik ve nikotinik reseptorlerin beyin ve sinir hiicreleri diginda lenfositler basta
olmak {izere sitokin uyarict gesitli immun sistem hiicrelerinde eksprese edildigi
gozlemlenmistir (153).

Nikotinik asetilkolin reseptorleri ligand kapili iyon kanali ailesinden olup

pentamerik yapidadirlar. Bu reseptor ailesinin temel fonksiyonu merkezi ve periferal
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sinir sistemindeki ndromiiskiiler kavsaklardaki asetilkolin sinyallerini iletmektir.
Insanlarda 16 farkli nikotinik asetilkolin reseptdr altiinitesi (al—7, a9—-10, f1-4, 9, ¢,
v) belirlenmistir. Bu alt iiniteler farkli 6zellik ve fonksiyon gosterecek sekilde ¢ok
sayida homo veya heteropentamerik yapi1 meydana getirebilir (154).

Asetilkolinin  makrofajlardaki TNFa iiretimini o7 nikotinik asetilkolin
reseptorii (a7nAChR) araciligiyla inhibe ettigi bildirilmistir (155,156). TNFa IL-1,
HGMBI, nitrik oksit ve reaktif oksijen tiirleri gibi proinflamatuar medyatorlerin
salmimini arttirarak inflamasyonu arttirict etki gostermektedir (155). Asetilkolinin
ayrica IL-1B, IL-6 ve IL-18 gibi proinflamatuar sitokinleri post-transkripsiyonel
mekanizmalarla azalttigi rapor edilmistir. TNFa ekspresyonunun NF-xB yolag:
tizerinden kolinerjik inhibisyonu i¢in STAT3 protein ekspresyonu gereklidir.
a7/nAChR’niin STAT3’lin fosforilasyonunu engellemekte ve fosforile olmamis
STAT3 de NF-«xB yolagini inhibe etmektedir. Olusan antiinflamatuar etkinin de novo
protein sentezinden bagimsiz olarak NF-kB’nin kolinerjik inhibisyonuna bagli olarak
yiiriidiigii belirtilmistir (157). /n-vitro ¢alismalarda BPA’nin Ca* * diizeyini, NF-«xB
yolagimi etkiledigi ve STAT3 aktivasyonunu arttigini gostermistir. Bu caligmalar
is1g¢inda BPA’nin kolinerjik anti-inflamatuar yolagini etkilemesi olasidir (158).
Kolinerjik anti-inflamatuar yolak Sekil 2.11’da kisaca sematize edilmistir.
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Sekil 2.11 Kolinerjik anti-inflamatuar yolak (159).
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2.6 Apoptoz

Apoptoz sodzciigii Yunanca’da ‘sonbaharda agag¢ yapraklarinin dokiilmesi’
anlamina gelmektedir. Apoptoz hiicrenin belirli uyarilar1 almasi lizerine kendi kendini
yok etmesi tahrip etmesi ve 6liime gitmesi olarak tanimlanmaktadir. Apoptoz yolagi
iyi diizenlenen ve son derece korunan bir hiicre 6liim mekanizmasidir (160). Apoptoz
terimi  belirli 6zgiin  morfolojik ve biyokimyasal o&zelliklerle karakterize
programlanmis hiicre 6limii diye de nitelendirilmektedir (161). Hiicrede stres
olusturabilen kemoterapotik ajanlar, radyasyon, oksitatif ve endoplazmik stres apoptoz
baglamasimi tetikleyebilen etmenler arasinda yer almaktadir. Apoptoza Ozgii
morfolojik degisiklikler; kromatin kondensasyonu, niikleer fragmentasyon, hiicre
hacminin azalmasi gibi degisikliklerdir. Apoptoz ile karakterize olan biyokimyasal
degisiklikler ise; kaspaz aktivasyonu, DNA/protein yikimi ve zar yiizeyi degisiklikleri,
fagositik hiicreler tarafindan taninma olarak bilinmektedir (162). Apoptozun bir¢cok
tirtinde sistein proteaz ailesine ait kaspazlar aktivasyonlari ile hem baslatict hem
Olime gotiiriicii sekilde rol almaktadir. Kaspazlar inaktif proenzimler olarak
sentezlenirler ve aktiflestiklerinde niikleus ve sitoplazmada birgok substrata
baglanirlar. Bu durum hiicre biiziilmesi, hiicre sekil kaybi gibi apoptoza 6zgii
morfolojik 6zelliklerin olusmasina yol agmaktadir (163).

Apoptozun diizenlenmesi, normal hiicresel homeostazin stirdiiriilebilmesi i¢in
kritik 6neme sahiptir. Bununla beraber apoptozun deregiilasyonu kronik inflamasyon,
ateroskleoris, kanser, solunum yolu hastaliklar1 ve Alzheimer ile Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklar gibi patolojilerle iliskilendirilmistir (164) Apoptoz ii¢ ana
sinyalizasyon yolagiyla tetiklenmektedir. Bu yolaklarin ikisi, apoptozun intrinsik
(mitokondriyal) ve ekstrinsik (6liim reseptorii) yolaklaridir. Ugiincii yolak ise intrinsik
endoplazmik (ER) yolagidir (160). intrinsik yolak ve ekstrinsik yolak Sekil 2.12 ve
Sekil 2.13’de sematize edilmistir (165).
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Sekil 2.12 Ekstrinsik apoptoz yolagi (165).

Oliim reseptor sinyali FasLigand (FasL) ve Tiimér nekroz faktdrii (TNF) gibi
Olim reseptorii siiperailesinin tiiyeleriyle tetiklenir. FasL’nin Fas bolgesine
baglanmasiyla reseptor kiimelenmesi ve 6liimii indiikleyen sinyal kompleksi (DISC)
olusur. Bu kompleks kaspaz-8’nin birikmesini aktive etmektedir. Kaspaz-8 apoptozu
kaspaz-3, kaspaz-7’nin kesilmesiyle veya mitokondriyal yolaktaki diger tetikleyici
Bid’in kesilmesiyle tetiklemektedir (165,166). GranzimB/perforin aracili yolakta ise
Granzim B (Gr B) sitoplazma igerisine alinmasi gozenek olusturabilen perforin
proteini ile kolaylastirilmaktadir. Sitoplazmada GrB apoptozu Bid’in kesilmesiyle
tetiklemektedir. Bid ise sonrasinda sirasiyla sitokrom ¢ salimimini apoptozomun
olusumunu ve kaspaz-3,ve kaspaz-7’nin aktive olusunu tetikler. Ayn1 zamanda Gr B
mitokondri aracili yolaga gecebilmekte ve direkt olarak kaspaz aktivasyonunu baglatip

ve /veya kaspaz substratlarini temizlemektedir (167,168).
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Sekil 2.13 intrinsik apoptoz yolag1 (165).

Intrinsik apoptoz yolagi ( mitokondriyal ) mitokondri membraninin
gecirgenligini degistiren Sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO gibi apoptogenetik faktorlerin
stres sinyalleri ile baslamaktadir. Mitokondriyal membran permeabilizasyonu, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 aile tiyelerinin ( Bel-2, Bel-XL, Bim, Bax, Bak)
uygulayici eylemlerinin dengesiyle diizenlenir. Sitokrom c’nin salinmasi, kaspaz-9,
APAF-1 ve sitokrom c igeren bir kompleks olan apoptozom olusumunu tetikler.
Aktiflesen kaspaz-9 kaspaz-3, kaspaz-7’° nin aktivasyonunu saglayarak apoptozu
indiiklemis olur (165,169).

Literatlirdeki son yillarda yapilan calismalarda AChE’in apoptoz ve
nekroptoz gibi farkli tipteki hiicre 6liim tiirlerindeki rolii bildirilmistir (170,171).
Apoptoz diizenli bir hiicre 6liimii olarak diabet, Alzheimer hastaligi, kanser gibi
birgok hastaligin gelismesi ve patolojisinde rol sahibidir. Artmis AChE aktivitesi ve
enzim aktivitesindeki artigsin apoptoz ile iligkisi farkli hiicre tipleri i¢in rapor edilmistir
(172).

BPA’nin birgok hiicre tipinde apoptozu baslattigi bilinmektedir. BPA’nin

noronal hiicre oliimiinde de aktivasyon rolii bildirilmistir. BPA’nin kaspaz-3 ve
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apoptoz iligkili genlerden p53, Bax ve Bid’i, konsantrasyona bagimli olarak

indiikledigi rapor edilmistir (173) .
2.7 Nekroptoz

Nekroptoz apoptotik olmayan programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir. (174).
Nekroptoz, TNF reseptor siiper ailesinin, T hiicre reseptorlerinin, interferon
resptorlerin, toll-like reseptorlerin (TRLs), hiicresel metabolik ve genotoksik stresler
ile indiiklenebilmektedir. Reseptor aracili protein kinaz 1 (RIPK1) ve reseptor aracilt
protein kinaz 3 (RIPK3) ile nekrozom olusumu nekroptozun en 6nemli karakteristik
ozelligidir (Sekil 2.14) (175,176).

Onceden nekroptozun RIPK1 bagimli gergeklestigi one siiriilmekteydi fakat
simdi nekroptozun RIPK3’ye de bagimli oldugu anlagilmistir. Uzun siire boyunca
RIP3’lin agag1 efektorleri bilinmemekteydi. 2012 yilinda RIP3 substrati olarak mixed
lineage kinase domain-like protein (MLKL) kesfedilmistir (177). Boylece RIPK1,
RIPK3 ve MLKL potansiyel terapotik hedef haline gelmistir (178). Sekil 2.14°de
nekroptoz yolagi ve diizenleyicileri sunulmustur. Nekroptoz, Nekrostatin-1 (Nek-1)

gibi bazi kimyasal birlesiklerle farmakolojik olarak inhibe edilebilmektedir.
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Sekil 2.14 Nekroptoz yolagi ve diizenleyicileri (176).
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TNF-a uyarisiyla aktif hale gegen TNF reseptorii (TNFR) RIP1 ile etkilesime
gecip plazma membrana bagli kompleksi olusturan apoptoz proteinlerinin hiicresel
inhibitorleri (CIAP1 ve CclIAP2) ’nin toplanmasimi saglar. Bdylece RIPI’in
poliubikitinlesmesi (Ubs) gergeklesir. Sonrasinda RIP1 FADD’ye ve prokaspaz-8
baglanip kaspaz-8 aktivasyonunu gergeklestiren kompleks olusturur boylece apoptoz
indiiklenmis olur.

Kaspaz-8 aktivitesi inhibisyona ugrarsa, RIP1 RIP3’e baglanip nekrozom
olusmasini  gergeklestirir  (176,179). RIP1 ailesi iiyelerinden olan RIP3’iin
rekombinant ekspresyonu nekroptoza yatkin olmayan hiicre dizinlerinde nekroptoz
meydana getirmektedir. Her iki protein de %33 oraninda kinaz bolgesinde benzerlik
gostermektedir (180). RIP1, RIP3’{in oto-fosforilasyonunu ve sonraki aktivasyonunu
destekler. Boylece de RIP3, MLKL’nin fosforillenmesine olanak saglar. Bu,
MLKL'nin oligomerizasyonu, MLKL oligomerlerinin membrana yerlesmesi, plazma
ve hiicre i¢i membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve nekroptotik 6liimle sonuglanir
(181). FASL, TRAIL, LPS, dsRNA, IFNy gibi nekroptoz uyaranlari nekroptozun
baslatilmasi i¢in RIP1 ve/veya RIP3 aktiflestirebilmek amaciyla kendi reseptorlerini
uyarabilmektedir. Viral enfeksiyon RIP3’i direkt olarak interferon regilator
faktorlerin DNA bagimli aktivatorii (DAI) aracilifiyla aftiflestirebilmektedir.
Antikanser bilesenler ve genotoksik stres de RIP1/RIP3 bagimli nekroptozu
indiikleyebilmektedir (182). Nekroptoz yolagini inhibe eden birgok bilesik mevcuttur.
Bunlardan RIP1’i inhibe eden Nek-1 ve RIP3 inhibitorlerinden GSK843 ve GSK872
ornek verilebilir. Diger yandan MLKL inhibisyonu da nekrosiilfonamit (NSA) ile
gerceklesmektedir (176,183).

BPA’nin ¢esitli hiicre hatlarinda apoptoz ve nekrozu indiikledigi bildirilmistir
(184-187). Heniiz literatiirde BPA’nin nekroptoza olan etkisine dair bir ¢alisma
yoktur.

AChe nekroptoz ¢alismalari literatiirde yeni olmakla beraber yumurtaliklarda
yapilan bir caligmada, stresle indiikklenen varyant olan AChE-R follikiiler sivi,
graniiloza ve theca hiicrelerinde oldugu kadar luteal hiicrelerde de bulunmustur.
Katalitik olmayan rollerini anlamak igin yapilmis bir ¢alismada ise sentetik bir AChE-
R peptidi (ARP) kullanilmis ve birincil, kiiltiirlenmis insan graniilosa hiicrelerinde,

farkli bir balon benzeri morfoloji ve laktat dehidrojenaz salinimi ile kaspazdan
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bagimsiz hiicre 6liim sekli indiiklenmistir. RIPK1 inhibitorii Nekrostatin-1’in ve
MLKL-bloke edici nekrosiilfonamidin bu hiicre 6liim seklini 6nemli dlglide azalttig
belirlenmistir. Béylece, AChE-R'nin yeni, enzimatik olmayan bir fonksiyonu olarak,

RIPKI1/ MLKL'ye bagl diizenlenmis nekroptozu uyardigi ortaya ¢ikarilmistir (170).
2.8 Nekroz

Nekroz Yunanca bir kelime olan “necros” ’dan tiiretilen bir kelimedir. Doku
O0lmesi anlamina gelmektedir. Uzun siire boyunca patologlar tarafindan patolojik
infeksiyon, hiicre yaralanmasi sonucu goriilen hiicre veya doku Oliimiiniin
morfolojisini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Nekroz terimi giiniimiizde ise
rastlantisal, spesifik olmayan, diizenlenmeyen kontrolsiiz hiicre oliimii olarak
tanimlanmaktadir (177). Nekrotik hiicre 6liimii sicaklik, asidasyon, osmotik sok,
mekanik stres gibi etmenlerle olusan asir1 fizikokimyasal stres sonucunda hizlica
goriilebilmektedir. Nekrotik hiicreler; hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasindan,
hiicre ve organellerin siserek patlamasindan, interniikleozomal DNA pargalarinin
eksikliginden ve hiicresel kollaps gibi belirteglerden taninabilmektedir (177). Nekrotik
hiicre oliimiinde mitokondriyel kalsiyum yiiklenmesine sebep olan kalsiyum,
proteazlarin ve fofolipazlarin aktivitesi gibi biyolojik etkiler, reaktif oksijen tiirleri
(ROS), iyon kanal1 deregiilasyonu ve membran biitiinliigiiniin bozulmasi gibi siiregler
rol oynamaktadir (178). Apoptoz, nekroptoz programli hiicre 6liimii iken nekroz
kontrollii olmayan hiicre 6limii seklidir (Sekil 2.15) (188).
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aracili proteinl (RIP1); Reseptor aracili protein 3 (RIP3); Mixed lineage
kinase domain-like protein (MLKL) (189).

Monositlerde hiicre 6liimii ile ilgili yapilmis bir calismada BPA nin sitotoksik

etkisinin oldugu belirlenmistir. Degisik konsantrasyonlarda BPA’nin monosit

hiicrelerinde nekrozu aktive ettigi bildirilmistir (190).
Bu tez kapsaminda BPA’nin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerindeki

sitotoksik etkisinin belirlenmesi sonrasinda kolinesteraz enzimleri ile iliski olarak

hiicre 6liimii yolaklarina olan etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.



36

3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1 Gerecler
3.1.1 Hiicreler

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicreleri Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Pelin KELICEN UGUR

tarafindan hediye edilmistir.
3.1.2 Kimyasal Maddeler ve Kitler

Bisphenol A (99%, 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan) (BPA) (CAS No 80-05-
7) ve necrostatin-1 >98% (HPLC) 5-(1-Indol-3-ilmetil)-3-metil-2-tiyokso-4-
imidazolidinon, 5-(Indol-3-ilmetil)-3-metil-2-tiyo-Hidantoin) (CAS No 4311-88-0) ve
hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar; dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 4500
mg/L glukoz ve sodyum bikarbonat, L-glutamine, sodium piruvat igermeyen (DMEM)
( D1145), Siprofloksasin >98.0% (HPLC) (CAS No 85721-33-1), tazobaktam (CAS
N089786-04-9) ve Tiyazolil Blue Tetrazolyum Bromid (3-(4,5-Dimethil-2-tiyazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromid (MTT) (CAS No 298-93-1) Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) firmasindan satin alinmistir. Diger hiicre kiiltiirii kimyasallar1, 1s1
ile inaktive edilmemis Fetal Sigir Serumu (FBS), Gamma Irradiated (S181G-500)
Biowest (Giiney Amerika) firmasindan getirtilmis ve L-Glutamine 200mM (17-605E)
Lonza firmasindan temin edilmistir. Hyclone Tripsin, 0.25% 1X 1g/L EDTA
(SVv30031.01) ve HyClone Fosfat tamponlu Salin (PBS) (SH30256.01) Thermo
Scientific sirketinden satin alinarak kullanilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO) (67-68-
5) ise Merck (Darmstadt, Almanya) sirketinden temin edilmistir.

Enzim aktivitesi belirleme deneyinde kullanilan kimyasallar, rekombinant
Asetilkolinesteraz  insan  enzimi  (C1682), at serumundan elde edilmis
butirilkolinesteraz (1057), asetiltiyokolin iyodiir (A5751), S-Butiriltiyokolin iyodiir
(B3253) Sigma-Aldrich sirketinden temin edilirken 5,5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) CALBIOCHEM (Los Angeles, Kaliforniya) firmasindan satin alinmistir.

Laktat dehidrogenaz (LDH) deneyinde kullanilan kimyasallardan olan, (-
Nikotinamid adenin dinukleotid disodyum tuzu (NADH), Tris.HCI Sigma-Aldrich
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(USA) sirketinden temin edilmis ve sodyum piruvat Merck ( Darmstadt, Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Griess ayirag ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilmis olan,
sulfanilamid, fosforik asit, N-(1-Naftil) etilendiamin dihidroklorid kimyasallari
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Amerika Birlesik Devletler) firmasindan temin
edilmistir.

Total RNA saflastirilmasi i¢in kullanilan RNAGEM Tissue kiti ZyGEM (Yeni
Zelanda) firmasindan alinmis, total RNA Orneklerinin ¢cDNA’e ¢evrilmesinde
kulanilan Proto Script First Strand cDNA Synthesis Kit BioLabs (Ingiltere) den temin
edilmistir. Real Time Polimer zincir Reaksiyonu (RT-PCR) isleminde kullanilmig
diger kimyasal olan Fast Eva Green gpcr Master Mix Trial Size Biotum sirketinden
getirtilmistir. Serolojik pipetler ve hiicre kiiltiirii malzemeleri ile DNaz-RNaz-pirojen
bulundurmayan pipet uglari Corning Incorporated (Amerika Birlesik Devletleri)’den
temin edilmistir.

Apototik, nekrotik ve canli hiicre popiilasyonunun belirlendigi deney
islemlerinde kullanilan kit olan Tali® Apoptosis Kit- Annexin V Fluor 488 and Pl
(propidium iodide) ThermoFisher Sciencetifics firmasindan, BPA uygulanmis
hiicrelerdeki kaspaz-8 ve TNF-a diizeyinin belirlendigi deneylerde kullanilmis olan
ab119507—Caspase-8 Human ELISA Kit ABCAM sirketinden, LEGEND MAX™
Human TNF-o ELISA Kit with Pre-coated Plates ise BiolLegend (San Diego )
firmasindan, BCA protein tayini i¢in kullanilan BCA deney kiti Santa Cruz

Biotecnology firmasindan temin edilmistir.
3.1.3 Cihazlar

SHSY-5Y noroblastoma hiicreleri Sanyo MCO-18 model ve Panasonic MCO-
18AC- PE model karbondioksit inkiibatoriinde (Japonya) inkiibe edilmistir. Hiicre
kiiltiirii islemleri Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
biinyesindeki hiicre kiiltiirii odas1 igerisinde bulunan Clean Air Techniek (Hollanda)
isimli firmadan temin edilen laminar akis kabininde tamamlanmistir. Hiicrelerin
kontrolii ve sayimi islemlerinde ise NIKON Eclipse TS100 (Amerika Birlesik
Devletleri) 151k mikroskobundan yararlanilmigtir. Santriflij islemlerinde Hettich

Rotina 35R (Almanya) marka cihaz kullanilmistir. Hiicre hatlarinin ve hiicrelerden
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elde edilen RNA ve cDNA orneklerinin saklanmasi amaciyla Panasonic marka MDF-
U5386S-PE ULT model derin dondurucudan faydalanilmistir.

Elde edilen RNA orneklerinin jel elektroforezinde yiiriitiilmesinde Invitrogen
(Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri) marka yatay jel elektroforez tanki ve ZOOM
Dual Power Supply (Amerika Birlesik Devletleri) marka gii¢ kaynagi kullanilmistir.
Trans UV altinda goriintii alabilmek i¢in Gel Logic 200 Imaging System sistemi ve
KODAK MI SE adhi bilgisayar programi kullanilmistir. Elde edilmis RNA
orneklerinin miktar tayini UV-1800 SHIMADZU (Japonya) spektrofotometre cihazi
ve Schimadzu Biospec nano ile gergeklestirilmistir. Diger deneylerdeki
spektrofotometrik o6l¢iimlerde Biotek PowerWave XS marka mikroplaka okuyucu
cihaz kullanilmustir.

PCR islemlerinde AB Applied Biosystem Veriti 96 well thermal cycler cihazi
kullanilmistir. Kantitatif RT-PCR islemlerinde Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda mevcut olan Applied
Biosystems’dan (Amerika Birlesik Devletleri)’den satin alinmis olan ViiA™ 7 Real-
Time PCR System cihazindan faydalanilmistir.

Deneylerde kullanilan tiim tampon ve ¢6zeltilerin pH ayarlamalari i¢in Orion
520A pH metre kullanilmigtir. Tartim islemleri ise Mettler Toledo AGI35 isimli hassas

terazi ve Sartorius tart1 cihazi ile yapilmistir.
3.2 Yontemler
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

SH-SY5Y insan néroblastoma hiicreleri 10% HI FBS, %21 L-glutamin, % 0,5
siprofloksasin ve % 0,01 tazobaktam iceren DMEM ortaminda 37°C’de ve % 5 CO,
iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin canliliklar1 ve g¢ogalmalari sik
araliklarla 151k mikroskobunda incelenmis, giin asir1 olmak {izere medyalar
degistirilmistir. Hiicrelerin %80 doluluk oranina eristikleri gdzlemlendiginde
pasajlanmistir. Besiyerinin aspire edilmis, hiicreler fosfat tamponlu salin (PBS) pH 7.4
ile yikanmistir. Hiicrelere % 0,25°lik Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de 2-
3 dakika siire ile bekletilmistir. Bu siirenin sonunda DMEM eklenmis oda sicakliginda
10 dakika siire ile 250 x g’de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan

aspire edilip, hiicrelere DMEM eklenip homojen ¢dziinmeleri saglandiktan sonra
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belirlenen seyreltme oranina gore yeni kiiltiir kaplarina alimmistir. Kiiltiir kaplari
lizerine pasajlama islemi sonrasindaki yeni pasaj numarasi ve tarihi not diisiilmiistiir

Hiicreler 37°C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatérde saklanilmaya devam edilmistir.
3.2.2 Thoma Lam ile Hiicre Sayimi

Hiicreler steril falkon tiiplere aktarilmis ve oda sicakliginda 10 dakika
stiresince 250xg’de santrifiij edilmistir. Sonrasinda elde edilen pellet besiyerinde
¢Ozlinmlis ve Thoma Ilaminda sayilmak iizere tripan mavi boyast ile (1:1)
seyreltilmistir. Membran biitiinliigliniin korunmasi esasina gore oli hiicreler boya
alirlar. Thoma lammin esas1, 0,1 mm?® hacimde sayim yapilmasidir. Sayim yapilacak
alan cam yiizeyindeki ¢izgilerle belirlenmistir. Bir damla tripan mavisi-hiicre karigimi
thoma lamina konmus ve lamel ile kapatilmistir. Isik mikroskobunda canli hiicreler
saytlmistir. Canli hiicrelerin mililitredeki toplam sayisini elde etmek igin asagidaki
formiil kullanilarak canli hiicrelerin sayis1 2 (tripan mavisi i¢in seyreltme faktori) ile
sonrasinda 10000 ile ¢arpilmistir.

Toplam hiicre sayisi = Sayilan canli hiicre sayist x 10,000 x seyreltme faktorii
3.2.3 MTT Sitotoksisite Deneyi

3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) sitotoksisite
deneyi, MTT soliisyonunun mitokondriyal dehidrogenaz ile tetrazolyumun mor renkli
formazana indirgenmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.1). MTT tetrazolium tuzu
kolorimetrik deneyi Mosmann tarafindan 1983’de tanimlanan hiicre proliferasyonunu,
hiicre aktivitesini ve sitotoksisiteyi 6lgmek igin tanimlanmis bir yontemdir (191). MTT
sulu ¢ozeltilerinde stabil degildir. Her deney islemi i¢in Oncesinde 5 mg/ml
derisiminde MTT soliisyonu hazirlanmalidir. Bu ¢6zelti 0-5 °C’de 1siktan korunacak

sekilde saklanmalidir.
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Sekil 3.1 MTT ve MTT-formazan kimyasal yapilari

SH-SY5Y hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina kuyucuk basina
5.000 hiicre olacak sekilde ekilmis 37°C %5 CO, igeren ortamda 24veya 48 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitiminde deneyin Kontrolii olan kuyucuklara hi¢ BPA
eklenmezken, diger kuyucuklardaki hiicreler farkli derisimlerde (OuM- 100 uM)
BPA’ ya farkl siireler (8, 24, 48, 72 saat) boyunca maruz birakilmigtir. Maruziyet
sliresi bitiminde kuyucuklara 100 pl PBS’de ¢oziinmiis 5mg/ml MTT eklenmistir.
MTT eklenmesinden sonra 4 saat icerisinde kuyucuklarda mor kristallerin olusumu
151k mikroskobunda gozlenmistir. Kristallerin ¢éziinmesi i¢in 100 pl dimetilstilfoksit
(DMSO) eklenmis orbital g¢alkalayici yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. 96
kuyucuklu plaka, plaka okuyucuda 690nm ve 570 nm’de okunmustur. Degisik
derigimlerdeki (OuM- 100 uM) BPA’ya maruz birakilan SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinin canlilik yiizdelert;

% Hiicre Canlilig1 = (Ak 690nm — Ax 570nm) x 100 / (As 690nm —As 570nm)
formiiliine gore hesaplanmistir. Formiilde yer alan AK; kontrol grubunun absorbans

degerini belirtirken Ad; drneklerin absorbans degerini belirtmektedir.
3.2.4 Nitrik Oksit (NO) Diizeyinin Griess Yontemiyle Ol¢iilmesi

SH-SYS5Y hiicrelerindeki degisik derisimlerdeki BPA maruziyeti sonucu NO
diizeyinin saptanmasi i¢in Griess yoOntemi kullanilmistir. Griess ayirag ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in %5 fosforik asit igerisinde hazirlanan %21 sulfanilamid ve suda
hazirlanmis % 0,1 naftiletilendiamin dihidroklorid ¢ozeltileri esit hacimde karistirilip
renkli siselerde saklanmistir. Uygulama yapilmis 96 kuyucuklu mikroplakada her
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kuyucuktan 50 uL besiyeri alinmis yeni plakadaki kuyucuklara aktarilmistir. Bu
kuyucuklarin her birine hazirlanmis olan Griess ayirag ¢ozeltisinden 50 pL eklenmis
ve plaka 1siktan korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilmistir. Oda sicakliginda 20
dakika bekletilmis ardindan 540 nm’de plaka okuyucuda absborbanslar1 6l¢iilmiistiir.
Onceden artan derisimlerde hazirlanmis NaNO, soliisyonlarmin ( 0, 25uM, 50uM,
100uM, 150uM, 200uM ) Griess yontemi ile nitrit Slgiimii yapilmis ve bir standart
egri elde edilmistir. Standart egri yardimiyla elde edilen denkleme gére SHSY5Y
hiicrelerinin 8, 24, 48, 72 saat boyunca BPA’ya maruziyetleri sonucunda NaNO,

derisimleri hesaplanmigtir.
3.2.5 Laktat Dehidrogenaz (LDH) Deneyi

Diger bir sitotoksisite 6l¢iim yontemi olan Laktat Dehidrogenaz (LDH) deneyi
yapilmistir. Bu deney membran biitlinliigli bozulan hiicrelerin sitoplazmik LDH
enzimi aktivitesinin 6l¢limii esasina dayanmaktadir. LDH membrani zarar gormesiyle
hizla ekstraseliiler siviya salinan sitoplazmik bir enzimdir (192). LDH piriivik asit
(piruvat; P) ile laktik asitin (laktat; L) birbirine doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir.
Enzim, NAD* /INADH koenzim sistemini kullanarak, hidrojen transferini

gerceklestirir.  (193). LDH enziminin katalizledigi reaksiyon Sekil 3.2’de

gorilmektedir.
L-Laktat
Piruvat ”,, OH
CH,
? LLDH 00
('ll;"< + NADH + H -““m‘ NAD® + — K = 10° 13 )
C00
HO, H
('u,—'i<
CO0

Sekil 3.2 Laktat Dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyon.
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Bu deney i¢in 0,2 M Tris-HCI pH 7.3, 6,6 mM sodyum piruvat (NADH)
¢ozeltileri hazirlanmistir ve karistirilarak LDH deney ¢ozeltisi elde edilmistir. Her
kuyucuga LDH deney ¢6zeltisinden 50 uL eklenmistir. Kontrol grubu olan kuyucuklar
200 pL lizis tamponu (50 mM Tris. HCI, %0.5 Nonidet P40, 250 mM NaCl, 5 m M
EDTA, 50 mM NaF pH 7. 5) ile 1 saat bekletilmistir. Absorbans degerleri 25 °C de
340 nm’de olgiilmiistiir.

% LDH Aktivitesi = (As 340nm ) x 100 / (Ax 340nm ) formiiliine gore her
ornekteki % hiicre proliferasyonu hesaplanmistir. Formiilde yer alan Ak kontrol
grubunun absorbans degerini belirtirken A6 Orneklerin absorbans degerini

belirtmektedir.
3.2.6 SH-SY5Y Hiicrelerinin Plakalara Ekilmesi

Hiicreler toplanip hiicre sayimi yapilmistir. Her kuyucuga kuyucuk alaniyla
orantili olacak sayida hiicre ekimistir. Her kuyucuga 4-5 ml besiyeri eklendikten sonra
37°C’de % 5 CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler tutunmalari
icin 24 saat boyunca inkiibatorde birakilmistir. Kuyucuklardaki hiicreler % 80-90
oraninda doluluga ulastiginda, besiyeri aspire edilmis, FBS igermeyen besiyeri i¢inde
artan dozlarda BPA (1 pM, 1 nM, 1uM) uygulanmistir. Deney kontrolii amaciyla
kullanilacak kuyucuga hi¢ BPA eklenmemistir. Hiicreler 48 saat siire ile 37°C’de % 5

CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir.

3.2.7 SH-SYSY Hiicrelerinden RNA Eldesi ile RNA’larin Miktar ve
Safhik Tayini

6 kuyucuklu plakalara 300.000 hiicre /kuyucuk olacak sekilde ekilen hiicrelere
1 pM, 1 nM, 1uM BPA eklenmis ve 48 saat 37°C’de % 5 CO2 igeren ortamda inkiibe
edilmistir. Hiicrelerden RNA izolasyonu Zygem RNAGEM Tissue PLUS Kkiti ile
yapilmistir. RNA saflastirma islemi biitiin 6rnekler i¢cin 3 kez tekrar edilmistir. Kit
RNAGEM enzimi, 10X silver tamponu, 10X Tris-EDTA saklama tamponu
icermektedir. Hiicreler inkiibasyon siiresi sonucunda soguk PBS ve tripsin araciligiyla
flasktan kaldirilip 200xg’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Supernatan atilip ¢okelti 1X

silver tamponuyla yikanmistir. Cokelti 5 pl 10X silver tampon igerisinde ¢ozdiirtilmiis
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1 ul RNAGEM enzimi eklenmis total hacim distile su ile 50 pl’ye tamamlanmis
ardindan vortekslenmistir. 75°C’de 10 dakika 1sitilmigtir.

RNA miktar tayini igin, orneklerin spektrofotometre cihazinda 260 ve 280
nm’de verdikleri absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Niikleik asitler 260 nm’de; proteinler
ise 280 nm’de maksimum absorbans verdiginden bu iki degerde dlgiilen absorbans
degerlerinin orani (A260/A280), Ornegin saflik derecesini gostermektedir. 260 nm’de 1
optik dansiteye karsilik gelen RNA miktar1 40 pg RNA/ml dir. A2eo/A2go oraninin 1.8-
2.1 arasinda olmasi1 gerekmektedir. Elde edilen total RNA’nin 1ug’lik hacimleri

belirlenip hazirlanmigtir. Tiim 6rnekler islem sonrasinda -86 © C ‘da saklanmustir.

3.2.8 RNA icin Denatiire Edici Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve RNA’larin

Jel Goriintiisiiniin Eldesi

%1 agaroz jelini hazirlamak i¢in 0,4 g agaroz tartilip %1 sodyum hipoklorit
eklenen %10 1 X Tris-Asetik Asit EDTA (TAE) tamponunda 1sitilarak ¢ozdiiriiliir
(194). Soliisyonun sicakligi diistiigiinde son derisim 0,5 pg/mL olacak sekilde etidyum
bromiir ( EtBr) eklenmis ve jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra
1X TAE tamponuna eklenmis ve 40 pg RNA igeren 6rnekler jele yiiklenip 30 dakika
stire ile 100 V’da yiiriitilmistir. Orange G renkli jel yiikleme soliisyonu (6X)
seyreltilerek (1X) kullanilmistir. Yiritilen RNA 6rnekleri KODAK Goriintiileme

cthazi ile UV altinda goriintiilenmistir.
3.2.9 SH-SY5Y RNA’larindan cDNA Eldesi

SH-SY5Y hiicrelerine ait total RNA orneklerinden cDNA olusturulmasi igin
her 6rnek i¢in 1 pg RNA’lik hacim belirlenmis reaksiyon ortami igin gerekli diger
hesaplamalar yapilmigtir. Saflastirilmis 1 ug RNA popiilasyonuna 2 pl Oligo (dT)
primeri eklenir ve karisim niikleaz igermeyen suyla 12 pl hacime tamamlanmistir.
Karigim 3 dakika 80°C’de bekletildikten sonra 2 pl 10 X RT-tamponu, 4 pul dANTP
karisimi, 1 pl MMLV-RT ters transkriptaz enzimi ve 1ul RNaz inhibitorii eklenip
44°C’de 1 saat ardindan 80°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Boylece RNA sekansina
komplementer cDNA elde edilmistir. Elde edilen cDNA lar -20 ° C’de muhafaza

edilmis ve cDNA’larin miktar1 ve saflign Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
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llac ve Kozmetik Ar-Ge ve Kalite Kontrol Laboratuvari biinyesinde bulunan

Shimadzu Biospec Nano spektrofotometre cihazi araciligiyla belirlenmistir.

3.2.10 Kantitatif Es Zamanh PCR Yontemi ile Gen Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi

Bundan sonraki asamada ¢cDNA 6rnekleri ile ger¢ek zamanli PCR (RT-PCR)
yontemi uygulanarak AChE, BUChE ve nNOS genlerinin ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Kontrol geni olarak GAPDH se¢ilmis ve GAPDH’1n gen ekspresyon
diizeyi ile normalize edilmistir. Bu yontemde, mRNA'dan ters transkripsiyon ile elde
edilen cDNA, florokromlu bir prob varliginda arastirilan gene ozgii primerler
kullanilarak PCR ile amplifiye edilmekte ve olusan sinyal PCR islemi esnasinda
Olciilmektedir. Bu yontemde cesitli 6rneklerden izole edilen RNA'larin tam olarak
karsilastirilabilmesi igin, test probunun floresansi referans proba (18S rRNA, GAPDH
vb.) kars1 normalizasyonu yapilmaktadir. RT- PCR islemi i¢in reaksiyon ortamina 10
uM ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerden 1pL, 2 uL cDNA 6rnegi, 2uL 1X
ROX soliisyonu, 4 pl niikleaz icermeyen H, 0 ve 10 uL 2X fast eva green master mix
eklenmesiyle hacim 20 ul’ ye tamamlanmistir. Reaksiyon hacimleri belirlenmis ve
deney ortamina en son cDNA Ornekleri eklenmistir (Tablo 3.1). Karisim 50 °C’de 2
dakika, 95 °C’de 10 dakika, 95 °C’de 15 dakika, 60 °C’de 60 saniye 50 dongii, erime
noktas1 60 °C’de olacak sekilde PCR islemine birakilmustir.

Tablo 3.1 RT-PCR islemi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami.

Malzemeler Stok Derisim Son Derisim 1 Re(if)lyon
Master Mix 2X 1X 10
[leri Primer 10 pM 1uM 1
Geri Primer 10 uM 1uM 1
ROX (1X) 3 ; 5
ddH.O - : 4
cDNA - - >
Final - i 20
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AChE ve BuChE, nNOS mRNA sekanslari kullanilarak ileri (forward) ve geri
(reverse) primer dizileri belirlenmistir. Bu primerlerin bagka herhangi bir bolgeye
baglanmadiklar1 Pubmed BLAST kullanilarak kontrol edilmistir. Her bir gen i¢in ayr1

reaksiyon ortami hazirlanmis ve her gen i¢in 3 tekrarli ¢aligilmistir.

3.2.11 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi Amaciyla Tasarlanan

Primerlerin Dizileri

RT-PCR isleminde kullanilan cDNA’ler 1 ug total RNA’dan sentezlenmistir.
PCR sonucunda sec¢ilmis genlerin Ct degerleri gdzoniine alinarak hesaplama
yaptlmistir. GADPH’in Ct degerine diger genlerin Ct degerleri karsilagtirilarak
degerlendirme yapilmistir. Tablo 3.2°de primerlerin sekanslari (5°-3”), %GC degerleri
ile Tm (°C) degerleri sunulmustur. Kantitatif RT-PCR yonteminde kullanilan bu
primerler yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile saflastirilmis ve liyofilize
haldedir.

Tablo 3.2 Gen ekspresyonu galismalari i¢in tasarlanmig primerler.

Primer Adi Primer Sekansi (5°-3°) Tm (°C) % GC
AChE (F) CCTGTCCTCGTCTGGATCTATG 68,00 73,18
AChE (R) AAGAAGCGGCCATCGTACAC 62,00 70,30
BuChk (F) TGGCTCGGGTTGAAAGAGTTA 62,00 68,88
BuChE (R) TCCTGGCAAAGCTAAGAATCCT 64,00 69,45
nNOS (F) GAAGGAGCGGGTCAGTAAGC 64,00 72,35
nNOS (R) CCCCACGAATCAGGTCAGAGA 66,00 72,79
GAPDH(F) GTCGTATTGGGCGCCTGGTCAC 65,93 63,64
GAPDH (R) GCCAGCATCGCCCCACTTGATT 66,00 59,09

3.2.12 BPA’nin AChE ve BUChE Enzim Aktivitesine Etkisi

BPA’nin AChE ve BuChE enzim aktivitesine etkisini belirleme g¢alismalari
kolorimetrik Ellman metoduna gore gergeklestirilmistir. EImann metodu tiyokolinin
5, 5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek sari renkli 5-tiyo
2-nitrobenzoikasit (TNB) birlesigin olugsmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.3)
(195,196).
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Sekil 3.3 Ellman metodunun kimyasal mekanizmasi.

AChE enzim aktivitesi i¢in hazirlanan reaksiyon ortaminda 10 mM KP pH 7.4,
0.5 mM asetiltiyokolin (ATC) bulunmaktadir. Reaksiyon ortamina ayrica 0.125 mM
DTNB ve gerekli miktarda enzim eklenmistir. Reaksiyonlar substrat eklenmesiyle
baslatilmis spektroskopik olarak 412 nm’de UV-visible 1700 Shimadzu PC
spektrofotometre ile 25°C sabit sicaklikta aktivite olgiimleri yapilmustir (197).
BPA’nin AChE ve BuChE i¢in ICso degerleri degisik derisimlerdeki BPA ilavesiyle

ve Graphpad Prism 5 program analiziyle hesaplanmastir.

3.2.13 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Spesifik AChE

Aktivitelerinin Belirlenmesi

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin spesifik AChE
aktivitesini belirlemek amaciyla 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 saat uygulama siiresi sonunda
ornekler tripsinize edilmis ve 5 dakika +4 °C’de 3700xg’de santrifiijlenmistir.
Siipernatan atilip pellet tizerine 1 damla gliserol ilavesi sonrasinda 10x5 sn %21
amplitiit ile sonikasyon yapilmig ve her islem arasinda 50 sn beklenmistir. Pellet 50
mM Tris-HCI, % 0,5 Triton X 100, % 1 Nonidet P40, 5 mM EDTA, 150 m M NaCl
ve proteaz inhibitorii iceren pH 7.4 olan lizis tamponuyla 7 kat seyreltilip 30 dakika

buz tlizerinde orbital ¢alkalayicida bekletilmistir. Bu siire sonunda tekrar 14 000xg’de
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4 °C de 5 dakika santrifiijlenmistir. Orneklerdeki protein miktarmi hesaplayabilmek
icin Calchem SantaCruz BCA protein tayini kiti kullanilmistir. BCA tayini i¢in
2mg/ml derisiminde stok sigir serum albiimin (BSA) ile hazirlanan 8 farkli derisimdeki
BSA soliisyonlar1 yardimiyla standart egri elde edilmistir. Hazirlanan BSA

soliisyonlarmin derisimleri Tablo 3.3’de sunulmustur.

Tablo 3.3 BSA standart ¢ozeltilerinin stok BSA ile hazirlanisi.

Kuyucuk nL PBS Hacim pL Derisim (ng/ml)

A 0 100 pL stok 2000
B 50 150 pL stok 1500
C 100 100 uL stok 1000
D 100 100 pL vial B 750
E 100 100 pL vial C 500
F 100 100 pL vial E 250
G 100 100 uL vial F 125
H 100 0 0

Kit igerisindeki A ve B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilip AB ¢ozeltisi elde
edilmis ve 1s1iktan korunmugstur. 96 kuyucuklu plakalara her BSA standartindan ve
ornekten 25 pl eklenmistir

Her standart ve ornek i¢in 3 tekrar yapilmistir. Hazirlanan AB ¢6zeltisinden
her kuyucuga 200 ul eklendikten sonra aliiminyum folyo ile sarilmis ve 60 °C’de 15
dakika sicak su banyosunda inkiibe edilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten
sonra mikroplaka okuyucuda 562 nm’de her kuyucugun absorbansi Sl¢lilmiistiir.
Stardart egri denklemi yardimiyla 6rneklerin protein derisimi hesaplanmistir.

Orneklerdeki AChE aktivite tayini Ellman metoduna uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Orneklerdeki mg protein basina diisen AChE enzim aktivitesi

hesaplanmustir.
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3.2.14 BPA Uygulanan SH-SYSY Hiicrelerinin TNF-o Diizeylerinin

Belirlenmesi

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmig SH-SY5Y hiicrelerinin TNF-a  diizeyleri
LEGEND MAX™ Human TNF-o ELISA Kit ile Biotek Power Wave XS mikroplaka
okuyucuda belirlenmistir. Kitte bulunan 1,000 pg/ml ana standart ¢ozeltiden 25 pL
alimmis ve 475 uL Assay Buffer A eklenmistir. Boylece ana standart ¢ozeltisi 6 seri
halinde ikiser kat seyreltilip farkli derisimlerde standartlar elde edilmistir. Her
kuyucuk 4 kez 1X yikama tamponu ile yikandiktan sonra 50 pL Assay buffer A
eklenmistir. 50 pL standart diliisyonlar1 ve 6rnekler uygun kuyucuklara eklenmis ve
oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida 200 rpm hizla 2 saat siireyle calkalanmistir.
Kuyucuk igerigindeki siv1 aspire edildikten sonra plaka 4 kez 1X yikama tamponu ile
yikanmigtir. 100 pL Human TNF-a Detection Antibody soliisyonu her kuyucuga
eklenmis ve plaka oda sicakliginda 1 saat siiresince inkiibe edilmistir. 100 uL Avidin-
HRP B soliisyonu her kuyucuga eklenip tekrar oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
30 dakika c¢alkalanmostir. Plaka 5 kez 1X yikama soliisyonu ile yikanip son yikanma
seferinde soliisyon 30 saniye bekletilmistir. 100 puL substrat soliisyonu D her kuyucuga
eklenip 15 dakika karanlik bir ortamda bekletilmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasi
icin 100 pL durdurma ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edilmistir. 450 nm ve 570 nm’ de

verdikleri absorbans plaka okuyucuda 6l¢tilmiistiir.

3.2.15 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Kaspaz-8 Diizeylerinin

Belirlenmesi

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SY5Y hiicrelerinin kaspaz-8 diizeyleri
ab119507—kaspaz-8 Human ELISA Kit ile belirlenmistir. 20 ng/ml ana standart
soliisyonundan seyreltilerek diger standart tiipler hazirlanmistir. Plakalardaki her
kuyucuk iki kez 400 puL 1X yikama tamponu ile yikanmugtir. 100 pL standart ¢ozeltisi
ve 50 pL 6rnek ve o6rnek seyreltme ¢ozeltisi uygun kuyucuklara eklenmistir. 50 L 1X
Deteksiyon Antikoru her kuyucuga eklenmis oda sicakliginda iki saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda plaka ii¢ kez ytkanmistir. 100uL 1X anti-rabbit-
1gG-HRP her kuyucuga ilave edilmistir. Mikroplaka yapiskan bir film ile kaplanip oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 100 ul TMB substrat soliisyonu her

kuyucuga pipetlenmistir. 15 dakika siiresince oda sicakligindaki inkiibasyon siiresi
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sonucunda enzim reaksiyonu 100uL. durdurma c¢ozeltisi ile durdurulmustur. Her

kuyucugun 450 nm’de absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir.

3.2.16 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Tali Goriintiilii Hiicre

Sitometresi ile Degerlendirilmesi

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinin % hiicre
poplilasyonunu apoptotik ve nekrotik olarak belirlenebilmesi amaciyla Tali®
Apoptosis Kit- Annexin V Fluor 488 and PI (propidium iyodiir) Kiti ile Tali(TM)
Gorlntii Bazli Sitometre cihazi kullanilmistir. Tali sitometresi, apoptoz ve hiicre
canliligi deneyleri gibi siispanse hiicre bazli deneyleri yapabilme imkani sunan
otomatik olarak goriintli analizini dijital goriintii bazli hiicre sayimi ve floresans
deteksiyon algoritmi islemleriyle gergeklestirebilen bir cihazdir (188).

Saglikli hiicrelerde plazma membrani i¢ ve dis kisminda asimetrik olarak
konumlanan lipitlerden olugmaktadir. Bu lipitlerden fosfatidilserin (PS) ise plazma
membraninin i¢ kisminda bulunup hiicre sitoplazmasinda goriinmektedir. Apoptoz
esnasinda lipid asimetrisi bozulup PS plazma membraninin dis kismima dogru
cikabilmektedir. Annexin V PS’lere baglanan, 36-kDa molekiil agirliginda kalsiyum
baglayici bir proteindir. Bdylece apoptotik hiicrelerin dis kisminda goriilen PS’lerin
belirlenmesinde Annexin V kullanilabilmektedir. Nekrotik hiicrelerin membran
biitiinliiglinlin bozulmas1 sonucu Annexin V hiicre icerisine ge¢ebilmekte apoptotik
hiicreler gibi nekrotik hiicreleri de boyayabilmektedir. Apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin ayirt edilebilmesi amaciyla nekrotik hiicrelere girip apoptotik hiicrelere
girmeyen propodyum iyodiir (PI) ile boyama yapilmustir (198).

SH-SY5Y hiicreleri her kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu
petri kaplarina ekilmistir ve. DMEM besiyeri ortaminda ¢ogaltilmistir. SH-SY5Y
hiicreleri petri tabanina tutunmalart igin 24 saat siire ile 37°C ve %5 lik CO,
ortaminda inkiibe edilmistir. Sonrasinda kuyucuklara artan konsantrasyonlarda ( 1 pM
— 1 uM) BPA ve/lveya DMSQO’da ¢oziinmiis 50 uM Nekrostatin 1 uygulamasi
yapilmustir. Petrilerden 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24,48 saat sonunda 100 pL 6rnekler toplanmis
ve santriflij edilmistir. Elde edilen 6rnekler 100 pL annexin baglayici tampon ile
tekrardan ¢6ziilmiis ve 5 pl Annexin V (conjugated whit Alexa Fluor® 488)

eklenmistir. Sonrasinda Ornekler oda sicakliginda karanlik bir yerde 20 dakika
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bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler tekrardan 100 pL annexin baglayici
tamponda ¢oziinmiis 1 uL Propodyum Iyodiir (PI) eklenip oda sicakliginda 1siktan
korunacak sekilde 1-4 dakika bekletilmistir. Analiz islemi icin Gazi Univeristesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji AD’inda Prof.Dr. Mustafa ARK’in aragtirma

laboratuvarinda bulunan Tali® Goriintii Bazli Sitometre cihazi kullanilmgtir.
3.2.17 istatiksel Degerlendirme

Bu tez kapsaminda yapilmis olan MTT sitotoksisite deneyi, Nitrik Oksit (NO)
diizeyinin Griess yontemiyle 6lglilmesi deneyi, Laktat Dehidrogenaz (LDH) deneyi,
Kantitatif es zamanli PCR yontemi ile gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
deneyi, diisik doz BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin spesifik AChE
aktivitelerinin  belirlenmesi, TNF-a diizeylerinin ve Kaspaz-8 diizeylerinin
belirlenmesi, hiicre popiilasyonlarmin belirlenmesi deneyi verileri istatistiksel
anlamda degerlendirilirken Graphpad Prism 5 programi kullanilmigtir. Kontrol grubu
ile 6rnek gruplari arasindaki anlamli bir farkliligin var olup olmadig two-way Anova
testi ve korelasyon testi ile anlagilmaya calisilmis, p<0,05 ise istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.



o1

4. BULGULAR

4.1 SH-SYSY Hiicrelerinin Isik Mikroskobuyla Elde Edilen Goriintiisii

SH-SYS5Y hiicreleri, gerecgler ve yontemler basligi altinda anlatilan sekliyle
pasajlanmis ve kiiltiir kaplaria ekimi gergeklestirilmistir. Bu islemler sonrasinda
hiicrelerin canlilik durumlari, 151k mikroskobu altinda incelenmistir. SH-SY5Y
hiicreleri ekim sonras1 2-3 giin i¢inde tutunup ¢cogalmaya baslamakta, hiicrelerinin %

90 doluluk oranina ulagsmasi yaklasik 4-5 giin igerisinde ger¢eklesmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 SH-SYS5Y hiicrelerinin 151k mikroskopu altindaki goriintiisti (10x biiyilitme).

4.2 BPA’min SH-SYSY Hiicrelerinde Sitotoksik Etkisi

4.2.1 Mtt Sitotoksisite Deneyi

Degisik derisimlerdeki (OuM- 100 uM) BPA’ya 8, 24, 48, 72 saat boyunca
maruz birakilan SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinin canlilik yiizdeleri n=8

tekrar deneyle hesaplanmis, degerlendirilen veriler Tablo 4.1°de verilerden elde edilen
grafik ise Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Tablo 4.1 Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmis SH-SY5Y hiicrelerinde
yapilan farkli saatlerdeki yiizde canlilik verileri (* p<0,05, ***p<0,001).

Y% C

50

=3 0 uM BPA

&3 10l BPA

DERIiSiM 8 saat %Canlhihk 24 saat % Canhilhk 48 saat %Canhihk 72 saat %Canhihk
BPA
0 100,00 100,00 100,0 100
1nM 125,8%** + 3,4 104,0+ 34 79%** + 12,6 123,7***+ 7,9
10 nM 105,8 £ 10,1 102,0+ 3,9 106,0 £ 11,5 134,4*** + 8,6
100 nM 118,6%** £ 4,2 99,2+7,8 107,1+5,6 147,5*** £ 10,3
1 pM 110,2+6,1 100,4+4,9 129,4*+0,4 144, 7%** £ 95
10 pM 116,0*%** + 1,6 98,0+ 4,8 85,9* £ 9.4 117,6%** £ 12,2
100 pM 73,1%*%* £ 57 102,5+ 3,0 124 5%** £ 6,5 145,4%** + 8 4
2001
150 =
=
E 100-

®

Zaman (saat)

=3 10 nM BPA

LI 100 nk BPA

2 UM EBPA [--=--]

E=3  10ul BPA

100uM BPA

Sekil 4.2 Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmig SH-SYSY hiicrelerinde
farkl1 saatlerdeki yiizde canlilik grafigi (*p<0,05; *** p<0,001).

Artan derisimlerde BPA uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinde yapilan MTT

sitotoksisite deneyinin farkli saatlerdeki yiizde canlilik verileri incelendiginde 8 saat

stiresince 1 nM, 100 nM, 10 uM BPA uygulamas1 canlilik yiizdesinde kontrol grubuyla
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kiyasla anlamli bir artisa yol agarken; 100 uM BPA uygulamasinin canlilik yiizdesini
anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir (***p<0,001).

SH-SYS5Y insan noéroblastoma hiicrelerinin canlilik yiizdelerinde 24 saat
stiresince artan derisimlerde BPA uygulamasi ile belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir.

48 saat boyunca 1 nM, 1 uM ve 100 uM derisimlerde uygulanan BPA, hiicrelerin
canlilik yiizdesinde anlamli bir artisa yol agmistir (sirayla * p<0,05; *p<0,05;
***p<0,001). Aym saat dilimindeki 10 uM BPA uygulamasinin hiicrelerin canlilik
yiizdesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi goriilmistiir. 1 pM ve 100
uM diizeydeki her ti¢ derisimdeki BPA’ nin hiicrelerin canlilik yilizdesinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige yol a¢tig1 bulunmustur ( ***p<0,001) .

72 saat boyunca uygulanan artan derisimlerdeki BPA’nin hiicrelerin canlilik
yiizdesi degerlerini her derisimde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi
gozlemlenmistir (***p<0,001). Canlilik yiizdesi degerlerindeki en yiiksek artigin ise
100 nM BPA uygulamasi ile oldugu kaydedilmistir.

4.3 SH-SYS5Y Hiicrelerinde nNOS Gen Ekspresyon Diizeyi Sonuclar:

Kontrol grubu ve 48 saat siiresince artan dozda (1 pM, 1 nM) BPA uygulanmis
olan SH-SY5Y hiicrelerinde nNOS geninin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla n=4 deney tekrari ile yapilan RT-PCR islemi sonucu elde edilmis veriler, gen
ekspresyonu sabit oldugundan kontrol geni olarak segilen GAPDH genine goére
normalize edilmis olup Tablo 4.2°de sunulmustur. Elde edilen grafik ise Sekil 4.3’de

gorilmektedir.

Tablo 4.2 1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde nNOS gen

ekspresyon diizeyi sonuclari.

nNOS
Kontrol 1
1 pM BPA 1,1+0,2
1 nM BPA 1,0+0,4




54

nNOS
1.5
= |
£ 1.0
=5
=
-t
g 0.5
= 0
0.0- - T
& & <l
‘C’B é\ é—\ E3 Konfrol
N A = 1pMEBEPA
=2 1 nMBPA

Sekil 4.3 1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerindeki nNOS gen

ekspresyon diizeyi sonuclari.

48 saat siiresince BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerindeki nNOS gen
ekspresyon diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik

gbzlenmemistir.

4.4  Nitrik Oksit (NO) Diizeyinin Griess Yontemiyle Olciim Sonuglar

Onceden artan derisimlerde hazirlanmis NaNO, soliisyonu ile (25 pM, 50
uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM ) Griess yontemi ile nitrit ol¢limii yapilmis ve Sekil

4.4°de goriilen standart egri elde edilmistir.

NaNO: Standart Egri Grafigi

y=0,0134x
R>=10,9973

Absorbans 540 nm

0,5

0 50 100 150 200 250
NaNO2 Derisimi ( pM)

Sekil 4.4 NaNO, i¢in elde edilen standart egri grafigi.
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Griess yontemiyle n=8 tekrar deneyiyle 6l¢iilen artan derisimlerde (0-100 uM)
BPA uygulanmis hiicrelerin NO diizeyleri pg/ml cinsinden Tablo 4.3 de verilmistir.

Tablo 4.3 Artan derisimlerde (0-100 uM ) BPA uygulanmis hiicrelerin NO
derigimleri (ng/ml).

Zaman 8 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
BPA Derisim |NO (pg/ml) | NO (pg/ml) |NO (pg/ml) | NO ( ng/ml)

0 7,49 3,97 3,97 4,00

1nM 7,56 3,97 3,98 3,98

10 nM 7,82 4,25 3,97 3,97

100 nM 7,99 3,97 3,96 3,97

1 uM 7,98 4,17 3,97 3,97

10 uM 7,81 4,72 3,97 3,97

100 uM 7,71 4,22 3,96 3,97

Tablo 4.3” de belirtilen veriler (ug/ml) hiicre sayisina gére normalize edilerek
%NO seklinde Tablo 4.4’ de sunulmustur. Verilerle elde edilmis grafik ise Sekil 4.5

te goriilmektedir.

Tablo 4.4 Artan derisimlerde BPA (0-100 pM) uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin
Griess yontemiyle elde edilmis % NO verileri.

ZAMAN 8 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
g;ﬁism %NO %NO %NO %NO
(uM)
0 100,0+£0,003| 100,0+0,001 100,0 +£ 0,006 | 100,0 + 0,062
1nM 80,2 £ 0,002 96,2 + 0,003 150,1+ 0,01 80,3 + 0,009
10 nM 98,7 £ 0,003 107,6 £ 0,043 94,1 £ 0,003 73,8+ 0,011
100 nM | 90,0 + 0,008 101,0 £ 0,007 93,3 +0,002 67,2 + 0,007
1 uM 96,7 + 0,009 104,6 £ 0,228 78,5 £ 0,005 68,5 + 0,008
10 uM | 89,9 +0,004 113,4 £ 0,051 116,7 £0,006 | 84,3+ 0,007
100 uM | 140,9+0,003| 100,0 + 0,047 80,8 +0,004 | 68,2+ 0,003
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Sekil 4.5 Farkli saatlerde artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmis SH-
SYS5Y hiicrelerindeki % NO diizey grafigi.

Artan derisimlerde BPA uygulanmig SH-SY5Y hiicrelerinin  Griess
yontemiyle elde edilen %NO diizeyleri degerlendirildiginde, 8 saat siiresince 100 uM
BPA uygulamasimnin %NO diizeyini arttirdigi gozlemlenmistir. Gézlenmis olan bu
artisin istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. Diger
dozlardaki BPA uygulamasi hiicrelerin %NO diizeylerinde azalmaya yol agtig1
gozlenmistir. Bu azalisin da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 kaydedilmistir.

Hiicrelere 24 saat siiresince 10 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM BPA
uygulanmasiyla hiicrelerdeki % NO miktarinda artis gézlenmistir. 24 saat siiresince 1
nM BPA uygulamasi ile SH-SYSY néroblastoma hiicrelerindeki % NO miktarinda ise
azalig gozlenmistir. Hiicrelerdeki % NO degerindeki bu artigin ve azalisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig tespit edilmistir.

SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerindeki % NO diizeyinde 48 saat siiresince
uygulanan 1 nM 100 uM BPA ile artis goriiliirken uygulanan diger BPA derisimlerinin
hiicrelerdeki % NO diizeyinde azalisa neden oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin % NO
diizeyindeki bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadig 2 way ANOVA

testi ile belirlenmistir.
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Hiicrelere 72 saat boyunca artan derisimlerde (10 nM-100 uM) uygulanan

BPA’nin istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte hiicrelerin % NO diizeyinde

azalisa yol actig1 belirlenmistir.

MTT sitotoksisite deneyi ile elde edilen % canlilik verileri ile Griess

yontemiyle 6l¢iilen % NO diizeyleri birlikte degerlendirilmis olup veriler Tablo 4.5°de

sunulmustur. Verilerle elde edilen korelasyon grafigi ise Sekil 4.6’de goriilmektedir.

Tablo 4.5 MTT sitotoksisite deney sonuglari ve Griess yontemiyle elde edilmis

%NO verilerinin birlikte degerlendirilmesi ( *p<0,05; ***p<0,001).

% Canlilik, 48 saat

Zaman 8 saat 24 saat 48 saat 72 saat
BPA
Derisim | % Canliik | %0NO | %Canlilik | %NO | % Canhilik | %NO | % Canhlik | %NO
0 100 100,0 100,00 |100,0 100,0  |100,0 100 100,0
1nM 125,8*** | 80,2 1040 |96,2 79%** | 150,1 123,7*** | 80,3
10 nM 105,8 98,7 102,0 107,6 106,0 |94,1 134,4%** | 73,8
100nM | 118,6*** | 90,0 99,2 101,0 107,1  ]93,3 147 5%** | 67,2
1M 110,2 96,7 100,4 104,6 129.4* |785 144,7%** | 68,5
10puM | 116,0*** | 89,9 98,0 113,4 85,9* 116,7 117,6*** |84,3
100 pM | 73 1*** | 140,9 102,5 100,0 124,5%** 80,8 145,4*** | 68,2
Korelasyon Grafigi
200-
< 150- .
g
[ )

i 100+ &

Z .

£ A

u 1 1 1 1
60 80 100 120 140

Sekil 4.6 Artan derisimlerde BPA (0-100 uM) uygulanmig SH-SY5Y hiicrelerinde

% canlilik sonuglari ile % NO degerleri korelasyon grafigi (R?=0,8549;
***p<0,001).




58

Sonuglar degerlendirildiginde SH-SYS5Y hiicrelerinin % canlilik degerinin
azalmasma paralel olarak %NO degerinde artis belirlenmistir. Hiicrelerdeki NO
miktarindaki artis sitotoksitenin de artisina yol agmistir. SH-SYSY hiicrelerinin %
canlilik ve % NO verileri degerlendirildiginde 8,48,72 saatlik BPA uygulamasi ile %
canlilik ve % NO diizeyi arasinda anlamli negatif korelasyon oldugu gozlemlenmistir
(sirasiyla ** p<0,01; *** p<0,001; *** p<0,001). BPA’nin 72 saat siiresince hiicrelere
uygulanmasiyla canlilik yiizdesinde artis goriilmistiir. Bunun sebebinin BPA’nin
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin azalmis olabilecegi diisiinlilmiistiir. Diger bir
sebep olarak BPA’nin 72 saat siiresince metabolize olmasi Sonucu etkisinin azalmasi
olabilecegi diislinilmiistiir. Fluorometrik olgiimlerle (EX:280, EM:310) BPA’nin
metabolize olup olmadigi anlasilmaya calisilmistir. BPA’nin miktarinda belirgin
degisiklik goriilmemistir.

Bu sonuglarin degerlendirilmesi sonucunda BPA uygulanmig SH-SY5Y
hiicrelerinde sitotoksik etki nanomolar diizeyde belirlenmistir. Daha yiiksek dozlarda
sitotoksik etki gozlemlenmediginden deneylere 1 nM ve 1 pM BPA dozlar ile devam

edilmesine karar verilmistir.
45 Laktat Dehidrogenaz (LDH) Deneyi

Hiicrelerdeki sitotoksik cevabi membran biitiinliigliniin bozulmasi lizerinden
degerlendirebilmek icin Laktat Dehidrogenaz deneyi yapilmistir. 48 saat siiresince
diisiik doz (1 pM, 1 nM BPA) uygulamasi sonucunda elde edilen % LDH verileriyle
hiicrelere ait olan % Mit. Rediiksiyon ile % NO degerleri hesaplanip birlikte
degerlendirilmistir. 3 deney tekrari ile elde edilen sonuglar Tablo 4.6°de, verilerle

diizenelenen grafik ise Sekil 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.6 48 saat siiresince 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmig SH-SYS5Y hiicrelerinin
% MTT, % LDH ve % NO degerleri (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

48 SAAT % MTT % LDH %NO
Kontrol 100 100 100

1pMBPA | 62,9 ***+991 95,3+ 18,53 126,1 **+ 0,18

1 nM BPA 79,0* +£ 6,92 64,9%** + 3.06 150,1*** + 6,23
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Sekil 4.7 48 saat siiresince diisiik doz ( 1 pM vel nM ) BPA uygulanmig SH-SY5Y
hiicrelerinin % MTT , % LDH ve % NO degerlerinin karsilastirma grafigi
(*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001).

Sekil 4.7°de gortildiigii tizere 1 pM ve 1 nM BPA uygulamasi % MTT degerini
sirastyla %62.9’e ve %79’a istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (sirasiyla
*** p<0,001; *p<0,05). LDH deneyinin sonuglari incelendiginde ise sadece 1 nM
BPA uygulamasmin istatistiksel olarak anlamli sekilde %65.5’°e kadar diistiigii
belirlenmistir (***p<0,001). Hiicrelerin %NO verilerinde ise kontrol grubuna gore 1
pM ve 1 nM BPA uygulanmasiyla belirgin ve anlamli bir artisin oldugu goriilmiistiir
(n = 3; sirayla **p<0,01; ***p<0,001).

4.6 SH-SY5Y Hiicrelerinden Elde Edilen RNA Ornekleri ile Tlgili

Sonugclar

RNA miktar tayini i¢in, her bir 6rnekten saflastirilan RNA 6rneklerinin saflik
derecesi hesaplanmistir. Azeo degeri, seyreltme faktoriiyle ve sonrasinda 260 nm’de 1
absorbans degeri veren saf RNA miktarinin 40 pg/mL oldugu kabul edilerek 40 ile
carpilmis ve toplam RNA miktar1 hesaplanmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7 SH-SY5Y hiicrelerinden elde edilen RNA 6rneklerinin safligi ve miktari
(K:Kontrol grubu, P: 1 pM BPA uygulanmis hiicre grubu, N: 1 nM BPA

uygulanmis hiicre grubu).

SH-SY5Y Ornekleri | Total RNA Derisimi (ug/ml RNA) (A260/A280)
K1 492 1,3
K2 576 1,7
K3 328 1,46
P1 664 1,5
P2 448 1,47
P3 348 1,47
N1 1328 1,12
N2 1208 1,31
N3 1180 1,38

4.7 SH-SY5Y Hiicrelerinden Elde Edilen RNA Orneklerinin Jel

Goriintiileri

SH-SYSY hiicrelerinden saflastirilan total RNA (40 pg) ornekleri % 1’lik
agaroz jeldeki yiiklenmistir. Ornekler 30 dakika siire ile 100 V’da yiiriitiilmiis ve
goriintlisti UV altinda alinarak kaydedilmis ve Sekil 4.8’de verilmistir.

K1 P1 N1 K2 P2 N2
28S

| @

18S

Sekil 4.8 Hiicrelerden saflastirilan total RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiileri.
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Sekil 4.8’de; K1,K2 BPA uygulamast yapilmamis kontrol grubu; P1, P2 1 pM
BPA uygulamasi yapilmis 6rnek grubu; N1, N2 1 nM BPA uygulamasi yapilmis 6rnek
grubu SH-SY5Y hiicrelerinden saflastirilan RNA 6rneklerinin jel goriintiilerini temsil

etmektedir.

4.8 SH-SYSY Hiicrelerinden Saflastirilan RNA’lardan Olusturulmus
c¢DNA’lerin Miktar ve Saflik Tayini

Elde edilen cDNA’lar -20 ° C’de muhafaza edilmis olup cDNA’larin miktari
ve saflig1 Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ilag ve Kozmetik Ar-Ge ve Kalite
Kontrol Laboratuvari biinyesinde bulunan Shimadzu Biospec Nano spektrofotometre

cihazi araciligiyla belirlenmis ve Tablo 4.8’de sunulmustur.

Tablo 4.8 SH-SY5Y hiicrelerinden saflastirilan RNA’lardan olusturulmus
cDNA’lerin miktar ve saflik tayini sonuglart (K:Kontrol grubu, P: 1 pM
BPA uygulanmis hiicre grubu, N: 1 nM BPA uygulanmis hiicre grubu).

RNA Ornekleri cDNA pg/ml A260/ A28
K1 1172,5 1,77
K2 624,6 1,77
K3 657,5 1,79
P1 797,5 1,79
P2 674,2 1,79
P3 690,4 1,79
N1 756 1,81
N2 589,5 1,73
N3 776 1,8

4.9 SH-SY5Y Hiicrelerinde AChE ve BUChE Genlerinin Ekspresyon

Diizeyi Sonuclar:

Kontrol grubu ve 48 saat siiresince artan dozda (1 pM, 1 nM) BPA uygulanmis
olan SH-SYS5Y hiicrelerinde AChE ve BuChE genlerinin ekspresyon diizeylerinin
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belirlenmesi amaciyla n=4 tekar seklinde yapilan RT-PCR islemi sonucu elde edilmis
veriler, gen ekspresyonu sabit oldugundan kontrol geni olarak se¢ilen GAPDH genine
gore normalize edilmis olup Tablo 4.9’da sunulmustur. Bu verilerle hazirlanan grafik
Sekil 4.9’da goriilmektedir. Bu yontemde, mRNA'dan ters transkripsiyon ile elde
edilen cDNA, florokromlu bir prob varliginda arastirilan gene ozgii primerler
kullanilarak PCR ile amplifiye edilmekte ve olusan sinyal PCR islemi esnasinda
Ol¢iilmektedir. Bu yontemde ¢esitli 6rneklerden izole edilen RNA'larin tam olarak
karsilastirilabilmesi i¢in kontrol genine  (GAPDH ) karsi normalizasyonu

yapilmaktadir.

Tablo 4.9 48 saat siiresince 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis olan SH-SY5Y
hiicrelerinde AChE ve BuChE genlerinin ekspresyon diizeyleri.

AChE BuChE
Kontrol 1 1
1p M BPA 0,61+0,22 2,18 + 3,18
1nM BPA 1,03+ 0,47 0,73+0,23
51
E3 Kontrol
44 _ E3 1 pM BPA
z E& 1 nM BPA
x
E
11 £ L —
0 m
< <
& Q,o&

Sekil 4.9 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SYS5Y hiicrelerinde AChE ve BuChE

genlerinin ekspresyon diizeyleri grafigi.

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmig SH-SYS5Y hiicrelerinde AChE geninin

ekspresyon diizeyleri incelendiginde 48 saat siiresince 1 pM BPA’ ya maruz birakilmis
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SH-SYS5Y hiicrelerindeki AChE gen ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla belirgin
bir azalis belirlenmistir. 1 nM diizeyde BPA uygulanmis hiicrelerdeki AChE gen
ekspresyonunda kontrol grubuna gore az da olsa bir artis gézlenmistir.

1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SYS5Y hiicrelerinde BUChE genlerinin
ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise 1 pM BPA uygulamasinin BuChE geni
ekspresyon diizeyini kontrol grubuna kiyasla arttirdigi belirlenmistir. SH-SY5Y
hiicrelerine 1 nM BPA uygulamasi1 yapildiginda ise BuChE gen ekspresyon
diizeyinin kontrol grubuna gore azaldig: fark edilmistir. Her iki gen cergevesinde
degerlendirme yapildiginda 1 nM BPA, BUChE gen ekspresyon diizeyinin de
azalmasina yol acarken, AChE gen ekspresyon diizeyinde degisikklige yol
acmamustir.  Pikomolar diizeyde uygulanan BPA’nmin SH-SYS5Y néroblastoma
hiicrelerindeki AChE gen ekspresyon diizeyinde azalisa yol agarken, BuChE gen
ekspresyon diizeyinde ise istatistiksel anlamli olmayan artisa sebebiyet verdigi ortaya

konmustur.

4.1BPA’nin AChE ve BuChE Enzimleri icin ICso Degerlerinin

Belirlenmesi

Aktivite tayini ¢alismalari sonucunda BPA’nin kolinesteraz enzim aktivitesi
tizerinde zayif inhibitor etkisinin oldugu Ellman yontemiyle belirlenmistir. AChE
enzimi i¢in BPA’ nin derigimine karst % inhibisyon grafigi Sekil 4.10’da sunulmustur.
BPA’ nin BuChE enzimini inhibisyon grafigi ise Sekil 4.11°de goriilmektedir.

BPA’nin AChE enzimi i¢in ICso degeri 2,22 mM = 0,290 ( R?=0,991) olarak
BuChE enzimi i¢in ICso degeri ise 1,98 mM = 0,580 (R% =0, 9584) olarak Graphpad

Prism 5 program analizi ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.10 BPA’nin AChE enzimine ait inhibisyon grafigi.
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Sekil 4.11 BPA’nin BuChE enzimine ait inhibisyon grafigi.
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4.2 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Spesifik AChE

Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.2.1 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Orneklerindeki Protein

Miktarmin belirlenmesi

Orneklerdeki protein derisiminin belirlenmesi icin BCA tayini yapilmustir.

BCA tayini i¢in 2mg/ml derisiminde stok sigir serum albiimin (BSA) ile hazirlanan 8
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farkli derisimdeki BSA soliisyonlari yardimiyla elde edilen standart egri grafigi Sekil

4.12’de sunulmustur.

Absorbans

BSA Standart Egri Grafigi

2,500
2,000
()
1,500
vy =0,001x
R*=0,9879
1,000
0,500
0,000
0 500 1000 1500 2000

BSA Derisim (ng/ml)

2500

4.2.2 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Orneklerindeki Spesifik AChE

Sekil 4.12 BSA i¢in elde edilen standart egri grafigi.

Aktivitelerinin Belirlenmesi

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin spesifik AChE spesifik

aktivite degerleri her 6rnek i¢in n=4 tekrar seklinde elde edilen aktivite degerlerinin,

ornekteki protein miktarina oranlanmasiyla U/mg birimiyle hesaplanmis ve Tablo

4.10’de verilmistir. Deney ortamina son derisimi

100 puM olacak sekilde

isotetramonoisopropilpirofosfattetramid (iso-OMPA) eklenmistir. Iso-OMPA selektif

BuChE enzim inhibitoriidiir. Deney ortamindaki iS0-OMPA varligiyla yalnizca AChE

enzimine ait spesifik aktiviteyi belirlemek miimkiin olabilmektedir. Deney verileriyle

elde edilen diisiik doz BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin spesifik AChE spesifik

aktivite sonuglar1 grafigi ise Sekil 4.13’de sunulmustur (n=4; ***p<0,001).
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Tablo 4.101 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin ortalama spesifik
AChE aktivite verileri ( U/mg protein).

Saat Kontrol 1 pM BPA 1 nM BPA
0 54+13 3,3£0,5 54+14
2 3,2+0,2 8,3+ 2,0 *** 4,7+1,2
4 46+1,6 0,9 + 0,3*** 8,7+ 1,3***
6 25+05 38+£1,0 30+£1,6
8 49+0,3 3,1+0,1 57+0,3
12 4,0+0,8 8,4+ 2,2 *** 6,1+1,6
24 53+0,7 3,7£0,1 6,2+0,1
48 7,7+10 72+11 6,5+0,5

- 15-
5
5
E
=)
3
Zaman (saat)
E3 Kontrol &ED 1pMEPA B InMBPA

Sekil 4.13 Diisiik doz BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin spesifik AChE enzimi
aktivite sonug grafigi (U/mg protein ) (***p<0,001).

Hiicrelerde 2 saat boyunca 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasi sonucu gozlenen
spesifik AChE aktivitesinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptanmistir. Bu artis
pikomolar diizeyde istatistiksel olarak anlamli iken nanomolar diizeyde anlamli bir
degisiklik degildir (***p<0,001 ).

Diger taraftan 4 saatlik 1 pM BPA uygulamasi sonucu Kontrol grubuna gore

degerlendirilme yapildiginda spesifik AChE enzim aktivitesinin anlamli sekilde
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azaldig1 ortaya ¢ikmaktadir (***p<0,001). 1 n M BPA uygulamasi sonucunda ise
spesifik AChE enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi
belirlenmistir (***p<0,001).

12 saat siiresince hiicrelere 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasinin spesifik enzim
aktivitesinde artisa sebep oldugu ve bu artigin pikomolar diizeyde istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (***p<0,001).

48 saat siiresince hiicrelere 1 pM ve 1 nM BPA uygulamasi sonucu spesifik
AChE enzim aktivitesinde gozlenen azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir.

4.3 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin TALI Goriintiilii Hiicre

Sitometresi ile Degerlendirilmesi

1pMvelnM BPA’nin SH-SYS5Y hiicrelerine 0-48 saat siiresince
uygulanmas1 n=3 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmis ve TALI goriintiilii hiicre
sitometresi ile elde edilen ve kontrol grubuna gore normalize edilen % hiicre

popiilasyon verilerinin ortalamalar1 Tablo 4.11 ’da sunulmustur (***p<0,001 ).

Tablo 4.11 1 pM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerin TALI goriintiilii hiicre
sitometresi ile elde edilen apoptotik, nekrotik, ge¢ apoptotik ve canli %

hiicre popiilasyon ortalama degerleri ( * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).

Kontrol Osaat | 2saat | 4saat | 6saat | 8saat 12 saat 24 saat | 48 saat
Apoptoz 1,3 2,3 4,7 2,7 3,3 6,3 4,7 6,3
Nekroz 44,0 33,3 28,0 25,0 19,3 22,0 25,0 1,0
Geg Apoptoz | 42,7 60,3 54,3 71,3 67,3 64,7 56,0 1,0
Canli 12,0 4,0 13,3 1,0 9,7 6,7 14,3 93,7
1 pM BPA
Apoptoz 7,0 7,0 4,7 7,3%** 2,7 5,3 18,3 1,3***
Nekroz 21,3 21,3 |20,3***|19,3***| 290 10,7 10,7 | 23,7*%**
Geg Apoptoz | 58,3 58,3 | 73,7***|64,0***| 61,3 80,0 64,3 |12,0%**
Canli 13,3 13,3 | 1,0%** | 9 7*** 7,0 4,0 7,0 63,3***
1 nM BPA
Apoptoz 2,3 0,7 | 4,3%** | 7,7*%** 7,0 4,0* 7,7 1,0%**
Nekroz 39,0 | 453 |18,3***|21,3***| 30,0 9,7** 10,0 |27,0%**
Geg Apoptoz | 56,0 | 44,7 |70,3***|66,3***| 54,0 83,3 77,7 | 14,7%**
Canli 3,0 9,0 | 7,3*** | 4 7*%** 9,7 3,0%* 5,0 57,3***
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1 pM ve 1 nM BPA’nin 0-48 saat siiresince uygulanmasi sonucunda TALI

goriintiilii hiicre sitometresiyle SH-SYS5Y hiicreleri degerlendirilmistir. Degerlendirme

sonucunda elde edilen verilerle hazirlanmig grafikler Sekil 4.14°de sunulmustur.
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Sekil 4.14 1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin farkli saatlerdeki

apoptotik, nekrotik, gec apoptotik ve canli % hiicre popiilasyon grafigi.
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1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin 6rnek gruplar ile
kontrol grubunun % hiicre popiilasyon degerleri her saat aralig1 i¢in karsilagtirildiginda
4 saat uygulama BPA’nin gec apoptoza ugrayan % hiicre popiilasyonunda anlamli bir
artisa yol actig1 gozlenmistir (*** p<0,001). Ayrica nekroza giden ve canli % hiicre
popiilasyonunda anlamli bir azalisa sebep oldugu belirlenmistir (*** p<0,001).

6 saat siiresince 1 pM ve 1 nM BPA uygulamasinin sonucunda apoptoza giden
ve canli hiicre popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir
(***p<0,001). Nekroza giden ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicre popiilasyonunda ise
anlamli azalis kaydedilmistir (***p<0,001).

12 saat siireyle 1 nM BPA uygulamasimin apoptotik, nekrotik ve canli hiicre
popiilasyonunda anlamli bir azalisa (sirayla *p<0,05; **p<0,01; **p<0,01); ge¢
apoptotik hiicre popiilasyonunda ise anlamli olmayan bir artisa yol a¢tig1 goriilmiustiir.

SH-SYSY hiicrelerine 48 saat boyunca 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasi
sonucunda nekrotik hiicre popiilasyonunda artis gézlemlenmistir. Bunun iizerine
goriilen nekrozun programli olup olamayacagini anlayabilmek i¢in 50 uM RIPK1
inhibitorii Nek-1 ve 1 nM BPA varliginda Tali hiicre goriintiileme cihazi ile hiicre

popiilasyonlari belirlenmistir. Belirlenen degerler Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12 48 saat boyunca 1 nM BPA ve Nek-1 uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin

apoptotik, nekrotik, ge¢ apoptotik ve canli % hiicre popiilasyon ortalama

degerleri.
% Hiicre Popiilasyonu

Kontrol 1 nM BPA 1 nM BPA

+Nek-1 +Nek-1
Apoptoz 21+12 1+43 37+6,6
Nekroz 0+0,5 27+9,6 1,3+£23
Gec Apoptoz 0=+0,5 14,7+ 4,6 3,7+3,05
Canlh 79+ 11 57,3+6,6 58+2
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Sekil 4.15 48 saat boyunca 1 nM BPA ve Nek-1 uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin

TALI sitometresi ile degerlendirilme sonuglari.

Nek-1’in varliginin SHSYS5Y hiicrelerinde nekroptotik 6liimii inhibe ederek
apoptoza ¢evirdigi Sekil 4.15’de verilen sonuglarda agik¢a goriilmektedir. 1 nM BPA
uygulanigin SH-SYS5Y hiicrelerinde RIPK1 bagimli nekroptoza yol agmakta oldugu bu
verilerle agiklanir niteliktedir. 48 saat boyunca 1 nM BPA ve 50 uM Nek-1 uygulanan
SH-SYS5Y hiicrelerinin mikroskop goriintiileri Sekil 4.16°da verilmistir.

Sekil 4.16 48 saat siiresince BPA uygulanmamis kontrol grubu (A) 1 nM BPA
uygulanmis olan (B) ve 1 nM BPA ile Nek-1 uygulanan (C) SH-SY5Y

hiicrelerinin mikroskop goriintiileri.
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Sekil 4.16°daki B goriintiisiinde goriildiigii lizere 48 saat siiresince 1 nM BPA
uygulanan hiicre grubunda nekrozun bir géstergesi olan hiicre membran biitiinligliniin
bozulmasi, kromatin yogunlasmasi, hiicresel kiiclilme gibi oOliim belirtegleri
belirlenmistir. 1 nM BPA ile Nek-1 uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde apoptoza 6zgii
olan membranda blebbing olusumu, organelleri igeren membranla kaplanmis
apoptotik cisimcikler, kromatinin niikleer membran civarinda toplanip yogunlagmasi

gibi oliim belirtegleri gozlemlenmistir.

4.4 BPA Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin TNF-a Diizeyleri

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin TNF-a diizeyleri
belirlenmesi igin n=3 tekrar edilerek gergeklesen deney sonucunda elde edilen veriler
Graphpad Prism 5 program yardimiyla analiz edilmistir. Her 6rnekteki TNF-a
diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen TNF-a diizeyleri ornekteki protein derigimine
oranlanmig ve Ornekteki protein basmna diisen TNF-o diizeyi pg/ug birimiyle
hesaplanmis olup ortalama veriler Tablo 4.13’de verilmistir. Sekil 4.17°de

gosterilmistir (n=3 , ***p<0,001).

Tablo 4.13 BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde birim protein derisimine diisen
TNF-o miktar1 ortalama degerleri (pg/png).

TNF-a/ Protein derisimi (pg/pg)
Saat Kontrol 1pM BPA 1nM BPA
0 0,14 + 0,010 0,15+0,017 0,14 £ 0,008
2 0,09 + 0,008 0,09+0 0,08 + 0,008
4 0,07 £ 0,006 0,06 + 0,003 0,05 + 0,003
6 0,05+ 0,001 0,05+ 0,007 0,05+ 0,007
8 0,05 + 0,004 0,04 + 0,002 0,04 £ 0,005
12 0,06 = 0,003 0,06 + 0,001 0,07 £ 0,004
24 0,446 + 0,001 0,302 + 0,020*** 0,464 £ 0,006
48 0,169 + 0,069 0,073 £ 0,104*** 0,084 + 0,008***
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Sekil 4.17 1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin TNF-o. /protein
pg/ug dizeyleri grafigi (***p<0,001).

SH-SYS5Y hiicrelerinin TNF-a /protein (pg/pg) diizeyleri incelendiginde 24 ve 48
saatlik 1 pM BPA uygulamasi sonucu hiicrelerdeki TNF-a diizeyinde azalma oldugu
goriilmiistiir. 24 saat siiresince 1 pM BPA uygulamasinin hiicrelerdeki TNF-a diizeyini
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi fark edilmistir
(***p<0.001). Diger yandan 24 saat nanomolar diizeydeki BPA uygulamasinin TNF-
a diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

48 saat siiresince diisiik doz BPA’ ya (1 pM, 1 nM) maruz birakilmis hiicrelerin

TNF-a /protein diizeyinde istatistiksel olarak anlamli sekilde bir azalis belirlenmistir

(***p<0.001).
45 BPA Uygulanan SH-SYSY Hiicrelerinin Kaspaz-8 Diizeyleri

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinin kaspaz-8 diizeyleri
belirlenmesi amaciyla her ornek i¢in n=2 deney tekrar1 gergeklestirilmistir. Elde

edilen verilerin diizenlenmesi ve istatistik analizi Graphpad Prism 5 program
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yardimiyla yapilmistir. 450 nm’de farkli saat dilimindeki her 6rnek icin kaspaz-8
absorbans diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen kaspaz-8 absorbans degerleri drnekteki
protein derisimine gére normalize edilerek reel Absorbans seklinde hesaplanmis olup

Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 4.14 Diisiikk doz BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde protein derisimine

gore normalize edilen % Kontrol Absorbans ortalama degerleri.

Saat 1 pM BPA 1 nM BPA
0 109,7 + 17,7 1446+ 45
2 532+122 48,9 + 3.4
4 104,4+49 1474+52
6 168.4 < 92,2% 173.2  82%*
8 120,2 £ 19,3 181,0 £ 13**
12 90,7 + 15,6 103,4+99
24 154,7 + 31,6%** 287,0 £ 279,5%**
48 297 3+ 175,9%%* 160,2 + 143%**

Diisiik doz BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin O ile 48 saat araligindaki
kaspaz-8 diizeyleri Sekil 4.18’de grafiklendirilmistir (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

4004

Kaspaz-8 (Kontrole giire %)

Zaman (saat)

E3 Konfrol &8 1pMEBPA = InMEPA

Sekil 4.18 Diisiik doz BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin kaspaz-8 diizeyleri
grafigi (* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Sekil 4.18’de verilen grafik incelendiginde SH-SYS5Y ndoroblastoma
hiicrelerindeki kaspaz-8 diizeyi 6 saat siireyle 1 pM ve 1 nM BPA uygulamasi
sonucunda kontrole gore sirasiyla % 168.4 ve %173.2 artis gostermistir (sirayla*
p<0,05; **p<0,01).

SH-SYS5Y ndroblastoma hiicrelerindeki kaspaz-8 diizeyi 8 ve 24 saat siiresince
1 nM BPA uygulamasi ile sirasiyla % 181, %287 artis gostermistir (**p<0,01;
***p<0,001).

48 saat siireli BPA uygulamasinda ise SH-SYS5Y hiicrelerindeki kaspaz-8
diizeyi, 1 pM BPA ile kontrol grubuna kiyasla anlamli ve belirgin sekilde % 297.3
artis gostermistir (*** p<0,001). Diger yandan ayn siireyle hiicrelere 1 nM BPA
uygulanmasiyla kaspaz-8 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli %160.2°lik bir artig
tespit edilmistir (*** p<0,001).
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5. TARTISMA

Bisfenol A endiistride siklikla kullanilan ve literatiirde ¢okga arastirilan bir
endokrin bozucu maddedir. BPA 0strojen benzeri etkiye sahip ve 0Ostrojen
reseptorleriyle (ERo ve ERP) ile etkilesen in vitro ve in-vivo olarak agonist ve
antagonist etki gosterebilen bir molekiildir (86,199). BPA niikleer Gstrojen
reseptOrlerine baglanma ilgisinin 17-f estradiol (E2)’e kiyasla azligindan dolay1 zayif
bir Ostrojen olarak kabul edilmektedir.

BPA halen en 6nemli bisfenol analogu olarak kabul edilmektedir. Bisfenol AF
(BPAF), Bisfenol F (BPF) ve Bisfenol S (BPS) gibi diger bisfenol analoglarinin da
endokrin bozucu 6zellik gosterdigi, sitotoksisite, genotoksisite, norotoksisite, tireme
toksisitesi, gibi etkilere sahip oldugu laboratuvar ¢alismalarinda belirtilmistir (200).

Bununla beraber in-vivo hayvan g¢alismalarinda diisitk doz BPA’nin endokrin
sinyalizasyon yolaklari ile fetal, neonatal ve perinatal donemde oldugi gibi erigkinlik
doneminde de etkilestigi rapor edilmistir. Ayrica BPA sinir sistemi, immiin sistem ve
tireme sistemi tizerinde yaygin etkiler gostermektedir (201). BPA’nin plastik
ambalajlardan besinlere gegebilmesi maruziyet riskini artirmaktadir (68). BPA’nin
idrar 6rneklerinde, serum, amniyotik s1vi, neonatal kan, plasenta kordon kani ve insan
stitii dahil viicut sivilarinda varligi tespit edilmistir (202-204). 2016°da yapilmis yeni
bir caligmada 5 pg/kg dozda 35 ginlik oral uygulama sonucunda farelerin
plazmasinda 1 pg BPA / ml derisimde BPA tespit edilmistir (205).

BPA’nin potansiyel kronik ve ka¢imilmaz maruziyetinin olmasindan Gtiirti
yapilan yogun ¢alismalar sonucunda BPA’nin LOAEL’den daha diisiik pikomolar
dozlarda bile monotik olmayan doz bagimli davranis gosterdigi bulunmustur (4,206).

Bu tez calismasi c¢ergevesinde ilk asamada BPA’nin ndroblastoma
hiicrelerindeki toksisitesini anlayabilmek i¢in 8, 24, 48, 72 saatlik 1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 uM, 10 pM ve 100 pM seklinde artan dozlarda BPA uygulanmasiyla
sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda SH-SY5Y hiicrelerinin %
canlilik degerinin monotik olmayan doz cevabi verdigi gozlenmistir. Devaminda
hiicrelerin nitrik oksit (NO) diizeylerini belirlemek i¢in ayni saat araliklarinda ve ayni
dozlarda BPA uygulanarak Griess yontemiyle oOlglim yapilmistir. Sitotoksisite

sonuclart ve NO diizeyleri birlikte degerlendirildiginde ise hiicrelerin canlilik
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yiizdesinde azalma gozlenirken NO miktarinda artis oldugu gézlemlenmistir. Elde
edilmis sitotoksisite sonuglartyla hiicrelerin NO diizeyleri arasinda 8, 48, 72 saatlik
uygulamalarda negatif korelasyon varligi tespit edilmistir (p<0,001).

Diisiik doz BPA (1 nM) uygulanan hiicrelerde sitotoksisitenin daha yiiksek
oldugu belirlendiginden devam eden deneyler i¢cin 1 pM ve 1 nM BPA dozlan
secilmigtir. Ayrica 1 pM 1 nM BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerde nNOS gen
ekspresyon diizeyleri belirlenmis kontrol grubuna kiyaslandiginda belirgin bir
degisiklik olmadig belirlenmistir.

1 pM ve 1 nM BPA uygulamast MTT rediiksiyonunu sirastyla %62.9°e ve
%78.7°e istatistiksel olarak anlamli sekilde disilirerek azaltmistir (sirasiyla
p<0,001,p<0,05). Parcalanmis hiicre membranin bir isareti olan LDH deneyi sonuglari
incelendiginde sadece 1 nM BPA’nin % LDH degerini istatistiksel olarak anlamli
sekilde %65.5’e kadar diistirdiigii belirlenmistir (p<0,001 ). BPA’nin ndéroblastoma
hiicrelerinin % canlilik degerlerindeki azaltict etkisini her iki deney sonucunda da
gérmek miimkiindiir.

Literatiirde BPA ve AChE ilgili ¢alismalarda BPA’nin monotik olmayan doz
cevabi verdigi bildirilmistir. Hayvan deney ¢alismalarinda diisiik doz BPA (10 mg/kg,
25 mg/kg ) ile artan AChE enzim aktivitesi gozlenirken daha yiiksek doz BPA (50
mg/kg) ile aktivitede azalma tespit edilmistir (207-209). Bu tez kapsaminda da
BPA’nin AChE ve BuChE enzimleri ile etkilestigi aktivitede azalmaya sebep oldugu
belirlenmis. Her iki enzim ig¢in de ICso degerleri hesaplanmistir. BPA’nin AChE
enzimi i¢in ICsg degeri 2,22 mM = 0,290 olarak BuChE enzimi i¢in ise 1,98 mM +
0,580 olarak belirlenmistir.

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde spesifik AChE enzim
aktivitesi 0-48 saat araliginda belirlenmistir. 4 saat stiresince 1 pM BPA uygulanan
hiicrelerde spesifik AChE aktivitesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde 0,9’a azaldigi tespit edilmistir (p<0,001). 2 ve 12 saat siiresince 1 pM
BPA uygulanmasiyla spesifik AChE aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli
sekilde sirayla 8,3°e ve 8,4 e arttig1 gézlenmistir (p<0,001). 48 saat siiresince hiicrelere
1 pM ve 1 nM BPA uygulamasi sonucu spesifik AChE aktivitesinde gzlenen azalisin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.
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Tez galismasinin ikinci asamasinda SH-SY5Y hiicrelerinde AChE ve BUChE
genlerinin ekspresyon diizeyi belirlenmistir. 48 saat boyunca SH-SY5Y hiicrelerine 1
pM BPA uygulanmasi sonucunda hiicrelerdeki AChE gen ekspresyon diizeyinin
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda 0,61 kat azaldigi belirlenmistir. AChE gen
ekspresyon diizeyindeki bu azalisin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir azalma olmadig: belirlenmistir. Néroblastoma hiicrelerine 1 nM BPA uygulamasi
sonucunda kontrol grubuyla kiyaslama yapildiginda AChE gen ekspresyonunda
belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Diger taraftan 48 saat siiresince 1 pM ve 1 nM
BPA uygulanmis ndroblastoma hiicrelerindeki BuChE gen ekspresyon diizeyleri
incelendiginde 1 pM BPA uygulamasiyla gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna
kiyasla 2,18 kat arttig1 gézlenmistir. 1 nM BPA uygulanmis SH-SYS5Y hiicrelerindeki
BuChE gen ekspresyonunun ise kontrol grubuna kiyasla 0,73 kat azalttig:
belirlenmistir.  BuChE gen ekspresyon diizeyinde gozlenen bu degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Nekroptoz kaspaz bagimli olmayan ve nekrozun diizenlenmis hali olan yeni
taninmlanmis hiicre 6limii tirtidiir (186,210). Nekroptoz RIP1 inhibitorii Nekrostatin
1 ile inhibe edilmektedir (186). BPA’nin ¢esitli hiicre hatlarinda apoptoz ve nekrozu
indiikledigi bildirilmistir (184,185,187,211). Bu tez kapsaminda liglincli asama
deneylerde 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmis SH-SY5Y hiicrelerinin ~ farkli  saat
araliklarindaki (0-48 saat) % hiicre popiilasyonlar1 Tali sitometresi ile apoptotik ve
nekrotik agidan degerlendirilmistir. Tali sitometre cihazi ile elde edilen 1 pM BPA
uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinin % hiicre popiilasyon degerleri incelendiginde
apoptotik hiicre popiilasyonunun 6 saat siireli 1 pM BPA uygulanmasiyla kontrol
grubuna gore 2,8 kat arttig1 goriilmiistiir (p<0,001). Diger yandan 48 saat siireyle 1 pM
BPA uygulanmasiyla ise apoptotik % hiicre popiilasyonunda 0,2 kat azalma
kaydedilmistir (p<0,001). Nekrotik hiicre popiilasyon yilizdesinde ise 4 saatlik 1 pM
BPA uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla 0,7 kat azalis (p<0,001), 6 saatlik
uygulama sonucunda ise 0,8 kat azalis belirlenmistir (p<0,001). 48 saat siireyle 1 pM
BPA uygulanmasiyla nekrotik hiicre popiilasyon yiizdesinin kontrol grubuna gore 2,7
kat arttig1 goriilmiistiir (p<0,001).

1 nM BPA uygulanmig SH-SY5Y hiicrelerinde % apoptotik hiicre popiilasyonu
4 saat ve 48 saatlik uygulamayla azalirken (p<0,001), 6 saatlik BPA uygulanmasiyla
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artig gostermistir (p<0,001). Nektrotik % hiicre popiilasyonu ise 4, 6 ve 12 saatlik BPA
uygulanmasiyla azalig gosterirken (sirasiyla p<0,001; p<0,001; p <0,01), 48 saatlik
uygulama ile kontrol grubuna gore 2,7 kat arttig1 belirlenmistir (p<0,001).

1 pM ve 1 nM BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin 0 ile 48 saat araligindaki
kaspaz-8 diizeyleri incelendiginde 6 saat siireyle 1 pM ve 1 nM BPA uygulamasi
sonucunda kontrole gore sirasiyla % 168,4 ve %173,2 artis gostermistir (sirayla
p<0,05; p<0,01). SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerindeki kaspaz-8 diizeyi 8 ve 24 saat
stiresince 1 nM BPA uygulamasi ile sirasiyla % 181, %287 artis géstermistir (p<0,01,
p<0,001). 48 saat siireli BPA uygulamasinda ise SH-SYSY hiicrelerindeki kaspaz-8
diizeyi, 1 pM BPA ile kontrol grubuna kiyasla anlamli ve belirgin sekilde % 297,3
artis gostermistir (p<0,001). Diger yandan ayni siireyle hiicrelere 1 nM BPA
uygulanmasiyla kaspaz-8 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli %160,2’lik bir artis
tespit edilmistir (p<0,001).

Asetilkolinesteraz enzim substrati asetilkolinin ve BPA’nin TNF-a diizeyini
Nf-kB inaktivasyonuyla azalttigi yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (76,212,213).
Bu verilere paralel olarak tez galismasinin {iglincii asama deneylerinde de diisiik doz
BPA’nin SH-SYSY hiicrelerindeki TNF-a diizeyine etkisi incelenmis 24 ve 48 saat
BPA uygulamasinin TNF-a diizeyinde istatistiksel anlamda azalisa sebep oldugu
sonucu elde edilmistir. 24 ve 48 saat siiresince 1 pM BPA uygulanmis hiicrelerdeki
TNF-a (pg/ng) diizeyinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli
bir azalis tespit edilmistir ( p<0,001). 24 saatlik BPA uygulamasi TNF-a (pg/ug)
diizeyinde azalisa ve % nekrotik hiicre degerinde azalisa sebep olurken apoptotik hiicre
yiizdesinde ise artisa sebep olmustur. Bu veriler BPA’nin SH-SYS5Y hiicrelerinde
canlilik lizerine ilk 24 saat siiresince yaptig1 etkiyi apoptotik yolla agiklamaktadir.
Diger yandan 48 saat siiresince BPA’nin noroblastoma hiicrelerine uygulanisi
sonucunda kaspaz-8 (ng/pug) diizeyinde anlamli artis, apoptotik hiicre yiizdesinde ve
TNF-a (pg/ng) diizeyinde anlamli bir azalis belirlenirken ayni siire sonunda nekrotik
hiicre ylizdesinde ise artis belirlenmistir.

TNF Reseptor 1'in (TNFR1) ligasyonu, hiicrenin hayatta kalmasina veya hiicre
6liimiine neden olabilir. Dolayisiyla, NFkB aracili gen transkripsiyonu hiicre 6liimii

icin bir kontrol noktasi olarak islev gérmektedir. NF«xB aracili gen transkripsiyon artisi
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hiicrenin hayatta kalmasini saglarken, NFkB aracili gen transkripsiyonun azalis1 ise
hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir (214,215).

TNF hiicrelerde kaspaz bagimli apoptozu indiikleyebilmektedir. Oliim
reseptOrii sinyalizasyonu sirasinda kaspaz aktivitesi olmadiginda ise, birgok hiicre tipi
kaspazdan bagimsiz nekrotik hiicre 6liim yolagina gegebilmektedir (214,215).

Bircok arastirma grubu apoptotik mekanizmalarin reaktif oksijen tiirleri (ROS)
varligi, yiiksek NO diizeyi ve NO aracili ATP yoklugu durumunda RIP1 ve RIP3’e
baglanmasiyla pro-nekrotik bir komplekse doniistiigii fikrini literatiire sunmustur
(214,215).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda BPA’nin hiicre olimi ve
noroimmiinomodiilasyondaki ¢ok yonlii etkilerinin olugsmasinda AChE’nin k&prii
gorevi Ustlenebilecegi kanisina varilmigtir. Asetilkolinin ve azalmis olan AChE
aktivitesinin TNF o {retimini NF-kB yolagini iizerinden inhibe ettigi literatiirde
bildirilmistir (212).

Tez galigmasimin sonucunda elde edilen bulgular goz o6niine alindiginda
SH-SYS5Y hiicrelerine 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasi sonucunda ilk 24 saat iginde
artmis olan kaspaz-8 diizeyi, apoptotik hiicre yiizdesi ve AChE spesifik aktivitesi
hiicrelerde apoptotik 6liim mekanizmasinin aktive oldugunu gostermektedir. Ancak 48
saat siiresince hiicrelere 1 pM ve 1 nM BPA uygulanmasi bulgulari, 6zellikle de
nekroptoz inhibitorii Nek-1 ile elde edilen hiicre popiilasyonu sonuglari; hiicrenin
apoptozdan yine programli bir 6liim sekli olan nekroptoza dogru yoneldigini ortaya
koymaktadir. Hiicrelerde diisiik doz BPA uygulanmasit boyunca 24 ve 48 saatler
arasinda azalmis olan AChE aktivitesinin etkisiyle TNFa diizeyinde belirgin bir diisiis
gozlenmektedir. SH-SYSY hiicrelerinde belirlenen NO diizeyi ise 48 saat sonunda 24
saate oranla artmaktadir. Ayni1 saat diliminde hiicrelerde artan kaspaz-8 diizeyine
ragmen hiicre 6liimiiniin nekroptoz tizerinden gergeklesmesinin nedeni, apoptotik
yolakta kaspaz-8’in asagisinda gorev alan kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7 gibi diger
molekiil veya molekiillerin aktiflenememesi ya da NO aracili olarak hiicrede ATP
diizeyinin azalmasi olarak yorumlanmaistir.

Bulgularimiz dogrultusunda o6nerilen diisiik doz BPA’nin SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicreleri {izerindeki olast etki mekanizmasi asagidaki sekilde

gosterilmistir (Sekil 5.1).
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Diisiik doz BPA TNFa

APOPTOZ +—— NEKROPTOZ

Sekil 5.1 Diisiik doz BPA’nin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicreleri tizerindeki
etki mekanizmasi. TNF ile iliskili 6liim bolgesi (TRADD); Fas birlesik
oliim bolgesi ( FADD); Reseptor aracili proteinl (RIP1); Reseptor aracilt
protein 3 (RIP3).

Eldeki verilerin birarada degerlendirilmesi ile SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicrelerinde BPA’nin RIP-1 bagimli nekroptozu AChE araciligiyla aktive ettigi

sonucuna varilmistir.
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6. ONERILER

Bu tez calismasi sonucunda clde edilen diisiik doz BPA’nin SH-SY5Y
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, diisik doz BPA wuygulanan hiicrelerdeki NO2
diizeyleri; nNOS, AChE, BUChE gen ekspresyon diizeyleri; spesifik AChE aktivitesi;
TALI sitometresi ile elde edilen apoptotik, nekrotik ve canli hiicre popiilasyonlari;
TNF-o diizeyleri ve kaspaz-8 diizeyleri verileri daha sonrasinda yapilacak olan
deneylere yol gostermesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasinda sonug¢ olarak BPA’nin 48 saat uygulanisiyla hiicrelerde
artan kaspaz-8 diizeyine ragmen hiicre Olimiiniin nekroptoz iizerinden
gerceklesmesinin nedeni, apoptotik yolakta kaspaz-8’in asagisinda gorev alan kaspaz-
3, kaspaz-6, kaspaz-7 gibi diger molekiil veya molekiillerin aktiflenememesi yada NO
aracilt olarak hiicrede ATP diizeyinin azalmasi olarak yorumlanmistir.

Bu yorumdan yola ¢ikarak ileri agsamadaki deneyler i¢in diisiik doz BPA
uygulanmis hiicrelerde kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7 molekiillerinin diizeyleri
belirlenmesi hiicre o6liimiin nekroptoz iizerinden gerceklesmesinin nedenini
aciklayabilmek agisindan 6nemlidir.

Kaspaz-8 seviyesindeki artisa ragmen nekroptoz ilizerinden hiicre 6limiiniin
gerceklesmesine diger bir neden olarak yorumlanan ATP yoklugu i¢in de diisiik doz
BPA uygulanmis hiicrelerde ATP miktarinin ticari kitlerle 6l¢timii bize ayrintili bilgi

sunacak ve bu tez ¢alismasini ileri bir noktaya tasiyacaktir.
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