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ÖZET 

Öz, E. Bisfenol A' nın HepG2 Hücrelerine Olan Etkilerinin İncelenmesi. Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyokimya Programı Yüksek Lisans Tezi,  

Ankara, 2020. Bu çalışmada, Bisfenol A (BPA) ve Fulvestrant (ICI) kimyasalının HepG2 

insan hepatoma hücrelerine uygulanarak hücrelerdeki proliferasyon, yara iyileşmesi, E-

kaderin, N-kaderin, vimentin proteinleri ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. BPA endüstride sıklıkla kullanılan bir endokrin bozucu maddedir ve 

östrojen benzeri etkiye sahiptir. Fulvestrant, östrojen reseptör antagonistidir. BPA, ICI, 

BPA ve ICI kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde hücre canlılığı MTT 

deneyi ile belirlenmiştir. BPA ve ICI kombinasyonun HepG2 hücre canlılığı üzerindeki 

etkileri Talalay-Chou metoduna göre değerlendirilmiştir. HepG2 hücrelerindeki 

migrasyon yara iyileşme yöntemiyle belirlenmiştir. Hücrelerdeki E-kaderin, N-kaderin ve 

vimentin protein düzeyleri Elisa kitiyle ölçülmüştür. HepG2 hücrelerinde apoptoz 

ApoTox-Glo ™ Tripleks Testiyle ölçülmüştür. HepG2 hücrelerine uygulanan 8 nM 

BPA’nın hücre canlılığını arttırdığı,160 nM ICI ile BPA ve ICI kombinasyon 

uygulamasının hücre canlılığını azalttığı gözlenmiştir. Talalay-Chou metoduyla, HepG2 

hücre canlılığına karşı BPA ve ICI kombinasyonu sonucu gözlenen etkinin sinerjistik bir 

etkileşimden kaynaklandığı açıklanmıştır. Ayrıca BPA’nın ICI’nın sitotoksik etkisini 

arttırdığı belirlenmiştir. Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde, BPA ile BPA ve ICI 

kombinasyon uygulamasında % yara büyüklüğünün azaldığı gözlenmiştir.HepG2 

hücrelerinde E-kaderin protein düzeyi BPA ve ICI kombinasyon uygulamasında 

azalmıştır. N-kaderin protein düzeyi ICI ile BPA ve ICI kombinasyon uygulamasında 

artmıştır. Vimentin protein düzeyinde değişiklik gözlenmemiştir. Apoptoz lüminesans 

verileri değerlendirildiğinde BPA ve ICI kombinasyon uygulamasının apoptozu arttığı 

belirlenmiştir ve BPA uygulamasının nekroptozu etkilediği görülmüştür. Bu tez 

çalışmanın sonuçları HepG2 hücrelerine 8 nM BPA ve 160 nM ICI uygulanmasının 

hücrelerdeki proliferasyonu, yara iyileşmesini ve apoptozu etkilediği açıklanmaktadır. 

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, epitelyal mezenkimal geçiş, HepG2, E-kaderin, vimentin 
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ABSTRACT 

Öz, E. Examination of the Effects of Bisphenol A on HepG2 Cells. Hacettepe 

University Graduate School of Health Sciences, Biochemistry Program, Master 

Thesis, Ankara, 2020.  In this study, it was aimed to determine the effect of application 

Bisphenol A (BPA) and Fulvestrant (ICI) chemical to HepG2 human hepatoma cells on 

proliferation, wound healing, E-cadherin, N-cadherin, vimentin proteins and apoptosis 

(caspase 3/7) in cells. BPA is an endocrine disrupter commonly used in the industry and 

has an estrogen-like effect. Fulvestrant is an estrogen receptor antagonist. The% cell 

viability in HepG2 cells treated with BPA, ICI, BPA and ICI combination was determined 

by MTT assay. The effects of BPA and ICI combination on HepG2 cell viability were 

evaluated according to the Talalay-Chou method. Migration in HepG2 cells was 

determined by wound healing method. The protein levels of E-cadherin, N-cadherin and 

vimentin in cells were measured with the Elisa kits. Apoptosis in HepG2 cells was 

measured by ApoTox-Glo ™ Triplex Test. It was observed that 8 nM BPA applied to 

HepG2 cells increased cell viability, while 160 nM ICI and BPA and ICI combination 

treatment reduced cell viability. The Talalay-Chou method explained that the effect 

observed as a result of the combination of BPA and ICI against HepG2 cell viability is due 

to a synergistic interaction. It was also determined that BPA increased the cytotoxic effect 

of ICI. In wound-formed HepG2 cells, BPA, BPA and ICI combination treatment showed 

that % wound size is decreased. The protein level of E-cadherin in HepG2 cells decreased 

in BPA and ICI combination treatment. The protein level of N-cadherin increased with the 

combination of ICI and BPA; and ICI. No changes in the protein level of vimentin were 

observed. When apoptosis luminescence data were evaluated, it was determined that BPA 

and ICI combination application increased apoptosis and BPA application was found to 

affect necroptosis. The results of this thesis study explain that applying 8 nM BPA and 

160 nM ICI to HepG2 cells affects the proliferation, wound healing and apoptosis in the 

cells. 

Keywords: Bisphenol A, epithelial mesenchymal transition, HepG2, E-cadherin, 

vimentin 

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination Unit. 
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1. GİRİŞ 

Kanser epigenetik ve genetik kusurların birikmesi sonucunda, vücudun diğer 

bölgelerine invazyon ve metastaz yapma potansiyeline sahip ve hücre döngüsü 

bileşenlerinin düzensizliğine bağlı olarak aktif hücre bölünmesi ile anormal bir şekilde 

çoğalan öldürücü bir hastalıktır. Bu bakımdan, kanser dünya çapında önemli bir halk 

sağlığı sorunudur (1). Dünyada en sık görülen malign tümörlerden biri olan 

Hepatosellüler Karsinom (HCC), karaciğer kanseri vakalarının yaklaşık % 80'inin 

üzerinde görülür. Çevresel ve genetik faktörler arasındaki etkileşim HCC gelişiminden 

sorumludur (2).  

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC), endojen hormonların üretimini, 

salınmasını ve taşınmasının yanı sıra hücresel metabolizmasını, bağlanmasını ve 

eliminasyonunu etkileyen kimyasal karışımlar olarak tanımlanır. Bunlar heterojendir, 

doğal veya yapay kimyasal bileşikler grubu içerir, endüstriyel çözücüler, plastikler, 

plastikleştiriciler, fungisitler, böcek ilaçları, ağır metaller ve farmasötik ajanlar olarak 

kullanılan sentetik kimyasalları içerir. Endokrin bozucu kimyasallara hava, su, yiyecek 

ve tüketici ürünleri olmak üzere maruz kalmanın çok fazla yolu vardır. Bazıları insan 

vücudunda (bisfenol A, ftalatlar) düşük birikime sahipken diğerleri çok lipofiliktir ve 

yağ dokusunda kolayca birikir. EDC’ler ayrıca serum, idrar, amniyotik sıvı ve anne 

sütü gibi çeşitli biyolojik sıvılarda bulunabilir (3). 

Bisfenol A (BPA) bir karbon atomu olan bir köprü atomu ile birbirine 

bağlanmış iki fenol halkası içeren bir kimyasal maddedir. BPA, epoksi reçineler ve 

plastik ürünlerin üretiminde plastikleştirici olarak kullanılır. BPA, gıda ambalajı, diş 

malzemeleri, tıbbi cihazlar, çocuk oyuncakları ve bebek ürünleri gibi birçok yerde 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu nedenle insan vücudu oral, soluma ve transdermal 

yolla BPA'ya maruz kalmaktadır. BPA'nın östrojen reseptörleri ile etkileşime girmesi 

nedeniyle birçok endokrin hastalığının patogenezinde önemli rol oynadığı 

bildirilmiştir. BPA metabolize edilir, karaciğerde BPA-glukuronide dönüştürülerek 

idrarla atılır. Metabolik süreçte oksidatif stres, inflamasyon yanıtı veya apoptozu 

tetikleyerek karaciğer hasarına neden olur. Bir mitojen olan BPA'nın neoplastik 

transformasyona duyarlılığı indüklediği ileri sürülmüştür (4). BPA’nın üreme, 

gelişme, diyabet, obezite ve karsinogenez gibi birçok hastalıkta istenmeyen etkileri 

rapor edilmiştir. BPA’nın sağlık üzerinde olumsuz etkilerinden endişe edilmiş, BPA 
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kullanımının denetlenmesine ve hatta bazı ülkelerde kullanılmasının yasaklanmasına 

karar verilmiştir (5). Yapılan çalışmalarda BPA’nın kanser hücrelerinin migrasyonuna 

ve invazyonuna neden olduğu birçok kanser hücrelerinde tanımlanmıştır.  BPA 

maruziyeti sonrası kanser hücrelerinin migrasyonu ve invazyonu çeşitli faktörlerin 

etkisiyle uyarılır. Bunlar; matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi proteazların 

artması, E-kaderin gibi epitelyal hücre bağlantılı proteinlerinin kaybı ile N-kaderin, 

fibronektin ve vimentin gibi mezenkimal göstergelerin artmasıdır. 

Fulvestrant (Faslodex, ICI 182,780), dokulardaki östrojen sentezini önleyen 

östrojen reseptör blokörleri olarak adlandırılmaktadır. Antagonist etkisi olmasına 

rağmen agonist etkisi yoktur. Postmenopozal kadınlarda ilerlemiş meme kanserinin 

tedavisinde kullanılmaktadır (6). Yapılan bir in vitro çalışmada fulvestrantın HepG2 

hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği ve HCC için terapötik olabileceği 

açıklanmıştır (7). 

Sunulan tez çalışmasının amacı, Fulvestrant ve BPA kimyasalının HepG2 

insan hepatoma hücrelerine uygulanarak hücrelerdeki proliferasyon, yara iyileşmesi, 

E-kaderin, N-kaderin, vimentin proteinleri ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisi 

belirlenmesidir.  

Böylece Bisfenol A’nın fulvestrantın yarattığı karaciğer hasarına hangi 

dozlarda ve nasıl etkidiği, E-kaderin, N-kaderin ile vimentin proteinleri ve apoptoz 

üzerinden aydınlatılacaktır. Tez çalışması ile elde edilecek bulgular sıklıkla maruz 

kalınan BPA’ nın karaciğerde ortaya çıkabilecek istenmeyen etkilerinin ve östrojen 

sinyal yolaklarıyla hepatoma kanser hücrelerin proliferasyonuna, migrasyonuna, 

invazyonuna ve apoptoza etki edip etmediği açıklanarak bilimsel birikim için önemli 

düzeyde katkı elde edilecektir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hepatosellüler Karsinom 

Kanser, genetik mutasyonlar, kopya sayısı sapmaları ve epigenetik 

değişimlerle seyreden hücre proliferasyonu, canlılık, ölüm, yenilenme, invazyon ve 

farklı hücrelerde sinyal yolaklarının bozulmasına neden olan kompleks ve farklılaşmış 

hastalıklardır (8).  

Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’ nün 2018’deki raporuna göre karaciğer kanseri, 

en sık teşhis edilen altıncı kanser ve kansere bağlı ölümlerin dördüncü nedeni olduğu 

tahmin edilmektedir (9). Yaklaşık olarak yılda 841.000 vaka teşhis edilmekte ve 

782.000 ölüm meydana gelmektedir. 2019 yılındaki verilere göre karaciğer kanser 

insidansı, hem erkeklerde hem de kadınlarda diğer kanserlere göre daha hızlı 

artmaktadır (10).  

Tablo 2.1. 2019'da her iki cinsiyette en yaygın 10 kanser vakalarının tahmini ölüm 

dağılımı (10). 

Erkekler       Kadınlar 

Kanser   Tahmini ölüm        Yüzde    Kanser          Tahmini ölüm      Yüzde 

Akciğer ve Bronş 76,650       24%  Akciğer ve Bronş    66,020 23% 

Prostat    31,620       10%  Meme       41,760 15% 

Kolon ve Rektum 27,640        9%   Kolon ve Rektum     23,380    8% 

Pankreas  23,800        7%   Pankreas      21,950   8% 

Karaciğer  21,600        7%   Over           13,980   5% 

Lösemi   13,150       4%    Uterus Korpus      12,160   4% 

Özofagus   13,020       4%   Karaciğer      10,180   4% 

Mesane   12,870       4%   Lösemi        9,690   3% 

Non-hodgkin lenfoma 11,510       4%   Non-hodgkin lenfoma       8,460   3% 

Beyin    9,910       3%   Beyin         7,850   3% 

Toplam   321,670    100%   Toplam     285,210         100% 
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Primer karaciğer kanseri, HCC ve intrahepatik kolanjiyokarsinomu içerir. HCC 

dünyadaki en yaygın maligniteler arasında altıncı sıradadır ve kanser hastaları arasında 

en yüksek dördüncü ölüm oranına sahiptir. HCC gelişimine neden olabilecek 

etiyolojik faktörler arasında kronik hepatit B ve hepatit C (HBV, HCV), alkol 

bağımlılığı, metabolik karaciğer hastalığı, aflatoksinler ve aristoloşik asit gibi diyet 

toksinlerine maruz kalma sayılabilir (11). HCC’nin erken teşhis ve takibi potansiyel 

olarak tedavi şansını arttırır. HCC erken evresi, lokal ablasyon, cerrahi rezeksiyon 

veya karaciğer transplantasyonu ile tedavi edilebilir. Tedavi seçimi tümör 

özelliklerine, altta yatan karaciğer fonksiyon bozukluğunun şiddetine, yaşa, diğer tıbbi 

ek hastalıklara, mevcut tıbbi kaynaklara ve yerel uzmanlığa bağlıdır. HCC vakalarının 

yaklaşık % 85'inin, özellikle Doğu Asya ve Sahra altı Afrika gibi düşük veya orta 

gelirli ülkelerde olduğu tahmin edilmektedir (12). 

HCC, epitel hücre tipleri olan hepatositlerin ve progenitör hücrelerin neoplastik 

transformasyonu ile hücresel seviyede heterojenite gösterir. Genellikle, kronik 

karaciğer hastalığı, genetik ve epigenetik olaylar, karsinom hücrelerinin farklılaşması 

ve ayırt edici özelliklerin ekspresyonu, tümör mikroçevrenin etkisi ve etiyolojiden 

kaynaklanan heterojenitedir. Hücresel heterojenitenin kompleksliği genellikle epitel 

hücrelerinin plastisitesindeki değişikliklerle artar. Heterojenite, tümör nodüllerinin eş 

zamanlı oluşumundan veya primer kanserin intrahepatik metastazlarından 

kaynaklanan HCC multifokal gelişimiyle genetik seviyede sağlanır. Primer HCC, 

portal ven tümör trombisi ve intrahepatik metastaz arasında görülen genetik değişimler 

iken, multipl HCC nodülleri farklı genetik ve epigenetik değişikliklerin birikimi ile 

meydana gelmektedir (13). 

Dünya çapında sanayileşmiş alanların gelişmesi ile hızlı ve ucuz gıda talebinin 

artması nedeniyle, birçok hastalığı tetikleyebilen veya seyrini kötüleştirebilen 

kimyasal maddelere maruziyet artmaktadır. Bu olay kronik karaciğer hastalıklarının 

doğal seyrinde ve epidemiyolojisinde önemli değişiklik gözlemleme olasılığına neden 

olmaktadır. EDC fizyolojik hormonal sinyalizasyonla etkileşen heterojen bir madde 

grubudur, böylece çeşitli patolojilerin gelişme riskini artırır (14). 
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2.1.1. HepG2 Hücreleri 

İnsan hepatosellüler karsinoma hücre hattı olan HepG2, 15 yaşındaki beyaz bir 

Amerikalı erkeğin hepatosellüler karsinomasından elde edilmiş olan epitel 

morfolojisine sahip, yapışkan yapılı bir hücre hattıdır. Ölümsüz hücre hatları olan 

HepG2 insan hepatoma hücreleri, diğer hücre hatlarına nazaran kolay 

kullanımlarından dolayı in vitro modellemelerde kullanılmaktadır. HepG2, ilaç 

metabolizması ve hepatotoksisite çalışmalarında en sık kullanılan bir insan 

hepatomudur (15). Ayrıca plazma proteinlerinin çoğunu üretebilmesi, hücre yüzey 

reseptörlerini koruyabilmesi, biyosentetik özelliklerinin normal hepatositlerle aynı 

olması, sitokrom p450 (CYP450)’ye ait monooksijenaz enzimlerinin olmasında dolayı 

tercih edilmektedir. HepG2 insan hepatoma hücre hatları glukuronat-sülfatla birleşme 

tepkimeleri sonucunda biyotransformasyon etkilerinin büyük bir kısmını yapmakta bu 

sayede in vitro toksisite modellemesinde kullanılmaktadır (16). 

 

 

Şekil 2.1. HepG2 hücre hattının 10X ve 40X mikroskobik görüntüleri (17). 

2.2. Fulvestrant 

Fulvestrant 7-alfa- (9 - ((4,4,5,5,5 penta fluoro pentil) sülfinil) nonil) estra-

1,3,5 (10) -trien, 3,7 beta-diol olan steroidal bir yapıdadır ve östradiol analoğudur. 

Ayrıca agonist etkisi olmayan bir antiöstrojendir. Fulvestrant’ın afinitesi, östradiole 

yakın olacak derecede yüksektir (18). Fulvestrant östrojen reseptör (ER) 

dimerizasyonunu ve nükleer lokalizasyonu bozar, ER aracılı transkripsiyonel 

aktiviteyi tamamen engeller ve reseptörün bozulmasını hızlandırır. Sonuç olarak 
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fulvestrant,  meme tümörü ilerlemesi, invazyon, metastaz ve anjiyogenez ile ilişkili 

östrojen- düzenleyici genlerin aktivitesini de engeller (19).  

 

Şekil 2.2. Fulvestrant’ın kimyasal yapısı (20). 

2.3. Hücre İskeleti 

Hücre iskeleti, ökaryotik hücrelerin sitoplazmasında hücre şeklini belirleyen 

ağ yapılarının keşfedilmesinden sonra ortaya çıkmıştır (21). Hücre iskeleti, hücrelerin 

sitoplazmasında bulunur ve hücrelerin hareketlerini yönlendirip koordine etmelerini 

sağlayan kompleks, dinamik bir protein filamanları ağıdır. 

Hücre iskeleti hücre hareketinden sorumlu olmasının yanında yapısal görevleri 

de vardır. Hücre hareketleri ile hücrenin bütünsel hareketini ve organeller ile diğer bazı 

yapıların (mitotik kromozomlar) sitoplazma boyunca hücre içinde taşınmasını sağlar.  

Hücre iskeleti hücre içindeki bulunuş yerleri ve şekilleri farklı olan 3 tip filamentten 

(mikrotübüller, ara filamentler ve mikrofilamentler) oluşur (22). Bu filamentlerin 

hepsi farklı protein alt birimlerden meydana gelmiştir. Mikrotübüller tübülin, ara 

filamentler; vimentin veya lamin ve aktin filamentler; aktin gibi proteinler tarafından 

meydana getirilirler (21). Mikrotübüller, eritrositler hariç bütün ökaryotik hücrelerde 

sitoplazma içinde bulunurlar ve aynı moleküler organizasyona sahiptirler (23). En 

kararlı hücre iskelet bileşeni olan ara filamentler, mikrotübüllere göre daha inceyken, 

mikrofilamentlerden daha kalın yapıya sahiptirler. Ayrıca bu filamentler farklı tipteki 

protein iplik yapılarının üst üste sarılmasıyla oluşur (24). Omurgalı hücrelerde 

sitoplazmik ara filamentler, vimentin ve vimentin benzeri filamentler, keratin 

filamentler ile nörofilamentler olmak üzere 3 sınıfa ayrılır. Bunlara ilaveten, nükleus 

içerisinde yer alan nüklear laminler de ara filamentlerin özel bir sınıfıdır. Aktin 

filamentleri olarak da bilinen mikrofilamentler, genellikle hücrenin toplam 
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proteinlerinin %5 veya daha fazlasını oluştururlar ve çoğu hücre için ana hücre iskelet 

proteini aktin’dir (25). 

Hücre iskeletinin görevleri arasında hücreyi şekillendirmek, hücreyi fiziksel ve 

biyokimyasal olarak dış ortama bağlamak, mekanik etkiye karşı korumak ve dokuları 

stabilize etmek bulunmaktadır. Bununla birlikte hücre iskeleti büzülerek hücre ve 

hücre çevresinin şeklini değiştirir ve hücre göçüne  olanak sağlar (26). 

2.3.1. E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin Yapısı 

Kalsiyuma bağlı hücre adezyon molekülleri olan kaderinler çeşitli dokuların 

epitel yapısının korunmasında, normal doku mimarisinin embriyonik gelişimi ve 

korunmasında önemli roller oynarlar. Epitel hücreleri E-kaderin ifade ederken, 

mezenkimal hücreleri N-kaderin, R-kaderin ve kaderin-11 gibi çeşitli kaderinler ifade 

eder (27).  

E-kaderin, 16. kromozomda q22 de yer alan ve CDH-1 geni tarafından 

kodlanan homofilik hücre yüzey proteinleridir. Bununla birlikte E-kaderin hücre 

bağlantısında önemli bir rol oynayan kalsiyum (Ca2+ ) bağımlı bir transmembran 

proteindir. E-kaderin proteini, intraselüler adezyon kompleksleriyle epitelyumun 

oluşmasında, farklılaşmasında, polarize edilmesinde ve korunmasında önemli rol 

oynar. E-kaderin ekspresyonundaki değişiklik, epitel hücreleri yarı mezenkimal hücre 

durumuna geçişini sağlayan geri dönüşümlü bir hücresel program olan epitelyal 

mezenkimal geçiş (EMT)’in prototipik epitel hücre belirteci olarak görev görür. E-

kaderin epitelyal hücrelerde eksprese edilir ve embriyonik gelişim, doku fibrozu ve 

kanserde EMT sırasında ekspresyonu azalır. Ayrıca, E-kaderin fonksiyonunun kaybı 

EMT'yi kolaylaştırır (28).  

N-Kaderin, 18. kromozomda q11 de yer alan ve CDH-2 geni tarafından 

kodlanan bir proteindir. Fibroblastlarda, iskelet kasında, endotelyal hücrelerde ve 

ağırlıklı olarak nöral dokularda N-kaderin bulunur (29).  Mezenkimal bir kaderin olan 

N-kaderin, hem metastaz hem de kemoterapi direncine etki ederek kanserin 

ilerlemesine neden olur. E-kaderin ve N-kaderin birçok yapısal ve fonksiyonel 

özellikler paylaşır. E-kaderin downregülasyonu, mezenkimal nöral kaderin (N-

kaderin) ekspresyonunun artmasına neden olur bu da hücre adezyon değişikliğiyle bir 

'kaderin anahtar' ile sonuçlanır. Bu anahtar aracılığıyla, geçiş hücreleri epitelyal 
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hücrelerle ilişkilerini kaybeder ve homotipik N-kaderin etkileşimleri yoluyla 

mezenkimal hücreler için bir afinite kazanırlar. N-kaderin hücre iskeletine α- katenin 

ve β‑katenin yoluyla bağlanır. Ayrıca p120 katenin, sinyal aracıları ve trombosit 

türevli büyüme faktörü (PDGF) ve fibroblast büyüme faktörü reseptörleri (FGFRs) 

gibi reseptör tirozin kinazlar (RTKs) ile etkileşir. Mezenkimal hücreler, fibroblastlar, 

kanser hücreleri ve nöral dokuda eksprese edilen E-kaderinden N-kaderine kadar 

kaderinler, sıklıkla embriyonik gelişim ve kanser ilerlemesi sırasında EMT'nin 

ilerlemesini izlemek için kullanılmıştır (30, 31). 

 

 

Şekil 2.3. E-kaderin ve N-kaderin yapısı (32). 

 

Ökaryot hücrelerde temel iskelet bileşeninden biri olan ara filamanlar, en 

sağlam hücre iskeleti filamanlarıdır. Vimentin 57 kDal’luk ara filament protenidir ve 

fibroblastlar, endotelyal hücreler, hematopoietik kök hücreleri ile glial hücreler olmak 

üzere çeşitli hücrelerde eksprese edilir. Vimentin sitoplazmada, özellikle plazma 

zarının çevresinde bulunur. Ayrıca vimentinin hücre yüzeyi üzerinde de eksprese 

edildiği bulunmuştur. Vimentin hücre bütünlüğünün korunmasında görev alır (33). 

Vimentin, embriyogenez ve metastaz sırasında meydana gelen EMT belirteci olarak 
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kullanılmaktadır (34). Vimentinin hücre içi işlevi, protein kinazların ve fosfatazların 

kontrolü altındadır. Protein kinaz A, protein kinaz C ve p21 ile aktive edilen kinaz 

(PAK) gibi kinazlar, vimentin fosforilasyonunu sağlayarak vimentin filamentlerinin 

yeniden düzenlenmesini sağlar (35).  

2.4. Endokrin Bozucu Kimyasallar  

Endokrin bozucu kimyasallar, endojen hormonları taklit eden veya 

farmakokinetiklerine müdahale eden spesifik kimyasallardır. Birçok doğal ve sentetik 

kimyasallar endokrin sisteminin normal fonksiyonu bozar. Amerika Birleşik 

Devletleri Çevre Koruma Ajansı (EPA) tarafından endokrin bozucu bir bileşik, 

“vücutta bulunan kan kaynaklı hormonların sentezine, salgılanmasına, taşınmasına, 

metabolizmasına, bağlanma etkisine veya ortadan kaldırılmasına müdahale eden ve 

homeostaz, üreme ve gelişim sürecinden sorumlu ekzojen bir ajan olarak 

tanımlanır”(36). Endokrin bozucu kimyasallar, östrojen reseptör, androjen reseptör, 

progesteron reseptör, tiroid reseptör ve retinoid reseptör gibi nükleer hormon 

reseptörleriyle etkileşebilirler. Ayrıca endokrin bozucular, nükleer olmayan steroid 

hormon reseptörleri (membran östrojen reseptörleri), nonsteroid reseptörler (serotonin 

reseptörü, dopamin reseptörü, norepinefrin reseptörü gibi nörotransmiter reseptörler) 

ve orfan (yetim) reseptörler (aril hidrokarbon reseptörü)  gibi nükleer olmayan 

reseptörlerle de etkileşir (37). 

Endokrin bozucu molekül grupları oldukça heterojendir. Bunlar doğal ya da 

sentetik yapıda olabilirler. Sentetik endokrin bozucular, başlıca endüstride ve tarımda 

kullanılır. Bunlar endüstriyel çözücüler/yağlayıcılar ve yan ürünler olarak da 

poliklorlanmış bifeniller, dioksinler, plastik additifleri (bisfenol A), plastikleştiriciler 

(ftalatlar), pestisitler (metoksiklor, klorpirifos, diklorodifeniltrikloroetan (DDT)), 

fungisitler (vinklozolin) ve farmasötik ajanlar (dietilstilbestrol) olarak kullanılan 

sentetik kimyasallardır. İnsan ve hayvan yiyeceklerinde bulunan doğal endokrin 

bozucular ise kimyasal fitoöstrojenlerdir. Bu bileşiklere örnek olarak genistein, 

kumarestrol, enterodiol ve daidzein gibi endokrin bozucu maddeler verilebilir (38).  

EDC’ ler agonist ve antagonist rol oynabilir. Bu kimyasallar, reseptör 

antagonistleri olarak endojen hormonların etkilerini inhibe edebilir veya 

engelleyebilir. Agonist olarak da doğrudan veya taklit ederek hormon reseptörlerine 
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bağlanabilirler (39).  EDC'ler, vücudun endokrin reseptörlerine bağlanarak “yanlış” 

veya anormal hormonal sinyallerle sonuçlanan çok sayıda mekanizmayı bozar. 

Endokrin sistem, tüm omurgalılarda metabolizma, gelişme, üreme ve davranış gibi 

biyolojik fonksiyonları düzenler. Epidemiyolojik çalışmalar sonucunda endokrin 

bozucu kimyasalların kadın ve erkek üreme sistemi, nörodavranışsal ve nörogelişimsel 

değişiklikler, metabolik sendrom, kemik bozuklukları, bağışıklık bozuklukları ve 

kanserlerle ilişkilendirir (40, 41). 

Yirminci yüzyıldan beri dünya genelinde kanser ve alerjik hastalıklar, şeker 

hastaları, obez bireyler ve endokrin, nörolojik ve cinsel bozuklukların sayısında bir 

artış olmuştur ve artan bir eğilim göstermeye devam etmektedir. Bu gözlem çevrenin 

hızla büyüyen kimyasal kirliliği sonucu ortaya çıkabilir. İnsanlar sürekli olarak doğal 

ve sentetik kimyasal bileşiklere maruz kalırlar. Bunlar arasında, ekzojen kökenli 

endokrin bozucu bileşiklerin östrojene benzer etki gösteren ksenoöstrojenler önemli 

bir rol oynar. Ksenoöstrojenler hormonal sistemle etkileşime girebilir ve işlevlerini 

östrojenler için karakteristik bir şekilde modüle edebilirler. Ksenoöstrojen kaynakları 

arasında farmasötik bileşikler, metaller, deterjanlar ve plastikleri sertleştirmek için 

kullanılan bazı kimyasallar bulunur. Plastik ürünlere olan talebin artması BPA'nın 

yaygın kullanımına yol açmıştır. BPA, yüksek sıcaklıklarda veya ambalajlama 

sırasında meydana gelen hasarın bir sonucu olarak yiyecek ve içeceklere kolayca nüfuz 

edebilir (42). İnsanlar bu bileşiğe esas olarak gıda ürünleri yoluyla maruz kalmaktadır 

ve emilimin çocuklarda özellikle yüksek olduğu bulunmuştur (43). BPA'nın düşük 

konsantrasyonlarda bile insan sağlığı üzerinde zararlı etkileri olduğu bilinmektedir. Bu 

kimyasal, organizmanın hormonal homeostazisini bozarak infertilite ve kanserlere yol 

açar (44). 

2.5. Bisfenol A’nın Yapısı ve Özelliği 

Bisfenol A (BPA), 1940'tan beri polikarbonat plastiklerin ve epoksi 

reçinelerinin üretilmesinde yaygın olarak kullanılan kimyasal maddedir. BPA, dünya 

çapında en yüksek üretim hacmine sahiptir. BPA şişeler, tabaklar, kompakt diskler, 

makbuz kâğıdı, kendinden yapışkanlı etiketler, faks kâğıdı, oyuncaklar, gözlük 

camları, spor güvenlik malzemeleri, tıbbi malzemeler ve diş dolgu maddesi üretiminde 
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kullanılmaktadır. Ayrıca epoksi reçineler, metal ürünlerin (örneğin yiyecek ve içecek 

kutuları) ve su borularının iç kaplamalarında kullanılır (45). 

Bisfenol A (4,4-izopropilidenedifenol; 2,2-bis (4-hidroksifenil)-propan) 

kimyasal formülü C15H16O2 ve yapısal formülü (CH3)2-C-(C6H4-OH)2 olan kimyasalın 

moleküler ağırlığı 228,29 g/cm3 ‘tür.  BPA'da hidroksil grupları reaktiviteyi gösterir 

(46).  

Bisfenol A ilk kez 1891 yılında Rus kimyager olan Alexander P. Dianin, iki 

fenol ve bir aseton moleküllerinin hidrojen klorür katalizör varlığında kondansasyon 

reaksiyonu ile sentezlenmiştir ve 1930’lu yıllarda sentetik östrojen araştırmaları 

sırasında östrojenik etkisi analiz edilmiştir (47, 48).  

1940'tan beri BPA; 

 polikarbonat (PC), epoksi reçineleri, polisülfon veya poliakrilat gibi 

polimerlerin imalatında bir monomer olarak  

 polivinil klorür plastiklerinde (PVC) bir antioksidan ve polimerizasyon 

inhibitörü olarak 

 alev geciktirici tetrabromobisfenol-A sentezinin öncüsü olarak kullanılmıştır 

(49). 

 

 

 

Şekil 2.4. Bisfenol A’nın kimyasal yapısı (46). 

 

Bisfenol A, ilk kez 1950 yılında plastik imalat endüstrisinde kullanılmıştır ve 

her yerde çok kullanılan ticari ürün haline gelmiştir. BPA her yıl 6 milyar kilodan fazla 

üretilen ve 100 tonun üzerinde atmosfere salındığı tahmin edilen kimyasallar 

arasındadır (50). Dünya çapında insan popülasyonları rutin olarak BPA'ya maruz 

kaldığından, çoğu bireyde tespit edilebilir. 1980'lerde Amerika Birleşik Devletleri 
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Çevre Koruma Ajansı (EPA), insan popülasyonları için BPA'nın en düşük olumsuz 

etki seviyesini 50 mg/kg/gün olarak belirlemiştir. Kabul edilen günlük alım ve referans 

dozu, Dünya Sağlık Örgütü tarafından tahmin edilen yetişkinler için BPA alım 

seviyesinin % 95 (1.5 μg/kg/gün) fazlasıdır (51). 

BPA'nın analogları; 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2,2-bis (4-hidroksifenil) propan 

(bisfenol AF; BPAF), bis (4-hidroksifenil) metan (bisfenol F; BPF),  bis (4-

hidroksifenil) sülfon (bisfenol S; BPS), 2,2-bis (4-hidroksifenil) bütan (bisfenol B; 

BPB) ve dimetil-BPA (DMBPA) gibi BPA alternatifleri olarak yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca halojenli bir BPA analogu, alev geciktirici olarak kullanılan 

2,2’,6,6’-tetrabromo-4,4’-izopropilidenedi fenol (tetra bromo bisfenol A; TBBPA) dür 

(52) .  

Endokrin bozucu özelliğinden dolayı BPA kullanımı Avrupa Birliği, ABD ve 

Kanada'da bebek biberonları dahil olmak üzere çocuk bakım ürünlerinin üretiminde 

ve termal kağıtta kullanılması yasaklanmıştır (45). Bu kısıtlamalardan dolayı, BPA'nın 

analogları olan bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) ve bisfenol AF (BPAF) gibi 

kimyasalların BPA ile yer değiştirilmesine karar verilmiştir. 

 

 

Şekil 2.5. Bisfenol A ve yapısal analogları (53). 

 

Bisfenoller, iki benzen halkasını bir merkez karbon atomu ile ayıran, iki benzen 

halkası üzerinde 4-OH grubu taşıyan difenilmetanlar olarak bilinen kimyasallardır. 

BPS, BPF ve BPAF kimyasalları BPA ile benzer yapıya sahiptir. BPS, BPA içermeyen 

ürünlerde en sık kullanılan monomerdir (54).  
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Bisfenol S ( 4,4'-sülfonildifenol, BPS) bir sülfonil grubuyla bağlı iki 

hidroksifenil grubuna sahip organik bir bileşiktir. BPS yüksek ısıdaki stabilitesi ve 

güneş ışığına dirençlidir ve deniz suyunda bisfenol analoglarına göre biyobozunurluğu 

en düşüktür. Bisfenol S genellikle epoksi reçineleri ve polikarbonat plastiklerin üretimi 

için bir ara madde olarak kullanıldığından, tüketici ürünlerimizde bulunur. Örneğin, 

yiyecek ve içeceklerde kullanılan teneke kutularında, termal fatura kağıtlarında, el 

ilanları ve gazete gibi endüstriyel ürünlerde ayrıca bromlu alev geciktiricilerde 

kullanılmaktadır (55). 

Bisfenol F, (bis(4-hidroksifenil)metan, BPF) BPA’nın yapısal bir türevi olan 

ve endokrin bozucu etki gösteren şeffaf ile açık pembe arasında renge sahip katı bir 

maddedir. BPF vernikler, astarlar, plastik yapıştırıcılar, su borusu gibi geniş bir 

endüstriyel uygulama yelpazesine sahiptir ve ayrıca diş dolgu maddelerinde, oral 

protez cihazlarında ve gıda ambalajlama kaplamalarında kullanılır (56). 

BPAF, floroelastomerler, elektronik ve optik fiberlerde çapraz bağlayıcı olarak 

ve membranlar ve plastik optik fiberler olmak üzere yüksek performanslı monomer 

polimerler olarak kullanılır (57). 

2.5.1. Bisfenol A’ya Maruziyet Yolları 

Bisfenol A’nın hava, su, toprak ve biyolojik örneklerde yaygın olarak tespit 

edilebilir olduğu bilimsel yayında belirtilmiştir (58). Bisfenol A’nın kullanımının 

kontrolsüz olarak artması ve kullanıldığı ürünlerden çevreye sızması kronik maruziyet 

yaratmaktadır. İnsanlar için BPA maruziyetinin birden fazla yolu vardır. Bunlar 

besinsel (gıda, içme suyu) ve besinsel olmayan  (toz, hava, termal kağıt, kozmetik, 

oyuncak vb.) kaynaklardır. İnsanlar ayrıca cilt teması, inhalasyon, diş dolguları ve 

mesleki maruziyet yoluyla da BPA'ya maruz kalabilirler. BPA, insan serumu, süt, 

tükürük, idrar ve amniyotik sıvıda bulunmuştur (59, 60). İnsanlarda günlük BPA 

alımına katkıda bulunan maddeler arasında termal kağıt (54.000–79 ng/cm2), toz (0,8-

10 μg/g), et (17-602 ng/g) ve et ürünleri, balıklar (5-109 ng/g), meyve ve sebzeler (9-

76 ng/g), içecekler (1-18 ng/g), süt ürünleri (21–43 ng/g), diş materyali (0,013–30 mg 

), bebek mamaları (0,1–13 ng/g) ve plastik (0,2-26 ppb), tespit edilmiştir (61, 62). 

Ayrıca BPA, karton kutularda paketlenmiş gıda ürünlerinde de tespit edilmiştir.   
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Günümüzde birçok insan BPA’ya maruz kalmaktadır.  Bu maruziyet yolları ise 

epoksi reçinelerle kaplı teneke kaplarınndan ve polikarbonat (PC) kutulardaki yiyecek 

ve içecekler içerisine BPA’nın sızmasından kaynaklanmaktadır (51). Polikarbonatlara 

ve epoksi reçinelere, BPA moleküllerinin bağlanmasını sağlayan ester bağlarının 

hidrolizi sıcaklık, ısı ve pH gibi faktörlerle artabileceği açıklanmıştır (63). Ayrıca 

BPA'nın birkaç (3-7) yıl içinde değişen ve artan sıcaklığa maruz kalan polikarbonat 

şişelerden (su kapları olarak kullanılan) daha hızlı göç ettiği kanıtlanmıştır (64). 

Yapılan bir çalışmada, zeytinyağı (PC hidrolizini etkilemeyen) içeren PC plastik 

şişelerden BPA sızıntısının az miktarda olmasına rağmen etanol ve su karışımı 

içerisine BPA sızıntısı sadece su içeren PC plastik şişelere kıyasla daha hızlı olduğu 

belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre PC şişelerinden diğer çözeltilere BPA sızma oranının 

sıvının kimyasal özelliklerine bağlı olarak değişkenlik gösterebildiğini açıklamaktadır 

(65). Başka bir çalışmada bebekler için kullanılan polikarbonat şişelerden içeriğe BPA 

göç oranını değerlendirmiştir. Artan sıcaklık ve özellikle uzun şişe kullanımının 

polimerin hidrolizini arttırdığını, suya daha çok BPA sızdığını göstermişlerdir (64). 

Polikarbonatlardan gıda ve suya olası BPA sızıntısının ve bu bileşiğin önemli 

toksisitesi göz önüne alındığında, bazı ülkeler BPA polimerlerinden yapılan 

biberonların üretimi durdurulmuştur. Biberonlarda BPA kullanımını yasaklayan ilk 

ülke Kanada’dır, BPA’nın yerini BPS almıştır. 2011 yılında, Avrupa Komisyonu 

plastik bebek biberonlarında BPA kullanımını kısıtlamıştır (46). Son zamanlarda, Gıda 

ve İlaç İdaresi bebek maması ambalajında BPA kullanımını yasaklamıştır. Çocuk ve 

bebeklerin bazı oyuncaklarının BPA maruziyetine önemli ölçüde katkıda bulunduğu 

gösterilmektedir (66). 

Gıdalar arasında, konserve gıdalarda yüksek BPA seviyeleri tespit edilmiştir 

ve maksimum tespit edilen konsantrasyonu 842 ng/g'dır (67). Konserve yiyecekler, 

tenekelerde bulunan vernik kaplamalarından salınan BPA'ya önemli ölçüde maruz 

kalmaktadır. Bu vernikler epoksi reçinelerinden yapılır. Korozyona karşı metalin içi 

reçine ile kaplanır. Sterilizasyon ve depolama sırasında yiyecekleri metal 

kontaminasyonundan da korur. Yapılan çalışmalarla sıcaklık artışının epoksi 

reçinelerden BPA salınımını artırdığı gösterilmiştir (68).  

BPA nehir sularının diplerinde, kanalizasyon sularında ve yüzey sularında 

farklı oranlarda tespit edilmiştir. BPA’ya maruziyetin yolu nehir ve deniz sularına 
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BPA içeren ürünlerin atılması bir diğeri de arıtma tesisleri ve depolama alanlarından 

BPA’nın doğal su kaynaklarına sızmasıdır. Almanya'da yürütülen araştırmada, Elba 

nehrinin (4-92 g/dm3) sularında ve tortularında (10-380 g/kg) yüksek BPA 

konsantrasyonlarını ortaya çıkarılmıştır (69). Bir araştırmaya göre atık su arıtma 

tesislerinden çıkan sulardaki BPA düzeyi 370 µg/L iken yüzey sularındaki düzeyi ise 

56 µg/L’a kadar çıkabildiği açıklanmıştır (70).  

BPA'nın endüstriyel faaliyet sonucunda yılda 100 ton olarak atmosfere 

yayıldığı tahmin edilmektedir. Atmosferdeki BPA’nın varlığıyla ilgili çalışmalar açık 

havada, iş yerlerindeki ve evlerdeki iç ortam havasında ve plastik fabrikalarındaki 

mesleki maruziyet araştırılmıştır. Çin Halk Cumhuriyeti’nde en yüksek BPA 

konsantrasyonu (>50.000 ng/m3) reçine fabrikalarının iç havasındayken en düşük BPA 

konsantrasyonları (<100 ng/m3)  ise ticari binalarda ve konutlarda tespit edilmiştir. 

Ofis ve ev ortamındaki BPA kaynağının epoksi temelli zemin malzemeleri, elektronik 

malzemeler, yapıştırıcılar ve boyalar gibi ürünlerde yardımcı olarak kullanıldığı ve bu 

ürünlerden buharlaşarak havaya salınan BPA olduğu düşünülmektedir (71). BPA, 56 

farklı toz örneğinin % 95'inde  (konsantrasyonu 0,8−10 mg/g) mevcuttur. Bebekler ve 

çocuklar arasındaki maruziyet, oral veya inhalasyon yollarıyla olmaktadır. İnhalasyon 

yoluyla BPA maruziyeti yetişkinlerde <0,4 ng/kg/gün ve bebeklerde 5,3 ng /kg 

/gün’dür (72). 

Termal kağıtlardaki BPA, kolaylıkla salınabilen bağlanmamış formlarda ve 

serbest şekilde bulunur. Çoğu insan günlük olarak termal kağıtla temas eder (örneğin 

fişler); bu nedenle termal kağıttaki BPA’ya, oral alım (yıkanmamış ellerin yiyecek 

veya ağızla doğrudan teması) veya dermal yolla maruz kalabilir (73). Örneğin, 

kasiyerler termal makbuzları rutin olarak kullandıklarından genel popülasyona kıyasla 

idrarlarında daha yüksek BPA seviyesine sahiptirler. Termal kağıt makbuzu, besinsel 

alımdan sonra ikinci yaygın BPA maruziyeti kaynağıdır (74). 

Diş malzemeleri, çoğunlukla BPA-glisidil metakrilat formunda BPA içeren 

monomerlerden oluşur. BPA sıklıkla diş macunlarından, dolgulardan ve diş 

kronlarından vücuda sızar (75). Bu nedenle, birden fazla diş dolgusu olan hastaların 

BPA maruziyeti riski daha yüksektir.  Polisülfon veya polikarbonat 

plastikleştiricilerden oluşan tıbbi cihazlarda düşük konsantrasyonda (0,3 ile 0,35 mg) 

BPA sızıntısı olabilir. Bu cihazlara kontakt lensler, problar, intravenöz kanüller, 
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solunum cihazı, kateterler, hemodiyaliz aparatı veya yenidoğan inkübatörleri örnek 

verilebilir (76).  Kronik BPA maruziyetinin bir başka önemli kaynağı, küçük çocuklar 

ve bebekler tarafından kullanılan emzikler ve diş çıkarma yardımcıları gibi kullanılan 

oyuncaklar ve diğer ürünlerdir (77).  

1997 öncesinde ise BPA için risk değerlendirmesinde en düşük doz, yan etki 

görülen en düşük düzey (LOAEL) olarak kabul edilen 50 mg/kg (vücut ağırlığı)/gün 

idi (78). Yapılan çalışmalarda BPA’nın LOAEL değeri altında da sağlığı olumsuz 

etkilediği gösterilmiştir (79) bu nedenle 2009’ da Ulusal Çevresel Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü (NIEHS) BPA’nın en düşük dozunu 10-7 M olarak belirlemiştir (80). 2015 

yılında Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi,  BPA'nın tolere edilebilen alım düzeyini 50 

μg/kg/gün'den 4 μg/kg/gün’e düşürmüştür (81). 

2.5.2. Memelilerde BPA Metabolizması 

Yapılan çalışmalarda BPA’nın, memeliler tarafından glukuronidasyon ve 

sülfatlama yoluyla metabolize edilebileceği açıklanmıştır (82). Oral olarak alınan 

BPA, rahim, testis veya fetus gibi dokulara ulaşmadan önce gastrointestinal sistemden 

ve karaciğerden geçmelidir. Hepatointestinal yol, üç ana kategoride sınıflandırılan 

ksenobiyotik metabolize edici enzimlerin (XME) aktivitesiyle zararlı kimyasallara 

karşı koruyucu bir bariyer görevi görür. Birinci kategori, sitokrom P450 (CYP) 

ailesinden faz I enzimlerinden oluşur. İkinci XME kategorisi, faz II enzimlerden 

oluşur. Bu enzimler genellikle faz I ürünlerini konjüge eder, aynı zamanda diğer ara 

bileşikleri, steroidler ve bilirubin gibi hücre içi substratları konjuge edebilir. Üçüncü 

XME kategorisi ise ilaç taşıyıcılarından oluşur (83). Karaciğerde BPA, 

glukuronidasyon yoluyla faz II enzimleri tarafından metabolize edilir. 

Glukuronidasyon, UGT (üridin 5’-difosfo-glukuronil transferaz, UDP 

glukuronosiltransferaz) izoformu olan UGT2B1 ile katalize edilebilir (84). 

Glukuronidasyon lipofilik substratları hidrofilik moleküllere dönüştürerek safra ve 

idrar yoluyla atmasını sağlayan eliminasyon işlemidir. Glukuronidasyon, BPA'nın 

östrojenik aktivite içermeyen bir hidrofilik forma metabolize edildiği ana yoldur. Oral 

olarak alınan BPA, karaciğerde eliminasyonuna uğradıktan sonra glukuronik asit ve 

sülfat (sülfotransferaz, (SULT)) ile konjuge olarak ana metaboliti BPA glukuronit 

(BPAG) ve BPA sülfata dönüşür ve idrar yoluyla atılır (85). 
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Şekil 2.6. BPA’nın memelilerde metabolizması (86). 

Serbest BPA esas olarak dışkıda atılırken (% 56-82) metabolitleri idrardadır 

(% 13-28) (87). Hızlı metabolizmalarına rağmen, yetişkinlerin ve çocukların idrarının 

yanı sıra (kreatininle ayarlanmamış konsantrasyon; <0,1–822 ng/ml) hamile kadınların 

serumunda (<0.1-154 ng/ml), göbek kordonu serumu (<0,05–52 ng/ml) ve anne 

sütünde (<0.04–11 ng/ml) serbest BPA görülmüştür (88-91). Sonuç olarak, insan 

sıvıları ve dokularında konjuge olmayan BPA veya serbest BPA (östrojenik aktiviteye 

sahip) konsantrasyonları, mililitre başına nanogram aralığında bulunmaktadır. BPA, 

çevrede ve günlük hayatta her yerde bulunabileceğinden, insanlar potansiyel olarak 

gıda alımı, cilt teması ve soluma yoluyla düşük BPA dozlarına maruz kalırlar. Vücuda 

girdikten sonra BPA, fetal dokular gibi çeşitli insan dokularında birikebilir. İnsanlarda 

özellikle konjuge olmayan BPA veya serbest BPA birikimi ve dağılımı, insan 

sağlığındaki riski önemli ölçüde artırabilir. 

2.5.3. BPA Maruziyetinin İnsan Sağlığı Üzerine Etkileri 

Yapılan deneysel çalışmalarda BPA’nın insan sağlığı üzerinde ciddi olumsuz 

etkileri olabileceğini göstermiştir. Düşük dozlarda BPA endokrin sistemi, merkezi 

sinir ve immun sistemi olumsuz yönde etkilediği belirtilmektedir (92). BPA 

maruziyetinin diyabet ve obezite gibi metabolik hastalıklara neden olduğu 
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açıklanmıştır (93, 94). Ayrıca organizmada oksidatif stres ve peroksidasyon sonucu 

organ ( beyin, böbrek, testis) hasarı yaptığı (95) ; tiroid, adrenal ve üreme hormonları 

üzerinde endokrin bozucu etkileri olduğu ve davranış bozukluklarına yol açan 

dopaminerjik sisteme müdahale ettiği gösterilmiştir (47, 96). BPA maruziyeti sonucu 

kardiyovasküler sistem (97),  renal sistem hastalıkları (98) ve solunum sistemi (99) 

gibi birçok kronik hastalıkların ortaya çıktığı; fetusta merkezi sinir sistemine etki 

ederek doğum defektleri ila konjenital veya gelişimsel bozukluklara yol açabildiği 

bildirilmiştir (79) . BPA’nın üreme sistemini etkilediği (100) ;  meme kanseri ve meme 

kanseri dışında farklı kanser türlerine neden olduğu açıklanmıştır (101). 

Bisfenol A’nın endokrin bozucu etkisi dışında başka bir özelliği de genotoksik 

etki potansiyelleridir. Yapılan çalışmalarda BPA'nın insanlarda kısırlık, düşükler ve 

doğum kusurlarına katkıda bulunabilecek gen mutasyonu, DNA katımı ve anöploidi 

indüklediği belirlenmiştir (102, 103). Ayrıca DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları ve kodlayıcı olmayan RNA'ların (mikroRNA'lar gibi) 

ekspresyonuna etki ederek epigenetik değişiklere neden olduğu bildirilmiştir (104). 

 

 

Şekil 2.7. BPA maruziyetinin hastalıklar üzerine etkileri (105). 
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2.5.4. Bisfenol A’nın Östrojen Yapısı 

Endokrin bozucuların insanda sentezlenen endojen östrojenin etkileri gibi 

davranabileceği öne sürülmüştür bundan dolayı BPA, endojen hormonların etkilerini 

taklit etme kapasitesi nedeniyle endokrin bozucu olarak bilinmektedir. Östrojen 

reseptörlerine (ER) bağlanma kapasitesi nedeniyle bir ksenoöstrojen olarak da 

sınıflandırılır. Endokrin bozucu kimyasalların endokrin fonksiyonları bozup fertilitede 

azalmaya ve üreme kanalında konjenital malformasyona neden olabileceği 

açıklanmıştır. Ayrıca bunların östrojen ile etkileşen dokulardaki kanser riskinin 

artmasına neden olduğu anlaşılmıştır (106). BPA’nın etkisi dietilstilbestrol (DES) ve 

etinilestradiol gibi diğer endokrin bozucu kimyasallardan 10-1000 kat daha azdır 

(107). HepG2 insan hepatoma hücre hattında, BPA’nın sadece östrojen taklit edici 

özelliğinin yanında östrojen reseptörlerinden ERα ile etkileştiği ve östrojenik aktivite 

gösterdiği yapılan çalışmada açıklanmıştır (108). BPA'nın doğal östrojen-17-

östradiole (E2) benzer şekilde davrandığı kanıtlanmıştır.  Yapısı nedeniyle, BPA hem 

ERα hem de ERβ  sinyal yoluyla agonist veya antagonist etkisi olduğu gösterilmiştir. 

Bisfenol A, 100-1000 nM konsantrasyonlarda ERα ve ERβ’e bağlanarak 

transkripsiyonel aktivitesini uyarır (109). Ancak ERβ’ya afinitesi ERα’ya göre 10 kat 

daha fazladır. Ligand bağlandıktan sonra bu reseptörler, östrojen hedef genlerinin 

ekspresyonunu düzenlemek için çekirdeğe göç eder.  

ERα sinyali hücreleri proliferasyona gönderirken, ERβ sinyali hücre 

proliferasyonunu inhibe etmektedir. Kanserde, BPA aracılı ERα aktivasyonu, kanser 

hücresinin büyümesi, hayatta kalmasını, proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu, 

apoptozu ve ilaç direncini etkilerken; ERβ, ERα'nın işlevini inhibe eder (110). BPA 

hem östrojene bağlı hem de bağımsız yollarla hareket eder. Östrojenler eylemlerini 

esas olarak nükleer ER'lere ve G proteini ile bağlanmış reseptör 30 (GPR30) adı 

verilen transmembran reseptörüne bağlanarak uygularlar. BPA'nın hem ER’nin 

membran bağlı formuna (mER) hem de GPR30'a bağlandığı gösterilmiştir ve bu 

membrana bağlı reseptörlerin, nongenomik steroid eylemleri yapabildiği belirlenmiştir 

(111). BPA birçok endokrin sinyal yolağını değiştirir.  Örneğin, BPA'nın anti-

androjenik etkileri vardır, ancak bunlar tüm model sistemlerde gösterilmemiştir (112). 

BPA ayrıca glukokortikoid reseptörü üzerinde agonist aktiviteye sahiptir ve 

adipogenezi uyaran yolları aktive edebilir. Östrojen, androjen ve glukokortikoid 
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yolakları üzerindeki etkilere ek olarak, BPA tiroid hormonu sinyallerine müdahale 

eder (113). BPA, çeşitli hücre sinyal yollarıyla kanserojenezi, üreme toksisitesini, 

beyin ve sinir sistemini, inflamatuar ve bağışıklık yanıtını etkiler. 

2.5.5. BPA’nın Kanserle İlişkili Hücre Sinyal Yolları 

BPA kanser hücrelerinin büyümesi, hayatta kalması, proliferasyonu, göçü, 

invazyonu ve apoptozu ile çeşitli sinyal yollarıyla ilaç direncini düzenlemede rol 

oynar. Bu düzenlemeler, BPA'nın nükleer ve membran reseptörlerine bağlanması veya 

bu reseptörlerin BPA aracılı stimülasyonu ile aktif edilir (114, 115). Östrojen reseptörü 

α/β (ERα/β), androjen reseptörü (AR), G protein bağlı östrojen reseptörü (GPER; G 

proteini bağlı reseptör 30, GPR30), insülin benzeri büyüme faktörü-1 reseptörü ( IGF-

1R) ve östrojene bağlı reseptör gamma (ERRγ) bu reseptörlerdir.  ER pozitif 

yumurtalık ve meme kanseri hücrelerine BPA eklenmesiyle, mitojenle etkinleşen 

protein kinaz / ekstraselüler regüle edici kinaz 1/2 (MARK/ERK1/2) ve fosfoinositid 

-3-kinaz / Akt (protein kinaz B) / memeli rapamisin (PI3K/Akt /mTOR) sinyal 

yolaklarının hücre büyümesi ve çoğalmasında kilit rol oynadıkları gösterilmiştir (110, 

116, 117). Akt ve ERK sinyal yolları, BPA maruziyetiyle prostasferler içindeki prostat 

kök progenitör hücrelerini uyardığı açıklanmıştır (118). Yapılan çalışmalarda,  

BPA’nın p38 MAPK ve Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonunun azaltmadığı veya 

hiç etkilemediği gösterilmiştir (119). BPA maruziyeti p53, siklinler, siklin bağımlı 

kinazlar (CDK) ve hücre nükleer antijeni (PCNA) gibi hücre döngüsü proteinlerini 

uyarır. Çünkü BPA maruziyeti, ER sinyal yolağıyla kanser hücrelerinin çoğalması ve 

büyümesi ile ilişki göstermektedir (120, 121). 

Rahim ağzı ve kolorektal kanser hücre hatlarına BPA uygulamasından sonra, 

matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi proteazların aktivasyonun artması, E-

kaderin ve benzeri epitelyal hücre bağlantı proteinlerinin kaybı ve N-kaderin, 

fibronektin ve vimentin gibi mezenkimal belirteçlerin artması sonucunda kanser 

hücrelerinin migrasyon ve invazyonu uyarılmaktadır (122, 123). BPA maruziyetiyle 

TGF-β sinyal yolağını inhibe ederek kanser hücrelerinin büyümesini uyardığı BG-1 

yumurtalık kanser hücrelerinde gösterilmiştir (124). GPER aracılı sinyal yolağı, kanser 

hücrelerinin migrasyon ve invazyonunu ile yakından ilişkilidir. Akciğer kanseri A549 

hücrelerine uygulanan BPA'nın MMP'leri up-regülasyonu sağladığı ve GPER/ EGFR 
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/ ERK1/2 sinyal yolaklarını aktive ederek kanser hücrelerinde migrasyon ve invazyonu 

tetiklediği gösterilmiştir (125). BPA hücre migrasyonu sağlayan aktivatör protein-1 

(AP-1)/(nükleer faktörü kappa B) NFκB-DNA bağlanma aktivitesine aracılık eden 

sinyal iletim yolaklarının aktivasyonunu indüklediği MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hattında gösterilmiştir (126). 

Programlanmış hücre ölümü olan apoptoz, fizyolojik bir süreçtir. İmmün 

reaksiyonda ya da hücre hasarında tetiklenen bir savunma mekanizması olmasının yanı 

sıra dokulardaki hücre popülasyonlarını korumak için homeostatik bir mekanizmadır. 

BPA uygulaması, B hücresi lenfoma 2 (Bcl-2) ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinleri 

up-regüle ederken,  p53, Bcl-2 ile ilişkili X proteini (Bax) ve BAD gibi pro-apoptotik 

proteinleri down-regüle eder (110, 127, 128). 

Nekroptoz, apoptoza mekanik ve nekroza morfolojik bir benzerlik gösteren 

yeni bir programlanmış nekrotik hücre ölüm şeklidir. Fas ligand aktivasyonu ve tümör 

nekrozis faktör reseptörü (TNFR)  ile nekroptoz başlar. Reseptör aracılı protein kinaz 

1 (RIPK1), reseptör aracılı protein kinaz 3 (RIPK-3) ve mixed lineage kinase domain-

like protein (MLKL) nekroptozun en önemli karakteristik özelliğidir. Ayrıca RIPK1 

inhibitörü olan Nekrostatin-1 (Nec-1) ile inhibe edilmektedir (129). Nekroptoz, 

onkogenez, kanser metastazı, kanser bağışıklığı gibi kanser biyolojisinin 

düzenlenmesinde ve nörodejenerasyon gibi hastalıklarda rol oynar (130). 
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Şekil 2.8. BPA ve kansere ilişkili hücre sinyal yolları. Siyah oklar etkinleştirme 

kaskadını gösterirken kırmızı oklar inhibisyon kaskadını gösterir (131). 

2.5.6. BPA’nın Karaciğere Etkileri 

Karaciğer, BPA dahil olmak üzere ksenobiyotiklerin metabolizması ve 

detoksifikasyonu için majör organdır (132). BPA karaciğerde BPA'nın 

glukuronidasyonunu katalize eden üridin 5'-difosfo-glukuronil transferaz (UGT) 

enzimi tarafından metabolize edilir. BPA ayrıca BPA-sülfat veya bisfenol-3,4-kinon 

gibi diğer maddelere metabolize edilebilir (133). Bu nedenle, karaciğer büyük ölçüde 

BPA'ya maruz kalabilir ve diğer organlardan daha düşük dozlara duyarlı olabilir (134).  

Fenolik bileşiklerden biri olan BPA'nın sıçan ve farelerin karaciğerinde 

anormalliklere, DNA hasarına ve genotoksisiteye neden olduğu bildirilmiştir (135, 

136). Yine yapılan diğer çalışmalarda, yüksek dozda BPA'nın farelerde veya 

sıçanlarda karaciğer ağırlığını değiştirdiği ve sıçan hepatositlerinin canlılığını azalttığı 

rapor edilmiştir (137, 138). Kesitsel klinik bir çalışmada yüksek BPA 

konsantrasyonları ile artmış 𝛾-glutamil transferaz (𝛾-GT), alkalen fosfataz (ALP) ve 

laktat dehidrojenaz (LDH) gibi karaciğer enzimleri arasında önemli bir ilişki olduğu 

bulunmuştur (139). Ayrıca BPA, adenilat kinaz aktivasyonu, TNF-α gen ekspresyonu 
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ve Ca+2 homeostazının disregülasyonu ile apoptozise neden olabilir(140). Ancak 

BPA'nın karaciğer fonksiyon bozukluğu ve apoptoz üzerindeki olumsuz etkisinin 

mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılamamıştır (132). 

Bu tez kapsamında Fulvestrant ve BPA kimyasalının HepG2 insan hepatoma 

hücrelerine uygulanarak hücrelerdeki proliferasyon ve migrasyon etkisinin 

belirlenmesi sonrasında hücre adezyon proteinleri olan E-kaderin ile N-kaderin, 

vimentin ara filament proteinlerine ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisinin incelenmesi 

hedeflenmiştir.  

  



24 

3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Kullanılan Kimyasallar ve Cihazlar  

İnsan hepatoselüler karsinoma hücre hattı HepG2 (ATCC, HB-8065), 

American Type Cell Collection (ATCC)’den temin edildi. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) kimyasalı Serva, Bisfenol A kimyasalı Sigma-

Aldrich, Dimetil Sülfoksit (DMSO) Merck, Fulvestrant (ICI 182,780) kimyasalı 

ChemCruz firmasında temin edildi. Hücre kültüründe kullanılan kimyasallar; DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose) Biological Industries, DMEM 

(L-glutamin, sodyum pirüvat ve fenol red içermeyen DMEM high glucose) Sigma, 

Fetal Sığır Serumu (FBS) Biowest, Fosfat Tamponlu Salin (1X) 0,0067M (PO4) 

Thermo Scientific, %0,25 (w/v) Tripsin-EDTA,Penisilin-Streptomisin ve L-Glutamin 

ise Biological Industries firmasından temin edildi. Hücre Liziz Tamponu Abcam 

(ab39401), Protein Miktar Tayin kiti (BCA Protein Quantification Kit ab102536) 

Abcam, Apoptoz Kiti (ApoTox-Glo™ Triplex Assay) Promega firmasından temin 

edildi. Nekrostatin-1 (N9037) kimyasalı Sigma Aldrich firmasından temin edildi. 

Vimentin, E- kaderin ve N- kaderin ELİSA Kitleri (SEB040Hu 96 Tests, 

SEA017Hu 96 Tests, SEB481Hu 96 Tests)  Cloud-Clone firmasından temin edildi. 

Cihaz olarak ise; BMG Labtech Fluostar Omega mikroplaka okuyucusu, 

Mettler Toledo hassas terazi, Hettich Zentrifügen 32R santrifüj, , Panasonic inkübatör 

(CO2’li), Nikon Eclipse TS100 mikroskop kullanıldı. 

3.2. Hücre Kültürü 

3.2.1. Hücrelerin Çözülmesi ve Kültürü 

Çalışmada kullanılan insan hepatoselüler karsinom hücre hatları (HepG2, HB-

8065TM, ATCC®) Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim 

Dalı Laboratuvarı'ndan alındı. 

 Aseptik teknik olarak, çalışmaya başlamadan önce laminar kabin ve içerisine 

bırakılan tüm kimyasallar ve malzemeler % 70 ‘lik etanol (70 ml etanol+30 ml 

distile su) ile temizlendi. 

  Öncelikle su banyosundaki distile su 37°C'ye kadar ısıtıldı. 
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 HepG2 hücreleri için önceden 37°C de bekletilen besiyerinden (%1 penisilin-

streptomisin, %1 glutamin ve %10 inaktive edilmiş Fetal Bovin Serum (FBS)  

içeren yüksek glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle Medium  (DMEM) (500 

ml))13 ml alınarak 75 cm2’lik flaska konuldu. 

 -86°C’de saklanan HepG2 hücreleri kutudan alındı. 

 Alınan kriyoviyal (dondurma tüpü) tüp önceden ısıtılmış su banyosunun 

içerisinde 1 dk bekletilerek tamamen çözülmesi sağlandı. Kriyoviyal tüp su 

banyosundan alınarak %70 etanol ile temizlendi.  

 Kriyoviyal tüpteki çözünen hücreler pipetle çekilerek 75 cm2’lik flask 

içerisindeki besiyerine yavaşça ekildi.  

 Flask üzerine hücre tipi,  tarih, pasaj sayısı ve kimin yaptığı yazıldı. 

 Işık mikroskopta hücreler kontrol edildi. Daha sonra flask etanolle 

temizlenerek  %5 CO2’li inkübatörde 37°C’de inkübe edildi.  

 Kültürün devamlılığını sağlamak için haftada 2 gün besiyeri değiştirilerek 

pasajlamaya uygun sayıya (%70-80 doygunluğa) erişmeleri beklendi. Işık 

mikroskopta hücreler incelendi ve % 80 doygunluğa ulaşan hücreler 

tripsinlenerek pasajlandı (Şekil 3.1). 

3.2.2. Hücrelerin Pasajlanması 

 Flaskdaki HepG2 hücreleri mikroskopta incelendi. 

 Hücre yoğunluğuna pasaj yapılacak sayıya erişmiş ise kültür kabındaki 

besiyeri, vakum pompası ile çekildi. 

 Hücreler 4 ml PBS (0,0067 M tuzlu fosfat tamponu pH:7,4) ile yıkandı ve 

vakum pompası ile çekildi. 

 Flask içerisine 2 ml %0,25 (w/v) Tripsin-EDTA çözeltisi eklendi. Hücreler 

kalkana kadar beklenildi. 

  Tripsin ile muamele sonrası kalkan hücrelere 2 ml besiyeri eklenerek pipetle 

yavaşça karıştırıldı. Toplam hacim 4 ml oldu. 

 Temiz kültür kabına 12 ml besiyeri bırakıldı. Kalkan hücrelerden pipetle 2 ml 

alınarak temiz kültür kabına bırakıldı. 

 Geriye kalan 2 ml hücrelere de 12 ml besiyeri bırakıldı. 

  Flaskların üzerine hücre tipi,  tarih, pasaj sayısı ve kimin yaptığı yazıldı. 
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  Mikroskopta hücreler kontrol edildikten sonra  %5 CO2 içeren inkübatörde 37 

°C’de inkübe edildi. 

 

 

Şekil 3.1. HepG2 hücrelerin proliferasyon ışık mikroskopu altındaki görüntüsü (10X 

büyütme). 

 

3.2.3. Hücre Sayımı 

Tripan mavisi adı verilen bir boya ile hücre sayımı yapıldı. Tripan mavisi canlı 

hücrelerden içeri giremezler çünkü membran bütünlüğü korunur fakat ölü hücrelerde 

membran bütünlüğü bozulduğundan dolayı boya sitozole geçerek hücreleri mavi renge 

boyar. Hücreler, Thoma lamında mikroskop altında sayılır.  

İşlem aşağıdaki şekildedir: 

 Hücreler inkübatörden çıkarıldı, yukarda anlatılan tripsinizasyon işleminden 

sonra hücreler 2 ml besiyeri eklenerek süspansiyon haline getirildi. 

Süspansiyon steril falkon tüpüne alındı. 

 Lamel, thoma lamının ortasına gelecek şekilde bırakıldı. 
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Şekil 3.2. Thoma lamının mikroskopta görünümü 

 

 Hücre yoğunluğuna göre seyreltilen örnekten 30 μl ve tripan mavisi’nden 30 

μl alınarak parafilm üzerine bırakıldı,  karışımın homojen olması için otomatik 

pipet ile 2-3 defa pipetleme yapıldı. 

 30 μl hücre ve tripan mavisi karışımı pipetle çekildi ve thoma lamının 

kenarından pipet ucuyla lam ve lamel arasına pipetlendi. 

 Işık mikroskobuna yerleştirilen thoma lamının çizgileri mikroskobun 10X 

objektif ile bulundu. Sadece merkezde çizgilerin kesiştiği 9 karenin içindeki 

canlı hücreler sayıldı. Hücre sayısı aşağıdaki formül ile hesaplandı; 

Canlı hücre sayısı (hücre/ml) =  Hücre sayısı x Seyreltme katsayısı x 104 

Her 1 mm2 alan hacim olarak 0,1 mm3’e denk gelmektedir. 0,1 mm3’de 10-4 

ml’ye eşit olduğundan ml’deki hücre sayısı 104 ile çarpılır. 

 Hücre sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyulu plakanın her kuyusuna 5000 

hücre/100 μl besiyeri ve 6 kuyulu plakanın her kuyusuna 3x105 hücre/3 ml 

besiyeri olacak şekilde hücreler ekildi. 

 Hücre sayımı yapıldıktan sonra ve hücre plakası ekildikten sonra geriye kalan 

hücreler donduruldu.  
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3.2.4. Hücrelerin Dondurulması 

 Yukarıda anlatılan tripsinizasyon işleminden sonra hücrelere 10 ml DMEM 

eklendi, pipetlenerek 15 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı. Hücre süspansiyonu 

180xg’de 5 dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonrası dikkatli bir şekilde tüpün 

altında oluşan hücre pelletinin üstündeki süpernatan vakum pompasıyla 

çekilerek atıldı. Önceden hazırlanan dondurma çözeltisinden 1000 µl eklendi 

pellet tamamen çözünene kadar yavaş bir şekilde al ver yapıldı. Dikkatli bir 

şekilde hücrelere zarar verilmeden hepsi çekilerek, dondurma tüpüne alındı. 

  -20°C ’de 2-4 saat bekletildikten sonra -86°C’ye alındı. 

 Dondurma çözeltisi hazırlama:50 ml için, 40 ml DMEM(%10 FBS, %1 

glutamin ve %1 penisilin-streptomisin), 5 ml FBS ve 5 ml DMSO eklendi. 

Kullanılmak üzere -20°C ’de saklandı. Kullanmadan önce 37°C su banyosunda 

çözdürülür. 

3.2.5. Bisfenol A (BPA) Kimyasalın Hazırlanması 

Satın alınan BPA, 3,2 mM konsantrasyonda 10 ml hacimde stok şeklinde 

hazırlandı. BPA, dimetil sülfoksit (DMSO) te çözüldü. 0,20 µm’lik filtre ile süzülerek 

steril edildi ve kullanılmak üzere  +4°C de saklandı. 

3.2.6. Fulvestrant (ICI 182,780) Hazırlanması 

Satın alınan 1 mg fulvestrant, konsantrasyonu 2 mM olacak şekilde hesaplama 

yapıldı ve DMSO da çözülerek stok çözelti hazırlandı. Kullanılmak üzere +4°C de 

saklandı. 

3.2.7. Hücre Canlılık Testi 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)) yöntemiyle 

canlı hücrelerin miktarı belirlenerek hücre çoğalması izlendi. Bu yöntemde canlı 

hücredeki mitokondri, sarı renkli MTT boyasındaki tetrazolyum halkasını 

mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyon ile suda çözünmeyen formazana indirger. Mor 

renkli formazanın çözünmesiyle açığa çıkan renk değişikliği değerlendirilmesi esasına 

dayanmaktadır.  
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 Hücre sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyulu plakanın her kuyusuna 5000 

hücre/100 μl besiyeri olacak şekilde hücre ekimi yapıldı. 

 37 °C ve % 5 CO2’’li inkübatöre bırakıldı ve 1 gün inkübe edildikten sonra 

plaklardaki besiyeri uzaklaştırıldı ve yerine 100 µl fenol kırmızı içermeyen 

DMEM (%2 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 glutamin içeren)  eklendi.  

 Belirli konsantrasyonlarda BPA, ICI ve ICI'nın BPA ile kombinasyonu 

(BPA+ICI) plaklara ilave edildi. 

 Kontrol grubuna DMSO eklendi. 48 saat inkübasyona bırakıldı. 

 Sonra 10 mg MTT boyası 2 ml hacimde PBS çözülerek 5mg/ml’lik MTT 

solüsyonu taze hazırlandı. Solüsyon 0,20 µm’lik filtre ile süzülerek steril 

edildi.  

 Doksan altı kuyucuklu plaka 10 µl MTT solüsyonu eklendi.  

 Işıktan korumak için plak alüminyum folyo ile sarıldı ve 37°C çalkalamalı 

inkübatörde kristaller oluşuncaya kadar yaklaşık 3 saat inkübe edildi. 

 Daha sonra plaklardaki sıvı kısım çoklu pipetle çekildi ve kristallerin üzerine 

100 μl DMSO bırakıldı ve tekrar inkübe edildi (yaklaşık 10 dk). Kristallerin 

tamamı çözüldükten sonra okuma yapıldı. DMSO, çözünürlük verimliliği 

yüksek ve uçuculuğu düşük olması nedeniyle çözünme için en uygun çözücü 

olarak kabul edilmektedir. 

 Spektrofotometre de 570 nm dalga boyunda ve 690 nm referans aralığında 

ölçüm yapıldı. 570 nm absorbans değeri 690 nm absorbans değerinden 

çıkartıldı. Kontrol grubunun absorbans ortalaması alındı. Sonuç olarak 

absorbans değerlerine ait veriler ile canlılık oranları ve IC50 ( Maksimum 

inhibisyonun yarısını oluşturan inhibitor konsantrasyonu) değerleri hesaplandı. 

IC50 değeri GraphPad Prism 7.0 programı kullanılarak konsantrasyona (log) 

karşı canlılık oranları yazılarak XY analyses, Nonlinear regression (curve fit), 

Dose response-İnhibition programından hesaplandı. 

 Hücre canlılığı yüzdesinin hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı. 

 % Hücre Canlılığı =(Elde edilen absorbans değeri)/(Kontrol ortalama 

absorbans değeri)x100 

 MTT testi belirli konsantrasyonlardaki BPA, ICI ve BPA+ICI için en az 3 kez 

tekrarlandı. 
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3.3. İlaç Kombinasyon Testi 

HepG2 hücre hattında BPA+ICI kombinasyonu ve olası sinerjistik etkilerini 

incelemek için Talalay-Chou kombinasyon indeks metodu kullanıldı. Kombinasyon 

indeksi (CI), sinerjizm ve antagonizm açısından ilaç etkileşim derecesinin nicel bir 

ölçüsüdür. CI <1 sinerjizm (beklenenden daha fazla katkı etkisi), CI=1 katkı etkisini 

ve CI > 1 antagonizmi (beklenenden daha küçük katkı etkisi) göstermektedir. CI, ölen 

hücre oranı (Fa) ve doz azalım indeksi (DRI) CompuSyn software ile değerlendirildi. 

Kombinasyondaki her ilaç için DRI = 1 doz azaltma yok, DRI > 1uygun doz azaltma 

ve DRI < 1 doz azaltımı uygun olmadığını gösterir.  

3.4. Yara İyileşmesi Testi 

Yara iyileştirme testi (çizilme deneyi) in vitro hücre invazyonunu ve 

migrasyonu ölçmek için kullanılan maliyeti düşük bir yöntemdir. Testin amacı, hücre 

üzerinde yapay bir boşluk oluşturulması ve boşluğun kenarındaki hücrelerin yeni 

hücre-hücre kontakları kuruluncaya kadar göç etmeye başlamasına dayanmaktadır. Bu 

testle ekili hücrelerin yüzeylerinde yara bölgeleri oluşturulur daha sonra başlangıçtaki 

yara genişliği ve belirlenen sürelerdeki yara genişliği ölçülür.  

Hücreler 6 kuyucuklu plakalara 3x105 hücre/3 ml besiyeri olacak şekilde ekildi. 

Hücrelerin plaklara tutunması için 24 saat %5 CO2’li inkübatörde 37°C’de inkübe 

edildi. Hücrelerin plakalara tutunması mikroskop altında kontrol edildikten sonra 1000 

µl’lik pipet ucuyla dik bir çizgi çizilerek yara oluşturuldu. Yara bölgesini belirlemek 

için plakanın alt kısmına bir belirteç çizildi ve böylece aynı bölgeden görüntü alınması 

sağlandı. Yara oluşturulan plakalardaki besiyerleri çekildikten sonra hücre 

kalıntılarının giderilmesi için hücreler PBS ile yıkandı. PBS yıkama işlemi 3 kez 

tekrarlandı ve sonra kimyasal uygulaması (konsantrasyonları, 8 nM BPA, 160 nM ICI 

ve BPA+ICI) yapıldı ve kontrol grubuna DMSO uygulandı. Toplam hacim 3ml olacak 

şekilde fenol kırmızı içermeyen DMEM (%2 FBS, %1glutamin ve %1 

penisilin/streptomisin içeren) eklendi. Uygulama yapıldıktan sonra (0. saat) ve 48 saat 

sonra yaralardaki büyüklük mikroskopta 10X objektif kullanılarak görüntülendi. 

Görüntüler cep telefonu ile çekildi ve İmage J (141) programıyla yara bölgelerinin 

alanları analiz edildi. 
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3.5. Protein Tayini 

Biyokimyasal araştırmalarda kullanılan en yaygın işlemlerden biridir. Diğer 

protein tayinlerine göre pek çok avantaja sahip olan Bikinkoninik asit (BCA) tayini; 

kullanımı kolaydır, oluşan renk kompleksi kararlı haldedir ve çok çeşitli protein 

konsantrasyonlarında uygulanabilir.  

Hücreler 6 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra inkübasyona bırakıldı. Birgün 

sonra DMEM fenol kırmızı içermeyen DMEM’le değiştirilerek aşağıdaki şekilde 

gösterildiği gibi ilaç uygulaması (8 nM BPA,160 nM ICI ve BPA+ICI) yapıldı. 100 µl 

ilaç ve 900 µl fenol kırmızı içermeyen DMEM kuyucuklara bırakıldı. 

 

 

Şekil 3.3. 6 kuyucuklu plakalarda HepG2 hücrelerine ilaç uygulaması 

Daha sonra 48 saat %5 CO2 içeren inkübatörde 37°C’de inkübe edildi. 2 gün 

sonra plakalardaki besiyeri etiketlenen ependorflara alındı ve buz üzerinde bekletildi. 

Hücreler tripsin ile kaldırıldı. Etiketlenen yeni ependorflara alındı ve tripsin 

uzaklaştırıldı. Daha sonra hücrelere 50μl Cell Lysis Buffer (%1 Triton-X-100 ve % 

0,015 DTT içeren) eklenerek buz üzerinde pipetle al ver yapılarak 10 dakika boyunca 

inkübe edildi. 1 dakika, 10,000 x g'de, +4°C santrifüj edildi. Süpernatant etiketlenen 

yeni ependorflara alındı ve buz üzerine bırakıldı.  

Protein tayini için BCA Protein Quantification Kit ab102536 (abcam) 

kullanıldı. 

Reaktif Hazırlama: 50 μl BCA Reaktifine 1 μl Bakır Reaktifi ekleyerek 

çalışma solüsyonu hazırlanır. Her örneğe ve standartta 100 μl çalışma solüsyonu 

bırakılır. Bundan dolayı örnek sayısı hesaplandığında 7 ml BCA Reaktifi falkon 

tüpüne alınarak üzerine 140 μl Bakır Reaktifi eklendi ve çalışma solüsyonu hazırlandı. 
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Standart Hazırlama:1 den 8 e kadar 8 tüp etiketlendi. 1 mg/ml sığır serum 

albümin (BSA) standartından stok çözelti (40 μl BSA standart + 360 μl DMSO) 

seyreltilerek hazırlandı. Tablodaki gibi seri solüsyon hazırlandı. 

Tablo 3.1. Standart çözeltisinin seri solüsyonu 

 Tüp BSA Solüsyon(μl) DMSO(μl) 50 μl = 

8 Stok  çözelti(256) 144 32μg 

7 Tüp 8 (200) 200 16 μg 

6 Tüp 7 (200) 200 8 μg 

5 Tüp 6 (200) 200 4 μg 

4 Tüp 5 (200) 200 2 μg 

3 Tüp 4 (200) 200 1 μg 

2 Tüp 3 (200) 200 0,5 μg 

1 - 200 0 μg 

 

Standartlar 0,01-0,6 mg/ml aralığında olacak şekilde seyreltildi.96 kuyucuklu 

plakada her bir kuyucuğa 50 μl standart ve örnek çift tekrarlı olacak şekilde bırakıldı. 

Standart ve örnek içeren her kuyucuğa 100 μl çalışma solüsyonu çoklu pipetle eklendi. 

Hafifçe çalkalandı ve 37°C de 30 dakika bekletildi. 562 nm absorbans değeri ölçüldü. 

Protein standartlarından elde edilen absorpsiyon değerleri sayesinde çizilen standart 

eğri kullanılarak örneklerin protein miktarları hesaplandı. 

3.6. E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin ELISA Testi 

ELISA (enzime bağlı immünosorbent testi), enzime bağlı konjugat ve enzim 

substratı kullanılarak elde edilen renk değişimi yoluyla antijen-antikor reaksiyonlarını 

gösteren ve biyolojik sıvılardaki moleküllerin varlığını ve konsantrasyonunu 

belirlemeye yarayan kantitatif analitik yöntemlere denir. Peptitler/proteinler, 

hormonlar, vitaminler ve ilaçlar gibi çok düşük konsantrasyon moleküllere uygun 

geliştirilen antikorlar veya antijenlere karşı yüksek bir spesifite seviyesini gösterir. 

Çünkü bir antikorun kendi antijeni dışında bir moleküle bağlanması neredeyse 

imkansızdır. Bu nedenle, bu yöntem çok düşük konsantrasyonlarda bile neredeyse hiç 

interferans riski olmayan maddeleri ölçmek için kullanılabilir. Başka bir deyişle, 
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belirli bir maddeye özgü olduğunu bildiğimiz antijene sahip olduğumuzda, 

antikorunun tipini ve miktarını belirleyebiliriz ve antikora sahip olduğumuzda, bu 

yöntemi kullanarak spesifik antijenini ve antijen miktarını bulabiliriz. Dört farklı 

ELISA yöntemi vardır. 

1.Direkt ELISA yöntemi (antijen taraması) yüksek molekül ağırlıklı 

antijenlerin miktarını belirlemek için uygundur. 

2.Dolaylı ELISA yöntemi, ölçülecek antijeni belirleyen ve ayıran şeyin birincil 

antikor değil, ortama yerleştirilen başka bir antikor olmasıdır. 

3.Sandviç ELISA (antikor taraması) yönteminde antijen veya ligand üzerindeki 

farklı bölgelere bağlanan iki antikorun olmasıdır. İlgili protein iki antikor molekülü 

arasında sıkıştığından, bu yönteme Sandviç ELISA denir. Antijen için spesifik olan 

yakalama antikoru, katı bir yüzeye tutturulur. Örnek, antikor ile kaplanmış mikro plaka 

kuyularına eklenir, daha sonra plaka bir süre inkübe edilir ve yıkanır. Yıkama, 

bağlanmamış antijenleri giderir. Yıkamadan sonra, antijene özgü enzim ile hedeflenen 

antikorlar eklenir ve inkübe edilir. Enzim aktivitesini ortaya çıkarmak için, ortama 

enzim substratı eklenir ve renklendirme sağlanır. Renklenme varsa sonuç olumlu fakat 

renklenme eksikliği enzimlerin gevşekliğini veya olumsuz bir sonucu gösterir. 

4.Kompetitif ELISA (antijen / antikor taraması) yöntemi, bu test sandviç ELISA'ya 

benzer, fakat ikinci antikor eklendiğinde rakip antikorların veya proteinlerin 

eklenmesini içerir. 

 

Şekil 3.4. Sandviç ELİSA yöntemi 

Protein tayini yapılan hücre lizatlarının E-kaderin, N-kaderin ve vimentin 

protein seviyeleri sandviç elisa testiyle (SEA017Hu 96 Tests, SEB481Hu 96 Tests ve 
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SEB040Hu 96 Tests, Cloud-Clone) ölçüldü. EMT biyobelirteçleri için aynı ELISA 

protokolü uygulandı. 

-20°C’de saklanan ELISA kiti çözünene kadar oda sıcaklığında bekletildi. BCA 

ile protein miktarı belirlenen hücre lizat örnekleri ile çalışıldı. -80°C’de saklanan hücre 

lizat örnekleri buz üzerine alınarak çözünmesi sağlandı. Örnekler 10 kat kadar 

seyreltildi. Seyreltme işlemi steril olmayan PBS ile yapıldı (20 μl örnek+ 180 μl PBS). 

Protokole göre standartlar, yıkama çözeltisi, belirleme reaktifi A ve B hazırlandı. Plaka 

kuyucuklarında standart, kör ve örneklerin yerleri belirlendi. Her kuyucuğa 100 μl 

bırakıldı. Plaka yapıştırıcısıyla plakaların üstü kaplandı ve 37°C’de 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

 1.İnkübasyon işleminden sonra her kuyucuğun çözeltisi pipetle alındı. 

2.Her kuyucuğa 100μl belirleyici reaktif A çalışma çözeltisi ilave edildi üzeri 

plaka yapıştırıcısıyla kaplandı ve 37oC’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

3.Daha sonra kuyucuklardaki çözelti alındı ve kuyucuklara 350 μl 1X yıkama 

çözeltisi ilave edildi. Yıkama çözeltisi 1-2 dakika bekledikten sonra pipetle alındı ve 

bu işlem 3 defa tekrarlandı, son yıkamadan sonra plaka temiz bir kağıt üzerine ters 

döndürülerek çözeltinin kuyucuklardan uzaklaşması sağlandı. 

4.Her kuyucuğa 100 μl belirleyici reaktif B çalışma çözeltisi ilave edildi üzeri 

plaka yapıştırıcısı ile kaplandı ve 37oC’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 

5. Daha sonra kuyucuklardaki çözelti alındı ve kuyucuklara 350 μl 1X yıkama 

çözeltisi ilave edildi. Yıkama çözeltisi 1-2 dakika bekledikten sonra pipetle alındı ve 

bu işlem 3 defa tekrarlandı, son yıkamadan sonra plaka temiz bir kağıt üzerine ters 

döndürülerek çözeltinin kuyucuklardan uzaklaşması sağlandı. 

6. 90 μL Substrat Solüsyonu plakadaki her kuyucuğa eklendi. Yeni bir plaka 

yapıştırıcısıyla kapatıldı. 37oC’de 30 dakika inkübe edildi. Substrat solüsyonu 

eklendikten sonra çözelti mavi renge dönüştü.  

7. 50 μL Durdurma Solüsyonu plakadaki her kuyucuğa eklendi. Durdurma 

çözeltisi eklendiğinde çözeltinin rengi sarıya döndü. 

8.Plakanın alt tarafında su damlası ve parmak izi olmaması gerekir. Plakanın 

altı peçeteyle silindi. Ardından, mikroplaka okuyucusunda 450 nm'de absorbans 

ölçümü yapıldı. 
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 450 nm de okunan konsantrasyonları bilinen standartların absorban değerleri 

GraphPad Prism 7.0 programında nonlinear regression uygulamasıyla kalibrasyon 

eğrisi çizildi. Kalibrasyon eğrisinden, örneklerin absorbans değerine karşı 

konsantrasyonları hesaplandı ve protein düzeylerine göre normalize edildi. Elisa 

sonuçlarının belirlenmesinde kontrol grubu %100 kabul edilerek, diğer gruplardakiler 

kontrole göre % olarak hesaplandı. One way ANOVA testi ile istatiksel olarak 

değerlendirildi. 

3.7. Apoptoz Testi 

ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi, tek bir test kuyusu içinde canlılığı, 

sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyon olaylarını değerlendirmeye yarayan üç analizin 

birleşimidir. Testin ilk kısmı aynı anda iki proteaz aktivitesini ölçer ve bunlardan biri 

hücre canlılığının belirteci, diğeri ise sitotoksisitenin bir belirtecidir. Testin ikinci 

kısmında ise kaspaz aktivitesi ölçülür, substrat olarak tetrapeptid dizisi DEVD içeren 

bir lüminojenik kaspaz-3/7 substratı Caspase-Glo® Analiz Teknolojisi kullanır. 

Caspase-Glo® 3/7 Reaktifi hücre lizisine neden olur, substratın kaspaz tarafından 

yıkılması ve hidrolizi sonucunda lusiferaz tarafından üretilen "ışıltı tipi" lüminesans 

sinyal üretilir. Lüminesans mevcut kaspaz aktivitesi ile orantılıdır. 

 Hücre sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyulu plakanın her kuyusuna 5000 

hücre/100 μl besiyeri olacak şekilde hücre ekildi. 

 37 °C ve % 5 CO2’li inkübatöre bırakıldı ve 1 gün inkübe edildikten sonra 

plaklardaki besiyeri uzaklaştırıldı.  

 Bir grup konsantrasyonu 8 nM BPA,  160 nM ICI ve ICI'nın BPA ile 

kombinasyonu (BPA+ICI) plaklara ilave edildi ve son hacim 100 µl olacak 

şekilde fenol kırmızı içermeyen DMEM eklendi. 

 Diğer gruba da konsantrasyonu 50µM olan nekrostatin-1 (Nec) ilave edildi. 

Kontrol+ Nec (50µM), BPA (8nM)+ Nec (50µM), ICI (160 nM)+ Nec (50µM) 

ve BPA (8nM)+ ICI (160 nM)+ Nec (50µM) kombinasyonu plaklara ilave 

edildi. 

 Kontrol grubuna fenol kırmızı içermeyen DMEM eklendi. 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. 
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 -20°C’de saklanan ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi çıkarılarak çözülmesi 

sağlandı. ApoTox-Glo ™ Tripleks Test protokolü hücrelere uygulandı. Kit 

içerisinde; Assay Buffer, GF-AFC Substrat, bis-AAF-R110 Substrat, Caspase-

Glo® 3/7 Buffer ve Caspase-Glo® 3/7 Substrat bulunur. 

 Caspase-Glo® 3/7 reaktifi hazırlanması: Caspase-Glo® 3/7 Buffer içerisine 

Caspase-Glo® 3/7 Substrat ilave edildi. 

 96 kuyucuklu plak için, bir ependorf tüpüne 2 ml Assay Buffer ve 10 µl her 

substrattan ilave edildi ve vorteks yapıldı. 

  Kimyasal uygulamasından sonra 24 saat inkübe edilen hücrelere 20 µl canlılık 

/ sitotoksisite reaktifi eklendi ve 1 saat 37°C de inkübe edildi. 

 İnkübasyondan sonra plakadaki hücrelere 100 µl Caspase-Glo® 3/7 reaktifi 

eklendi ve oda sıcaklığında karanlıkta 1 saat inkübe edildi. 

 Lüminesans ölçen mikroplak okuyucuda apoptoz için absorbans ölçümü 

yapıldı. Veriler GraphPad 7.0 programı ile analiz edildi. 

3.8. İstatistiksel Değerlendirilme 

Elde edilen veriler GraphPad Prism 7.0 programı kullanılarak istatiksel olarak 

değerlendirildi. Tüm çalışmalar en az 3 kere tekrar edildi. Gruplar arasındaki 

farklılıklar One way ANOVA testi veya non-parametrik t test ile değerlendirildi. 

İstatistiksel fark ortalama ve ortalamanın standart hatası (mean±SEM) olarak verildi. 

p değerleri olarak p > 0,05 istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamasını ifade 

ederken, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 ifadeleri de istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. BPA ve Fulvestrant’ın Hücre Canlılık Etkisi 

MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromid) yöntemiyle 

HepG2 insan hepatoma hücrelerinin hücre canlılığı izlenildi. Hücreler çoğaltıldı, 96 

kuyucuklu plakalara 5000 hücre ekildikten 24 saat sonra BPA uygulaması (1- 16000 

nM) yapıldı.  48 saatlik uygulama sonrasında yapılan MTT testi sonucuna göre canlı 

hücre düzeyi hesaplandı. Elde edilen sonuçlar GraphPad Prism 7.0 programı 

kullanılarak veriler elde edildi ve veriler Tablo 4.1 ve Şekil 4.1’de gösterilmiştir.  

Tablo 4.1. 1-16000 nM aralığında artan konsantrasyonlarda uygulanan BPA’nın 

HepG2 hücrelerinde yüzde canlılık verileri ( p>0,05). 

Uygulanan BPA Derişimi    (nM) Hücre Canlılığı (%) 

0 100 

1 108,868 ±4,79 

2 109,121±5,07 

4 102,271±3,91 

8 108,194±4,32 

16 103,851±3,39 

32 104,877±3,90 

64 102,117±1,89 

125 97,532±2,80 

250 99,369±2,94 

500 98,835±3,53 

1000 99,861±2,25 

2000 97,836±2,59 

4000 101,032±4,19 

8000 96,507±3,42 

16000 97,078±5,02 
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Şekil 4.1. 1-16000 nM aralığında artan konsantrasyonlarda uygulanan BPA’nın 

HepG2 hücrelerinde yüzde canlılık grafiği ( p>0,05). 

Artan konsantrasyonlarda BPA uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan MTT 

hücre canlılık testinin yüzde hücre canlılık verilerine bakıldığında, hücre canlılık 

yüzdesinde kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farklılık gözlenmemiştir. 

Fakat Tablo 4.1 verilerden elde edilen sonuçlara göre canlılık yüzdesi değerlerindeki 

artışın 8nM, 4nM, 2nM ve 1nM BPA uygulaması ile olduğu görülmektedir. Çalışma 

için uygun doz olarak 8 nM BPA uygulaması belirlenmiştir.  

Fulvestrant, 17β-östradiolün 7α-alkilsülfinil analoğudur. Fulvestrant, seçici 

östrojen reseptörü downregülatörüdür (SERD) ve tamoksifen veya aromataz inhibitör 

terapilerinin aksine hormona duyarlı meme kanserlerine karşı oldukça etkili bir 

antagonisttir. Hücre canlılığı çalışması için fulvestrant doz miktarları 2,5-160 nM 

aralığında seçildi (112, 142-144). Çoğaltılan ve 96 kuyucuklu plakalara ekilen HepG2 

hücrelerine belirli konsantrasyonlarda fulvestrant (ICI) uygulandı.  48 saatlik 

uygulama sonrasında yapılan MTT testi sonucuna göre canlı hücre miktarı hesaplandı. 

Elde edilen sonuçlar Graph Pad Prism 7.0 programı kullanılarak grafik olarak çizildi. 

Canlılık yüzdeleri hesaplandı, değerlendirilen verileri Tablo 4.2’de ve veriler sonucu 

elde edilen grafik ise Şekil 4.2’de sunulmuştur. 
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Tablo 4.2. Artan konsantrasyonlarda Fulvestrant (2,5-160 nM) uygulanmış HepG2 

hücrelerinde yüzde canlılık verileri (**p<0,01). 

Uygulanan Fulvestrant Derişimi (nM) % Hücre Canlılığı 

0 100 

2,5 95,025±3,86 

5 97,048±1,21 

10 99,979±1,57 

20 106,978±3,82 

40 96,091±5,60 

80 96,642±6,93 

160 71,924±5,98** 
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Şekil 4.2. Artan konsantrasyonlarda fulvestrant  (2,5-160 nM) uygulanmış HepG2 

hücrelerinde yüzde canlılık grafiği (**p<0,01). 

Artan konsantrasyonlarda Fulvestrant uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan 

MTT hücre canlılık testinin yüzde canlılık verilerine bakıldığında, hücre canlılık 

yüzdesinde kontrol grubuna göre 160 nM Fulvestrant uygulamasının hücre canlılık 

yüzdesini istatiksel olarak anlamlı bir derecede azalttığı belirlenmiştir (**p<0,01). 

Çalışma için uygun ICI dozu 160 nM konsantrasyon olarak belirlenmiştir. 
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Karaciğer HepG2 hücrelerinde, konsantrasyonları belirlenen BPA, ICI ve 

BPA+ICI (1:20 oranında) kombinasyonunun hücre canlılığına etkileri MTT 

yöntemiyle izlendi. Elde edilen sonuçlar GraphPad Prism 7.0 programında non-

parametrik t testi ile istatiksel olarak değerlendirildi ve sonuçlar Şekil.4.3’de ve Tablo 

4.3’te gösterilmiştir. 

Tablo 4.3. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde canlılık değerleri 

(*p<0,05,***p<0,001). 

Uygulanan kimyasallar % Hücre Canlılığı 

BPA( 8 nM) 121,153±2,84*** 

ICI (160 nM) 86,783±4,47* 

BPA( 8 nM)+ ICI (160 nM) 62,196±2,27*** 
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Şekil 4.3. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde canlılık grafiği ( * p < 0,05; *** p 

< 0,001). 

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan MTT hücre canlılık deneyinin yüzde canlılık 

verileri incelendiğinde, canlılık yüzdesinde kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı değişiklikler gözlenmiştir. 8 nM BPA uygulamasının hücre canlılık yüzdesini 
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istatiksel olarak anlamlı bir şekilde arttırdığı belirlenmiştir (***p<0,001).  Fulvestrant 

(160 nM) ve BPA+ICI birleşiminde hücre canlılığında kontrole oranla istatiksel olarak 

anlamlı bir azalışa neden olduğu görülmüştür (ICI için p değeri *p<0,05, BPA+ICI 

için p değeri ***p<0,001).  

4.2. Bisfenol A ve Fulvestrant Kombinasyonunun Hücre Canlılığı 

Üzerindeki Etkileri 

BPA ve ICI kombinasyonu HepG2 hücre canlılığı üzerindeki etkileri Talalay-

Chou metoduna göre değerlendirilmiştir (145). Kombinasyon indeksi (CI) ve doz 

azalım indeksi (DRI) değerlerini hesaplamak için MTT deneyinden elde edilen hücre 

canlılığı sonuçları CompuSyn software kullanılarak analiz edilmiştir ve veriler Tablo 

4.4 ve Şekil 4.4’te gösterilmiştir. BPA ve ICI kombinasyonuna ait CI değerleri 0,30 

ile 0,60 arasında bulundu. Bu durum HepG2 hücre canlılığına karşı BPA ve ICI 

kombinasyonu sonucu gözlenen etkinin additif bir etki değil, sinerjistik bir 

etkileşimden kaynaklandığını göstermektedir. Ayrıca, HepG2 hücreler canlılığını 

azaltmak için gerekli olan BPA ve ICI 'nın uygun doz azalımını sağlayan DRI değerleri 

>1 olarak gözlemlenmiş, bu da BPA’nın ICI’nın sitotoksik etkisini 3 kat arttırdığını 

göstermiştir. 

Tablo 4.4. HepG2 hücrelerinde BPA ve ICI kombinasyonuna ait İnhibitor Etki (Fa), 

Kombinasyon İndeksi (CI) ve Doz Azalım İndeksi (DRI) değerleri. 

Toplam Doz nM 

BPA+ICI 

İnhibitör Etki 

(Fa) 

Kombinasyon İndeksi 

(CI) 

DRI 

ICI ortalaması 

336,0 0,404 0,60816 1,85975 

168,0 0,402 0,30795 3,66855 
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Şekil 4.4. BPA ve ICI kombinasyonu (1:20) için DRI grafiği 

4.3. Yara İyileşme Yöntemiyle Hücre Migrasyon Potansiyeli 

Hücreler 6 kuyucuklu plakalara 3x105 hücre/3 ml olacak şekilde ekildi.  HepG2 

hücrelerine pipet ucu ile yara oluşturuldu. Daha sonra hücrelere 8 nM BPA, 160 nM 

ICI ve BPA+ICI kombinasyonu verilmesinden hemen ve 48 saat sonra yara 

genişlikleri 10X büyütme ile mikroskopta görüntülendi. İmage J programıyla 

görüntüler analiz edildi (Şekil 4.5). Yara büyüklüğü oranlarını hesaplamak için her 

örneğin 0. saatteki uygulaması kontrol olarak kabul edildi. Her örnek kendi kontrolleri 

ile karşılaştırılarak hesaplandı (Şekil 4.6). Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde,  8 

nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasından 

hemen ve 48 saat sonra İmage J programıyla analiz edilen yara büyüklüğünün alanı 

Tablo 4.5 sunulmuştur. 
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Tablo 4.5. Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde,  8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA 

(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasından hemen ve 48 saat 

sonra yüzde yara büyüklüğü değeri (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001). 

Uygulanan kimyasallar 0.saat % Yara Alanı 48.saat % Yara Alanı 

Kontrol (DMSO) 100 85±1,1** 

160 nM ICI 100 92±1,0* 

8 nM BPA 100 74±2,3*** 

BPA (8nM)+ICI (160 nM) 100 59,5±1,5*** 

 

 

Şekil 4.5. Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA 

(8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasından hemen ve 48 saat 

sonra yara büyüklüğü İmage J programıyla analiz görüntüleri. 
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Şekil 4.6. Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA 

(8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasından hemen ve 48 saat 

sonra yara büyüklüğü grafiği (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001). 

Şekil 4.6’daki yara büyüklüğü sonuçlarına göre, kontrole kıyasla 48. saatteki 

yara büyüklüğünün 160 nM ICI, 8 nM BPA ve BPA (8nM)+ICI (160 nM)  

kombinasyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı görülmektedir ( 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 

4.4. Bikinkoninik (BCA) Asit Yöntemiyle Protein Miktarının 

Belirlenmesi 

6 kuyucuklu plakalara 3x105 hücre ekildi ve HepG2 hücreleri çoğaltıldıktan 

sonra 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA+ICI (168nM) uygulamaları yapılmıştır. 48 saat 

uygulama sonucunda HepG2 hücrelerine Hücre lizis tamponu eklenerek inkübe 

edilmiştir. BCA Protein Quantification Kit kullanılarak hücre lizat ve besiyerlerin 

proteinleri tayin edilmiştir. BCA tayini için 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok BSA 

ile hazırlanan farklı konsantrasyonlara sahip BSA solüsyonlarıyla elde edilen standart 

eğri grafiği Şekil 4.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.7. Protein tayininde standart eğri grafiği  

Standart eğri grafiğindeki denkleme göre protein miktarı hesaplanmıştır ve 

Tablo 4.6’da gösterilmiştir. M:Besiyeri, CL: hücre lizat, B:Bisfenol A, I: ICI 182 780 

( steroidal östrojen antagonisti), K: Kontrol. 
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Tablo 4.6. HepG2 hücrelerine uygulanan kimyasallardan sonra hesaplanan protein 

miktarları. 

Örnek Protein Miktarı (µg/µl) 

M-K1 3,25 

M-K2 3,12 

M-K3 2,87 

M-B1 3,22 

M-B2 2,96 

M-ICI1 3,92 

M-ICI2 3,88 

M-B+I 1 3,77 

M-B+I2 4,36 

M-B+I3 4,09 

CL-K1 6,90 

CL-K2 6,92 

CL-K3 6,94 

CL-B1 5,70 

CL-B2 5,73 

CL-ICI1 6,91 

CL-ICI2 7,26 

CL-B+I1 6,41 

CL-B+I2 6,51 

CL-B+I3 8,42 

 

4.5. Elisa Yöntemiyle Epitelyal ve Mezenkimal Hücrelerin 

Biyobelirteçlerinin Belirlenmesi 

Enzime bağlı immünosorban testi (ELISA), peptitler / proteinler, hormonlar, 

vitaminler ve ilaçlar gibi çok düşük konsantrasyon moleküllere uygun geliştirilen 

antikorlar veya antijenlere karşı yüksek bir spesifite seviyesini gösteren kantitatif 

analitik yöntemlere denir. Epitelyal ve mezenkimal hücrelerin biyobelirteçleri olan E-

kaderin, N-kaderin ve vimentin proteinleri belirlemek için ELISA yöntemi kullanıldı. 

Bikinkoninik (BCA) asit yöntemiyle protein miktarları belirlenen HepG2 hücre 

lizatları ELISA yönteminde kullanıldı.450 nm de okunan örnek absorbansları 

GraphPad Prism 7.0 programında nonlinear regression uygulamasıyla örneklerin 

konsantrasyonları hesaplandı (Şekil 4.8, Şekil 4.10 ve Şekil 4.12 gösterilen 
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kalibrasyon eğrisine göre), protein düzeylerine göre normalize edildi. Elisa 

sonuçlarının belirlenmesinde kontrol grubu %100 kabul edilerek, diğer gruplardakiler 

kontrole göre % olarak hesaplandı. One way ANOVA testi ile istatiksel olarak 

değerlendirilip Şekil 4.9, Şekil 4.11 ve Şekil 4.13’te gösterilmiştir. E-kaderin proteinin 

standart eğrisi Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.8. E-kaderin proteinin standart eğrisi (R2=0,99) 
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Şekil 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde E-kaderin düzeyi ( % kontrole 

göre) grafiği ( * p < 0,05; *** p < 0,001). 

 

Tablo 4.7. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde E-kaderin protein miktarı (*p<0,05). 

E-Kaderin protein miktarı (µg/µl) 

Kontrol 6,94±1,23 

BPA (8 nM) 7,69± 7,50 

ICI (160 nM) 8,27±2,63 

BPA (8 nM)+ICI(160 nM) 5,30±0,42* 

 

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan ELISA testinin yüzde E-kaderin düzeyi 

verileri incelendiğinde, 8 nM BPA ve 160 nM ICI uygulamasının kontrol grubuna göre 

E-kaderin düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı değişiklik gözlenmemiştir. Fakat BPA 

(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasının kontrol grubuna göre E-kaderin 

düzeyini istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı belirlenmiştir (*p<0,05).  BPA 
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(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasının ICI grubuna kıyasla E-kaderin 

düzeyini istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı görülmektedir (***p<0,001). 

4.5.1. N-Kaderin Protein Seviyesi 

N-kaderin proteinin standart eğrisi Şekil 4.10’da, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve 

BPA (8nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde N-

kaderin düzeyi Şekil 4.12’de ve N-kaderin protein miktarı da Tablo 4.8’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.10. N-kaderin protein seviyesinin standart eğrisi (R2=0,94) 
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Şekil 4.11. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde N-kaderin düzeyi( % kontrole 

göre) grafiği ( * p < 0,05). 

 

Tablo 4.8. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde N-kaderin protein miktarı (*p<0,05). 

       N-Kaderin protein miktarı (µg/µl) 

Kontrol 7,03±2,05 

BPA (8 nM) 5,93±17,33 

ICI (160 nM) 11,86±17,19* 

BPA (8nM)+ICI (160 nM) 12,14±28,65* 

 

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan ELISA testinin yüzde N-kaderin düzeyi 

verileri incelendiğinde, 8 nM BPA uygulamasının kontrol grubuna kıyasla N-kaderin 
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düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı olmadığı gözlenmiştir. 160 nM ICI ve BPA (8 

nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarının kontrol grubuna göre N-kaderin 

düzeyini istatistiksel olarak anlamlı derecede arttırdığı gösterilmiştir (*p<0,05). 

4.5.2. Vimentin Protein Seviyesi 

Vimentin proteinin standart eğrisi Şekil 4.12’de, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve 

BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde 

Vimentin düzeyi Şekil 4.13’te ve vimentin protein miktarı da Tablo 4.9’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.12. Vimentin protein seviyesinin standart eğrisi (R2=0,98) 
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Şekil 4.13. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yüzde Vimentin düzeyi ( % kontrole 

göre) grafiği ( p > 0,05). 

Tablo 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde vimentin protein miktarı ( p>0,05).  

Vimentin protein miktarı (µg/µl) 

Kontrol 7,56±1,62 

BPA (8nM) 6,07±7,23 

ICI (160 nM) 8,55±11,03 

BPA (8nM)+ICI (160 nM) 7,03±3,08 

 

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan ELISA testinin yüzde vimentin düzeyi 

verileri incelendiğinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) 

kombinasyon uygulamalarının kontrol grubuna göre Vimentin düzeyinin istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı gösterilmiştir (p>0,05). 
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4.6. HepG2 Hücrelerinde Apoptozun Belirlenmesi 

ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi, tek bir test kuyusu içinde canlılığı, 

sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyon olaylarını değerlendirmeye yarayan üç analizin 

birleşimidir. 6 kuyucuklu plakalara 3x105 hücre ekildi ve HepG2 hücreleri 

çoğaltıldıktan sonra 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) 

kombinasyon uygulamaları ve ikinci grup olarak bu kimyasallara ilaveten 50 μM 

Nekrostatin 1 (NEC) uygulaması yapılmıştır. Kontrol grubuna herhangi bir kimyasal 

uygulaması yapılmamıştır. 24 saat uygulama sonrasında ApoTox-Glo ™ Tripleks 

testiyle HepG2 hücrelerinde apoptoz lüminesans değeri belirlenmiştir. Değerlendirilen 

veriler Tablo 4.10’da ve veriler sonucu elde edilen grafik ise Şekil 4.14’te 

sunulmuştur. 

Tablo 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI, BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve 

bu kimyasallara ilaveten 50 μM NEC uygulanmış HepG2 hücrelerinde 

yüzde apoptoz lüminesans verileri (*p<0,05, **p<0,01 ). 

Uygulanan Kimyasallar % Apoptoz lüminesans 

Kontrol 100 

160 nM ICI 95,177±2,31 

8 nM BPA 94,308±4,82 

BPA (8nM)+ICI (160 nM) 113,62±6,53* 

50 µM NEC+Kontrol 100 

50 µM NEC+160 nM ICI 96,75±7,04 

50 µM NEC+8 nM BPA 143,08±13,77** 

50 µM NEC+160 nM ICI+8 nM BPA 93,811±6,28 
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Şekil 4.14. 8 nM BPA, 160 nM ICI, BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve 

bu kimyasallara ilaveten 50 μM NEC uygulanmış HepG2 hücrelerinde 

yüzde apoptoz lüminesans (% kontrole göre) grafiği (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001). 

 

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve 

NEC+ICI, NEC+BPA ve NEC+ICI+BPA kombinasyonları uygulanmış HepG2 

hücrelerinde yapılan ApoTox Tripleks testinin apoptoz lüminesans verileri 

incelendiğinde, kontrol grubuna kıyasla BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon 

uygulamasının istatistiksel olarak anlamlı bir derecede arttığı görülmüştür (*p<0,05).  

Ayrıca 50 µM NEC+Kontrol grubuna göre 50 µM NEC+8 nM BPA uygulamasının 

istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı görülmektedir (**p<0,01). 50 µM NEC+8 

nM BPA kombinasyonun 8 nM BPA göre karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı derecede arttığı gösterilmiştir (***p<0,001). Kontrole göre 8 nM BPA 

uygulamasıyla apoptoz değişmezken, nekroptozu inhibe eden Nekrostatin 1 (NEC) 

ilave edilince apoptozun arttığı gözlemlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Kanser hücreleri, vücudun diğer bölgelerine invazyon ve metastaz yapma 

potansiyeline sahiptirler ve hücre döngüsü bileşenlerinin düzensizliğine bağlı olarak 

aktif hücre bölünmesi ile anormal bir şekilde çoğalırlar (146). HCC, karaciğer kanseri 

vakalarının yaklaşık % 80'inin üzerinde görülür Karaciğer, ksenobiyotik metabolizma 

ve detoksifikasyon süreçlerinde yer alan önemli bir organdır. HepG2 insan hepatoma 

hücreleri, yüksek proliferasyon oranlarına ve birçok farklı karaciğer fonksiyonlarını 

yerine getiren epitel benzeri bir morfolojiye sahip tumorjenik olmayan hücrelerdir 

(15). BPA’nın biyotransformasyonu sağlayan başlıca organ karaciğerdir. Yüksek 

nanomolar konsantrasyonlarda BPA, östrojenik aktivitenin yanı sıra karaciğer ve 

böbrek toksisitesi gösterdiği açıklanmıştır (147).  

 Endokrin bozucu kimyasallar  (EDC) adı verilen çevresel kirleticiler ve ticari 

ürünler, endojen hormonların işlevlerini taklit edebilirler veya bunlara müdahale 

edebilirler. Bu müdahale hormon işlevini değiştirebilir veya engelleyebilir. En çok 

bilinen EDC ise bisfenol A’dır. 

Bisfenol A polikarbonat plastiklerin ve epoksi reçinelerinin üretiminde 

kullanılan bir kimyasaldır.  BPA bazlı polimerlerde ester bağları hidrolize maruz 

kaldığı için, serbest BPA'nın gıda, içecek ve çevreye salınmasına neden olur. Bu 

nedenle gıda tüketimi ve çevresel alımlar yoluyla insan vücudunda birikir. BPA'nın 

nanomolar konsantrasyonlarda dünyanın her yerinden toplanan serum, süt, tükürük, 

idrar gibi insan dokularında tespit edilebileceğini ortaya koymuştur (148).   

BPA, klasik nükleer östrojen reseptörleri yoluyla östrojenik etkiler uygular ve 

seçici bir östrojen reseptör modülatörü görevi görür. BPA'nın östrojenik aktivitesi 

östradiol aktivesi kadar olmamakla birlikte karşılaştırılabilir düzeydedir. Yapılan in 

vivo çalışmada düşük dozda BPA’nın istenmeyen sonuçlara neden olduğu 

gösterilmiştir. BPA, 1pM ve 1nM arasındaki konsantrasyonlarda bazı hücre 

fonksiyonlarında değişikliklere neden olurken hamile kadın,  fetal ile yetişkin kanında 

ve diğer dokularda yapılan ölçümler sonucunda ortalama ve konjuge olmayan BPA 

aralığının bu seviyeleri aştığı gösterilmiştir (149).  Yetişkin erkek fare yavrularına 2 

μg/kg/gün veya 20 μg/kg/gün BPA uygulanmıştır, prostat boyutunun ve ağırlığının 

arttığı, 20μg/kg/gün BPA'ya maruz kalma da ise sperm üretim etkinliğinin %20 

oranında azaldığı görülmüştür (150). Düşük doz BPA aynı zamanda beynin 
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nörokimyasını ve yapısını, saldırganlık, hiperaktivite ve öğrenme kusurları gibi 

davranış değişikliklerine ve kansere yol açar. Bu düşük dozlu etkilerin reseptör aracılı 

yanıtlarla ilişkili olduğu varsayılır, ancak kesin moleküler mekanizmalar 

bilinmemektedir. 

Fulvestrant (ICI), ER downregüle eden ve ER antagonisti olan yeni bir 

antiöstrojen türüdür. Fulvestrant ER'ye bağlanarak ER dimerizasyonunu azaltır ve 

ER'ye bağımlı progesteron reseptörü (PgR) ekspresyonundaki azalma ile birlikte ER 

proteinin hızlı bir şekilde bozulmasına ve kaybına yol açar (151). 

Tez çalışmasının ilk aşamasında BPA’nın ve Fulvestrant’ın HepG2 insan 

hepatoma hücrelerindeki hücre canlılığını anlayabilmek için 1 nM  - 16 μM aralığında 

artan dozlarda BPA uygulanmasıyla ve 2,5 nM – 160 nM aralığında artan dozlarda ICI 

uygulanmasıyla hücre canlılık deneyleri yapılmıştır.  

Artan dozlarda BPA (1 nM- 16 µM) uygulanan HepG2 hepatoma hücrelerde 

48 saat uygulamadan sonra yüzde hücre canlılığının, kontrol grubuna kıyaslandığında 

8 nM, 4 nM, 2 nM ve 1 nM derişimlerdeki BPA uygulamasının istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı görülmüştür fakat kullanılan diğer konsantrasyonlardaki BPA 

uygulamalarına göre hücre canlılığı daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Daha sonraki 

çalışmalarımızda 8 nM BPA uygulamasının kontrole göre kıyaslandığında istatiksel 

olarak anlamlı şekilde % 121’e arttığı belirlenmiştir. Deneylerde kullanılan BPA dozu 

8 nM konsantrasyon olarak seçilmiştir. BPA'nın hepatositler üzerindeki etkilerini 

incelendiğinde düşük dozda BPA maruziyetinin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığını 

arttırdığı görülmüştür (152). Yapılan bir in vitro çalışmasına göre düşük doz BPA'nın 

meme hücrelerinin proliferasyonunu etkilediği açıklanmıştır (153). Bu sonuçlara göre 

BPA, kanser hücrelerinin büyümesine ve çoğalmasında etkili olabilir. 

Artan dozlarda ICI (2,5 nM- 160 nM) uygulanan HepG2 hepatoma hücrelerde 

48 saat uygulamadan sonra yüzde hücre canlılığının, kontrol grubuna kıyaslandığında 

160 nM ICI uygulamasının istatistiksel olarak anlamlı şekilde % 71,9’a kadar 

düşürdüğü belirlenmiştir (p<0,01). Deneylerde kullanılan ICI dozu 160 nM 

konsantrasyon olarak seçilmiştir. Yapılan bir in vitro çalışmada, 0,04-625 nM 

aralığında artan dozda fulvestrant uygulanmış HepG2 hücrelerinde, fulvestrantın ERα 

ve Wnt sinyal yolakları aracılığıyla hücre proliferasyonunu inhibe ettiği açıklanmıştır 

(154). 
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8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan MTT hücre canlılık deneyine göre 8 nM 

BPA’nın yüzde canlılık değeri %121,5’e istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

artarken (p<0,001), 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon değerleri 

sırasıyla % 86,7’e ve   % 62,1’e istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaltmıştır (sırasıyla 

p<0,05, p<0,001). 

Talalay-Chou metoduyla, BPA ve ICI kombinasyonu HepG2 hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri incelenmiştir. MTT deneyinden elde edilen hücre canlılığı sonuçları 

CompuSyn yazılımı kullanılarak kombinasyon indeksi (CI) ve doz azalım indeksi 

(DRI) değerleri hesaplanmıştır. BPA+ ICI kombinasyonuna (1:20) ait CI değerleri 

0,30 ile 0,60 arasında bulunmuştur. Bu durum HepG2 hücre canlılığına karşı gözlenen 

etkinin additif bir etki değil, sinerjistik bir etkileşimden kaynaklandığını 

göstermektedir. Ayrıca DRI >1 olarak gözlemlenmiş, bu da BPA’nın Fulvestrant’ın 

sitotoksik etkisini arttırdığını göstermiştir. 

Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 

nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulamasından 48 saat sonraki yüzde yara alanı 

kontrole kıyasla, 8 nM BPA ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon 

uygulamasıyla hücre göçünde artma gözlenmiştir. 8 nM BPA uygulamasının 

48.saatteki kontrole kıyasla yüzde yara alanını istatiksel olarak anlamlı şekilde % 10 

azaldığı belirlenmiştir  (p<0,05). BPA (8nM) +ICI (160 nM) kombinasyonun ise 

48.saatteki kontrole kıyasla yüzde yara alanını %30 azaldığı belirlenmiştir (p<0,01). 

BPA uygulamasının kanser hücrelerinde çeşitli faktörler etkisiyle migrasyon ve 

invazyonu uyardığı açıklanmıştır. Bu faktörler ise E-kaderin gibi epitelyal hücre 

bağlantılı proteinlerinin kaybı (123) ile N-kaderin ve vimentin gibi mezenkimal 

biyobelirteçlerin artmasıdır (155) . Elde ettiğimiz verilere dayanarak HepG2 

hücrelerinde BPA, fulvestrant, BPA ve fulvestrant kombinasyonunun hücre 

proliferasyonunda ve migrasyonunda etkili olduğu görülmüştür.  

Programlanmış hücre ölümü olan apoptoz, kaspaz aktivasyonuyla başlatıcı ve 

ölüme götürücü özelliğe sahiptir. Aktif kaspaz-3, kaspaz-7’nin aktivasyonu 

programlanmış hücre ölümünü indükler (156). Diğer bir programlanmış hücre ölümü 

olan nekroptoz ise kaspaz bağımlı değildir ve nekrostatin-1 ile inhibe edilmektedir 

(157). Çalışmanın ikinci aşamasında ise, ApoTox-Glo ™ Tripleks testiyle 8 nM BPA, 
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160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamaları ve ikinci grup 

olarak bu kimyasallara ilaveten 50 μM Nekrostatin 1 (NEC) uygulanmış HepG2 

hücrelerinde apoptoz belirlenmiştir.  

Apoptoz lüminesans verileri incelendiğinde, yüzde apoptoz oranı kontrol 

grubuna kıyasla BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasının istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde %113’e kadar arttığı görülmüştür (p<0,05). Bu veriler 

sonucunda HepG2 hepatoma hücrelerine uygulanan kimyasallardan sadece BPA+ICI 

kombinasyon uygulaması apoptozun artmasına neden olmaktadır. SH-SY5Y 

nöroblastoma hücre hattına uygulanan nanomolar dozda BPA’nın nekroptozu aktive 

ettiği in vitro çalışmayla gösterilmiştir (158). OVCAR-3 over kanser hücre hattında 

yapılan bir çalışmada,  doza bağlı BPA’nın hücre proliferasyonunu arttırdığı ve 

kaspaz-3 aktivitesini azalttığı açıklanmıştır (128). 

 Ayrıca 50 µM nekrostatin ilave edilen kontrol grubuna göre kıyaslandığında 

50 µM NEC+8 nM BPA uygulamasının istatistiksel olarak anlamlı şekilde %139’a 

kadar arttığı görülmektedir (p<0,01). 50 µM NEC+8 nM BPA kombinasyonun 8 nM 

BPA göre karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı şekilde arttığı görülmektedir 

(p<0,001). Kontrole göre kıyaslandığında 8 nM BPA uygulamasıyla apoptoz 

değişmezken, nekroptozu inhibe eden Nekrostatin 1 (NEC) ilave edilince apoptozun 

arttığı gözlemlenmiştir. Bu veriler sonucunda HepG2 hepatoma hücrelerine uygulanan 

kimyasallardan sadece BPA uygulamasının nekroptozu etkilediği ve NEC ilavesiyle 

nekroptoz inhibe olarak apoptozun artmasına neden olduğu görülmektedir. 

Tez çalışmasının üçüncü aşamasında ise 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 

nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde yapılan ELISA 

testinin yüzde E-kaderin, N-kaderin ve vimentin proteinlerin düzey verileri 

incelenmiştir.  

E-kaderin düzeyi verileri incelendiğinde, 8 nM BPA ve 160 nM ICI 

uygulamasının E-kaderin düzeyinde kontrol grubuna kıyaslandığında belirgin bir 

değişiklik olmadığı belirlenmiştir. Fakat BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyon 

uygulamasının kontrol grubuna kıyasla E-kaderin düzeyini istatiksel olarak anlamlı 

şekilde % 76,8’e azalttığı belirlenmiştir (p<0,05).  BPA (8 nM) +ICI (160 nM) 

kombinasyon uygulamasının ICI grubuna kıyasla E-kaderin düzeyini anlamlı şekilde 

azalttığı görülmektedir (p<0,001). 
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Yüzde N-kaderin düzeyi verileri incelendiğinde ise 160 nM ICI ve BPA (8 

nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarının kontrol grubuna göre N-kaderin 

düzeyini istatistiksel olarak anlamlı şekilde sırasıyla % 172’e ve  % 176,9’ a kadar 

arttığı belirlenmiştir (p<0,05). 

Vimentin düzeyi verileri incelendiğinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA 

(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarının kontrol grubuna göre Vimentin 

düzeyinin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlenmiştir. 

Hücre adezyon proteini olan E-kaderin, epitelyal hücre belirtecidir. E-kaderin 

fonksiyonunun kaybı epitelyal hücrelerin mezenkimal hücrelere farklılaşmasına neden 

olur. Bu durum mezenkimal hücre belirteçleri olan N-kaderin ve vimentin 

ekspresyonunu arttırır (123).  

Yapılan yöntemler sonucunda elde edilen bulgulara göre düşük dozda BPA’nın 

hücre proliferasyonu ve migrasyonu arttırdığı, ICI’nın sitotoksik etkisinin artmasına 

neden olduğu ve programlanmış hücre ölümü olan nekroptozu etkilediği açıklanmıştır. 

ICI uygulamasının ise hücre proliferasyonunu azalttığı ve hücre adezyon proteini olan 

N-kaderin protein düzeyini azalttığı görülmüştür. HepG2 hücre canlılığına karşı 

gözlenen BPA+ICI kombinasyon etkisi sinerjistik bir etkileşim göstermektedir. Ayrıca 

hücre proliferasyonunu azaltırken hücre migrasyonunu arttırmaktadır.  BPA+ICI 

kombinasyonu hücre adezyon proteinlerinden E-kaderin düzeyini azaltırken N-kaderin 

düzeyini de arttırmıştır. Apoptoz lüminesans verileri incelendiğinde ise BPA+ICI 

kombinasyonda apoptozun arttığı görülmektedir. Bu sonuçlar hücre ölümünün yan 

etkileri nedeniyle oluşmaktadır. Epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT), hücre-hücre 

adezyonu ve hücre-matriks adezyonu kaybı yoluyla kanser hücrelerinin metastazını 

teşvik eden fizyolojik bir süreçtir. EMT birçok morfolojik ve biyokimyasal 

değişiklikler sonucu epitel hücrelerin epitelyal özelliklerini kaybederek mezenkimal 

özellikler kazanmaları durumudur. E-kaderin proteinin kaybı N-kaderin protein 

artması epitel hücrelerin mezenkimal özellik kazanmasını sağlar. Apoptoz ve 

EMT'nin; farklılaşma, morfogenez ve organogenez, yara iyileşmesi, doku yeniden 

şekillenmesi ve homeostaz gibi hastalıklarla ilişkili süreçlerde önemli roller oynadığı 

bilinmektedir. Apoptoz ve EMT'nin deregülasyonu, karaciğer ve böbrek fibrozu, 

vasküler hastalıklar, embriyoların anormal gelişimi, tümör oluşumu ve ilerlemesi gibi 

çeşitli patolojik süreçlerle bağlantılıdır (159). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tez çalışması kapsamında ICI (Fulvestrant) ve BPA kimyasalının HepG2 insan 

hepatoma hücrelerine uygulanarak hücrelerdeki proliferasyon,  yara iyileşmesi, E-

kaderin, N-kaderin, vimentin ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisi incelenmiştir. Elde edilen 

veriler aşağıda değerlendirilmiştir: 

 Artan dozlarda BPA (1 nM- 16 µM) uygulanan HepG2 hepatoma hücrelerde 

% hücre canlılığı 8nM BPA uygulamasıyla arttığı tespit edilmiştir. 

 Artan dozlarda ICI (2,5 nM- 160 nM) uygulanan HepG2 hepatoma hücrelerde 

% hücre canlılığı 160 nM uygulamasıyla azaldığı tespit edilmiştir. 

 BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde % 

hücre canlılığı azaldığı belirlenmiştir. 

 Talalay-Chou metoduyla, BPA ve ICI kombinasyonun HepG2 hücre 

canlılığına karşı gözlenen etkinin additif bir etki değil, sinerjistik bir 

etkileşimden kaynaklandığı ve BPA’nın ICI’nın sitotoksik etkisini arttırdığı 

gösterilmiştir. 

 Yara oluşturulmuş HepG2 hücrelerinde 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA 

(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmasıyla  % yara büyüklüğü 8 nM 

BPA ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasıyla azaldığı 

gözlemlenmiştir. 

 BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon ve 50 µM NEC+8 nM BPA 

uygulanmış HepG2 hücrelerinde apoptozun arttığı belirlenmiştir. 

 BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmış HepG2 hücrelerinde, 

hücre adezyon proteinleri olan  E-kaderin protein düzeyinin azaldığı, N-

kaderin protein düzeyi arttığı tespit edilmiştir. Vimentin protein düzeyinde 

herhangi bir değişiklik görülmemiştir. 

Bu bulgular sonucunda düşük dozda BPA maruziyeti ve ICI uygulaması 

HepG2 hepatoma hücrelerinde hangi sinyal yolaklarını etkileyeceği daha iyi 

açıklanabilmesi için daha çok çalışmaya ihtiyaç vardır. Örneğin, hücre büyümesi, 

apoptoz ve hücresel homeostaz gibi hücresel sistemde önemli olan Transforme edici 

büyüme faktörü β (TGF-β) sinyal yolağı ve c-Jun N-terminal kinazların (JNK)  etkisi 

araştırılarak açıklanabilinir. 
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