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OZET

Oz, E. Bisfenol A' nin HepG2 Hiicrelerine Olan Etkilerinin incelenmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programu Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2020. Bu ¢alismada, Bisfenol A (BPA) ve Fulvestrant (ICI) kimyasalinin HepG2
insan hepatoma hiicrelerine uygulanarak hiicrelerdeki proliferasyon, yara iyilesmesi, E-
kaderin, N-kaderin, vimentin proteinleri ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisinin belirlenmesi
amaglanmustir. BPA endiistride siklikla kullanilan bir endokrin bozucu maddedir ve
Ostrojen benzeri etkiye sahiptir. Fulvestrant, Gstrojen reseptor antagonistidir. BPA, ICI,
BPA ve ICI kombinasyonu uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yiizde hiicre canliligt MTT
deneyi ile belirlenmistir. BPA ve ICl kombinasyonun HepG2 hiicre canliligi {izerindeki
etkileri Talalay-Chou metoduna gore degerlendirilmistir. HepG2 hiicrelerindeki
migrasyon yara iyilesme yontemiyle belirlenmistir. Hiicrelerdeki E-kaderin, N-kaderin ve
vimentin protein diizeyleri Elisa kitiyle oOl¢iilmiistiir. HepG2 hiicrelerinde apoptoz
ApoTox-Glo ™ Tripleks Testiyle Ol¢iilmiistiir. HepG2 hiicrelerine uygulanan 8 nM
BPA’nin hiicre canliligini arttirdig1, 160 nM ICl ile BPA ve ICI kombinasyon
uygulamasinin hiicre canliligini azalttigi gozlenmistir. Talalay-Chou metoduyla, HepG2
hiicre canliligina kars1 BPA ve ICI kombinasyonu sonucu gozlenen etkinin sinerjistik bir
etkilesimden kaynaklandig1 agiklanmistir. Ayrica BPA’nin ICI'nin sitotoksik etkisini
arttirdig1 belirlenmistir. Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde, BPA ile BPA ve ICI
kombinasyon uygulamasinda % yara biyikligiiniin azaldigr gozlenmistir.HepG2
hiicrelerinde E-kaderin protein diizeyi BPA ve ICI kombinasyon uygulamasinda
azalmistir. N-kaderin protein diizeyi ICI ile BPA ve ICI kombinasyon uygulamasinda
artmistir. Vimentin protein diizeyinde degisiklik gdzlenmemistir. Apoptoz liiminesans
verileri degerlendirildiginde BPA ve ICI kombinasyon uygulamasinin apoptozu arttigi
belirlenmistir ve BPA uygulamasinin nekroptozu etkiledigi goriilmiistiir. Bu tez
calismanin sonucglart HepG2 hiicrelerine 8 nM BPA ve 160 nM ICI uygulanmasinin

hiicrelerdeki proliferasyonu, yara iyilesmesini ve apoptozu etkiledigi agiklanmaktadir.
Anahtar kelimeler: Bisfenol A, epitelyal mezenkimal gegis, HepG2, E-kaderin, vimentin
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ABSTRACT

Oz, 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
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1. GIRIS

Kanser epigenetik ve genetik kusurlarin birikmesi sonucunda, viicudun diger
bolgelerine invazyon ve metastaz yapma potansiyeline sahip ve hiicre dongiisii
bilesenlerinin diizensizligine bagh olarak aktif hiicre boliinmesi ile anormal bir sekilde
cogalan oldiirticii bir hastaliktir. Bu bakimdan, kanser diinya ¢apinda 6nemli bir halk
sagligi sorunudur (1). Diinyada en sik goriilen malign tiimorlerden biri olan
Hepatoselliiller Karsinom (HCC), karaciger kanseri vakalarinin yaklasik % 80'inin
tizerinde goriiliir. Cevresel ve genetik faktorler arasindaki etkilesim HCC gelisiminden
sorumludur (2).

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC), endojen hormonlarin iiretimini,
salinmasin1 ve taginmasinin yani sira hiicresel metabolizmasini, baglanmasini ve
eliminasyonunu etkileyen kimyasal karigimlar olarak tanimlanir. Bunlar heterojendir,
dogal veya yapay kimyasal bilesikler grubu igerir, endiistriyel ¢oziiciiler, plastikler,
plastiklestiriciler, fungisitler, bocek ilaglari, agir metaller ve farmasotik ajanlar olarak
kullanilan sentetik kimyasallar1 i¢erir. Endokrin bozucu kimyasallara hava, su, yiyecek
ve tiiketici Urlinleri olmak iizere maruz kalmanin ¢ok fazla yolu vardir. Bazilar1 insan
viicudunda (bisfenol A, ftalatlar) diisiik birikime sahipken digerleri ¢ok lipofiliktir ve
yag dokusunda kolayca birikir. EDC’ler ayrica serum, idrar, amniyotik sivi ve anne
stitii gibi gesitli biyolojik sivilarda bulunabilir (3).

Bisfenol A (BPA) bir karbon atomu olan bir koprii atomu ile birbirine
baglanmis iki fenol halkasi igceren bir kimyasal maddedir. BPA, epoksi regineler ve
plastik iirtinlerin iiretiminde plastiklestirici olarak kullanilir. BPA, gida ambalaji, dis
malzemeleri, tibbi cihazlar, ¢ocuk oyuncaklar1 ve bebek {iriinleri gibi bir¢ok yerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle insan viicudu oral, soluma ve transdermal
yolla BPA'ya maruz kalmaktadir. BPA'nin 6strojen reseptorleri ile etkilesime girmesi
nedeniyle bircok endokrin hastaliginin patogenezinde Onemli rol oynadig
bildirilmistir. BPA metabolize edilir, karacigerde BPA-glukuronide doniistiiriilerek
idrarla atilir. Metabolik siiregte oksidatif stres, inflamasyon yaniti veya apoptozu
tetikleyerek karaciger hasarina neden olur. Bir mitojen olan BPA'nin neoplastik
transformasyona duyarliligi indiikledigi ileri sirilmistir (4). BPA’nin iireme,
gelisme, diyabet, obezite ve karsinogenez gibi bir¢ok hastalikta istenmeyen etkileri

rapor edilmistir. BPA’ nin saglik {izerinde olumsuz etkilerinden endise edilmis, BPA



kullaniminin denetlenmesine ve hatta bazi iilkelerde kullanilmasinin yasaklanmasina
karar verilmistir (5). Yapilan ¢calismalarda BPA’nin kanser hiicrelerinin migrasyonuna
ve invazyonuna neden oldugu bir¢ok kanser hiicrelerinde tanimlanmistir. BPA
maruziyeti sonrast kanser hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonu ¢esitli faktorlerin
etkisiyle uyarilir. Bunlar; matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi proteazlarin
artmasi, E-kaderin gibi epitelyal hiicre baglantili proteinlerinin kaybi ile N-kaderin,
fibronektin ve vimentin gibi mezenkimal gostergelerin artmasidir.

Fulvestrant (Faslodex, ICI 182,780), dokulardaki ostrojen sentezini onleyen
Ostrojen reseptor blokdrleri olarak adlandirilmaktadir. Antagonist etkisi olmasina
ragmen agonist etkisi yoktur. Postmenopozal kadinlarda ilerlemis meme kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir (6). Yapilan bir in vitro ¢alismada fulvestrantin HepG2
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve HCC i¢in terapdtik olabilecegi
aciklanmustir (7).

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, Fulvestrant ve BPA kimyasalinin HepG2
insan hepatoma hiicrelerine uygulanarak hiicrelerdeki proliferasyon, yara iyilesmesi,
E-kaderin, N-kaderin, vimentin proteinleri ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisi
belirlenmesidir.

Boylece Bisfenol A’nin fulvestrantin yarattigi karaciger hasarma hangi
dozlarda ve nasil etkidigi, E-kaderin, N-kaderin ile vimentin proteinleri ve apoptoz
tizerinden aydinlatilacaktir. Tez calismasi ile elde edilecek bulgular siklikla maruz
kalinan BPA’ nin karacigerde ortaya ¢ikabilecek istenmeyen etkilerinin ve dstrojen
sinyal yolaklarityla hepatoma kanser hiicrelerin proliferasyonuna, migrasyonuna,
invazyonuna ve apoptoza etki edip etmedigi agiklanarak bilimsel birikim igin 6nemli
diizeyde katki elde edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hepatoselliiler Karsinom

Kanser, genetik mutasyonlar, kopya sayisi sapmalar1 Ve epigenetik
degisimlerle seyreden hiicre proliferasyonu, canlilik, 6liim, yenilenme, invazyon ve
farkli hiicrelerde sinyal yolaklarinin bozulmasina neden olan kompleks ve farklilasmis
hastaliklardir (8).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin 2018’deki raporuna gére Karaciger kanseri,
en sik teshis edilen altinci kanser ve kansere bagli 6liimlerin dordiincii nedeni oldugu
tahmin edilmektedir (9). Yaklasik olarak yilda 841.000 vaka teshis edilmekte ve
782.000 6liim meydana gelmektedir. 2019 yilindaki verilere gore karaciger kanser

insidansi, hem erkeklerde hem de kadinlarda diger kanserlere goére daha hizli

artmaktadir (10).

Tablo 2.1. 2019'da her iki cinsiyette en yaygin 10 kanser vakalarinin tahmini 6liim

dagilimi (10).
Erkekler Kadinlar
Kanser Tahmini 6liim Yiizde Kanser Tahmini 6liim  Yiizde
Akciger ve Brons 76,650 24% Akciger ve Brong 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%
Karaciger 21,600 % Over 13,980 5%
Losemi 13,150 4% Uterus Korpus 12,160 4%
(")zofagus 13,020 4% Karaciger 10,180 4%
Mesane 12,870 4% Losemi 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 285210  100%




Primer karaciger kanseri, HCC ve intrahepatik kolanjiyokarsinomu igerir. HCC
diinyadaki en yaygin maligniteler arasinda altinci siradadir ve kanser hastalar1 arasinda
en yiksek dordiincii 6liim oranina sahiptir. HCC gelisimine neden olabilecek
etiyolojik faktorler arasinda kronik hepatit B ve hepatit C (HBV, HCV), alkol
bagimliligi, metabolik karaciger hastaligi, aflatoksinler ve aristolosik asit gibi diyet
toksinlerine maruz kalma sayilabilir (11). HCC’nin erken teshis ve takibi potansiyel
olarak tedavi sansm arttirtr. HCC erken evresi, lokal ablasyon, cerrahi rezeksiyon
veya karaciger transplantasyonu ile tedavi edilebilir. Tedavi se¢imi tiimor
ozelliklerine, altta yatan karaciger fonksiyon bozuklugunun siddetine, yasa, diger tibbi
ek hastaliklara, mevcut tibbi kaynaklara ve yerel uzmanliga baglidir. HCC vakalarinin
yaklasik % 85'inin, 6zellikle Dogu Asya ve Sahra alti Afrika gibi diisiik veya orta
gelirli tilkelerde oldugu tahmin edilmektedir (12).

HCC, epitel hiicre tipleri olan hepatositlerin ve progenitor hiicrelerin neoplastik
transformasyonu ile hiicresel seviyede heterojenite gosterir. Genellikle, kronik
karaciger hastaligi, genetik ve epigenetik olaylar, karsinom hiicrelerinin farklilagmasi
ve ayirt edici 6zelliklerin ekspresyonu, tiimor mikrogevrenin etkisi ve etiyolojiden
kaynaklanan heterojenitedir. Hiicresel heterojenitenin kompleksligi genellikle epitel
hiicrelerinin plastisitesindeki degisikliklerle artar. Heterojenite, tiimor nodiillerinin es
zamanlt olusumundan veya primer kanserin intrahepatik metastazlarindan
kaynaklanan HCC multifokal gelisimiyle genetik seviyede saglanir. Primer HCC,
portal ven tiimdr trombisi ve intrahepatik metastaz arasinda goriilen genetik degisimler
iken, multip]l HCC nodiilleri farkli genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi ile
meydana gelmektedir (13).

Diinya ¢apinda sanayilesmis alanlarin gelismesi ile hizli ve ucuz gida talebinin
artmas1 nedeniyle, bircok hastaligi tetikleyebilen veya seyrini kotiilestirebilen
kimyasal maddelere maruziyet artmaktadir. Bu olay kronik karaciger hastaliklarinin
dogal seyrinde ve epidemiyolojisinde 6nemli degisiklik gozlemleme olasiligina neden
olmaktadir. EDC fizyolojik hormonal sinyalizasyonla etkilesen heterojen bir madde

grubudur, boylece cesitli patolojilerin gelisme riskini artirir (14).



2.1.1. HepG2 Hiicreleri

Insan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatt1 olan HepG2, 15 yasindaki beyaz bir
Amerikali erkegin hepatoselliiler karsinomasindan elde edilmis olan epitel
morfolojisine sahip, yapiskan yapili bir hiicre hattidir. Oliimsiiz hiicre hatlar1 olan
HepG2 insan hepatoma hiicreleri, diger hiicre hatlarina nazaran kolay
kullanimlarindan dolay1 in vitro modellemelerde kullanilmaktadir. HepG2, ilag
metabolizmast ve hepatotoksisite c¢alismalarinda en sik kullanilan bir insan
hepatomudur (15). Ayrica plazma proteinlerinin ¢ogunu iiretebilmesi, hiicre yiizey
reseptorlerini koruyabilmesi, biyosentetik 6zelliklerinin normal hepatositlerle ayni
olmast, sitokrom p450 (CYP450)’ye ait monooksijenaz enzimlerinin olmasinda dolay1
tercih edilmektedir. HepG2 insan hepatoma hiicre hatlari glukuronat-siilfatla birlesme
tepkimeleri sonucunda biyotransformasyon etkilerinin biiyiik bir kismin1 yapmakta bu

sayede in vitro toksisite modellemesinde kullanilmaktadir (16).

Sekil 2.1. HepG?2 hiicre hattinin 10X ve 40X mikroskobik goriintiileri (17).
2.2. Fulvestrant

Fulvestrant 7-alfa- (9 - ((4,4,5,5,5 penta fluoro pentil) siilfinil) nonil) estra-
1,3,5 (10) -trien, 3,7 beta-diol olan steroidal bir yapidadir ve Ostradiol analogudur.
Ayrica agonist etkisi olmayan bir antidstrojendir. Fulvestrant’in afinitesi, dstradiole
yakin olacak derecede yiiksektir (18). Fulvestrant 0Ostrojen reseptér (ER)
dimerizasyonunu ve niikleer lokalizasyonu bozar, ER aracili transkripsiyonel

aktiviteyi tamamen engeller ve reseptoriin bozulmasini hizlandirir. Sonug¢ olarak



fulvestrant, meme tiimorii ilerlemesi, invazyon, metastaz ve anjiyogenez ile iligkili

Ostrojen- diizenleyici genlerin aktivitesini de engeller (19).
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Fulvestrant (ICT 182,780)

Sekil 2.2. Fulvestrant’in kimyasal yapisi (20).
2.3. Hiicre Iskeleti

Hiicre iskeleti, okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda hiicre seklini belirleyen
ag yapilarinin kesfedilmesinden sonra ortaya ¢ikmistir (21). Hiicre iskeleti, hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunur ve hiicrelerin hareketlerini yonlendirip koordine etmelerini
saglayan kompleks, dinamik bir protein filamanlar1 agidir.

Hiicre iskeleti hiicre hareketinden sorumlu olmasinin yaninda yapisal gorevleri
de vardir. Hiicre hareketleri ile hiicrenin biitiinsel hareketini ve organeller ile diger bazi
yapilarin (mitotik kromozomlar) sitoplazma boyunca hiicre i¢inde taginmasini saglar.
Hiicre iskeleti hiicre i¢indeki bulunus yerleri ve sekilleri farkli olan 3 tip filamentten
(mikrotiibiiller, ara filamentler ve mikrofilamentler) olusur (22). Bu filamentlerin
hepsi farkli protein alt birimlerden meydana gelmistir. Mikrotiibiiller tiibilin, ara
filamentler; vimentin veya lamin ve aktin filamentler; aktin gibi proteinler tarafindan
meydana getirilirler (21). Mikrotiibiiller, eritrositler harig¢ biitiin 6karyotik hiicrelerde
sitoplazma i¢inde bulunurlar ve ayni molekiiler organizasyona sahiptirler (23). En
kararli hiicre iskelet bileseni olan ara filamentler, mikrotiibiillere gére daha inceyken,
mikrofilamentlerden daha kalin yapiya sahiptirler. Ayrica bu filamentler farkli tipteki
protein iplik yapilarinin st dste sarilmasiyla olusur (24). Omurgali hiicrelerde
sitoplazmik ara filamentler, vimentin ve vimentin benzeri filamentler, Kkeratin
filamentler ile norofilamentler olmak iizere 3 sinifa ayrilir. Bunlara ilaveten, niikleus
icerisinde yer alan niiklear laminler de ara filamentlerin 6zel bir smifidir. Aktin

filamentleri olarak da bilinen mikrofilamentler, genellikle hiicrenin toplam



proteinlerinin %5 veya daha fazlasini olustururlar ve ¢ogu hiicre i¢in ana hiicre iskelet
proteini aktin’dir (25).

Hiicre iskeletinin gorevleri arasinda hiicreyi sekillendirmek, hiicreyi fiziksel ve
biyokimyasal olarak dis ortama baglamak, mekanik etkiye karsi korumak ve dokulari
stabilize etmek bulunmaktadir. Bununla birlikte hiicre iskeleti biiziilerek hiicre ve

hiicre ¢evresinin seklini degistirir ve hiicre gogiine olanak saglar (26).
2.3.1. E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin Yapisi

Kalsiyuma bagli hiicre adezyon molekiilleri olan kaderinler gesitli dokularin
epitel yapisinin korunmasinda, normal doku mimarisinin embriyonik gelisimi ve
korunmasinda 6nemli roller oynarlar. Epitel hiicreleri E-kaderin ifade ederken,
mezenkimal hiicreleri N-kaderin, R-kaderin ve kaderin-11 gibi ¢esitli kaderinler ifade
eder (27).

E-kaderin, 16. kromozomda 22 de yer alan ve CDH-1 geni tarafindan
kodlanan homofilik hiicre yiizey proteinleridir. Bununla birlikte E-kaderin hiicre
baglantisinda dnemli bir rol oynayan kalsiyum (Ca?" ) bagiml bir transmembran
proteindir. E-kaderin proteini, intraseliiller adezyon kompleksleriyle epitelyumun
olusmasinda, farklilagsmasinda, polarize edilmesinde ve korunmasinda onemli rol
oynar. E-kaderin ekspresyonundaki degisiklik, epitel hiicreleri yari mezenkimal hiicre
durumuna gecisini saglayan geri dontisiimlii bir hiicresel program olan epitelyal
mezenkimal gecis (EMT)’in prototipik epitel hiicre belirteci olarak gorev goriir. E-
kaderin epitelyal hiicrelerde eksprese edilir ve embriyonik gelisim, doku fibrozu ve
kanserde EMT sirasinda ekspresyonu azalir. Ayrica, E-kaderin fonksiyonunun kaybi1
EMT'yi kolaylastirir (28).

N-Kaderin, 18. kromozomda 11 de yer alan ve CDH-2 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. Fibroblastlarda, iskelet kasinda, endotelyal hiicrelerde ve
agirlikli olarak noral 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 bir¢ok yapisal ve fonksiyonel
ozellikler paylasir. E-kaderin downregiilasyonu, mezenkimal ndral kaderin (N-
kaderin) ekspresyonunun artmasina neden olur bu da hiicre adezyon degisikligiyle bir

'kaderin anahtar' ile sonuglanir. Bu anahtar araciligiyla, gec¢is hiicreleri epitelyal



hiicrelerle iligkilerini kaybeder ve homotipik N-kaderin etkilesimleri yoluyla
mezenkimal hiicreler i¢in bir afinite kazanirlar. N-kaderin hiicre iskeletine a- katenin
ve B-katenin yoluyla baglanir. Ayrica pl120 katenin, sinyal aracilar1 ve trombosit
tiirevli biiylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiyiime faktori reseptorleri (FGFRS)
gibi reseptor tirozin kinazlar (RTKS) ile etkilesir. Mezenkimal hiicreler, fibroblastlar,
kanser hiicreleri ve noral dokuda eksprese edilen E-kaderinden N-kaderine kadar
kaderinler, siklikla embriyonik gelisim ve kanser ilerlemesi sirasinda EMT'nin

ilerlemesini izlemek i¢in kullanilmistir (30, 31).
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Sekil 2.3. E-kaderin ve N-kaderin yapisi (32).

Okaryot hiicrelerde temel iskelet bileseninden biri olan ara filamanlar, en
saglam hiicre iskeleti filamanlaridir. Vimentin 57 kDal’luk ara filament protenidir ve
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, hematopoietik kok hiicreleri ile glial hiicreler olmak
iizere ¢esitli hiicrelerde eksprese edilir. Vimentin sitoplazmada, 6zellikle plazma
zariin ¢evresinde bulunur. Ayrica vimentinin hiicre ylizeyi iizerinde de eksprese
edildigi bulunmustur. Vimentin hiicre bitiinliigiiniin korunmasinda gorev alir (33).

Vimentin, embriyogenez ve metastaz sirasinda meydana gelen EMT belirteci olarak



kullanilmaktadir (34). Vimentinin hiicre i¢i islevi, protein kinazlarin ve fosfatazlarin
kontrolii altindadir. Protein kinaz A, protein kinaz C ve p21 ile aktive edilen kinaz
(PAK) gibi kinazlar, vimentin fosforilasyonunu saglayarak vimentin filamentlerinin

yeniden diizenlenmesini saglar (35).
2.4. Endokrin Bozucu Kimyasallar

Endokrin bozucu kimyasallar, endojen hormonlari taklit eden veya
farmakokinetiklerine miidahale eden spesifik kimyasallardir. Bir¢ok dogal ve sentetik
kimyasallar endokrin sisteminin normal fonksiyonu bozar. Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan endokrin bozucu bir bilesik,
“viicutta bulunan kan kaynakli hormonlarin sentezine, salgilanmasina, taginmasina,
metabolizmasina, baglanma etkisine veya ortadan kaldirilmasina miidahale eden ve
homeostaz, iireme ve gelisim silirecinden sorumlu ekzojen bir ajan olarak
tanimlanir”(36). Endokrin bozucu kimyasallar, Gstrojen reseptor, androjen reseptor,
progesteron reseptor, tiroid reseptor ve retinoid reseptor gibi niikleer hormon
reseptorleriyle etkilesebilirler. Ayrica endokrin bozucular, niikleer olmayan steroid
hormon reseptorleri (membran Gstrojen reseptorleri), nonsteroid reseptorler (serotonin
reseptorii, dopamin reseptorii, norepinefrin reseptorii gibi nérotransmiter reseptorler)
ve orfan (yetim) reseptorler (aril hidrokarbon reseptorii) gibi niikleer olmayan
reseptorlerle de etkilesir (37).

Endokrin bozucu molekiil gruplar1 olduk¢a heterojendir. Bunlar dogal ya da
sentetik yapida olabilirler. Sentetik endokrin bozucular, baslica endiistride ve tarimda
kullanilir. Bunlar endiistriyel ¢oziiciiler/yaglayicilar ve yan driinler olarak da
poliklorlanmis bifeniller, dioksinler, plastik additifleri (bisfenol A), plastiklestiriciler
(ftalatlar), pestisitler (metoksiklor, Kklorpirifos, diklorodifeniltrikloroetan (DDT)),
fungisitler (vinklozolin) ve farmasdtik ajanlar (dietilstilbestrol) olarak kullanilan
sentetik kimyasallardir. Insan ve hayvan yiyeceklerinde bulunan dogal endokrin
bozucular ise kimyasal fitodstrojenlerdir. Bu bilesiklere 6rnek olarak genistein,
kumarestrol, enterodiol ve daidzein gibi endokrin bozucu maddeler verilebilir (38).

EDC’ ler agonist ve antagonist rol oynabilir. Bu kimyasallar, reseptor
antagonistleri olarak endojen hormonlarin etkilerini inhibe edebilir veya

engelleyebilir. Agonist olarak da dogrudan veya taklit ederek hormon reseptorlerine
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baglanabilirler (39). EDC'ler, viicudun endokrin reseptorlerine baglanarak “yanlis”
veya anormal hormonal sinyallerle sonuglanan ¢ok sayida mekanizmayi bozar.
Endokrin sistem, tiim omurgalilarda metabolizma, gelisme, iireme ve davranis gibi
biyolojik fonksiyonlar1 diizenler. Epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda endokrin
bozucu kimyasallarin kadin ve erkek tireme sistemi, norodavranigsal ve norogelisimsel
degisiklikler, metabolik sendrom, kemik bozukluklari, bagisiklik bozukluklar1 ve
kanserlerle iliskilendirir (40, 41).

Yirminci ylizyildan beri diinya genelinde kanser ve alerjik hastaliklar, seker
hastalari, obez bireyler ve endokrin, nérolojik ve cinsel bozukluklarin sayisinda bir
artis olmustur ve artan bir egilim géstermeye devam etmektedir. Bu gozlem ¢evrenin
hizla biiyiiyen kimyasal kirliligi sonucu ortaya cikabilir. insanlar siirekli olarak dogal
ve sentetik kimyasal bilesiklere maruz kalirlar. Bunlar arasinda, ekzojen kokenli
endokrin bozucu bilesiklerin Ostrojene benzer etki gosteren ksenodstrojenler 6nemli
bir rol oynar. Ksenoostrojenler hormonal sistemle etkilesime girebilir ve islevlerini
Ostrojenler i¢in karakteristik bir sekilde modiile edebilirler. Ksenodstrojen kaynaklari
arasinda farmasotik bilesikler, metaller, deterjanlar ve plastikleri sertlestirmek igin
kullanilan bazi kimyasallar bulunur. Plastik iirlinlere olan talebin artmasi BPA'nin
yaygin kullanimma yol agmistir. BPA, yiiksek sicakliklarda veya ambalajlama
sirasinda meydana gelen hasarin bir sonucu olarak yiyecek ve igeceklere kolayca niifuz
edebilir (42). Insanlar bu bilesige esas olarak gida iiriinleri yoluyla maruz kalmaktadir
ve emilimin ¢ocuklarda 6zellikle yiiksek oldugu bulunmustur (43). BPA'nin diisiik
konsantrasyonlarda bile insan saglig1 lizerinde zararh etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
kimyasal, organizmanin hormonal homeostazisini bozarak infertilite ve kanserlere yol

acar (44).
2.5. Bisfenol A’min Yapisi ve Ozelligi

Bisfenol A (BPA), 1940'tan beri polikarbonat plastiklerin ve epoksi
recinelerinin iiretilmesinde yaygin olarak kullanilan kimyasal maddedir. BPA, diinya
capinda en yliksek liretim hacmine sahiptir. BPA siseler, tabaklar, kompakt diskler,
makbuz kagidi, kendinden yapiskanli etiketler, faks kagidi, oyuncaklar, gozliik

camlari, spor giivenlik malzemeleri, tibbi malzemeler ve dis dolgu maddesi tiretiminde
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kullanilmaktadir. Ayrica epoksi regineler, metal iiriinlerin (6rnegin yiyecek ve igecek
kutular1) ve su borularinin i¢ kaplamalarinda kullanilir (45).

Bisfenol A (4,4-izopropilidenedifenol; 2,2-bis (4-hidroksifenil)-propan)
kimyasal formiilii C15H1602 ve yapisal formiilii (CH3)2-C-(CeHa-OH)2 olan kimyasalin
molekiiler agirlig1 228,29 g/cm? ‘tiir. BPA'da hidroksil gruplar reaktiviteyi gdsterir
(46).

Bisfenol A ilk kez 1891 yilinda Rus kimyager olan Alexander P. Dianin, iki
fenol ve bir aseton molekiillerinin hidrojen kloriir katalizér varliginda kondansasyon
reaksiyonu ile sentezlenmistir ve 1930’lu yillarda sentetik Ostrojen arastirmalari
sirasinda Ostrojenik etkisi analiz edilmistir (47, 48).

1940'tan beri BPA,

e polikarbonat (PC), epoksi recineleri, polisiilfon veya poliakrilat gibi
polimerlerin imalatinda bir monomer olarak

e polivinil kloriir plastiklerinde (PVC) bir antioksidan ve polimerizasyon
inhibitorii olarak

e alev geciktirici tetrabromobisfenol-A sentezinin Onciisii olarak kullanilmistir

(49).
OH
Pz 0 CHy
2 | + )‘\ — HO OH + H,0
N CH; CH; CH;
Fenol Aseton

Bisfenol A

Sekil 2.4. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi (46).

Bisfenol A, ilk kez 1950 yilinda plastik imalat endiistrisinde kullanilmistir ve
her yerde ¢ok kullanilan ticari iiriin haline gelmistir. BPA her y1l 6 milyar kilodan fazla
tiretilen ve 100 tonun {izerinde atmosfere salindigi tahmin edilen kimyasallar
arasindadir (50). Diinya ¢apinda insan popiilasyonlar1 rutin olarak BPA'ya maruz

kaldigindan, ¢ogu bireyde tespit edilebilir. 1980'lerde Amerika Birlesik Devletleri
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Cevre Koruma Ajansi (EPA), insan popiilasyonlari i¢in BPA'nin en diisiik olumsuz
etki seviyesini 50 mg/kg/giin olarak belirlemistir. Kabul edilen giinliik alim ve referans
dozu, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tahmin edilen yetiskinler icin BPA alim
seviyesinin % 95 (1.5 pg/kg/giin) fazlasidir (51).

BPA'nin analoglari; 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) siilfon (bisfenol S; BPS), 2,2-bis (4-hidroksifenil) biitan (bisfenol B;
BPB) ve dimetil-BPA (DMBPA) gibi BPA alternatifleri olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica halojenli bir BPA analogu, alev geciktirici olarak kullanilan
2,2°,6,6’-tetrabromo-4,4’-izopropilidenedi fenol (tetra bromo bisfenol A; TBBPA) diir
(52) .

Endokrin bozucu 6zelliginden dolay1 BPA kullanimi Avrupa Birligi, ABD ve
Kanada'da bebek biberonlart dahil olmak iizere ¢ocuk bakim iiriinlerinin tiretiminde
ve termal kagitta kullanilmasi yasaklanmistir (45). Bu kisitlamalardan dolayi, BPA'nin
analoglar1 olan bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) ve bisfenol AF (BPAF) gibi

kimyasallarin BPA ile yer degistirilmesine karar verilmistir.

3C CF;
Risfenol A Blsfenul AF Blsfenul F Blsfennl S
0L, X m’ !
HO CH HO
Bisfenol B Dlmetllhlsfenul 31

Tetrabromobisfenol A

Sekil 2.5. Bisfenol A ve yapisal analoglari (53).

Bisfenoller, iki benzen halkasini bir merkez karbon atomu ile ayiran, iki benzen
halkasi tizerinde 4-OH grubu tasiyan difenilmetanlar olarak bilinen kimyasallardir.
BPS, BPF ve BPAF kimyasallar1 BPA ile benzer yapiya sahiptir. BPS, BPA igermeyen

tirtinlerde en sik kullanilan monomerdir (54).
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Bisfenol S ( 4,4'-siilfonildifenol, BPS) bir siilfonil grubuyla bagl iki
hidroksifenil grubuna sahip organik bir bilesiktir. BPS yiiksek 1sidaki stabilitesi ve
giines 1s181a direnglidir ve deniz suyunda bisfenol analoglarina gére biyobozunurlugu
en diisiiktiir. Bisfenol S genellikle epoksi regineleri ve polikarbonat plastiklerin tiretimi
icin bir ara madde olarak kullanildigindan, tiiketici iiriinlerimizde bulunur. Ornegin,
yiyecek ve iceceklerde kullanilan teneke kutularinda, termal fatura kagitlarinda, el
ilanlar1 ve gazete gibi endiistriyel triinlerde ayrica bromlu alev geciktiricilerde
kullanilmaktadir (55).

Bisfenol F, (bis(4-hidroksifenil)metan, BPF) BPA’nin yapisal bir tiirevi olan
ve endokrin bozucu etki gosteren seffaf ile acik pembe arasinda renge sahip kati bir
maddedir. BPF vernikler, astarlar, plastik yapistiricilar, su borusu gibi genis bir
endiistriyel uygulama yelpazesine sahiptir ve ayrica dis dolgu maddelerinde, oral
protez cihazlarinda ve gida ambalajlama kaplamalarinda kullanilir (56).

BPAF, floroelastomerler, elektronik ve optik fiberlerde ¢apraz baglayici olarak
ve membranlar ve plastik optik fiberler olmak iizere yiiksek performansli monomer

polimerler olarak kullanilir (57).
2.5.1. Bisfenol A’ya Maruziyet Yollar

Bisfenol A’nin hava, su, toprak ve biyolojik 6rneklerde yaygin olarak tespit
edilebilir oldugu bilimsel yayinda belirtilmistir (58). Bisfenol A’nin kullaniminin
kontrolsiiz olarak artmasi ve kullanildigi tiriinlerden ¢evreye sizmasi kronik maruziyet
yaratmaktadir. Insanlar i¢in BPA maruziyetinin birden fazla yolu vardir. Bunlar
besinsel (gida, igme suyu) ve besinsel olmayan (toz, hava, termal kagit, kozmetik,
oyuncak vb.) kaynaklardir. Insanlar ayrica cilt temasi, inhalasyon, dis dolgular1 ve
mesleki maruziyet yoluyla da BPA'ya maruz kalabilirler. BPA, insan serumu, siit,
tiikiiriik, idrar ve amniyotik sivida bulunmustur (59, 60). Insanlarda giinliik BPA
alimia katkida bulunan maddeler arasinda termal kagit (54.000-79 ng/cm?), toz (0,8-
10 pg/g), et (17-602 ng/g) ve et tiriinleri, baliklar (5-109 ng/g), meyve ve sebzeler (9-
76 ng/g), icecekler (1-18 ng/g), siit iirlinleri (21-43 ng/g), dis materyali (0,013-30 mg
), bebek mamalar1 (0,1-13 ng/g) ve plastik (0,2-26 ppb), tespit edilmistir (61, 62).
Ayrica BPA, karton kutularda paketlenmis gida iirtinlerinde de tespit edilmistir.
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Giinlimiizde bir¢ok insan BPA’ya maruz kalmaktadir. Bu maruziyet yollar1 ise
epoksi reginelerle kapli teneke kaplarinndan ve polikarbonat (PC) kutulardaki yiyecek
ve igecekler igerisine BPA’nin sizmasindan kaynaklanmaktadir (51). Polikarbonatlara
ve epoksi reginelere, BPA molekiillerinin baglanmasini saglayan ester baglarinin
hidrolizi sicaklik, 1s1 ve pH gibi faktorlerle artabilecegi agiklanmistir (63). Ayrica
BPA'nin birkag (3-7) yil iginde degisen ve artan sicakliga maruz kalan polikarbonat
siselerden (su kaplar1 olarak kullanilan) daha hizli gog ettigi kanitlanmistir (64).
Yapilan bir ¢alismada, zeytinyagir (PC hidrolizini etkilemeyen) igeren PC plastik
siselerden BPA sizintisinin az miktarda olmasina ragmen etanol ve su Karigimi
icerisine BPA sizintis1 sadece su igeren PC plastik siselere kiyasla daha hizli oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore PC siselerinden diger ¢ozeltilere BPA s1izma oraninin
stvinin kimyasal 6zelliklerine bagh olarak degiskenlik gosterebildigini agiklamaktadir
(65). Baska bir calismada bebekler i¢in kullanilan polikarbonat siselerden igerige BPA
goc oranini degerlendirmistir. Artan sicaklik ve oOzellikle uzun sise kullaniminin
polimerin hidrolizini arttirdigini, suya daha ¢ok BPA sizdigini géstermislerdir (64).
Polikarbonatlardan gida ve suya olast BPA sizintisinin ve bu bilesigin 6nemli
toksisitesi goz Oniine alindiginda, bazi {lilkeler BPA polimerlerinden yapilan
biberonlarin iiretimi durdurulmustur. Biberonlarda BPA kullanimini yasaklayan ilk
iilke Kanada’dir, BPA’nin yerini BPS almistir. 2011 yilinda, Avrupa Komisyonu
plastik bebek biberonlarinda BPA kullanimini kisitlamustir (46). Son zamanlarda, Gida
ve Ilag Idaresi bebek mamasi ambalajinda BPA kullanimini yasaklamistir. Cocuk ve
bebeklerin bazi oyuncaklarinin BPA maruziyetine 6nemli dl¢iide katkida bulundugu
gosterilmektedir (66).

Gidalar arasinda, konserve gidalarda yiiksek BPA seviyeleri tespit edilmistir
ve maksimum tespit edilen konsantrasyonu 842 ng/g'dir (67). Konserve yiyecekler,
tenekelerde bulunan vernik kaplamalarindan salinan BPA'ya 6nemli 6l¢iide maruz
kalmaktadir. Bu vernikler epoksi reginelerinden yapilir. Korozyona karsi metalin igi
recine ile kaplanir. Sterilizasyon ve depolama sirasinda yiyecekleri metal
kontaminasyonundan da korur. Yapilan ¢aligmalarla sicaklik artisinin epoksi
reginelerden BPA salinimini artirdigr gosterilmistir (68).

BPA nehir sularmin diplerinde, kanalizasyon sularinda ve ylizey sularinda

farkli oranlarda tespit edilmistir. BPA’ya maruziyetin yolu nehir ve deniz sularina
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BPA igeren iiriinlerin atilmasi bir digeri de aritma tesisleri ve depolama alanlarindan
BPA’nin dogal su kaynaklarina sizmasidir. Almanya'da yiiriitiilen aragtirmada, Elba
nehrinin (4-92 g/dm®) sularinda ve tortularinda (10-380 g/kg) yiiksek BPA
konsantrasyonlarini ortaya ¢ikarilmistir (69). Bir arastirmaya gore atik su aritma
tesislerinden ¢ikan sulardaki BPA diizeyi 370 pg/L iken yiizey sularindaki diizeyi ise
56 pg/L’a kadar ¢ikabildigi agiklanmugtir (70).

BPA'nin endiistriyel faaliyet sonucunda yilda 100 ton olarak atmosfere
yayildigi tahmin edilmektedir. Atmosferdeki BPA’nin varligiyla ilgili ¢alismalar agik
havada, is yerlerindeki ve evlerdeki i¢ ortam havasinda ve plastik fabrikalarindaki
mesleki maruziyet arastirllmistir. Cin Halk Cumhuriyeti’'nde en yiiksek BPA
konsantrasyonu (>50.000 ng/m?) recine fabrikalarinin i¢ havasindayken en diisiik BPA
konsantrasyonlar1 (<100 ng/m®) ise ticari binalarda ve konutlarda tespit edilmistir.
Ofis ve ev ortamindaki BPA kaynaginin epoksi temelli zemin malzemeleri, elektronik
malzemeler, yapistiricilar ve boyalar gibi tiriinlerde yardimei olarak kullanildigi ve bu
tirtinlerden buharlasarak havaya salinan BPA oldugu diisiiniilmektedir (71). BPA, 56
farkl1 toz 6rneginin % 95'inde (konsantrasyonu 0,8—10 mg/g) mevcuttur. Bebekler ve
cocuklar arasindaki maruziyet, oral veya inhalasyon yollartyla olmaktadir. Inhalasyon
yoluyla BPA maruziyeti yetigskinlerde <0,4 ng/kg/giin ve bebeklerde 5,3 ng /kg
/giin’diir (72).

Termal kagitlardaki BPA, kolaylikla salinabilen baglanmamig formlarda ve
serbest sekilde bulunur. Cogu insan giinliik olarak termal kagitla temas eder (6rnegin
fisler); bu nedenle termal kagittaki BPA’ya, oral alim (yikanmamis ellerin yiyecek
veya agizla dogrudan temasi) veya dermal yolla maruz kalabilir (73). Ornegin,
kasiyerler termal makbuzlari rutin olarak kullandiklarindan genel popiilasyona kiyasla
idrarlarinda daha yiiksek BPA seviyesine sahiptirler. Termal kagit makbuzu, besinsel
alimdan sonra ikinci yaygin BPA maruziyeti kaynagidir (74).

Dis malzemeleri, ¢ogunlukla BPA-glisidil metakrilat formunda BPA igeren
monomerlerden olusur. BPA siklikla dis macunlarindan, dolgulardan ve dis
kronlarindan viicuda sizar (75). Bu nedenle, birden fazla dis dolgusu olan hastalarin
BPA maruziyeti riski daha yiiksektir. Polisiilffon veya polikarbonat
plastiklestiricilerden olusan tibbi cihazlarda diisiik konsantrasyonda (0,3 ile 0,35 mg)

BPA sizintis1 olabilir. Bu cihazlara kontakt lensler, problar, intravenéz kaniiller,
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solunum cihazi, kateterler, hemodiyaliz aparati Veya yenidogan inkiibatorleri 6rnek
verilebilir (76). Kronik BPA maruziyetinin bir bagka 6nemli kaynagi, kii¢lik ¢ocuklar
ve bebekler tarafindan kullanilan emzikler ve dis ¢ikarma yardimcilari gibi kullanilan
oyuncaklar ve diger trtinlerdir (77).

1997 oncesinde ise BPA igin risk degerlendirmesinde en diisiik doz, yan etki
goriilen en diisiik diizey (LOAEL) olarak kabul edilen 50 mg/kg (viicut agirlig1)/giin
idi (78). Yapilan ¢alismalarda BPA’nin LOAEL degeri altinda da sagligi olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (79) bu nedenle 2009’ da Ulusal Cevresel Saglik Bilimleri
Enstitiisii (NIEHS) BPA’nin en diisiik dozunu 107 M olarak belirlemistir (80). 2015
yilinda Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi, BPA'nin tolere edilebilen alim diizeyini 50
pg/kg/giin'den 4 pg/kg/giin’e distirmistiir (81).

2.5.2. Memelilerde BPA Metabolizmasi

Yapilan calismalarda BPA’nin, memeliler tarafindan glukuronidasyon ve
stilfatlama yoluyla metabolize edilebilecegi agiklanmistir (82). Oral olarak alinan
BPA, rahim, testis veya fetus gibi dokulara ulasmadan 6nce gastrointestinal sistemden
ve Kkaracigerden ge¢melidir. Hepatointestinal yol, ii¢ ana kategoride siniflandirilan
ksenobiyotik metabolize edici enzimlerin (XME) aktivitesiyle zararli kimyasallara
karst koruyucu bir bariyer gorevi goriir. Birinci kategori, sitokrom P450 (CYP)
ailesinden faz | enzimlerinden olusur. Ikinci XME kategorisi, faz II enzimlerden
olusur. Bu enzimler genellikle faz I iirlinlerini konjiige eder, ayn1 zamanda diger ara
bilesikleri, steroidler ve bilirubin gibi hiicre i¢i substratlar1 konjuge edebilir. Ugiincii
XME Kkategorisi ise ilag tasiyicilarindan olusur (83). Karacigerde BPA,
glukuronidasyon yoluyla faz 1II enzimleri tarafindan metabolize edilir.
Glukuronidasyon, UGT  (iridin  5’-difosfo-glukuronil  transferaz, UDP
glukuronosiltransferaz) izoformu olan UGT2B1 ile katalize edilebilir (84).
Glukuronidasyon lipofilik substratlar1 hidrofilik molekiillere doniistiirerek safra ve
idrar yoluyla atmasini saglayan eliminasyon islemidir. Glukuronidasyon, BPA'nin
ostrojenik aktivite icermeyen bir hidrofilik forma metabolize edildigi ana yoldur. Oral
olarak alinan BPA, Karacigerde eliminasyonuna ugradiktan sonra glukuronik asit ve
stilfat (siilfotransferaz, (SULT)) ile konjuge olarak ana metaboliti BPA glukuronit
(BPAG) ve BPA siilfata dontisiir ve idrar yoluyla atilir (85).
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Sekil 2.6. BPA’nin memelilerde metabolizmasi (86).

Serbest BPA esas olarak digkida atilirken (% 56-82) metabolitleri idrardadir
(% 13-28) (87). Hizli metabolizmalarina ragmen, yetiskinlerin ve ¢ocuklarin idrariin
yani sira (Kreatininle ayarlanmamis konsantrasyon; <0,1-822 ng/ml) hamile kadinlarin
serumunda (<0.1-154 ng/ml), gobek kordonu serumu (<0,05-52 ng/ml) ve anne
stitiinde (<0.04-11 ng/ml) serbest BPA gorilmiistiir (88-91). Sonug¢ olarak, insan
stvilart ve dokularinda konjuge olmayan BPA veya serbest BPA (0strojenik aktiviteye
sahip) konsantrasyonlari, mililitre bagina nanogram araliginda bulunmaktadir. BPA,
cevrede ve giinliik hayatta her yerde bulunabileceginden, insanlar potansiyel olarak
gida alimy, cilt temasi1 ve soluma yoluyla diisiik BPA dozlarina maruz kalirlar. Viicuda
girdikten sonra BPA, fetal dokular gibi cesitli insan dokularinda birikebilir. Insanlarda
ozellikle konjuge olmayan BPA veya serbest BPA birikimi ve dagilimi, insan

sagligindaki riski onemli 6l¢giide artirabilir.
2.5.3. BPA Maruziyetinin insan Saghg Uzerine Etkileri

Yapilan deneysel ¢alismalarda BPA’nin insan saghigi tizerinde ciddi olumsuz
etkileri olabilecegini gostermistir. Diisiik dozlarda BPA endokrin sistemi, merkezi
sinir ve immun sistemi olumsuz yonde etkiledigi belirtilmektedir (92). BPA

maruziyetinin diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklara neden oldugu
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aciklanmistir (93, 94). Ayrica organizmada oksidatif stres ve peroksidasyon sonucu
organ ( beyin, bobrek, testis) hasar1 yaptigi (95) ; tiroid, adrenal ve tireme hormonlari
tizerinde endokrin bozucu etkileri oldugu ve davranis bozukluklarina yol agan
dopaminerjik sisteme miidahale ettigi gosterilmistir (47, 96). BPA maruziyeti sonucu
kardiyovaskiiler sistem (97), renal sistem hastaliklar1 (98) ve solunum sistemi (99)
gibi bircok kronik hastaliklarin ortaya ciktigi; fetusta merkezi sinir sistemine etki
ederek dogum defektleri ila konjenital veya gelisimsel bozukluklara yol agabildigi
bildirilmistir (79) . BPA’nin {ireme sistemini etkiledigi (100) ; meme kanseri ve meme
kanseri disinda farkli kanser tiirlerine neden oldugu agiklanmistir (101).

Bisfenol A’nin endokrin bozucu etkisi disinda baska bir 6zelligi de genotoksik
etki potansiyelleridir. Yapilan calismalarda BPA'nin insanlarda kisirlik, diisiikler ve
dogum kusurlarina katkida bulunabilecek gen mutasyonu, DNA katimi ve andploidi
indiikkledigi  belirlenmistir (102, 103). Ayrica DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlart ve kodlayict olmayan RNA'larin (mikroRNA'lar  gibi)
ekspresyonuna etki ederek epigenetik degisiklere neden oldugu bildirilmistir (104).
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Diabet, Obezite, Ureme Bozukluklari, Kardiyovaskiiler Hastaliklar, Dogum Defektler, Davranis
Bozukluklari, Solunum Hastaliklar1, Kronik Bobrek Hastaliklari, Meme Kanseri

Sekil 2.7. BPA maruziyetinin hastaliklar {izerine etkileri (105).
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2.5.4. Bisfenol A’nin Ostrojen Yapisi

Endokrin bozucularin insanda sentezlenen endojen Ostrojenin etkileri gibi
davranabilecegi One stiriilmiistiir bundan dolay1 BPA, endojen hormonlarin etkilerini
taklit etme kapasitesi nedeniyle endokrin bozucu olarak bilinmektedir. Ostrojen
reseptorlerine (ER) baglanma kapasitesi nedeniyle bir ksenodstrojen olarak da
siiflandirilir. Endokrin bozucu kimyasallarin endokrin fonksiyonlart bozup fertilitede
azalmaya ve iireme kanalinda konjenital malformasyona neden olabilecegi
aciklanmistir. Ayrica bunlarin Ostrojen ile etkilesen dokulardaki kanser riskinin
artmasina neden oldugu anlasilmistir (106). BPA’nin etkisi dietilstilbestrol (DES) ve
etinilestradiol gibi diger endokrin bozucu kimyasallardan 10-1000 kat daha azdir
(107). HepG2 insan hepatoma hiicre hattinda, BPA’nin sadece ostrojen taklit edici
6zelliginin yaninda 6strojen reseptorlerinden ERa ile etkilestigi ve Ostrojenik aktivite
gosterdigi yapilan c¢alismada agiklanmigtir (108). BPA'min dogal Ostrojen-17-
ostradiole (E2) benzer sekilde davrandigi kanitlanmistir. Yapist nedeniyle, BPA hem
ERa hem de ERP sinyal yoluyla agonist veya antagonist etkisi oldugu gosterilmistir.
Bisfenol A, 100-1000 nM konsantrasyonlarda ERa ve ERP’e baglanarak
transkripsiyonel aktivitesini uyarir (109). Ancak ERp’ya afinitesi ERa’ya gore 10 kat
daha fazladir. Ligand baglandiktan sonra bu reseptorler, dstrojen hedef genlerinin
ekspresyonunu diizenlemek i¢in ¢ekirdege goc eder.

ERo sinyali hiicreleri proliferasyona gonderirken, ERp sinyali hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir. Kanserde, BPA aracili ERa aktivasyonu, kanser
hiicresinin biiylimesi, hayatta kalmasini, proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu,
apoptozu ve ilag direncini etkilerken; ERP, ERa'nin islevini inhibe eder (110). BPA
hem &strojene bagli hem de bagimsiz yollarla hareket eder. Ostrojenler eylemlerini
esas olarak niikleer ER'lere ve G proteini ile baglanmis reseptor 30 (GPR30) adi
verilen transmembran reseptoriine baglanarak uygularlar. BPA'nin hem ER’nin
membran bagli formuna (MER) hem de GPR30'a baglandigi gosterilmistir ve bu
membrana bagli reseptorlerin, nongenomik steroid eylemleri yapabildigi belirlenmistir
(111). BPA bircok endokrin sinyal yolagmi degistirir. Ornegin, BPA'nin anti-
androjenik etkileri vardir, ancak bunlar tim model sistemlerde gosterilmemistir (112).
BPA ayrica glukokortikoid reseptorii lizerinde agonist aktiviteye sahiptir ve

adipogenezi uyaran yollar1 aktive edebilir. Ostrojen, androjen ve glukokortikoid



20

yolaklar1 tizerindeki etkilere ek olarak, BPA tiroid hormonu sinyallerine miidahale
eder (113). BPA, cesitli hiicre sinyal yollariyla kanserojenezi, lireme toksisitesini,

beyin ve sinir sistemini, inflamatuar ve bagisiklik yanitin etkiler.
2.5.5. BPA’min Kanserle iliskili Hiicre Sinyal Yollar

BPA kanser hiicrelerinin biiylimesi, hayatta kalmasi, proliferasyonu, gocii,
invazyonu ve apoptozu ile gesitli sinyal yollartyla ila¢ direncini diizenlemede rol
oynar. Bu diizenlemeler, BPA'nin niikleer ve membran reseptorlerine baglanmasi veya
bu reseptdrlerin BPA aracili stimiilasyonu ile aktif edilir (114, 115). Ostrojen reseptorii
o/B (ERa/B), androjen reseptorii (AR), G protein bagli dstrojen reseptorii (GPER; G
proteini bagli reseptor 30, GPR30), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 reseptorii ( IGF-
IR) ve Ostrojene bagli reseptér gamma (ERRy) bu reseptorlerdir. ER pozitif
yumurtalik ve meme kanseri hiicrelerine BPA eklenmesiyle, mitojenle etkinlesen
protein kinaz / ekstraseliiler regiile edici kinaz 1/2 (MARK/ERK1/2) ve fosfoinositid
-3-kinaz / Akt (protein kinaz B) / memeli rapamisin (PI3K/Akt /mTOR) sinyal
yolaklarinin hiicre biiyiimesi ve gogalmasinda kilit rol oynadiklari gésterilmistir (110,
116, 117). Akt ve ERK sinyal yollari, BPA maruziyetiyle prostasferler igindeki prostat
kok progenitér hiicrelerini uyardigr agiklanmistir (118). Yapilan calismalarda,
BPA’nin p38 MAPK ve Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonunun azaltmadig veya
hi¢ etkilemedigi gosterilmistir (119). BPA maruziyeti p53, siklinler, siklin bagimli
kinazlar (CDK) ve hiicre niikleer antijeni (PCNA) gibi hiicre dongiisii proteinlerini
uyarir. Ciinkii BPA maruziyeti, ER sinyal yolagiyla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
biiylimesi ile iliski gostermektedir (120, 121).

Rahim agz1 ve kolorektal kanser hiicre hatlarina BPA uygulamasindan sonra,
matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi proteazlarin aktivasyonun artmasi, E-
kaderin ve benzeri epitelyal hiicre baglanti proteinlerinin kayb1 ve N-kaderin,
fibronektin ve vimentin gibi mezenkimal belirteglerin artmasi sonucunda kanser
hiicrelerinin migrasyon ve invazyonu uyarilmaktadir (122, 123). BPA maruziyetiyle
TGF- sinyal yolagini inhibe ederek kanser hiicrelerinin biiyiimesini uyardigi BG-1
yumurtalik kanser hiicrelerinde gosterilmistir (124). GPER aracili sinyal yolagi, kanser
hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu ile yakindan iliskilidir. Akciger kanseri A549

hiicrelerine uygulanan BPA'nin MMP'leri up-regiilasyonu sagladigi ve GPER/ EGFR
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/ ERK1/2 sinyal yolaklarini aktive ederek kanser hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu
tetikledigi gosterilmistir (125). BPA hiicre migrasyonu saglayan aktivator protein-1
(AP-1)/(ntikleer faktorii kappa B) NFkB-DNA baglanma aktivitesine aracilik eden
sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonunu indiikledigi MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda gosterilmistir (126).

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, fizyolojik bir siiregtir. Immiin
reaksiyonda ya da hiicre hasarinda tetiklenen bir savunma mekanizmasi olmasinin yani
stra dokulardaki hiicre popiilasyonlarini korumak i¢cin homeostatik bir mekanizmadir.
BPA uygulamasi, B hiicresi lenfoma 2 (Bcl-2) ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinleri
up-regiile ederken, p53, Bcl-2 ile iliskili X proteini (Bax) ve BAD gibi pro-apoptotik
proteinleri down-regiile eder (110, 127, 128).

Nekroptoz, apoptoza mekanik ve nekroza morfolojik bir benzerlik gosteren
yeni bir programlanmis nekrotik hiicre 6liim seklidir. Fas ligand aktivasyonu ve timor
nekrozis faktor reseptorii (TNFR) ile nekroptoz baslar. Reseptor aracili protein kinaz
1 (RIPK1), reseptor aracili protein kinaz 3 (RIPK-3) ve mixed lineage kinase domain-
like protein (MLKL) nekroptozun en 6nemli karakteristik 6zelligidir. Ayrica RIPK1
inhibitorii olan Nekrostatin-1 (Nec-1) ile inhibe edilmektedir (129). Nekroptoz,
onkogenez, kanser metastazi, kanser bagisikligi gibi kanser biyolojisinin

diizenlenmesinde ve nérodejenerasyon gibi hastaliklarda rol oynar (130).
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Sekil 2.8. BPA ve kansere iliskili hiicre sinyal yollar1. Siyah oklar etkinlestirme
kaskadin1 gosterirken kirmizi oklar inhibisyon kaskadini gosterir (131).

2.5.6. BPA’nin Karacigere Etkileri

Karaciger, BPA dahil olmak iizere ksenobiyotiklerin metabolizmas1 ve
detoksifikasyonu igin major organdir (132). BPA karacigerde BPA'nin
glukuronidasyonunu katalize eden {iridin 5'-difosfo-glukuronil transferaz (UGT)
enzimi tarafindan metabolize edilir. BPA ayrica BPA-siilfat veya bisfenol-3,4-kinon
gibi diger maddelere metabolize edilebilir (133). Bu nedenle, karaciger biiyiik dlgiide
BPA'ya maruz kalabilir ve diger organlardan daha diisiik dozlara duyarli olabilir (134).

Fenolik bilesiklerden biri olan BPA'min sigan ve farelerin karacigerinde
anormalliklere, DNA hasarina ve genotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (135,
136). Yine yapilan diger calismalarda, yiiksek dozda BPA'nin farelerde veya
sicanlarda karaciger agirligini degistirdigi ve sican hepatositlerinin canliliini azalttig
rapor edilmistir (137, 138). Kesitsel klinik bir c¢alismada yiikksek BPA
konsantrasyonlar1 ile artmis y-glutamil transferaz (y-GT), alkalen fosfataz (ALP) ve
laktat dehidrojenaz (LDH) gibi karaciger enzimleri arasinda 6nemli bir iliski oldugu

bulunmustur (139). Ayrica BPA, adenilat kinaz aktivasyonu, TNF-a gen ekspresyonu



23

ve Ca™? homeostazinin disregiilasyonu ile apoptozise neden olabilir(140). Ancak
BPA'nin karaciger fonksiyon bozuklugu ve apoptoz iizerindeki olumsuz etkisinin
mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (132).

Bu tez kapsaminda Fulvestrant ve BPA kimyasalinin HepG2 insan hepatoma
hiicrelerine uygulanarak hiicrelerdeki proliferasyon ve migrasyon etkisinin
belirlenmesi sonrasinda hiicre adezyon proteinleri olan E-kaderin ile N-kaderin,
vimentin ara filament proteinlerine ve apoptoza (kaspaz 3/7) etkisinin incelenmesi

hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti HepG2 (ATCC, HB-8065),
American Type Cell Collection (ATCC)’den temin edildi. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) kimyasali Serva, Bisfenol A kimyasali Sigma-
Aldrich, Dimetil Siilfoksit (DMSO) Merck, Fulvestrant (ICI 182,780) kimyasali
ChemCruz firmasinda temin edildi. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar; DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose) Biological Industries, DMEM
(L-glutamin, sodyum piriivat ve fenol red icermeyen DMEM high glucose) Sigma,
Fetal Sigir Serumu (FBS) Biowest, Fosfat Tamponlu Salin (1X) 0,0067M (POa)
Thermo Scientific, %0,25 (w/v) Tripsin-EDTA,Penisilin-Streptomisin ve L-Glutamin
ise Biological Industries firmasindan temin edildi. Hiicre Liziz Tamponu Abcam
(ab39401), Protein Miktar Tayin kiti (BCA Protein Quantification Kit ab102536)
Abcam, Apoptoz Kiti (ApoTox-Glo™ Triplex Assay) Promega firmasindan temin
edildi. Nekrostatin-1 (N9037) kimyasali Sigma Aldrich firmasindan temin edildi.

Vimentin, E- kaderin ve N- kaderin ELISA Kitleri (SEB040Hu 96 Tests,
SEA017Hu 96 Tests, SEB481Hu 96 Tests) Cloud-Clone firmasindan temin edildi.

Cihaz olarak ise; BMG Labtech Fluostar Omega mikroplaka okuyucusu,
Mettler Toledo hassas terazi, Hettich Zentrifiigen 32R santrifiij, , Panasonic inkiibator
(CO2’1i), Nikon Eclipse TS100 mikroskop kullanildi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiirii

Calismada kullanilan insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatlar1 (HepG2, HB-
8065™, ATCC®) Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali Laboratuvari'ndan alind1.

o Aseptik teknik olarak, ¢alismaya baslamadan 6nce laminar kabin ve igerisine

birakilan tiim kimyasallar ve malzemeler % 70 ‘lik etanol (70 ml etanol+30 ml

distile su) ile temizlendi.

e Oncelikle su banyosundaki distile su 37°C'ye kadar 1sit1ld1.
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HepG2 hiicreleri igin 6nceden 37°C de bekletilen besiyerinden (%1 penisilin-
streptomisin, %1 glutamin ve %10 inaktive edilmis Fetal Bovin Serum (FBS)
iceren yliksek glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (500
ml))13 ml alinarak 75 cm?’lik flaska konuldu.

-86°C’de saklanan HepG2 hiicreleri kutudan alindu.

Alman kriyoviyal (dondurma tiipii) tiip Onceden 1sitilmig Su banyosunun
icerisinde 1 dk bekletilerek tamamen ¢oziilmesi saglandi. Kriyoviyal tiip su
banyosundan alinarak %70 etanol ile temizlendi.

Kriyoviyal tiipteki ¢dziinen hiicreler pipetle cekilerek 75 cm?lik flask
icerisindeki besiyerine yavasga ekildi.

Flask {izerine hiicre tipi, tarih, pasaj sayisi ve kimin yaptig1 yazildi.

Isik mikroskopta hiicreler kontrol edildi. Daha sonra flask etanolle
temizlenerek %5 CO2’li inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi.

Kiiltiirtin devamliligin1 saglamak i¢in haftada 2 giin besiyeri degistirilerek
pasajlamaya uygun sayiya (%70-80 doygunluga) erismeleri beklendi. Isik
mikroskopta hiicreler incelendi ve % 80 doygunluga ulasan hiicreler

tripsinlenerek pasajlandi (Sekil 3.1).
3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flaskdaki HepG2 hiicreleri mikroskopta incelendi.

Hiicre yogunluguna pasaj yapilacak sayiya erismis ise kiiltiir kabindaki
besiyeri, vakum pompasi ile ¢ekildi.

Hiicreler 4 ml PBS (0,0067 M tuzlu fosfat tamponu pH:7,4) ile yikandi ve
vakum pompasi ile ¢ekildi.

Flask igerisine 2 ml %0,25 (w/v) Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Hiicreler
kalkana kadar beklenildi.

Tripsin ile muamele sonrasi kalkan hiicrelere 2 ml besiyeri eklenerek pipetle
yavasea karistirildi. Toplam hacim 4 ml oldu.

Temiz kiiltiir kabina 12 ml besiyeri birakildi. Kalkan hiicrelerden pipetle 2 ml
alinarak temiz kiiltiir kabina birakildu.

Geriye kalan 2 ml hiicrelere de 12 ml besiyeri birakildi.

Flasklarin tizerine hiicre tipi, tarih, pasaj sayisi ve kimin yaptig1 yazildu.
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e  Mikroskopta hiicreler kontrol edildikten sonra %5 COz2 igeren inkiibatdrde 37
°C’de inkiibe edildi.

Sekil 3.1. HepG2 hiicrelerin proliferasyon 151k mikroskopu altindaki goriintiisii (10X
biiylitme).

3.2.3. Hiicre Sayimi

Tripan mavisi adi verilen bir boya ile hiicre sayim1 yapildi. Tripan mavisi canli
hiicrelerden igeri giremezler ¢linkii membran biitiinliigii korunur fakat 6lii hiicrelerde
membran biitiinliigii bozuldugundan dolay1 boya sitozole gegerek hiicreleri mavi renge
boyar. Hiicreler, Thoma laminda mikroskop altinda sayilir.

Islem asagidaki sekildedir:

» Hiicreler inkiibatorden ¢ikarildi, yukarda anlatilan tripsinizasyon isleminden
sonra hiicreler 2 ml besiyeri eklenerek silispansiyon haline getirildi.
Stispansiyon steril falkon tiipiine alindi.

» Lamel, thoma laminin ortasina gelecek sekilde birakildi.
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Sekil 3.2. Thoma laminin mikroskopta goriiniimii

» Hiicre yogunluguna gore seyreltilen 6rnekten 30 pl ve tripan mavisi’nden 30
ul alinarak parafilm tlizerine birakildi, karisimin homojen olmasi igin otomatik
pipet ile 2-3 defa pipetleme yapildi.

» 30 upl hiicre ve tripan mavisi karisimi pipetle ¢ekildi ve thoma laminin
kenarindan pipet ucuyla lam ve lamel arasina pipetlendi.

» Isik mikroskobuna yerlestirilen thoma laminin ¢izgileri mikroskobun 10X
objektif ile bulundu. Sadece merkezde ¢izgilerin kesistigi 9 karenin ig¢indeki

canlt hiicreler sayildi. Hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi;

Canl1 hiicre says1 (hiicre/ml) = Hiicre sayis1 x Seyreltme katsayis1 X 10*
Her 1 mm? alan hacim olarak 0,1 mm®e denk gelmektedir. 0,1 mm®de 10*
ml’ye esit oldugundan ml’deki hiicre sayis1 10* ile garpilir.

» Hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyulu plakanin her kuyusuna 5000
hiicre/100 ul besiyeri ve 6 kuyulu plakanmn her kuyusuna 3x10° hiicre/3 ml
besiyeri olacak sekilde hiicreler ekildi.

» Hiicre sayimi yapildiktan sonra ve hiicre plakas1 ekildikten sonra geriye kalan

hiicreler donduruldu.
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3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

v Yukarida anlatilan tripsinizasyon isleminden sonra hiicrelere 10 ml DMEM
eklendi, pipetlenerek 15 ml’lik falkon tiipiine aktarildi. Hiicre siispansiyonu
180xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 dikkatli bir sekilde tiiplin
altinda olusan hiicre pelletinin Ustiindeki siipernatan vakum pompasiyla
cekilerek atildi. Onceden hazirlanan dondurma ¢ozeltisinden 1000 pl eklendi
pellet tamamen ¢dziinene kadar yavas bir sekilde al ver yapildi. Dikkatli bir
sekilde hiicrelere zarar verilmeden hepsi ¢ekilerek, dondurma tiipiine alindi.

v' -20°C ’de 2-4 saat bekletildikten sonra -86°C’ye alindi.

v" Dondurma ¢ozeltisi hazirlama:50 ml i¢in, 40 ml DMEM(%10 FBS, %1
glutamin ve %21 penisilin-streptomisin), 5 ml FBS ve 5 ml DMSO eklendi.
Kullanilmak tizere -20°C ’de saklandi. Kullanmadan 6nce 37°C su banyosunda

¢Ozdirilir.
3.2.5. Bisfenol A (BPA) Kimyasalin Hazirlanmasi

Satin alinan BPA, 3,2 mM konsantrasyonda 10 ml hacimde stok seklinde
hazirlandi. BPA, dimetil siilfoksit (DMSO) te ¢oziildii. 0,20 um’lik filtre ile siiziilerek

steril edildi ve kullanilmak iizere +4°C de saklandi.
3.2.6. Fulvestrant (ICI 182,780) Hazirlanmasi

Satin alinan 1 mg fulvestrant, konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde hesaplama
yapildi ve DMSO da ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Kullanilmak iizere +4°C de

saklandi.
3.2.7. Hiicre Canhilik Testi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)) yontemiyle
canli hiicrelerin miktar1 belirlenerek hiicre ¢ogalmasi izlendi. Bu yontemde canli
hiicredeki mitokondri, sar1 renkli MTT boyasindaki tetrazolyum halkasini
mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyon ile suda ¢6ziinmeyen formazana indirger. Mor
renkli formazanin ¢6ziinmesiyle agiga ¢ikan renk degisikligi degerlendirilmesi esasina

dayanmaktadir.
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Hiicre saymmi yapildiktan sonra 96 kuyulu plakanin her kuyusuna 5000
hiicre/100 pl besiyeri olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

37 °C ve % 5 CO2’’li inkiibatore birakildi ve 1 giin inkiibe edildikten sonra
plaklardaki besiyeri uzaklastirildi ve yerine 100 ul fenol kirmizi igermeyen
DMEM (%2 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 glutamin iceren) eklendi.
Belirli konsantrasyonlarda BPA, ICI ve ICI'min BPA ile kombinasyonu
(BPA+ICI) plaklara ilave edildi.

Kontrol grubuna DMSO eklendi. 48 saat inkiibasyona birakildi.

Sonra 10 mg MTT boyast 2 ml hacimde PBS c¢oziilerek Smg/ml’lik MTT
sollisyonu taze hazirlandi. Soliisyon 0,20 pum’lik filtre ile siiziilerek steril
edildi.

Doksan alt1 kuyucuklu plaka 10 ul MTT soliisyonu eklendi.

Isiktan korumak icin plak aliiminyum folyo ile sarildi ve 37°C c¢alkalamali
inkiibatorde kristaller olusuncaya kadar yaklasik 3 saat inkiibe edildi.

Daha sonra plaklardaki sivi kisim ¢oklu pipetle ¢ekildi ve kristallerin tizerine
100 ul DMSO birakildi ve tekrar inkiibe edildi (yaklagik 10 dk). Kristallerin
tamami ¢oziildiikten sonra okuma yapildi. DMSO, ¢o6ziiniirlik verimliligi
yiiksek ve uguculugu diisiik olmasi nedeniyle ¢éziinme i¢in en uygun ¢oziicii
olarak kabul edilmektedir.

Spektrofotometre de 570 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda
Olgim yapildi. 570 nm absorbans degeri 690 nm absorbans degerinden
cikartildi. Kontrol grubunun absorbans ortalamasi alindi. Sonug¢ olarak
absorbans degerlerine ait veriler ile canlilik oranlar1 ve 1Cso ( Maksimum
inhibisyonun yarisini olusturan inhibitor konsantrasyonu) degerleri hesaplandi.
ICs0 degeri GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak konsantrasyona (log)
kars1 canlilik oranlar1 yazilarak XY analyses, Nonlinear regression (curve fit),
Dose response-Inhibition programindan hesaplandi.

Hiicre canlilig1 ylizdesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanild.

% Hiicre Canlihigi =(Elde edilen absorbans degeri)/(Kontrol ortalama
absorbans degeri)x100

MTT testi belirli konsantrasyonlardaki BPA, ICI ve BPA+ICI igin en az 3 kez
tekrarlandi.
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3.3. Ila¢ Kombinasyon Testi

HepG2 hiicre hattinda BPA+ICI kombinasyonu ve olasi sinerjistik etkilerini
incelemek i¢in Talalay-Chou kombinasyon indeks metodu kullanildi. Kombinasyon
indeksi (CI), sinerjizm ve antagonizm agisindan ilag etkilesim derecesinin nicel bir
oOlgiistidiir. Cl <1 sinerjizm (beklenenden daha fazla katk etkisi), CI=1 katki etkisini
ve Cl > 1 antagonizmi (beklenenden daha kiigiik katki etkisi) gostermektedir. Cl, 6len
hiicre oran1 (Fa) ve doz azalim indeksi (DRI) CompuSyn software ile degerlendirildi.
Kombinasyondaki her ilag i¢in DRI = 1 doz azaltma yok, DRI > luygun doz azaltma

ve DRI < 1 doz azaltimi uygun olmadigini gosterir.
3.4. Yara lyilesmesi Testi

Yara iyilestirme testi (¢izilme deneyi) in vitro hiicre invazyonunu Ve
migrasyonu 6lgmek i¢in kullanilan maliyeti diisiik bir yontemdir. Testin amaci, hiicre
tizerinde yapay bir bosluk olusturulmasi ve boslugun kenarindaki hiicrelerin yeni
hiicre-hiicre kontaklar1 kuruluncaya kadar go¢ etmeye baglamasina dayanmaktadir. Bu
testle ekili hiicrelerin yiizeylerinde yara bolgeleri olusturulur daha sonra baslangigtaki
yara genisligi ve belirlenen siirelerdeki yara genisligi ol¢iiliir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre/3 ml besiyeri olacak sekilde ekildi.
Hiicrelerin plaklara tutunmasi icin 24 saat %5 CO2’li inkiibatorde 37°C’de inkiibe
edildi. Hiicrelerin plakalara tutunmasi mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 1000
ul’lik pipet ucuyla dik bir ¢izgi cizilerek yara olusturuldu. Yara bolgesini belirlemek
i¢in plakanin alt kismina bir belirteg ¢izildi ve boylece ayn1 bolgeden goriintii alinmasi
saglandi. Yara olusturulan plakalardaki besiyerleri ¢ekildikten sonra hiicre
kalintilarinin giderilmesi i¢in hiicreler PBS ile yikandi. PBS yikama islemi 3 kez
tekrarland1 ve sonra kimyasal uygulamasi (konsantrasyonlari, 8 nM BPA, 160 nM ICI
ve BPA+ICI) yapildi ve kontrol grubuna DMSO uygulandi. Toplam hacim 3ml olacak
sekilde fenol kirmizi igcermeyen DMEM (%2 FBS, %1lglutamin ve %l
penisilin/streptomisin igeren) eklendi. Uygulama yapildiktan sonra (0. saat) ve 48 saat
sonra yaralardaki biiylklik mikroskopta 10X objektif kullanilarak goriintiilendi.
Goriintiiler cep telefonu ile gekildi ve Image J (141) programiyla yara bélgelerinin

alanlar1 analiz edildi.
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3.5. Protein Tayini

Biyokimyasal arastirmalarda kullanilan en yaygin islemlerden biridir. Diger
protein tayinlerine gore pek ¢ok avantaja sahip olan Bikinkoninik asit (BCA) tayini;
kullanimi kolaydir, olusan renk kompleksi kararli haldedir ve ¢ok ¢esitli protein
konsantrasyonlarinda uygulanabilir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra inkiibasyona birakildi. Birgiin
sonra DMEM fenol kirmizi igermeyen DMEM’le degistirilerek asagidaki sekilde
gosterildigi gibi ilag uygulamasi (8 nM BPA,160 nM ICI ve BPA+ICI) yapildi. 100 ul
ilag ve 900 pl fenol kirmizi igermeyen DMEM kuyucuklara birakildi.
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Sekil 3.3. 6 kuyucuklu plakalarda HepG2 hiicrelerine ilag uygulamasi

Daha sonra 48 saat %5 COz igeren inkiibatdrde 37°C’de inkiibe edildi. 2 giin
sonra plakalardaki besiyeri etiketlenen ependorflara alindi ve buz {lizerinde bekletildi.
Hiicreler tripsin ile kaldirildi. Etiketlenen yeni ependorflara alindi ve tripsin
uzaklastirildi. Daha sonra hiicrelere 50ul Cell Lysis Buffer (%1 Triton-X-100 ve %
0,015 DTT igeren) eklenerek buz iizerinde pipetle al ver yapilarak 10 dakika boyunca
inkiibe edildi. 1 dakika, 10,000 x g'de, +4°C santrifiij edildi. Siipernatant etiketlenen
yeni ependorflara alind1 ve buz iizerine birakildi.

Protein tayini i¢in BCA Protein Quantification Kit ab102536 (abcam)
kullanildi.

Reaktif Hazirlama: 50 pul BCA Reaktifine 1 pul Bakir Reaktifi ekleyerek
calisma soliisyonu hazirlanir. Her 6rnege ve standartta 100 pl calisma soliisyonu
birakilir. Bundan dolay1 6rnek sayisi hesaplandiginda 7 ml BCA Reaktifi falkon

tiipline alinarak iizerine 140 pl Bakir Reaktifi eklendi ve ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
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Standart Hazirlama:1 den 8 e kadar 8 tiip etiketlendi. 1 mg/ml sigir serum
albiimin (BSA) standartindan stok ¢ozelti (40 ul BSA standart + 360 ul DMSO)

seyreltilerek hazirlandi. Tablodaki gibi seri soliisyon hazirland.

Tablo 3.1. Standart ¢ozeltisinin seri soliisyonu

Tip BSA Soliisyon(ul) DMSO(ul) 50l =
8 Stok ¢ozelti(256) 144 32ug
7 Tiip 8 (200) 200 16 ng
6 Tiip 7 (200) 200 8 g
5 Tiip 6 (200) 200 4 g
4 Tiip 5 (200) 200 2 ug
3 Tiip 4 (200) 200 1ug
2 Tiip 3 (200) 200 0,5 ug
1 - 200 Opg

Standartlar 0,01-0,6 mg/ml araliginda olacak sekilde seyreltildi.96 kuyucuklu
plakada her bir kuyucuga 50 pl standart ve 6rnek ¢ift tekrarli olacak sekilde birakildi.
Standart ve 6rnek igeren her kuyucuga 100 pl ¢alisma soliisyonu ¢oklu pipetle eklendi.
Hafifce calkalandi ve 37°C de 30 dakika bekletildi. 562 nm absorbans degeri 6l¢iildii.
Protein standartlarindan elde edilen absorpsiyon degerleri sayesinde ¢izilen standart

egri kullanilarak orneklerin protein miktarlart hesaplandi.
3.6. E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin ELISA Testi

ELISA (enzime bagli immiinosorbent testi), enzime bagl konjugat ve enzim
substrati1 kullanilarak elde edilen renk degisimi yoluyla antijen-antikor reaksiyonlarini
gosteren ve biyolojik sivilardaki molekiillerin varligin1 ve konsantrasyonunu
belirlemeye yarayan Kkantitatif analitik yontemlere denir. Peptitler/proteinler,
hormonlar, vitaminler ve ilaclar gibi ¢ok diisiik konsantrasyon molekiillere uygun
gelistirilen antikorlar veya antijenlere kars1 yliksek bir spesifite seviyesini gosterir.
Ciinkii bir antikorun kendi antijeni disinda bir molekiile baglanmasi neredeyse
imkansizdir. Bu nedenle, bu yontem ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile neredeyse hig

interferans riski olmayan maddeleri 6lgmek icin kullanilabilir. Bagka bir deyisle,
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belirli bir maddeye 06zgii oldugunu bildigimiz antijene sahip oldugumuzda,
antikorunun tipini ve miktarini belirleyebiliriz ve antikora sahip oldugumuzda, bu
yontemi kullanarak spesifik antijenini ve antijen miktarim1 bulabiliriz. Dort farkl
ELISA y6ntemi vardir.

1.Direkt ELISA yontemi (antijen taramasi) yiiksek molekiil agirlikl
antijenlerin miktarini belirlemek i¢in uygundur.

2.Dolayli ELISA yontemi, 6l¢iilecek antijeni belirleyen ve ayiran seyin birincil
antikor degil, ortama yerlestirilen baska bir antikor olmasidir.

3.Sandvi¢ ELISA (antikor taramas1) yonteminde antijen veya ligand {izerindeki
farkl1 bolgelere baglanan iki antikorun olmasidir. lgili protein iki antikor molekiilii
arasinda sikistigindan, bu yonteme Sandvi¢ ELISA denir. Antijen i¢in spesifik olan
yakalama antikoru, kat1 bir yiizeye tutturulur. Ornek, antikor ile kaplanmis mikro plaka
kuyularia eklenir, daha sonra plaka bir siire inkiibe edilir ve yikanir. Yikama,
baglanmamuis antijenleri giderir. Yikamadan sonra, antijene 6zgii enzim ile hedeflenen
antikorlar eklenir ve inkiibe edilir. Enzim aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in, ortama
enzim substrati eklenir ve renklendirme saglanir. Renklenme varsa sonug olumlu fakat
renklenme eksikligi enzimlerin gevsekligini veya olumsuz bir sonucu gosterir.
4. Kompetitif ELISA (antijen / antikor taramasi) yontemi, bu test sandvi¢ ELISA'ya
benzer, fakat ikinci antikor eklendiginde rakip antikorlarin veya proteinlerin

eklenmesini igerir.

Streptavidin-HRP
Kompleks
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Sekil 3.4. Sandvi¢ ELISA yontemi

Protein tayini yapilan hiicre lizatlarinin E-kaderin, N-kaderin ve vimentin
protein seviyeleri sandvig elisa testiyle (SEA017Hu 96 Tests, SEB481Hu 96 Tests ve
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SEBO040Hu 96 Tests, Cloud-Clone) 6lgiildii. EMT biyobelirtecleri i¢in ayn1 ELISA
protokolii uygulandi.

-20°C’de saklanan ELISA kiti ¢dziinene kadar oda sicakliginda bekletildi. BCA
ile protein miktar1 belirlenen hiicre lizat 6rnekleri ile ¢alisildi. -80°C’de saklanan hiicre
lizat ornekleri buz iizerine alinarak ¢oziinmesi saglandi. Ornekler 10 kat kadar
seyreltildi. Seyreltme islemi steril olmayan PBS ile yapildi (20 pl 6rnek+ 180 pl PBS).
Protokole gore standartlar, yikama ¢ozeltisi, belirleme reaktifi A ve B hazirlandi. Plaka
kuyucuklarinda standart, kor ve drneklerin yerleri belirlendi. Her kuyucuga 100 pl
birakildi. Plaka yapistiricisiyla plakalarin iistii kaplandi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi.

1.inkiibasyon isleminden sonra her kuyucugun ¢dzeltisi pipetle alindi.

2.Her kuyucuga 100ul belirleyici reaktif A calisma c¢ozeltisi ilave edildi iizeri
plaka yapistiricisiyla kaplandi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

3.Daha sonra kuyucuklardaki ¢ozelti alind1 ve kuyucuklara 350 pl 1X yikama
¢ozeltisi ilave edildi. Yikama ¢ozeltisi 1-2 dakika bekledikten sonra pipetle alind1 ve
bu islem 3 defa tekrarlandi, son yikamadan sonra plaka temiz bir kagit {izerine ters
dondiiriilerek ¢ozeltinin kuyucuklardan uzaklasmasi saglandi.

4. Her kuyucuga 100 pl belirleyici reaktif B calisma ¢ozeltisi ilave edildi tizeri
plaka yapistiricisi ile kaplandi ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Daha sonra kuyucuklardaki ¢6zelti alind1 ve kuyucuklara 350 pl 1X yikama
cozeltisi ilave edildi. Yikama ¢ozeltisi 1-2 dakika bekledikten sonra pipetle alindi ve
bu islem 3 defa tekrarlandi, son yikamadan sonra plaka temiz bir kagit tizerine ters
dondiirtilerek ¢ozeltinin kuyucuklardan uzaklagmasi saglandi.

6. 90 pL Substrat Soliisyonu plakadaki her kuyucuga eklendi. Yeni bir plaka
yapistiricistyla kapatildi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Substrat soliisyonu
eklendikten sonra ¢6zelti mavi renge doniistii.

7. 50 uL. Durdurma Soliisyonu plakadaki her kuyucuga eklendi. Durdurma
cozeltisi eklendiginde ¢dzeltinin rengi sartya dondii.

8.Plakanin alt tarafinda su damlas1 ve parmak izi olmamas1 gerekir. Plakanin
alt1 peceteyle silindi. Ardindan, mikroplaka okuyucusunda 450 nm'de absorbans

Ol¢timii yapildi.
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450 nm de okunan konsantrasyonlari bilinen standartlarin absorban degerleri
GraphPad Prism 7.0 programinda nonlinear regression uygulamasiyla kalibrasyon
egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisinden, 0&rneklerin absorbans degerine karsi
konsantrasyonlar1 hesaplandi ve protein diizeylerine gore normalize edildi. Elisa
sonuglarinin belirlenmesinde kontrol grubu %100 kabul edilerek, diger gruplardakiler
kontrole gore % olarak hesaplandi. One way ANOVA testi ile istatiksel olarak
degerlendirildi.

3.7. Apoptoz Testi

ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi, tek bir test kuyusu iginde canliligl,
sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyon olaylarini degerlendirmeye yarayan ii¢ analizin
birlesimidir. Testin ilk kismi1 ayn1 anda iki proteaz aktivitesini 6l¢er ve bunlardan biri
hiicre canliliginin belirteci, digeri ise sitotoksisitenin bir belirtecidir. Testin ikinci
kisminda ise kaspaz aktivitesi olgiiliir, substrat olarak tetrapeptid dizisi DEVD iceren
bir liiminojenik kaspaz-3/7 substrati Caspase-Glo® Analiz Teknolojisi kullanir.
Caspase-Glo® 3/7 Reaktifi hiicre lizisine neden olur, substratin kaspaz tarafindan
yikilmasi ve hidrolizi sonucunda lusiferaz tarafindan iiretilen "1s1lt1 tipi" liiminesans
sinyal tretilir. Liiminesans mevcut kaspaz aktivitesi ile orantilidir.

e Hiicre saymmi yapildiktan sonra 96 kuyulu plakanin her kuyusuna 5000
hiicre/100 pl besiyeri olacak sekilde hiicre ekildi.

e 37 °C ve % 5 CO2’li inkiibatore birakildi ve 1 giin inkiibe edildikten sonra
plaklardaki besiyeri uzaklastirildi.

e Bir grup konsantrasyonu 8 nM BPA, 160 nM ICI ve ICI'nin BPA ile
kombinasyonu (BPA+ICI) plaklara ilave edildi ve son hacim 100 pl olacak
sekilde fenol kirmizi igermeyen DMEM eklendi.

e Diger gruba da konsantrasyonu 50uM olan nekrostatin-1 (Nec) ilave edildi.
Kontrol+ Nec (50uM), BPA (8nM)+ Nec (50uM), ICI (160 nM)+ Nec (50uM)
ve BPA (8nM)+ ICI (160 nM)+ Nec (50uM) kombinasyonu plaklara ilave
edildi.

e Kontrol grubuna fenol kirmiz1 icermeyen DMEM eklendi. 24 saat inkiibasyona

birakilda.
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e -20°C’de saklanan ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi ¢ikarilarak ¢oziilmesi
saglandi. ApoTox-Glo ™ Tripleks Test protokolii hiicrelere uygulandi. Kit
icerisinde; Assay Buffer, GF-AFC Substrat, bis-AAF-R110 Substrat, Caspase-
Glo® 3/7 Buffer ve Caspase-Glo® 3/7 Substrat bulunur.

e Caspase-Glo® 3/7 reaktifi hazirlanmasi: Caspase-Glo® 3/7 Buffer icerisine
Caspase-Glo® 3/7 Substrat ilave edildi.

e 96 kuyucuklu plak i¢in, bir ependorf tiipiine 2 ml Assay Buffer ve 10 pl her
substrattan ilave edildi ve vorteks yapildi.

e Kimyasal uygulamasindan sonra 24 saat inkiibe edilen hiicrelere 20 ul canlilik
/ sitotoksisite reaktifi eklendi ve 1 saat 37°C de inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra plakadaki hiicrelere 100 pl Caspase-Glo® 3/7 reaktifi
eklendi ve oda sicakliginda karanlikta 1 saat inkiibe edildi.

e Liiminesans Olgen mikroplak okuyucuda apoptoz igin absorbans Ol¢liimii

yapildi. Veriler GraphPad 7.0 programu ile analiz edildi.
3.8. Istatistiksel Degerlendirilme

Elde edilen veriler GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak istatiksel olarak
degerlendirildi. Tiim caligmalar en az 3 kere tekrar edildi. Gruplar arasindaki
farkliliklar One way ANOVA testi veya non-parametrik t test ile degerlendirildi.
Istatistiksel fark ortalama ve ortalamanin standart hatas: (mean+SEM) olarak verildi.
p degerleri olarak p > 0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini ifade
ederken, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 ifadeleri de istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. BPA ve Fulvestrant’in Hiicre Canlilik EtKisi

MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromid) yo6ntemiyle
HepG2 insan hepatoma hiicrelerinin hiicre canliligi izlenildi. Hiicreler ¢ogaltildi, 96
kuyucuklu plakalara 5000 hiicre ekildikten 24 saat sonra BPA uygulamasi (1- 16000
nM) yapildi. 48 saatlik uygulama sonrasinda yapilan MTT testi sonucuna gore canli
hiicre diizeyi hesaplandi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism 7.0 programi

kullanilarak veriler elde edildi ve veriler Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. 1-16000 nM araliginda artan konsantrasyonlarda uygulanan BPA’nin
HepG2 hiicrelerinde yiizde canlilik verileri ( p>0,05).

Uygulanan BPA Derisimi  (nM) Hiicre Canlilig1 (%)
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 97,07845,02
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Sekil 4.1. 1-16000 nM araliginda artan konsantrasyonlarda uygulanan BPA’nin
HepG2 hiicrelerinde yiizde canlilik grafigi ( p>0,05).

Artan konsantrasyonlarda BPA uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan MTT
hiicre canlilik testinin yiizde hiicre canlilik verilerine bakildiginda, hiicre canlilik
yiizdesinde kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir.
Fakat Tablo 4.1 verilerden elde edilen sonuglara gére canlilik yiizdesi degerlerindeki
artisin 8nM, 4nM, 2nM ve 1nM BPA uygulamasi ile oldugu goriillmektedir. Calisma
icin uygun doz olarak 8 nM BPA uygulamasi belirlenmistir.

Fulvestrant, 17B-0stradioliin 7a-alkilsiilfinil analogudur. Fulvestrant, segici
Ostrojen reseptorii downregiilatoriidiir (SERD) ve tamoksifen veya aromataz inhibitor
terapilerinin aksine hormona duyarli meme kanserlerine karsi oldukga etkili bir
antagonisttir. Hiicre canliligi calismasi igin fulvestrant doz miktarlar1 2,5-160 nM
araliginda segildi (112, 142-144). Cogaltilan ve 96 kuyucuklu plakalara ekilen HepG2
hiicrelerine belirli konsantrasyonlarda fulvestrant (ICI) uygulandi. 48 saatlik
uygulama sonrasinda yapilan MTT testi sonucuna gore canli hiicre miktar1 hesaplandi.
Elde edilen sonuglar Graph Pad Prism 7.0 programi kullanilarak grafik olarak cizildi.
Canlilik yiizdeleri hesaplandi, degerlendirilen verileri Tablo 4.2°de ve veriler sonucu

elde edilen grafik ise Sekil 4.2’de sunulmustur.
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Tablo 4.2. Artan konsantrasyonlarda Fulvestrant (2,5-160 nM) uygulanmis HepG2
hiicrelerinde yiizde canlilik verileri (**p<0,01).

Uygulanan Fulvestrant Derigimi (nM) % Hiicre Canlilig1
0 100
2,5 95,025+3,86
) 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**
150 7
=
;; 100 - E o § i } *x
S } I
z 50 -
R
0 T T T T 1
-3.0 -2.5 -2.0 1.5 -1.0 -0.5

Fulvestrant Konsantrasyon,log (nM)

Sekil 4.2. Artan konsantrasyonlarda fulvestrant (2,5-160 nM) uygulanmig HepG2
hiicrelerinde yiizde canlilik grafigi (**p<0,01).

Artan konsantrasyonlarda Fulvestrant uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan
MTT hiicre canlilik testinin ylizde canlilik verilerine bakildiginda, hiicre canlilik
yiizdesinde kontrol grubuna gére 160 nM Fulvestrant uygulamasinin hiicre canlilik
yiizdesini istatiksel olarak anlamli bir derecede azalttigi belirlenmistir (¥*p<0,01).

Calisma i¢in uygun ICI dozu 160 nM konsantrasyon olarak belirlenmistir.
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Karaciger HepG2 hiicrelerinde, konsantrasyonlar1 belirlenen BPA, ICI ve
BPA+ICI (1:20 oraninda) kombinasyonunun hiicre canliligina etkileri MTT
yontemiyle izlendi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism 7.0 programinda non-
parametrik t testi ile istatiksel olarak degerlendirildi ve sonuglar Sekil.4.3’de ve Tablo

4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG?2 hiicrelerinde yiizde canlilik degerleri

(*p<0,05,***p<0,001).
Uygulanan kimyasallar % Hiicre Canlilig1
BPA( 8 nM) 121,153+2,84%**
ICI (160 nM) 86,783+4,47*
BPA( 8 nM)+ ICI (160 nM) 62,196+2,27***

* k%
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Sekil 4.3. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yilizde canlilik grafigi ( * p < 0,05; *** p
< 0,001).

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan MTT hiicre canlilik deneyinin yiizde canlilik

verileri incelendiginde, canlilik yiizdesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml degisiklikler gozlenmistir. 8 NM BPA uygulamasinin hiicre canlilik ylizdesini
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istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigr belirlenmistir (¥**p<0,001). Fulvestrant
(160 nM) ve BPA+ICI birlesiminde hiicre canliliginda kontrole oranla istatiksel olarak
anlamli bir azalisa neden oldugu goriilmiistiir (ICI i¢in p degeri *p<0,05, BPA+ICI
icin p degeri ***p<0,001).

4.2. Bisfenol A ve Fulvestrant Kombinasyonunun Hiicre Canlihig
Uzerindeki Etkileri

BPA ve ICI kombinasyonu HepG2 hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri Talalay-
Chou metoduna gore degerlendirilmistir (145). Kombinasyon indeksi (Cl) ve doz
azalim indeksi (DRI) degerlerini hesaplamak icin MTT deneyinden elde edilen hiicre
canliligr sonuglart CompuSyn software kullanilarak analiz edilmistir ve veriler Tablo
4.4 ve Sekil 4.4°te gosterilmistir. BPA ve ICI kombinasyonuna ait CI degerleri 0,30
ile 0,60 arasinda bulundu. Bu durum HepG2 hiicre canliligina karsi BPA ve ICI
kombinasyonu sonucu gozlenen etkinin additif bir etki degil, sinerjistik bir
etkilesimden kaynaklandigini gostermektedir. Ayrica, HepG2 hiicreler canliligini
azaltmak i¢in gerekli olan BPA ve ICI 'nin uygun doz azalimini saglayan DRI degerleri
>1 olarak gdzlemlenmis, bu da BPA’nin ICI’'nin sitotoksik etkisini 3 kat arttirdigini

gostermistir.

Tablo 4.4. HepG?2 hiicrelerinde BPA ve ICI kombinasyonuna ait inhibitor Etki (Fa),
Kombinasyon Indeksi (CI) ve Doz Azalim Indeksi (DRI) degerleri.

Toplam Doz nM | Inhibitér Etki | Kombinasyon indeksi DRI
BPA+ICI (Fa) cn ICI ortalamasi
336,0 0,404 0,60816 1,85975

168,0 0,402 0,30795 3,66855
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Sekil 4.4. BPA ve ICI kombinasyonu (1:20) i¢in DRI grafigi
4.3. Yara lyilesme Yontemiyle Hiicre Migrasyon Potansiyeli

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre/3 ml olacak sekilde ekildi. HepG2
hiicrelerine pipet ucu ile yara olusturuldu. Daha sonra hiicrelere 8 nM BPA, 160 nM
ICI ve BPA+ICI kombinasyonu verilmesinden hemen ve 48 saat sonra yara
genislikleri 10X biiyiitme ile mikroskopta goriintiilendi. Image J programiyla
gorlintiiler analiz edildi (Sekil 4.5). Yara biiyiikliigii oranlarini hesaplamak igin her
ornegin 0. saatteki uygulamasi kontrol olarak kabul edildi. Her 6rnek kendi kontrolleri
ile karsilagtirilarak hesaplandi (Sekil 4.6). Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde, 8
nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasindan
hemen ve 48 saat sonra Image J programiyla analiz edilen yara biiyiikliigiiniin alan

Tablo 4.5 sunulmustur.
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Tablo 4.5. Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA
(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasindan hemen ve 48 saat
sonra yiizde yara biiyiikliigii degeri (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001).

Uygulanan kimyasallar 0.saat % Yara Alani 48.saat % Yara Alani
Kontrol (DMSO) 100 85+1,1**
160 nM ICI 100 92+1,0*
8 nM BPA 100 7442, 3***
BPA (8nM)+ICI (160 nM) 100 59,541, 5%**
0_saat 48 saat

Kontrol

160 nM ICI

& nM EPA

BPA+ICI

Sekil 4.5. Yara olusturulmus HepG?2 hiicrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA
(8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasindan hemen ve 48 saat
sonra yara biiytikliigli Image J programiyla analiz goriintiileri.
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Sekil 4.6. Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA
(8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasindan hemen ve 48 saat
sonra yara bilyiikligi grafigi (¥*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001).

Sekil 4.6’daki yara biiylikliigli sonuglarina gore, kontrole kiyasla 48. saatteki
yara bilyikliginin 160 nM ICI, 8 nM BPA ve BPA (8nM)+ICI (160 nM)
kombinasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi goriilmektedir (
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.4. Bikinkoninik (BCA) Asit Yontemiyle Protein Miktarimin

Belirlenmesi

6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre ekildi ve HepG2 hiicreleri ¢ogaltildiktan
sonra 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA+ICI (168nM) uygulamalar1 yapilmstir. 48 saat
uygulama sonucunda HepG2 hiicrelerine Hiicre lizis tamponu eklenerek inkiibe
edilmistir. BCA Protein Quantification Kit kullanilarak hiicre lizat ve besiyerlerin
proteinleri tayin edilmistir. BCA tayini i¢in 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok BSA
ile hazirlanan farkli konsantrasyonlara sahip BSA soliisyonlariyla elde edilen standart

egri grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Protein tayininde standart egri grafigi

Standart egri grafigindeki denkleme gore protein miktar1 hesaplanmistir ve
Tablo 4.6’da gosterilmistir. M:Besiyeri, CL: hiicre lizat, B:Bisfenol A, I: ICI 182 780

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

miktarlari.
Ornek Protein Miktar1 (ug/ul)
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+1 1 3,77
M-B+12 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+I11 6,41
CL-B+I2 6,51
CL-B+I3 8,42

4.5. Elisa Yontemiyle Epitelyal ve Mezenkimal Hiicrelerin

Biyobelirteclerinin Belirlenmesi

Enzime bagli immiinosorban testi (ELISA), peptitler / proteinler, hormonlar,
vitaminler ve ilaglar gibi ¢ok diisilk konsantrasyon molekiillere uygun gelistirilen
antikorlar veya antijenlere kars1 yiliksek bir spesifite seviyesini gosteren kantitatif
analitik yontemlere denir. Epitelyal ve mezenkimal hiicrelerin biyobelirtecleri olan E-
kaderin, N-kaderin ve vimentin proteinleri belirlemek i¢in ELISA yontemi kullanildi.
Bikinkoninik (BCA) asit yontemiyle protein miktarlar1 belirlenen HepG2 hiicre
lizatlar1 ELISA yonteminde kullanildi.450 nm de okunan Ornek absorbanslar
GraphPad Prism 7.0 programinda nonlinear regression uygulamasiyla orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi (Sekil 4.8, Sekil 4.10 ve Sekil 4.12 gosterilen
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kalibrasyon egrisine gore), protein diizeylerine gore normalize edildi. Elisa
sonuglarinin belirlenmesinde kontrol grubu %100 kabul edilerek, diger gruplardakiler
kontrole gore % olarak hesaplandi. One way ANOVA testi ile istatiksel olarak
degerlendirilip Sekil 4.9, Sekil 4.11 ve Sekil 4.13te gosterilmistir. E-kaderin proteinin
standart egrisi Sekil 4.8’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. E-kaderin proteinin standart egrisi (R?=0,99)
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Sekil 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG?2 hiicrelerinde yiizde E-kaderin diizeyi ( % kontrole
gore) grafigi ( * p <0,05; *** p < 0,001).

Tablo 4.7. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde E-kaderin protein miktar1 (*p<0,05).

E-Kaderin protein miktar1 (ug/pl)
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
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan ELISA testinin ylizde E-kaderin diizeyi
verileri incelendiginde, 8 nM BPA ve 160 nM ICI uygulamasinin kontrol grubuna gore
E-kaderin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik gézlenmemistir. Fakat BPA
(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasinin kontrol grubuna gére E-kaderin
diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir (*p<0,05). BPA



49

(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasinin ICI grubuna kiyasla E-kaderin
diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi goriillmektedir (***p<0,001).

4.5.1. N-Kaderin Protein Seviyesi

N-kaderin proteinin standart egrisi Sekil 4.10’da, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve
BPA (8nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yiizde N-
kaderin diizeyi Sekil 4.12°de ve N-kaderin protein miktar1 da Tablo 4.8’de

gosterilmistir.

Absorbans(450nM)
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Sekil 4.10. N-kaderin protein seviyesinin standart egrisi (R?=0,94)
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Sekil 4.11. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG?2 hiicrelerinde yiizde N-kaderin diizeyi( % kontrole
gore) grafigi ( * p <0,05).

Tablo 4.8. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde N-kaderin protein miktar1 (*p<0,05).

N-Kaderin protein miktart (pug/pl)
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
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan ELISA testinin yiizde N-kaderin diizeyi

verileri incelendiginde, 8 nM BPA uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla N-kaderin
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diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlenmistir. 160 nM ICI ve BPA (8
nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarinin kontrol grubuna gére N-kaderin

diizeyini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir (*p<0,05).
4.5.2. Vimentin Protein Seviyesi

Vimentin proteinin standart egrisi Sekil 4.12°de, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve
BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmig HepG2 hiicrelerinde yiizde
Vimentin diizeyi Sekil 4.13’te ve vimentin protein miktar1 da Tablo 4.9’de

gosterilmistir.

Absorbans(450nM)

0 ] 1 1
0 200 400 600
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Sekil 4.12. Vimentin protein seviyesinin standart egrisi (R?=0,98)
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Sekil 4.13. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG?2 hiicrelerinde ylizde Vimentin diizeyi ( % kontrole
gore) grafigi (p > 0,05).

Tablo 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde vimentin protein miktari ( p>0,05).

Vimentin protein miktar1 (ug/ul)
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
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan ELISA testinin yiizde vimentin diizeyi
verileri incelendiginde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8nM)+ICI (160 nM)
kombinasyon uygulamalarinin kontrol grubuna gére Vimentin diizeyinin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 gosterilmistir (p>0,05).
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4.6. HepG2 Hiicrelerinde Apoptozun Belirlenmesi

ApoTox-Glo ™ Tripleks Testi, tek bir test kuyusu ic¢inde canliligi,
sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyon olaylarini degerlendirmeye yarayan {i¢ analizin
birlesimidir. 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre ekildi ve HepG2 hiicreleri
cogaltildiktan sonra 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM)
kombinasyon uygulamalar1 ve ikinci grup olarak bu kimyasallara ilaveten 50 uM
Nekrostatin 1 (NEC) uygulamasi yapilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir kimyasal
uygulamas1 yapilmamistir. 24 saat uygulama sonrasinda ApoTox-Glo ™ Tripleks
testiyle HepG2 hiicrelerinde apoptoz liiminesans degeri belirlenmistir. Degerlendirilen
veriler Tablo 4.10°da ve veriler sonucu elde edilen grafik ise Sekil 4.14’te

sunulmustur.

Tablo 4.9. 8 nM BPA, 160 nM ICI, BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve
bu kimyasallara ilaveten 50 pM NEC uygulanmis HepG2 hiicrelerinde
yiizde apoptoz liiminesans verileri (*p<0,05, **p<0,01 ).

Uygulanan Kimyasallar % Apoptoz liiminesans
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 uM NEC+Kontrol 100
50 uM NEC+160 nM ICI 96,75+7,04
50 uM NEC+8 nM BPA 143,08+13,77**
50 uM NEC+160 nM ICI+8 nM BPA 93,811+6,28
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Sekil 4.14. 8 nM BPA, 160 nM ICI, BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve
bu kimyasallara ilaveten 50 uM NEC uygulanmis HepG2 hiicrelerinde
yiizde apoptoz liiminesans (% kontrole gore) grafigi (*p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001).

8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu ve
NECHICI, NEC+BPA ve NEC+ICI+BPA kombinasyonlar1 uygulanmis HepG2
hiicrelerinde yapilan ApoTox Tripleks testinin apoptoz liiminesans Vverileri
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon
uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli bir derecede arttigi goriilmiistiir (*p<0,05).
Ayrica 50 uM NEC+Kontrol grubuna gére 50 uM NEC+8 nM BPA uygulamasinin
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi1 goriilmektedir (**p<0,01). 50 uM NEC+8
nM BPA kombinasyonun 8 nM BPA gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede arttigi gosterilmistir (***p<0,001). Kontrole gére 8 nM BPA
uygulamasiyla apoptoz degismezken, nekroptozu inhibe eden Nekrostatin 1 (NEC)

ilave edilince apoptozun arttigi gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Kanser hiicreleri, viicudun diger bolgelerine invazyon ve metastaz yapma
potansiyeline sahiptirler ve hiicre dongiisii bilesenlerinin diizensizligine bagl olarak
aktif hiicre boliinmesi ile anormal bir sekilde ¢ogalirlar (146). HCC, karaciger kanseri
vakalarmin yaklasik % 80'inin lizerinde goriiliir Karaciger, ksenobiyotik metabolizma
ve detoksifikasyon siireclerinde yer alan 6nemli bir organdir. HepG2 insan hepatoma
hiicreleri, yiiksek proliferasyon oranlarina ve bir¢ok farkli karaciger fonksiyonlarini
yerine getiren epitel benzeri bir morfolojiye sahip tumorjenik olmayan hiicrelerdir
(15). BPA’nin biyotransformasyonu saglayan baslica organ karacigerdir. Yiiksek
nanomolar konsantrasyonlarda BPA, Ostrojenik aktivitenin yani sira karaciger ve
bobrek toksisitesi gosterdigi agiklanmistir (147).

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC) ad1 verilen ¢evresel kirleticiler ve ticari
tiriinler, endojen hormonlarin islevlerini taklit edebilirler veya bunlara miidahale
edebilirler. Bu miidahale hormon islevini degistirebilir veya engelleyebilir. En ¢ok
bilinen EDC ise bisfenol A’dir.

Bisfenol A polikarbonat plastiklerin ve epoksi reginelerinin iiretiminde
kullanilan bir kimyasaldir. BPA bazli polimerlerde ester baglar1 hidrolize maruz
kaldig1 igin, serbest BPA'nin gida, igecek ve gevreye salinmasina neden olur. Bu
nedenle gida tiikketimi ve gevresel alimlar yoluyla insan viicudunda birikir. BPA'nin
nanomolar konsantrasyonlarda diinyanin her yerinden toplanan serum, siit, tiikiirtik,
idrar gibi insan dokularinda tespit edilebilecegini ortaya koymustur (148).

BPA, klasik niikleer dstrojen reseptorleri yoluyla dstrojenik etkiler uygular ve
secici bir Ostrojen reseptdr modiilatorii gorevi goriir. BPA'nin Ostrojenik aktivitesi
ostradiol aktivesi kadar olmamakla birlikte karsilastirilabilir diizeydedir. Yapilan in
vivo calismada diisiik dozda BPA’nin istenmeyen sonuglara neden oldugu
gosterilmistir. BPA, 1pM ve 1nM arasindaki konsantrasyonlarda bazi hiicre
fonksiyonlarinda degisikliklere neden olurken hamile kadin, fetal ile yetiskin kaninda
ve diger dokularda yapilan dlgiimler sonucunda ortalama ve konjuge olmayan BPA
araliginin bu seviyeleri astig1 gosterilmistir (149). Yetigkin erkek fare yavrularina 2
ug/kg/giin veya 20 ug/kg/giin BPA uygulanmistir, prostat boyutunun ve agirliginin
arttigi, 20ug/kg/giin BPA'ya maruz kalma da ise Sperm iiretim etkinliginin %20
oraninda azaldigr goriilmiistiir (150). Diisiik doz BPA ayni zamanda beynin
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norokimyasint ve yapisini, saldirganlik, hiperaktivite ve 6grenme kusurlari gibi
davranis degisikliklerine ve kansere yol acar. Bu diisiik dozlu etkilerin reseptor aracili
yanitlarla iliskili oldugu varsayilir, ancak kesin molekiiler mekanizmalar
bilinmemektedir.

Fulvestrant (ICI), ER downregiile eden ve ER antagonisti olan yeni bir
antiostrojen tiirtidiir. Fulvestrant ER'ye baglanarak ER dimerizasyonunu azaltir ve
ER'ye bagimli progesteron reseptorii (PgR) ekspresyonundaki azalma ile birlikte ER
proteinin hizli bir sekilde bozulmasina ve kaybina yol agar (151).

Tez calismasinin ilk asamasinda BPA’nin ve Fulvestrant’in HepG2 insan
hepatoma hiicrelerindeki hiicre canliligini anlayabilmek i¢in 1 nM - 16 pM araliginda
artan dozlarda BPA uygulanmasiyla ve 2,5 nM — 160 nM araliginda artan dozlarda ICI
uygulanmasiyla hiicre canlilik deneyleri yapilmaistir.

Artan dozlarda BPA (1 nM- 16 uM) uygulanan HepG2 hepatoma hiicrelerde
48 saat uygulamadan sonra yiizde hiicre canliliginin, kontrol grubuna kiyaslandiginda
8 nM, 4 nM, 2 nM ve 1 nM derisimlerdeki BPA uygulamasinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir fakat kullanilan diger konsantrasyonlardaki BPA
uygulamalarina gore hiicre canliligi daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Daha sonraki
caligmalarimizda 8 nM BPA uygulamasinin kontrole gore kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli sekilde % 121’¢ artt1g1 belirlenmistir. Deneylerde kullanilan BPA dozu
8 nM konsantrasyon olarak se¢ilmistir. BPA'nin hepatositler tizerindeki etkilerini
incelendiginde diisiik dozda BPA maruziyetinin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliliginm
arttirdig1 goriilmiistiir (152). Yapilan bir in vitro ¢alismasina gore diisiik doz BPA'nin
meme hiicrelerinin proliferasyonunu etkiledigi agiklanmistir (153). Bu sonuglara gore
BPA, kanser hiicrelerinin bilyiimesine ve ¢cogalmasinda etkili olabilir.

Artan dozlarda ICI (2,5 nM- 160 nM) uygulanan HepG2 hepatoma hiicrelerde
48 saat uygulamadan sonra ylizde hiicre canliliginin, kontrol grubuna kiyaslandiginda
160 nM ICI uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli sekilde % 71,9’a kadar
diisiirdiigii  belirlenmistir (p<0,01). Deneylerde kullanilan ICI dozu 160 nM
konsantrasyon olarak se¢ilmistir. Yapilan bir in vitro calismada, 0,04-625 nM
araliginda artan dozda fulvestrant uygulanmis HepG2 hiicrelerinde, fulvestrantin ERa
ve Wnt sinyal yolaklar1 araciligiyla hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi aciklanmistir

(154).
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8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan MTT hiicre canlilik deneyine gore 8 nM
BPA’nin yiizde canlilik degeri %121,5’¢ istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artarken (p<0,001), 160 nM ICI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon degerleri
strastyla % 86,7°e ve % 62,1 ¢ istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (sirasiyla
p<0,05, p<0,001).

Talalay-Chou metoduyla, BPA ve ICI kombinasyonu HepG2 hiicre canliligi
tizerindeki etkileri incelenmistir. MTT deneyinden elde edilen hiicre canlilig1 sonuglari
CompuSyn yazilimi kullanilarak kombinasyon indeksi (Cl) ve doz azalim indeksi
(DRI) degerleri hesaplanmistir. BPA+ ICI kombinasyonuna (1:20) ait CI degerleri
0,30ile 0,60 arasinda bulunmustur. Bu durum HepG2 hiicre canliligina kars1 gézlenen
etkinin additif bir etki degil, sinerjistik bir etkilesimden kaynaklandigini
gostermektedir. Ayrica DRI >1 olarak gézlemlenmis, bu da BPA’nin Fulvestrant’in
sitotoksik etkisini arttirdigini gostermistir.

Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8
nM) +ICI (160 nM) kombinasyonu uygulamasindan 48 saat sonraki yiizde yara alani
kontrole kiyasla, 8 nM BPA ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon
uygulamasiyla hiicre gog¢iinde artma gozlenmistir. 8 nM BPA uygulamasinin
48.saatteki kontrole kiyasla yiizde yara alanini istatiksel olarak anlamli sekilde % 10
azaldig1 belirlenmistir (p<0,05). BPA (8nM) +ICI (160 nM) kombinasyonun ise
48.saatteki kontrole kiyasla yiizde yara alanint %30 azaldig belirlenmistir (p<0,01).
BPA uygulamasinin kanser hiicrelerinde ¢esitli faktorler etkisiyle migrasyon ve
invazyonu uyardigr aciklanmistir. Bu faktorler ise E-kaderin gibi epitelyal hiicre
baglantili proteinlerinin kaybi1 (123) ile N-kaderin ve vimentin gibi mezenkimal
biyobelirteglerin artmasidir (155) . Elde ettigimiz verilere dayanarak HepG2
hiicrelerinde BPA, fulvestrant, BPA ve fulvestrant kombinasyonunun hiicre
proliferasyonunda ve migrasyonunda etkili oldugu goriilmiistiir.

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, kaspaz aktivasyonuyla baslatici ve
Oliime gotiiriicti  6zellige sahiptir. Aktif kaspaz-3, kaspaz-7’nin aktivasyonu
programlanmis hiicre 6limiinii indiikler (156). Diger bir programlanmis hiicre 6limii
olan nekroptoz ise kaspaz bagimli degildir ve nekrostatin-1 ile inhibe edilmektedir

(157). Calismanin ikinci asamasinda ise, ApoTox-Glo ™ Tripleks testiyle 8 nM BPA,
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160 nM IClI ve BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalari ve ikinci grup
olarak bu kimyasallara ilaveten 50 uM Nekrostatin 1 (NEC) uygulanmis HepG2
hiicrelerinde apoptoz belirlenmistir.

Apoptoz liminesans verileri incelendiginde, yiizde apoptoz orani kontrol
grubuna kiyasla BPA (8 nM) +ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde %113’e kadar arttig1 goriilmistiir (p<0,05). Bu veriler
sonucunda HepG2 hepatoma hiicrelerine uygulanan kimyasallardan sadece BPA+ICI
kombinasyon uygulamasi apoptozun artmasina neden olmaktadir. SH-SY5Y
noroblastoma hiicre hattina uygulanan nanomolar dozda BPA’nin nekroptozu aktive
ettigi in vitro ¢alismayla gosterilmistir (158). OVCAR-3 over kanser hiicre hattinda
yapilan bir ¢aligmada, doza bagli BPA’nin hiicre proliferasyonunu arttirdigi ve
kaspaz-3 aktivitesini azalttig1 agiklanmistir (128).

Ayrica 50 uM nekrostatin ilave edilen kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
50 uM NEC+8 nM BPA uygulamasinin istatistiksel olarak anlaml sekilde %139’a
kadar arttig1 goriilmektedir (p<0,01). 50 uM NEC+8 nM BPA kombinasyonun 8 nM
BPA gore karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi goriillmektedir
(p<0,001). Kontrole gore kiyaslandiginda 8 nM BPA uygulamasiyla apoptoz
degismezken, nekroptozu inhibe eden Nekrostatin 1 (NEC) ilave edilince apoptozun
arttig1 gozlemlenmistir. Bu veriler sonucunda HepG2 hepatoma hiicrelerine uygulanan
kimyasallardan sadece BPA uygulamasiin nekroptozu etkiledigi ve NEC ilavesiyle
nekroptoz inhibe olarak apoptozun artmasina neden oldugu goriilmektedir.

Tez ¢aligmasinin {iglincli asamasinda ise 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA (8
nM) + ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmis HepG2 hiicrelerinde yapilan ELISA
testinin yiizde E-kaderin, N-kaderin ve vimentin proteinlerin diizey verileri
incelenmistir.

E-kaderin diizeyi verileri incelendiginde, 8 nM BPA ve 160 nM ICI
uygulamasinin E-kaderin diizeyinde kontrol grubuna kiyaslandiginda belirgin bir
degisiklik olmadig1 belirlenmistir. Fakat BPA (8 nM) + ICI (160 nM) kombinasyon
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla E-kaderin diizeyini istatiksel olarak anlaml
sekilde % 76,8’¢ azalttig1 belirlenmistir (p<0,05). BPA (8 nM) +ICI (160 nM)
kombinasyon uygulamasinin ICI grubuna kiyasla E-kaderin diizeyini anlamli sekilde
azalttig1 goriilmektedir (p<0,001).
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Yiizde N-kaderin diizeyi verileri incelendiginde ise 160 nM ICI ve BPA (8
nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarinin kontrol grubuna gore N-kaderin
diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde sirasiyla % 172°e ve % 176,9” a kadar
arttig1 belirlenmistir (p<0,05).

Vimentin diizeyi verileri incelendiginde, 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA
(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamalarinin kontrol grubuna gére Vimentin
diizeyinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Hiicre adezyon proteini olan E-kaderin, epitelyal hiicre belirtecidir. E-kaderin
fonksiyonunun kaybi epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicrelere farklilasmasina neden
olur. Bu durum mezenkimal hiicre belirtecleri olan N-kaderin ve vimentin
ekspresyonunu arttirir (123).

Yapilan yontemler sonucunda elde edilen bulgulara gére diisiik dozda BPA’nin
hiicre proliferasyonu ve migrasyonu arttirdigi, [CI’nin sitotoksik etkisinin artmasina
neden oldugu ve programlanmaisg hiicre 6liimii olan nekroptozu etkiledigi agiklanmuistir.
ICI uygulamasinin ise hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve hiicre adezyon proteini olan
N-kaderin protein diizeyini azalttifi goriilmiistiir. HepG2 hiicre canlilifina karsi
gbzlenen BPA+ICI kombinasyon etkisi sinerjistik bir etkilesim gostermektedir. Ayrica
hiicre proliferasyonunu azaltirken hiicre migrasyonunu arttirmaktadir. BPA+ICI
kombinasyonu hiicre adezyon proteinlerinden E-kaderin diizeyini azaltirken N-kaderin
diizeyini de arttirmistir. Apoptoz liiminesans verileri incelendiginde ise BPA+ICI
kombinasyonda apoptozun arttig1 goriilmektedir. Bu sonuglar hiicre 6liimiiniin yan
etkileri nedeniyle olusmaktadir. Epitelyal-mezenkimal gec¢is (EMT), hiicre-hiicre
adezyonu ve hiicre-matriks adezyonu kaybi yoluyla kanser hiicrelerinin metastazini
tesvik eden fizyolojik bir stirectir. EMT bircok morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler sonucu epitel hiicrelerin epitelyal dzelliklerini kaybederek mezenkimal
Ozellikler kazanmalart durumudur. E-kaderin proteinin kaybi1 N-kaderin protein
artmast epitel hiicrelerin mezenkimal 0Ozellik kazanmasimni saglar. Apoptoz ve
EMT'nin; farklilasma, morfogenez ve organogenez, yara iyilesmesi, doku yeniden
sekillenmesi ve homeostaz gibi hastaliklarla iligkili siire¢lerde 6nemli roller oynadigi
bilinmektedir. Apoptoz ve EMT'nin deregiilasyonu, karaciger ve bobrek fibrozu,
vaskiiler hastaliklar, embriyolarin anormal gelisimi, timor olusumu ve ilerlemesi gibi

cesitli patolojik siireglerle baglantilidir (159).
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢aligsmasi kapsaminda ICI (Fulvestrant) ve BPA kimyasalinin HepG2 insan

hepatoma hiicrelerine uygulanarak hiicrelerdeki proliferasyon, yara iyilesmesi, E-

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

veriler asagida degerlendirilmistir:

Artan dozlarda BPA (1 nM- 16 uM) uygulanan HepG2 hepatoma hiicrelerde
% hiicre canliligi 8nM BPA uygulamasiyla arttig1 tespit edilmistir.

Artan dozlarda ICI (2,5 nM- 160 nM) uygulanan HepG2 hepatoma hiicrelerde
% hiicre canliligi 160 nM uygulamasiyla azaldig: tespit edilmistir.

BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmis HepG2 hiicrelerinde %
hiicre canlilig1 azaldig1 belirlenmistir.

Talalay-Chou metoduyla, BPA ve ICI kombinasyonun HepG2 hiicre
canliligma kars1 goézlenen etkinin additif bir etki degil, sinerjistik bir
etkilesimden kaynaklandigi ve BPA’nin ICI’nin sitotoksik etkisini arttirdigi
gosterilmistir.

Yara olusturulmus HepG2 hiicrelerinde 8 nM BPA, 160 nM ICI ve BPA
(8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmasiyla % yara biiyiikligi 8 nM
BPA ve BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon uygulamasiyla azaldigi
gozlemlenmistir.

BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyon ve 50 uM NEC+8 nM BPA
uygulanmis HepG2 hiicrelerinde apoptozun arttig1 belirlenmistir.

BPA (8nM)+ICI (160 nM) kombinasyonu uygulanmis HepG2 hiicrelerinde,
hiicre adezyon proteinleri olan E-kaderin protein diizeyinin azaldigi, N-
kaderin protein diizeyi arttigi tespit edilmistir. Vimentin protein diizeyinde
herhangi bir degisiklik goriilmemistir.

Bu bulgular sonucunda diisiik dozda BPA maruziyeti ve ICl uygulamasi

HepG2 hepatoma hiicrelerinde hangi sinyal yolaklarmi etkileyecegi daha iyi

aciklanabilmesi igin daha ¢ok calismaya ihtiya¢ vardir. Ornegin, hiicre biiyiimesi,

apoptoz ve hiicresel homeostaz gibi hiicresel sistemde 6nemli olan Transforme edici

biiyiime faktorii B (TGF-B) sinyal yolagr ve c-Jun N-terminal kinazlarin (JNK) etkisi

arastirilarak aciklanabilinir.
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