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OZET

Senyildiz, M. (2016). Bisfenol A'nin Farkli Hiicre Kiiltiirlerinde DNA Metilasyonu ve
Histon Modifikasyonlar1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Sentetik monomer olarak endiistride polikarbonat plastik ve epoksi reginesinin
tiretiminde kullanilan bisfenol A (BPA), endokrin bozucu o6zelliginden dolay1 insan
sagliginda yiiksek risk olusturmaktadir. Kimyasallarin risk degerlendirmesinde
tehlikenin tanimlanmasi agamasinda toksisite mekanizmalarinin aydinlatilmasi 6nemli
bir adimdir. Son zamanlarda endokrin etkiler gdsteren cevresel kimyasallarin gen
ifadesindeki degisiklikler {izerindeki roliiniin epigenetik mekanizmalar ile iliskili
olabilecegi alternatif bir yol olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek lisans tezi kapsaminda
insan ndroblastoma (SH-SY5Y) ve insan prostat kanseri (PC-3) hiicrelerinde BPA'nin
doza bagh olarak gelisen toksisitesinde, DNA metilasyonunun, gen ekspresyonlarinin
ve histon modifikasyonlarinin roliiniin arastirilmast amaglanmistir. MTT ve NRU
testlerine gore BPA’nin 1Cso degerleri SH-SYSY hiicrelerinde sirast ile 183 ve 129 uM
ve PC-3 hiicrelerinde ise sirasi ile 217 ve 190 uM olarak belirlendi. % 5-metilsitozin (%
5-mC) seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 10 uM 96 saat BPA uygulanan SHSY-5Y
hiicrelerinde %45,42 (p<0,05) oraninda artarken, PC-3 hiicrelerinde ise %30,45 (<0,05)
oraninda azaldi. % 5-Hidroksimetilsitozin (% 5-hmC) seviyeleri ise kontrol grubuna
kiyasla 10 pM 96 saat BPA uygulanan SHSY-5Y hiicrelerinde %64,78 (p<0,001)
oraninda, PC-3 hiicrelerinde ise %90,55 (<0,001) oraninda arttti. PC-3 hiicrelerinde p16
geni promotor bolgesinde anlamli sekilde metilasyonda artig, genin ekpresyonunda ise
azalma gozlenirken, siklinD2 ve Rassfl genlerinin promotor bolgelerinde metilasyonda
ve gen ekspresyonunda ise anlamli olmayan degisiklikler gozlendi. SHSY-5Y
hiicrelerinde ise tiim c¢aligma gruplarinda metilasyonda ve gen ekspresyonlarinda
degisiklikler olmadig1 gozlendi. SHSY-5Y ve PC-3 hiicrelerinde H3K9 trimetilasyon,
H3K9 asetilasyon ve H3K27 trimetilasyon seviyelerinde ise kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik olmadigi goézlendi. Tez calismasindan elde
edilecek sonuglarin, endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar
molekiiler mekanizmalarin daha 1yi anlasilmasina katki saglamas1 beklenmektedir

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A; DNA metilasyonu; Histon modifikasyonlari,
Insan néroblastoma hiicreleri, Insan prostat kanseri hiicreleri

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 49182.
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ABSTRACT

Senyildiz, M. (2016). Investigation on the Effects of Bisphenol A on DNA Methylation
and Histone Modifications in Various Cell Cultures. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Bisphenol A (BPA), as synthetic monomer used in industry in the production of
polycarbonate plastic and epoxy resins, has endocrine disruptor properties and high risk
on human health. Defining the hazard identification under the risk assessment of
chemicals is an important step in the elucidation of the mechanism of toxicity. Recently,
showing the role of endocrine effects of environmental chemicals on the changes in
gene expression may be associated with epigenetic mechanisms are emerging as an
alternative way. The aim of this Master Thesis was to investigate the effects of BPA on
DNA methylation, gene expressions and histone modifications in human neuroblastoma
(SH-SY5Y) and human prostate cells (PC-3). ICso value of BPA was determined as 183
and 129 uM in SH-SY5Y cells and 217 and 190 in PC-3 cells by MTT and NRU tests.
We revealed decrease on the global levels of 5-methylcytocine (5-mC%) at 10 uM after
96 h BPA exposure in SH-SY5Y (45,42%, p<0,05) and increase in PC-3 cells (30,45%,
<0,05) when we compared to control groups. 5-hydroxymethylcytocine (5-hmC%)
levels increased at 10 uM after 96 h BPA exposure in SH-SY5Y (64,78%, p<0,001)
and PC-3 cells when we compared to control groups. We observed significant increase
on promoter DNA methylation and decrease on gene expression of pl6 gene, while
non-significant changes were found on promoter methylation and gene expression of
cycline D2 and Rassfl. In SHSY-5Y cells we did not show any changes on promoter
methylation and gene expression of these genes. Furthermore, we did not found
significant changes in global histon modifications (H3K9me3, H3K9%ac, HeK27me3)
SHSY-5Y and PC-3 cells. It is expected that results from this thesis will contribute to
better understanding of key molecular events in the toxicity of endocrine disrupting
chemicals for risk assessment process.

Key Words: Bisphenol A, DNA methylation, Histone modifications, Human
neuroblastoma cells, human prostate cancer cells.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlar1 ve dengeyi bozan, dogal
ya da sentetik maddeler endokrin bozucular (‘Endocrine Disruptors’) olarak adlandirilir.
Endokrin  bozucular; hormon yapimini, tasgmmasii, yikimmni ve atilimin
degistirebildikleri gibi hedef hiicrelerdeki etkilerini de degistirebilirler (Choi ve Jeung,
2003). Bu maddeler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etki gosterirler. Etkileri geri
donilisiimsliz olabilir ve gelisme asamasindaki bir organizmada meydana gelen bu
etkiler omiir boyu da gozlenebilir. Endokrin bozucular insan, hayvan ve bitkilerde
tireme ve gelisim sistemleri iizerine ciddi zararli etkiler gostermektedir. Sonug olarak,
endokrin sistem bozuklugu diinyada 6zellikle kadinlarda ve ¢ocuklarda olduk¢a 6nemli
bir saglik sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Solomon ve Schettler, 2000; Borget ve ark.,
2003; Daston ve ark., 2003). Endokrin bozucu kimyasallar yapisal olarak dstrojen ya da
androjene benzerler ve Ostrojen ya da androjen reseptorlerine baglanarak endojen
steroid hormonlarin aktivitelerini interfere ederler (Borget ve ark., 2003; Daston ve ark.,
2003; Hwang ve ark., 2011).

Bisfenol A [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan] (BPA) iki molekiil fenoliin bir
molekiil aseton ile diisiik pH’da ve yliksek sicaklikta birlesmesi ile elde edilen organik
bir bilesiktir. 1950'lerden itibaren sentetik monomer olarak endiistride polikarbonat
plastik ve epoksi recinesinin liretiminde kullanilan BPA, endokrin bozucu 6zelliginden
dolayr 6zellikle insan saglhiginda yiliksek risk olusturmaktadir (Wolstenholme ve ark.,
2011). BPA, gozliik lenslerinde, medikal malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve
icecek kutularinin i¢ kaplamalarinda, cep telefonlarinda, bilgisayarlarda, termal faks
kagitlarinda, giivenlik kasklarinda, kursun gec¢irmez malzemelerde, PVC pencerelerde,
otomobil parcalarinda, koruyucu giysilerde, toz boyalarda, polikarbonat siseler ve
kaplarda (siit ve su siseleri, bebek biberonlari), elektrik malzemeleri ve elektronik
parcalarin kaplamalarinda, dis dolgu malzemelerinde ve yapiskanlar gibi pek ¢ok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Olea ve ark., 1996). Normal kosullarda BPA'nin plastik
tagiyicilardan salinimi s6z konusu olmakta ve 6zellikle de yeni dogmus bebekler yogun
bakim fiinitelerinde yiiksek miktarda BPA’ya maruz kalmaktadir. Ostrojenik 6zellikte
olan BPA anne siitii ile bebege aktarilirken gebelikte de transplesental yol ile fetiise

ulasabilmektedir (Zama ve Uziimcii, 2010; LeBaron ve ark., 2010). BPA'nin plastik



tagiyicilardan gida, igecekler ve ¢evreye siirekli salinimi insanlarin bu kimyasala
maruziyetine sebep olmakta ve bu nedenle BPA insan saghginda yiiksek risk
olusturmaktadir (Brotons ve ark., 1995; Vandenberg ve ark., 2007).

Endokrin bozucularin risk degerlendirilmesinde tehlikenin tanimlanmasi
amactyla toksisitelerinde rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasi, regiilasyonlar i¢in
gereklilik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda, endokrin
etkiler gdsteren ¢evresel kimyasallarin gen ifadesindeki degisiklikler lizerindeki roliiniin
epigenetik mekanizmalar ile iligkili olabilecegi alternatif bir yol olarak gosterilmektedir
(Fleisch ve ark., 2012; Greally ve Jacobs, 2013). BPA’nin da ¢esitli sistemler iizerine
toksik etkilerinde epigenetik degisikliklerin roliiniin olabilecegi belirtilmektedir
(Kundakovic ve Champagne, 2011; Rezg ve ark., 2014). Yenidogan si¢anlara 24 saat
BPA maruziyetinin sican testislerinde Gstrojen reseptorlerinin promotor bolgelerinde
hipermetilasyonda artisa ve spermatojenez ve fertilite {izerine de advers etkilere sebep
oldugu gosterilmistir (Doshi et al., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptig1 bir ¢alismada da
primer epitel meme hiicrelerinde diisiik doz BPA maruziyetinin lizozom iliskili
membran protein (‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG
adalarinda DNA metilasyonunda artisa sebep oldugu ve beraberinde LAMP3 geninin
ekspresyonunu baskiladigi ve bu durumun meme kanseri riskini arttirabildigi
gosterilmistir. BPA'"min disi farelerdeki epigenetik etkilerinin kusaklararasi stirdiigii
gorilmistir (Singh ve ark., 2012). Tez ¢alismasinda; BPA’nin epigenetik degisiklikler
lizerine etkisini arastirmak amaciyla, farkli hiicre kiiltiirlerinde (prostat kanseri ve
noroblastoma hiicreleri) BPA’nin doza baglh olarak gelisen toksisitesinde, DNA
metilasyonu, gen ifadesi ve histon modifikasyonlar1 iizerine degisiklikler arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla, BPA’nin belirli konsantrasyonlarda hiicrelere maruziyeti
sonucu; 1) sitotoksisitesi; 2) global DNA metilasyonu ve 5-hidroksimetilsitozin tayini;
3) bazi tiimor baskilayict genlerin ve onkogenlerin promotor boélgelerindeki CpG
adalarindaki gene-6zgli DNA metilasyonu ve gen ifadeleri ve 4) histon

modifikasyonlari aragtirildi.

Tez calismasindan elde edilen sonuglarin, risk degerlendirme siirecinde
endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar molekiiler

mekanizmalarin daha 1yi anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik

DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, mitoz ve/veya mayoz
boliinme ile kalitimsal olarak aktarilan gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bilim dali
‘Epigenetik’ olarak adlandirilmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlari, mikroRNA’larin (mMiRNA) regiilasyonu olmak {izere baslica ti¢
temel mekanizma ile agiklanmaktadir (Sekil 2-1) (Sawan ve ark., 2008). Bu
mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya
baskilanmasina sebep olarak epigenetik hasarlara neden olmaktadir. Gen ifadesinde

olusan degisiklikler, DNA’nin farkli kromatin yapilarma paketlenmesiyle ortaya
cikmaktadir.
Kromozom [:
®

Kardes kromatid

Histon : @
modifikasyonlar1 @’

Niikleozom
'

: = -~ a;z;;;ﬂz«'ir“‘w
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"’ﬁ;\v‘ Protein

Sekil 2-1: Epigenetik modifikasyonlar (Sawan ve ark., 2008).

Okaryotik hiicrelerde DNA, histon proteinlerine baglanir ve olusan bu yapiya
kromatin denir. Kromatin, hiicre c¢ekirdeginde DNA, histon ve histon olmayan

proteinlerden olusan bir kompleks yapidir (Tsankova ve ark., 2007). Kromatinin temel



yapisal birimi olan niikleozom H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden ikiser tane
iceren bir histon oktomerinin etrafina sarilmig 146 baz ciftlik DNA molekiiliinden
olusmaktadir (Conley ve ark., 2006). Bu protein yapilar birbirlerine H1 histonlariyla
baglanirlar (Sekil 2-2).

Sekil 2-2: A. Niikleozom yapisi; B. Kromatin yapist.

Gen ifadesi hiicrelerde niikleozomlar Kkullanilarak kontrol edilir. Kromatin
yapisindaki  degisiklikler, transkripsiyonu diizenleyici komplekslerin DNA’ya
ulasabilirligini etkileme yolu ile gen ifadesini kontrol eder. Kromatinin sikilagip
yogunlasmis hali (heterokromatin) inaktif iken, gevsek hali (6kromatin) aktiftir (Sekil 2-
3).

Yogun paketlenme Gevsek paketlenme
heterokromatin Slcromatin

A B

Sekil 2-3. A. Heterokromatin; B. Okromatin.

Epigenetik mekanizmalar, DNA ve histonlar arasindaki iliskiyi diizenleyerek
genin transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif olmalarini saglarlar. Bu mekanizmalarin
herhangi birinde olusan modifikasyon, genlerin ifadesinin asir1 artmasma veya
baskilanmasina sebep olarak epigenetik hasarlara neden olmaktadir. Degisimler,

nesilden nesile DNA’daki diziyle degil, mitoz veya mayoz bdliinme yoluyla aktarilir.



Kromatin yapisinda meydana gelen baslica epigenetik modifikasyonlar; DNA

metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir.

2.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, genomun geri doniisebilir dogal bir modifikasyon
mekanizmasi olup, CpG dintikleotidinde bulunan, guanozin (G) tarafindan takip edilen
sitozin (C) bazinin 5. konumundaki karbonuna bir metil grubu (-CH3) baglanmasi ile
gerceklesir ve sonugta 5-metilsitozin (5-mC) olusur (Sekil 2-4) (Herman ve Baylin,
2003). Genom genelinde dagmik halde bulunan CpG diniikleotidlerinin %70’
metillenmis durumdadir. CpG adalar ise 6zellikle dokularda devamli ifade edilen bazi
genlerin promoter bolgeleri ve ilk ekzonlarinda ve metillenmemis halde bulunurlar
(Jones ve Takai, 2001). Promoter bolgelerinde 5-mC varligi, bulundugu kromozom

bolgesinde lokalize olan genlerin sessizlesmesine yol agar.

NH2
2\ SAM SAH
Ng 5‘\\ V R
2,6 ”
04 N DNMT @)
| |
7O 7 XOOOAN
Sitozin 5-metilsitozin

Sekil 2-4: Memeli genomunda sitozinin metilasyonu (Herman ve Baylin, 2003).

DNA metilasyonunda DNA metiltransferaz (DNMT) ve S-adenozil metiyonin
(SAM) 6nemli rol oynamaktadir. DNMT’ler, SAM tarafindan saglanan metil grubunu
sitozinin 5. konumundaki karbona aktaran enzimlerdir. Simdiye kadar memelilerde 5 tip
DNMT enzimi saptanmis olup; bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve onun
izoformu olan DNMT3L’dir (Yokochi ve Robertson, 2002).

Genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda goriilen DNA metilasyonu,
kromatin yapisinin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rol
oynamaktadir. Transkripsiyon faktorlerinin ve diger koaktivatorlerin promotore
baglanabildigi aktif kromatin yapisi, metillenmemis CpG diniikleotidleri igerir. Buna

karsin, transkripsiyon faktorlerinin promotore baglanamadigi inaktif kromatin yapisi



metillenmis CpG diniikleotidleri igerir (Esteller, 2007). Bir genin metillenme derecesi
ile ifade edilme derecesi arasinda ters bir iligski vardir. Hiicre farklilasmasiyla beraber
farkli dokularda farkli genlerin ifade edilmesinin temelinde bu diizenleme yatmaktadir.
Ayrica metilasyon dokuya oOzgiidir ve bir kere gerceklesince o dokunun biitiin
hiicrelerine aktarilir. Kanser hiicrelerinde genomda yaygin CpG diniikleotidlerinde
hipometilasyonla birlikte, promotor bdlgelerdeki CpG adaciklarinda hipermetilasyon
gbzlenir. Promotor boélge hipermetilasyonu devamindaki genin susturulmasina neden
olur ve ozellikle tiimor baskilayict genlerin etkisizlestirilmesinde 6nemlidir. Tablo 2-
1’de kanserde promotor bolge CpG adalarinda hipermetilasyona ugrayan énemli genler
gosterilmistir (Das and Singal, 2004). Genomda goézlenen yaygin hipometilasyon ise;
genomik kararsizliga yol acarak ya da susturulmus parazitik dizilerin ifade bulmasina

neden olarak kanser gelisimine katkida bulunabilir (Esteller, 2007).

Sitozinin  5-mC’den fakli olarak modifiye olmus degisik formlar1 da
bulunmaktadir. Bunlardan ilk kesfedileni 5-hidroksimetilsitozin (5-hmC)’dir (Sekil 2-
5). Son c¢alismalar, tiim sitozinlerin % 0,1-0,7 kadarmin hidroksimetilasyonla
isaretlendigini gostermektedir ki bu oran, 5-mC olusum oranindan daha azdir (Song ve
ark., 2012). Demir ve a-ketoglutarat bagimli dioksijenazlarin TET ailesine ait bir enzim
grubunun, molekiiler oksijen kullanarak bir hidroksil grubunu 5-mC’ye transfer ederek
5-hmC’in olusumuna neden oldugu rapor edilmektedir (Tahiliani ve ark., 2009). Bu
TET proteinleri, insan akut miyeloid 16semi gibi pek ¢ok kanser tiirlinde ve ¢esitli hiicre
soylarinda siklikla mutasyona ugramis veya ifadeleri baskilanmistir (Figueroa ve ark.,
2010; Nestor ve ark., 2011; Yang ve ark., 2013). Literatiirde, 5-hmC ile modifiye
edilmis CpG'lerin, tipik olarak aktif transkripsiyonu yapilan gen boélgelerinde fazla
miktarda bulundugu ve enhancer element ile transkripsiyona baglama bdlgesinde de
kiigiik topluluklar haline yer aldigi konusunda yaygin bir goriis bulunmaktadir
(Thomson ve ark., 2014). Nestor ve arkadaslar1 (Nestor ve ark., 2011) arrayler
kullanarak yaptiklar1 analizlerde, 5-hmC paterninin ayn1 dokularda son derece benzer
olmasina karsin, farkli doku ve hiicre tiplerinde fakliliklar icermesi nedeniyle hiicre ve
doku tiplerinin ayirt edilmesinde kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte,
fare beyninde global 5-hmC paterninin yagla birlikte dinamik olarak degistigi ve
melonama olusumu sirasinda global 5-hmC kaybinin oldugu belirlenmistir (Lian ve

ark., 2012; Szulwach ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda, 5-hmC paternindeki



degisimlerin bazi hastaliklarda tanimlayici bir marker olarak kullanimi yararl

olabilecegi bildirilmektedir.

Tablo 2-1: Kanserde promotor bilge CpG adalarinda hipermetilasyona ugrayan énemli
genler (Das and Singal, 2004; Henrique ve ark., 2006).

Gen Tiimoér Gelisimindeki Rolii Tiimér Tipi
APC Hiicre cogalmasinda dengesizlik, e Meme, akciger,
hiicre goeii, hiicre adhezyonu ve ozofagus
kromozomal stabilite
BRCA1 DNA tamir ve transkripsiyon Meme, ovaryum
aktivasyonunu etkileme
SiklinD2 Hiicre siklusu regiilasyonu Ovaryum, testis, mide
pl6 (CDKN2A) Siklin bagiml1 kinaz inhibitorii GIT, bas ve boyun,
NHL, akciger
DAPK1 Apoptozun baskilanmasi Akciger
e-cadherin Hiicre ¢ogalmasinda artig, invasyon, Meme, tiroid, mide
(CDH1) ve/veya metastaz
ER Hormon resistansi Meme, prostat
GSTP1 Bazi karsinojenlerin aktif Prostat, meme, bobrek
metabolitlerinin detoksifikasyonunun
kaybi
hMLH1 DNA onariminin bozulmasi ve gen Kolon, mide,
mutasyonlari endometriyum, ovaryum
MGMT p53 ilgili gen iceren DNA onarimi ve Akciger, beyin
ilag direnci
p15 Proliferasyon ve aktivasyona Loésemi, lenfoma,
kontrolsiiz hiicre girisi skuamoz hiicre
karsinomasi, akciger
Rassfl Hiicre ¢ogalmas1 kontroliiniin kaybi Akciger, meme,
ovaryum, bobrek,
nazofarengial
Rb Hiicre boliinmesi ve DNA replikasyonu | Retinoblastoma,

kontrolii i¢in gerekli olan genlerin
transkripsiyonunun bozulmasi

oligodendroglioma

VHL (von Lindel
Hippau)

RNA bagli protein degredasyonunda
hata sonucu RNA stabilitesinde
degisiklik

Bobrek hiicresi kanseri

Sitozinin  5-mC’den fakli

olarak modifiye olmus degisik formlar1 da

bulunmaktadir. Bunlardan ilk kesfedileni 5-hidroksimetilsitozin (5-hmC)’dir (Sekil 2-



5). Son c¢alismalar, tim sitozinlerin % 0,1-0,7 kadarmin hidroksimetilasyonla
isaretlendigini gostermektedir ki bu oran, 5-mC olusum oranindan daha azdir (Song ve
ark., 2012). Demir ve a-ketoglutarat bagimli dioksijenazlarin TET ailesine ait bir enzim
grubunun, molekiiler oksijen kullanarak bir hidroksil grubunu 5-mC’ye transfer ederek
5-hmC’in olusumuna neden oldugu rapor edilmektedir (Tahiliani ve ark., 2009). Bu
TET proteinleri, insan akut miyeloid 16semi gibi pek ¢ok kanser tiiriinde ve ¢esitli hiicre
soylarinda siklikla mutasyona ugramis veya ifadeleri baskilanmistir (Figueroa ve ark.,
2010; Nestor ve ark., 2011; Yang ve ark., 2013). Literatiirde, 5-hmC ile modifiye
edilmis CpG'lerin, tipik olarak aktif transkripsiyonu yapilan gen bolgelerinde fazla
miktarda bulundugu ve enhancer element ile transkripsiyona baslama bdlgesinde de
kiigiik topluluklar haline yer aldigt konusunda yaygin bir goriis bulunmaktadir
(Thomson ve ark., 2014). Nestor ve arkadaslar1 (Nestor ve ark., 2011) arrayler
kullanarak yaptiklar1 analizlerde, 5-hmC paterninin ayni dokularda son derece benzer
olmasina karsin, farkli doku ve hiicre tiplerinde fakliliklar icermesi nedeniyle hiicre ve
doku tiplerinin ayirt edilmesinde kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte,
fare beyninde global 5-hmC paterninin yasla birlikte dinamik olarak degistigi ve
melonama olusumu sirasinda global 5-hmC kaybimin oldugu belirlenmistir (Lian ve
ark., 2012; Szulwach ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda, 5-hmC paternindeki
degisimlerin bazi hastaliklarda tanimlayici bir marker olarak kullanimi yararh

olabilecegi bildirilmektedir.
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Sekil 2-5: DNA metilasyonu ve demetilasyonunun sematik gosterilmesi (Thomson, 2014).

2.3. Histon Modifikasyonlari

Histonlar, okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde, DNA’nin niiklezomlar halinde
paketlenmesini saglayan, lizin ve arjinince zengin olan bazik proteinler olup, bir takim
post-translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Niikleozomdan digartya ¢ikan histon
proteinlerinin, ¢ikint1 yapan bazik NH; (-amino) terminal uglarinda ger¢eklesen farkli
tipteki modifikasyonlarin, kromatine degisik gorevler yiiklemesine ‘“histon kodu
hipotezi” adi verilmektedir. Histon modifikasyonlari, enzimler yardimiyla histon
proteinlerine bagka molekiillerin eklenmesi veya ¢ikarilmasiyla olusur. Boylece, histon
proteinlerinin -amino ucunda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubiqutinizasyon,
ADP ribozilasyon ve sumozilasyon gibi cesitli post-translasyonel modifikasyonlar
gerceklesir (Tsankova ve ark., 2007). Sekil 2-6’da niikkleozom yapisi ve major histon
modifikasyonlar1 gosterilmistir (Tollefsbol, 2011). Bu modifikasyonlar birbirleriyle
iligkili olarak ve diziye 0Ozgiil bir bicimde gerceklesmektedir. Modifikasyonlarin
histonlarin elektrostatik yiikiinii etkileyerek kromatin yapisini degistirdigi ve protein
kompleksleri i¢in tanima bolgesi olusturdugu diisiiniilmektedir. Boylece histon-DNA ve

histon-histon iliskisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen
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ifadesinin kontrolii gibi bircok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir. (Strahl ve Allis,
2000; Grant, 2001; Peterson ve Laniel, 2004; Lizuka ve Smith, 2003).

*Yiiksek okaryotlar
(3 — **Drozofila
) \('capzpsoD **%insan

o)
QO |20, 1278 5,

13 /| @R e
\\,\ 3 /‘v ‘\«S"’Egy ik '::(\#'
> == 14

1

__/__—-—{”écRTr1® :
5 i

Prolin izomerizasyonu
Lizin sumolasyon
Lizin asetilasyonu
Lizin iibikitinasyonu
Serin fosforilasyonu

CBP/P300

Treonin fosforilasyonu
Lizin metilasyonu
Arjinin metilasyonu
HAT lar

HMTaz’lar

o4+ 0490

\
|

A4

e
\

Sekil 2-6: Niikleozom yapisi ve major histon modifikasyonlarinin sematik gosterimi ve rol
oynayan enzimler (Tollefsbol, 2011).

2.3.1. Histon Asetilasyonu
Histonlarin, N-uglarindaki lizin rezidiilerine asetil-koA’dan alinan asetil

grubunun eklenerek e-N-asetil lizin’e doniismesi olayma histon asetilasyonu denir.
Histon asetiltransferazlar (HAT) bu reaksiyonu katalizleyen enzimlerdir. Giiniimiize
kadar HAT aktivitesine sahip, substrat Ozgiilliigi olan 30 protein gosterilmistir.
Asetilasyon geri doniisiimlii olarak gergeklesen bir olay olup; histon deasetilasyonu ise,
histon deasetilaz (HDAC) enzimleri ile gergeklestirilen asetil grubunu lizinden koptugu

reaksiyonlardir (Sekil 2-7). Bugiine kadar 18 insan HDAC enzimi tanimlanmustir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lizin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetil-KoA
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Histon_deasetilaz&action=edit&redlink=1
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Sekil 2-7: HAT enzimi aracihgiyla histon asetilasyonu ve HDAC enzimi araciligiyla histon
deasetilasyonunun semetik gosterimi (Kim and Yang, 2011).

Histon asetilasyonu, transkripsiyonel aktivasyonla (agik kromatin-okromatin
olusumu) iligkilidir. Asetilasyon; histonlardaki pozitif yiiklii amin gruplarini nétral amid
baglarina dontistiiriir. HAT, art1 yiiklii histon ve eksi yiiklii DNA omurgasi arasindaki
giicli bag1 zayiflatarak DNA'nin transkripsiyon faktorleri tarafindan ulasilabilir hale
gelmesine yardimci olur. Bu durumda transkripsiyonel faktdrler DNA’ya baglanabilir
hale gelir. DNA’nin agilmasi ve RNA polimeraz gibi enzimlere maruz kalmasi gen

ifadesini baslatir.

Histon kuyruklarinda asetile edilecek olan lizinin yakinindaki aminoasit
dizisinin, asetilasyon enzimlerinin 6zgilil baglanmasinda roli vardir. Asetilasyon her
zaman ayni aminoasitlerden gerceklestirilmektedir. Ornegin, histon H3 &zellikle K9,
K14, K18 ve K23; histon H4 ise K5, K8, K12 ve K16 pozisyonlardaki lizin
aminoasitlerinden asetillenmektedir. Genel olarak, histon H3 veya H4’in lizin
rezidiilerinin asetilasyonu agik kromatin yapisina, transkripsiyon faktorlerinin kolay
ulasilabilirligine ve dolayisiyla aktif gen ifadesine yol agmaktadirlar. Deasetilasyonu
ise, inaktif gen ifadesi ile iliskili olup ve genel olarak metilasyon ile korelasyon
gostermektedir (Berger, 2007; Baguet ve Bix, 2004; Tanaka ve ark., 2011). Sekil 2-8’de
histon asetilasyonu ve deasetilasyonu ile iligkili agik ve kapali gen ifadesi sematik

olarak gosterilmistir (Mclntyre ve ark., 2007).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetilasyon
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96kromatin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=DNA_omurgas%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Transkripsiyon_fakt%C3%B6r%C3%BC
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Sekil 2-8: Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu ile iliskili acik ve kapah gen ifadesi
(Mclntyre ve ark., 2007).

2.3.2. Histon Metilasyonu
Histonlarda lizin ve arjininin azot atomlarinda lizin metiltransferaz (HKMT) ve

arginin metiltransferaz (HRMT) enzimleri ile gergeklesen post-translasyonel kovalent
bir modifikasyondur. Histon metiltransferaz (HMT) enzimleri, metil gruplarin
SAM’dan alarak, histonlarin lizin ve arginin rezidiilerine eklerler. Gilintimiizde,
proteomda 90’dan fazla HMT bilinmektedir. Histon demetilaz (HDM) enzimleri ise,
metil gruplarin1 lizin ve arginin rezidiilerinden uzaklastiran enzimlerdir. Lizin
rezidiileri, mono-, di- ve trimetile olabilirken (Sekil 2-9), arginin rezidiileri yalnizca
mono- veya dimetile olmaktadir (Greer ve Shi, 2012). Modifikasyona ugramis
rezidiiniin konumuna bagli olarak lizin metilasyonu son zamanlarda en c¢ok calisilan
olaylardan biridir; ¢iinkii gen ifadesinde 6nemli bir aktivator veya inhibitor olarak rol

almaktadir. (Schlesinger ve ark., 2007).
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Sekil 2-9: Lizin rezidiilerinin mono-, di- ve trimetilasyonu (Klose ve Zhang, 2007).
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En ¢ok calisilan lizin metilasyonlari, histon H3’tin K4, K9, K27, K36 ve K79
rezidiilerinde ve Histon H4’tin K20 rezidiisinde olmaktadir. Ozellikle, histon H3
kuyrugu metilasyonunun epigenetik diizenlemede merkezi bir rolii vardir. Histon H3’lin
-amino terminalindeki K9 ve K27 lizin rezidiilerinin di- ve trimetilasyonu (H3K9me2,
H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) ile H4’tiin K20 lizin rezidisiiniin trimetilasyonu
(H4K20me3) heterokromatik bolgelerde yaygindir (Jorgensen ve ark., 2013). Diger
yandan, histon H3’tin K4 lizin rezidiisiniin di- ve trimetilasyonu (H3K4me2,
H3K4me3) ile K36 lizin rezidisiiniin trimetilasyonu (H3K36me3) 6kromatik bolgelerde
yaygindir (Baguet ve Bix, 2004; Berger, 2007; Tanaka ve ark., 2011). Bu nedenle bu
modifikasyonlar, kanser ve diger birgok hastalikta patojenik rollere sahip olabilen
proteinleri olusturan biyokimyasal ve biyolojik bilginin kontroliinde ve gen ifadelerinde

¢ok 6nemlidir (Schneider ve ark., 2002; Jones ve Baylin, 2007).

Kanser hiicrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda
artis ve azalmalar olmaktadir. Farkli kanser tiplerinde, hatta ayn1 kanser tipinin degisik

evrelerinde farkli histon modifikasyonlar1 gézlenir.

2.3.3. Epigenetik Degisikliklerin Arastirnmasinda Kullamilan Teknikler

DNA  metilasyonunun arastirilmast  amaciyla ¢ok sayida  yontem
kullanilmaktadir. Bu amagla, tiim genoma yonelik (global/genom ¢apinda) ya da gene
0zgii diizeyde metilasyon analiz yontemleri gelistirilmistir.

5-mC igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki degisiklikleri tayin
etmede hizli ve kullanilish bir parametredir. Bu amagla, DNA’da 5-mC’nin kantitatif
tayini yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilmektedir. Bunun
icin, genomik DNA oOnce niikleaz P1 enzimi, daha sonra alkali fosfataz enzimi ile
deoksiriboniikleozidlerine hidrolize edilir ve serbest niikleozidler ultraviyole diode-
array detektér (UV-DAD) donanimli HPLC (Gehrke, 1984, Ramsahoye, 1992, Fuke ve
ark., 2004; Sandhu ve ark., 2009; Armstrong ve ark., 2011) ya da kiitle spektrofotometre
donanimli s1vi kromatografisi (LC-MS/MS) sistemi (Song ve ark., 2005; Ma ve ark.,
2009; Hu ve ark., 2010) ile analiz edilir. Ayrica son yillarda 5-mC’ye 6zgiil anti-5-mC
antikor ile Elisa teknigi ile global 5-mC tayini gerceklestirilmistir (Jenkins ve ark. 2013;
Guz ve ark. 2014; Senyildiz ve Ozden, 2015).

Gene 0Ozgii metilasyon analizlerinde ilk olarak southern blot yontemi

kullanilmistir. Bu yontem, genomik DNA’nin metilasyona duyarli bir restriksiyon


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Histon_3&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Epigenetik
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enzimi ile (Orn: Hpall) kesimi ve ardindan hibridizasyonu esasina dayanir (Bird ve
Southern, 1978). Fakat fazla miktarda DNA (5 ng ya da daha fazla) kullaniliyor olmasi
bu yonteme sinirlamalar getirmistir. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
kesiminden sonra PCR uygulamasi (‘methylation-sensitive restriction enzyme related

PCR’) southern blot analizinden daha hassas bir yontem olmustur.

Bisiilfit modifikasyonunu takiben DNA dizi analizi (bisiilfit dizi analizi) ilk
olarak Frommer ve arkadaslari (Frommer ve ark., 1992) tarafindan 1992’de
gelistirilmis olup, bu yontem Clark ve arkadaglar1 (Clark ve ark., 1994) tarafindan
optimize edilmistir. O zamandan bugiine kadar bisiilfite genomik dizileme metilasyon
analizlerinde standart bir test olmustur. Bu yontem, hedef dizide 5-mdC‘lerin tayini igin
cok 1yi bir aractir. Yontem, tek iplik¢ikli DNA’daki sitozinleri sodyum bistilfitin urasile
deamine etmesi esasina dayanir ve bu esnada 5-mdC degismeden kalir. Daha sonra bu
modifiye edilmis DNA, degistirilmis dizi i¢in 6zglin olan bir primer seti kullanilarak
PCR ile g¢ogaltilir. Bu ¢ogalmada tiim urasiller (degistirilmis sitozinler) timin olarak
cogalirken, yalnizca 5-mdC’ler sitozin olarak kalir. Cogalmis pargalara ya direkt olarak
ya da her bir molekiiliin klonlanmasindan sonra dizi analizi yapilir. Elde edilen analiz
sonucu, referans DNA dizisi ile kiyaslanarak metilasyon analizi kantitatif olarak
gerceklestirilir. Boylece bisiilfit dizi analizi sonucunda bdlgedeki her CpG’nin
metilasyon durumu ile ilgili bilgi edinilir. Ayrica, bisiilfit PCR sonrasinda elde edilen
tirlin restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak da analiz edilebilir. Bu teknik kombine
bistilfit restriksiyon analizi (combined bisulfite restriction analysis, COBRA) olarak

adlandirilir (Xiong ve Laird, 1997).

Daha sonralari, Herman ve arkadaslar1 tarafindan bisiilfit modifikasyonunu
takiben PCR analizi (metilasyona-6zgii PCR, MSP) gelistirilmistir (Herman ve ark.,
1996). Bu yontemde, bisiilfit ile modifikasyon sonrasi metillenmis ve metillenmemis
DNA’lar arasindaki dizi farkliliklarindan yola ¢ikilarak tayin yapilmaktadir. Bisiilfit ile
modifikasyon sonrasinda sitozinler urasile deamine olur ve urasiller PCR sirasinda
timine doniigiir. PCR, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢in 6zgiin olan primer
ciftleri kullanilarak yapilir. MSP, DNA’nin belirli bir bolgesindeki metilasyonun varligi
hakkinda bilgi verir, fakat ka¢ adet CpG dintikleotidinde metilasyon oldugu
saptanamaz. Bununla birlikte, basit, hizl1 ve az miktarda DNA’dan sonug elde edilebilen

bir yontemdir. ikincil olarak da ¢ok az maliyet gerektirir ve ¢ok fazla sayida drnegin
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analizine olanak saglar. Bu nedenle, sik kullanilan altin standart teknik olarak
goriilmektedir. Son yillarda metilasyon analizlerine birgok yeni yoOntemler de
eklenmektedir. Bunlardan bazilar1 ise bistilfite modifikasyonunu takiben yapilan
MethyLight (Eads ve ark., 2000), HeavyMethyl (Cottrell ve ark., 2004) ve MethylQuant
(Thomassin ve ark, 2004) gibi real-time PCR analizleridir.

Yukarida bahsedilen yontemler gene/diziye 0zgii yontemler olup, genom
capinda da DNA metilasyonu analizlerinin yapilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Brena
ve ark., 2006). Metillenmis DNA immiinopresipitasyonu (‘methylated DNA
immunoprecipitation, MeDIP’) teknigi, metillenmis DNA’larin anti-metilsitozin
antikorlar1 ile immunopresipitasyon prensibine dayali olarak izole edilmesi esasina
dayanir (Weber ve ark., 2005). FElde edilen MEDIP DNA’larin mikrodizilere
uygulanmasi son yillarda olduk¢a 6n plana ¢ikmaktadir (Chen ve ark., 2010; Butcher ve
Beck, 2010; Cheung ve ark., 2010; Li ve ark., 2010; Palmke ve ark., 2011; Ruike ve
ark., 2010). Boylece; mikrodizi analizi ile genom ¢apinda metillenmis ve metillenmemis
genler aciga cikarilarak kiyaslama yapilmaktadir. Gene 6zgii histon modifikasyonlarinin
protein seviyeleri Chip teknigi, sensitive PCR ya da sekanslama ile yapilmaktadir.
Global histon modifikasyonlar1 total histon proteinlerinde antikor kullanilarak Western
Blot yontemi ya da Elisa teknigi ile gerceklestirilmektedir. Tablo 2-2’de epigenetik
degisiklikleri tayin etmede kullanilan yoOntemler avantajlari ve dezavantajlariyla

verilmistir.



Tablo 2-2: DNA metilasyonunu analiz etmek i¢in kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar

Kategori Yoéntem Avantajlari Dezavantajlar: Referans
Global metilasyon Metil gruplarinin radyoaktif | Maliyeti azdir, CpG adalarinin tamamin1 | Lokal metilasyon degisikliklerini 6lgmek | (Balaghi ve ark.
analizi isaretlenmesi kapsar. icin uygun degildir. 1993; Soarez ve ark.

Radyoaktif temellidir.

1999)

Global metilasyon
analizi

DNA metilasyonuna farkli
duyarliliktaki restriksiyon
enzimlerinin kombinasyonu

Maliyeti azdr.
Radyoaktif olmayanlarda temel cihazlar
kullanilir.

Lokal metilasyon degisikliklerini 6lgmek
icin uygun degildir.
Tamamen CpG adalarin1 kapsamaz.

(Goelz ve ark. 1985;
Ben-Hattar ve ark.
1988)

Global metilasyon
analizi

Anti-metilsitosin antikoru
tarafindan yakalanan DNA
metil gruplarinin fluorimetrik
Olciimii

Radyoaktif olmayanlarda tiim CpG
adalar Olgiiliir.

Lokal metilasyon degisikliklerini 6l¢mek
icin uygun degildir.

Maliyet antikor ve 6zel cihazlarla
iligkilidir.

(Habib ve ark. 1999;
Poloni ve ark. 2013)

Global metilasyon
analizi

Metil-sitozinlerin HPLC ile
belirlenmesi

Radyoaktif olmayanlarda tim CpG
adalar Olgiiliir.

Lokal metilasyon degisikliklerini 6l¢gmek
icin uygun degildir.

Maliyet 6zel cihazlarla iligkilidir.

Ileri derecede cihaz bilgisi gerektirir.

(Friso ve ark. 2002;
Ramsahoye ve ark.
2002)

Global metilasyon
analizi

Tekrarlanan elementlerde
DNA metilasyonunun
saptanmasi

Radyoaktif olmayanlarda sadece temel
cihazlar kullanilir.

Lokal metilasyon degisikliklerini 6lgmek
icin uygun degildir.
Tamamen CpG adalarini kapsamaz.

(Kim ve ark. 2007,
Yang ve ark. 2004)

Lokal metilasyon
analizi

DNA metilasyonuna farkli
sekillerde duyarli olan
restriksiyon enzimleriyle
kesilmis DNA materyalinin
PCR ile amplifikasyonu

Radyoaktif olmayanlarda sadece temel
cihazlar kullanilir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim hedef
CpG adalarini kisith kapsar.

(Singer ve ark. 1990)

Lokal metilasyon
analizi

DNA metilasyonuna farklt
sekillerde duyarli olan
restriksiyon enzimleriyle
kesilmig DNA materyalinden
genomik bolgelerin Southern
Blotlama ile tespit edilmesi

Sadece temel cihazlar kullanilir.

Radyoaktif blotlamada,
restriksiyonlarin hedef CpG adalarin
kisitli kapsar.

(Goelz ve ark. 1985)

Lokal metilasyon
analizi

Bisiilfit modifikasyonu ve
direkt sekanslama

Sadece temel cihazlar kullanilir.
CpG’lerdeki DNA metilasyonunu
belirleme yetenegi restriksiyon enzimleri
ile kesim bolgelerindeki sinirlamalardan

Bisiilfit modifikasyonundan sonra
timinlerin uzamasina gore bazen primer
dizayni zor olabilir.

Elektroferogram sekanslama

(Formmer ve ark.
1992; (Paul ve ark.
1996)




bagimsizdir.

sinyallerinin sitozinlerin lizerindeki
timinlerin yliksek oranda bulunmasina
gore Ol¢iimil zordur.

Lokal metilasyon
analizi

DNA materyalini kesen ve
farkli duyarliliktaki Cpg
adalarin1 TpG’ye modifiye
olmasini saglayan
restriksiyon enzimleriyle
bistilfit modifikasyonu ve
PCR amplifikasyonu
(COBRA) ve restriksiyon
enzimleri ile kesim

Sadece temel cihazlarin kullanimini
gerektiren ¢ok kolay bir yontemdir.

Bisiilfit modifikasyonundan sonra
timinlerin uzamasina gore bazen primer
dizayni zor olabilir.

Tamamen CpG adalarin1 kapsamaz.

(Eads ve ark. 2002;
Xiong ve ark. 1997)

Lokal metilasyon
analizi

Bisiilfit modifikasyonu,
klonlama ve sekanslama

Sadece temel cihazlar kullamlir.
CpG’lerdeki DNA metilasyonunu
belirleme yetenegi restriksiyon enzimleri
ile kesim bolgelerindeki
siirlamalarindan bagimsizdir.

Gtivenli sekanslama elektroferogramlari
mevcuttur.

Bisiilfit modifikasyonundan sonra
timinlerin uzamasina gore bazen primer
dizayni zor olabilir.

[statistiksel olarak kiyaslayabilmek igin
her 6rnek igin yiiksek sayida klona
ihtiyag vardir.

(Warnecke ve ark.
2002)

Lokal metilasyon
analizi

Bisiilfit modifikasyonu
(dijital bisiilfit sekanslama)

Sadece temel cihazlar kullanilir.
CpG’lerdeki DNA metilasyonunu
belirleme yetenegi restriksiyon enzimleri
ile kesim bolgelerindeki sinirlamalardan
bagimsizdir.

Giivenli elektroferogramlart mevcuttur.

Bisiilfit modifikasyonundan sonra
timinlerin uzamasina gore bazen primer
dizayni zor olabilir.

(Weisenberger ve
ark. 2008)

Lokal metilasyon
analizi

Bisiilfit modifikasyonu ve
pirosekanslama

Sadece temel cihazlar kullanilir.
CpG’lerdeki DNA metilasyonunu
belirleme yetenegi restriksiyon
bolgelerindeki sinirlamalardan
bagimsizdir ve kolay 6l¢iilebilir.

Amplikon buyutu sinirlidir.

Bisiilfit modifikasyonundan sonra
timinlerin uzamasina gore bazen primer
dizayni zor olabilir.

(Tost ve ark. 2007)

Lokal metilasyon
analizi

Bisiilfit modifikasyonu ve
kiitle spektrometresi ile tespit
etme

CpG’lerdeki DNA metilasyonunu
belirleme yetenegi restriksiyon enzimleri
ile kesim bdlgelerindeki sinirlamalardan
bagimsizdir. Pirosekanslamadan sonra
genis amplikonlarin analizlerini elde
etmek miimkiindiir.

Lokal metilasyon degisikliklerini 6l¢mek
icin uygun degildir.

Maliyet 6zel cihazlarla iligkilidir. fleri
dereceli cihaz bilgisi gerektirir.

(Ehrich ve ark. 2005)
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Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Metile- duyarli ve metile
duyarli olmayan enzimlerin
kombinasyonu ile elde edilen
metile bolgelerin
amplifikasyonu (AIMS)

Sadece temel cihazlar kullanilir. Genom
capindaki bolgesel metilasyon
degisikliklerini saptayabilir.

Epigenom haritalamast i¢in bir ydontem
olmasindan ziyade epigenetik
farkliliklar1 belirler.

(Frigola ve ark. 2002)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Ligasyon aracili PCR(HELP)
ile Hpall kiigiik boyuttaki
parcaciklarin
zenginlestirilmesi.
(Zenginlestirme metile-
duyarli olan ve metile-
duyarli olmayan enzimlerin
kombinasyonlari ile meydana

gelir.)

Sadece temel cihazlar kullanilir. Genom
capindaki bolgesel metilasyon
degisikliklerini saptayabilir.

Epigenom haritalamasi i¢in bir yontem
olmasindan ziyade epigenetik
farkliliklar belirler.

(Weber ve ark. 2005)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Metillenmis DNA
immunopresipitasyon ve chip
hibridizasyon (MeDIP ve
Chip)

Genom ¢apindaki bolgesel metilasyon
degisikliklerini saptayabilir.

Sinirlt restriksiyon enzimleri ile kesim
bolgelerinden bagimsizdir.

Maliyet spesifik antikor ve dizilemeyle
iliskilidir.

Verilerin bir kism1 biyoinformatik bilgi
gerektirir.

CpG rezoliisyonu olmaksizin DNA
metilasyonundaki degisiklikler tespit
edilebilir.

(Ordaway ve ark.
2006)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

DNA’nin metile
fraksiyonlarinin McrBC
enzimi ile azalmasi ve Chip
dizilerine hibridizasyon

Genom ¢apinda bdlgesel metilasyon
degisikliklerini saptama 6zelligindedir.
Biitiin metile sitozinlerdeki MrcBC’lerin
etkisinden dolay1 sinirli restriksiyon
enzimleri ile kesim bolgelerinden
bagimsizdir.

Maliyet spesifik antikor ve dizilemeyle
iligkilidir.

Insan genomunda sinirlidir. Baz1 spesifik
CpG adalarinda kapsami sinirlidir.
Verilerin bir kismi biyoinformatik bilgi
gerektirir.

(Bibikova ve ark.,
2011; Bibikova ve
ark. 2009)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Infinium Human
Methylation27 Bead-Chip
dizileme. Bisiilfit modifiye
edilmis CpG metilasyon
bolgelerindeki SNP’lerin C/T
(oranini tespit eden DNA’lar
ile SNP dizileme.

Genom ¢apinda bolgesel metilasyon
degisikliklerini saptama yetenegindedir.
Sinirli restriksiyon enzimleri ile
kesimbolgelerinden bagimsizdir.
Insanlarda biyolojik olarak uygun CpG
adalarini sorgulamada verimli bir
yontemdir.

Maliyet spesifik antikor ve dizilemeyle
iliskilidir.

Insan genomunda sinirlidir. Bazi spesifik
CpG adalarinda kapsami sinirhidir.
Verilerin bir kismi biyoinformatik bilgi
gerektirir.

(Taiwo ve ark. 2012)

Genom ¢apinda

Metile DNA baglama

Genom capinda bolgesel metilasyon

Maliyet sekanslamayla iliskilidir.

(Brinkman ve ark.
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metilasyon analizi

domaini MeCP2 kullanilarak
metile DNA’larin
yakalanmasi takiben
sekanaslama yapilmasi.

degisikliklerini saptama yetenegindedir.

Sinirli restriksiyon enzimleri ile kesim
bdlgelerinden bagimsizdir.
Sekanslamanin maliyeti genomun
azaldigini gosteren analize gore
diisiiktiir.

Genomdaki metilasyonu iyi kapsar.

Verilerin bir kismi biyoinformatik bilgi
gerektirir.

2010)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Bisiilfit sekanslamanin
azaldigim gosterilmesi
(RRBS)

Genom ¢apinda bolgesel metilasyon

degisikliklerini saptama yetenegindedir.

Sinirl: restriksiyon bolgelerinden
bagimsizdir.

Sekanslamanin maliyeti genomun
azaldigini gosteren analize gore
diisiiktiir.

Maliyet spesifik antikor ve
sekanslamayla iligkilidir.

Verilerin bir kism1 biyoinformatik bilgi
gerektirir.

Zay1if CpG boélgelerinde metilomlarin
kapsami kisitlidir.

Gu ve ark. 2010; Gu
ve ark. 2011)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Bisiilfit uygulanmis
DNA’larin deep
sekanslanmasi

Genom ¢apinda bolgesel metilasyon

degisikliklerini saptama yetenegindedir.

Sinirl restriksiyon enzimleri ile kesim
bolgelerinden bagimsizdir. CpG
adalarindaki DNAmetilasyonu direkt
Olciilebilir.

Sekanslamalarin maliyeti yiiksektir.
Verilerin bir kismi biyoinformatik bilgi
gerektirir.

(Lister ve ark. 2008;
Lister ve ark. 2009)

Genom ¢apinda
metilasyon analizi

Tek molekiil, Real Time
sekanslama (SMART)

Genom ¢apinda bdlgesel metilasyon

degisikliklerini saptama yetenegindedir.

Sinirlt restriksiyon enzimleri ile kesim
bolgelerinden bagimsizdir. CpG
adalarindaki DNAmetilasyonu direkt
olgiilebilir. Bisiilfit modifikasyonuna
gerek yoktur.

Sekanslamalarin maliyeti yiiksektir.
Verilerin bir kism1 biyoinformatik bilgi
gerektirir.

(Flusberg ve ark.
2010)
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2.4. Bisfenol A (BPA)

1950'lerden itibaren endiistride polikarbonat plastik ve epoksi reginesinin
iiretiminde sentetik monomer olarak kullanilan BPA, endokrin bozucu o6zelliginden
dolay1 ozellikle insan sagligi agisindan yiiksek risk olusturmaktadir (Wolstenholme ve
ark., 2011). BPA’nin yiiksek iiretim hacmi, plastiklerin yaygin kullanimi ve saglik
acisindan yan etkileri nedeniyle bilimsel g¢evreler, diizenleyici otoriteler ve halkin

dikkatini ¢ekmektedir (Halden, 2010).

2.4.1. BPA’nin Kimyasal Yapisi

BPA [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan] iki molekiil fenoliin bir molekiil aseton
ile diisik pH’da ve basingta ve yiiksek sicaklikta kondensasyonu ile elde edilen bir
bilesiktir. 1891 yilinda Kimyager A. P. Dianin tarafindan ilk defa sentezi
gerceklestirilmistir (Lintelmann ve ark., 2003). Sanayide birgok amagla {iretilen

urinlerde hammadde olarak kullanilmaktadir.

BPA, doymamis iki fenol halka icermesi bakimindan giiclii sentetik Gstrojen
olarak bilinen dietilstilbestrol (DES)’e benzer kimyasal yapiya sahiptir. Ancak endojen
Ostrojen hormonu olan 17 B-0stradiol ile kimyasal yapilar karsilastirildiginda aralarinda
hicbir benzerlik olmadig: goriilmektedir (Gaido ve ark., 1997). Sekil 2-10°’da BPA, DES
ve B-0stradiol’iin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

C||-13
-0
o

Bisfenol A

Dietilstilbestrol
(DES) OH

HO

B-ostradiol

Sekil 2-10: BPA, DES ve B-ostradiol’iin kimyasal yapisi.
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2.4.2. BPA’nin Fizikokimyasal Ozellikleri
BPA’nin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2-3’de verilmistir.

Tablo 2-3: BPA’nin genel ézellikleri (Sigma-Aldrich Uriin Giivenlik Bilgi Formu, 2014).

Genel Ad1 Bisfenol A

IUPAC adlandirmasi 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan
CAS numarast 80-05-7

Endeks numarast 604-030-00-0

Goriiniis Fiziksel hal: kristal; Renk: bej
Koku Kokusuz

Kimyasal formiilii Ci5H160;

Yapisal formiilii (CH3)2-C(CeH4-0OH),
Molekiiler agirlig 228,9 g/mol

Erime sicakligi 158-159°C-lit

Donma sicaklig1 -156,5°C

Kaynama sicaklig 220°C (0,5 kPa)

Su igerisindeki ¢oziintirligi 25°C’de 0,298 g/LL
Uguculugu 193°C (1 atm basingta)
Sudaki ¢oziiniirliigii (25°C) 120 mg/L

Bagil yogunluk (su=1) 1,2 g/L

BPA hem asit hem de alkaliyle katalizlenebilen reaksiyon sonucu olugsa da yan
iirlin miktarinin ve sayisinin minimuma indirilmesi i¢in endiistriyel {liretimde asitle
(hidroklorik asit) katalizleme tercih edilmektedir. Reaksiyon sonucu, daha diisiik
saflikta ve epoksi re¢ine imalatinda kullanilan BPA ve yliksek saflikta ve polikarbonat
imalatinda kullanilan BPA olmak {izere iki farkli kalitede {irlin olusmaktadir (Yildiz,

2009).

2.4.3. BPA’min Kullamim Alanlari

BPA, 1930’lu yillarda Dodds ve Lawson tarafindan sentetik Ostrojen olarak
sentezlenmis, ancak Ostrojenik etkinliginin az olmasi nedeniyle kullanima girmemistir
(vom Saal ve ark, 2004; Dodds ve Lawson. 1936). 1950’li yillarda polikarbonatlarin
tretiminde kullanilmaya baslanmistir. BPA diinya genelinde en fazla tiretilen kimyasal
maddelerden biridir. Yillik {iretimi  2-3 milyon tonu asmaktadir. BPA, gozliik

lenslerinde, medikal malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve igecek kutularinin i¢
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kaplamalarinda, cep telefonlarinda, bilgisayarlarda, termal faks kagitlarinda, glivenlik
kasklarinda, kursun gecirmez malzemelerde, PVC pencerelerde, otomobil pargalarinda,
koruyucu giysilerde, toz boyalarda, polikarbonat siseler ve kaplarda (siit ve su siseleri,
bebek biberonlari), elektrik malzemeleri ve elektronik pargalarin kaplamalarinda, dis
dolgu malzemelerinde ve yapiskanlar gibi pek cok alanda yaygin olarak kullanildig:
bildirilmistir (Olea ve ark., 1996).

2.4.4. BPA’ya Maruziyet

Gida ve igeceklerin insan maruziyetinin temel nedeni oldugu diistiniilmektedir.
Normal kosullarda dahi BPA'nin plastik tasiyicilardan saliniminin s6z konusu oldugu
belirtilmektedir. Ozellikle yeni dogan yogun bakim iinitelerinde bebekler yiiksek
miktarda BPA’ya maruz kalabilmektedir. Ayrica, yazar kasa fislerinde kullanilan termal

kagitlar araciligiyla deri yolu ile de yaygin bir maruziyet s6z konusudur (Singh ve Li,
2012).

BPA polikarbonat igecek siselerinde yapisal bir bilesendir. Ayn1 zamanda bu
bilesen yiyecekleri koruyabilmek i¢in metal kutular1 kaplamada kullanilmaktadir. BPA
1960’lardan beri yiyecek paketlemede kullanilmaktadir. Cogu zaman yiyecekler bazi
ambalaj materyalleri ile indirekt temasta oldugundan, ambalajlama materyallerinden
kiigiik fakat oOlgiilebilir miktarda BPA yiyeceklere gegip bozulmalarma sebep

olabilmektedir.

Avrupa Gida Giivenligi Uzmanlar Kurulu (‘European Food Safety Authority’
EFSA) BPA maruziyeti ve toksisitesini degerlendirdigi raporunda; BPA’nin mevcut
maruziyet seviyelerinin herhangi bir yas grubunda risk olusturmadigini bildirilmistir.
EFSA, BPA’nin gegici tolore edilebilir giinlik alim seviyesinin (‘temporary tolerable
daily intake’, t-TDI) 50 pg/kg viicut agirhigi’mdan 4 pg/kg viicut agirligi’na
indirildigini vurgulamistir (EFSA, 2015).

BPA’nin insan serumu, idrari, amniyotik sivisi, folikiiler sivisi, plesental
dokulari, gébek kordonu kaninda 6lgiilebilir oldugu gosterilmistir (Vandenberg ve ark.,
2007).

BPA’nin ¢ok genis kullanim alaninin olmasi giinliik hayatta kisilerin BPA ile
temas etme risklerini arttirmaktadir (Staples ve ark. 1998; Sheedan, 2000).
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2.4.5. BPA’nin Toksikokinetigi

BPA insan viicuduna en ¢ok oral yolla alinir (V6lkel ve ark. 2002) ve sindirim
sisteminden hizlica emilir. Oral ve intravendz uygulamalardan sonra total BPA plazma
konsantrasyon-zaman grafiklerinde egrinin altindaki alan incelendiginde, sindirim
yolundan yiiksek miktarda (sican ve maymunlarda %85-86’ya kadar ¢ikabilen)
emilimin gergeklestigi gosterilmistir. Benzer olarak insanlarla yapilan ¢alismalarda da
diisiik dozda oral yolla alinan BPA’nin tamamen emildigini gosterilmektedir (EU-RAR,
2003, 2008).

Oral emilimi takiben BPA polimorfik bir enzim olan UDP-glukuroniltransferaz
tarafindan bagirsak duvarinda ve karacigerde (ilk gecis etkisi) hizlica suda ¢oziiniir
metaboliti olan BPA-glukronide doniisiir ve 6 saatten kisa siire igerisinde renal yolla
atilmaktadir (Volkel ve ark. 2002). Oral maruziyetten sonra ilk gegis etkisinden dolay1
insanlarda kandaki konjuge olmayan BPA seviyesi genellikle ¢ok diisiik olarak rapor
edilmistir (konjuge olmayan BPA insanlarda ve maymunlarda total serumun %5’inden
azdir). Insanlarda oral dozun %75-85°i bes saat iginde idrara gegmektedir. BPA-
glukuronid, BPA’nin &strojen reseptorlerindeki inaktif formudur. BPA ayrica diisiik
oranda siilfat ile konjugasyona da ugrar. Insanlarda kemirgenlere benzer olarak siilfat
konjugasyonunun siilfotrasferaz enzimleri tarafindan saglandigi gosterilmistir. (EFSA,
2008; EU-RAR, 2003, 2008; ANSES, 2011, 2013; EFSA CEF Panel, 2010).

Yapilan caligmalarda perkiitan yol ile alinan BPA’nin 24 saat igerisinde insan
derisinden % 2.3-8.6 oraninda gegctigini gostermistir.

BPA’nin anne siitii ile bebege aktarilirken gebelikte de transplesental yol ile
fetiise ulastig1 bilinmektedir (Zama ve Uziimcii, 2010; LeBaron ve ark., 2010). BPA’ya
maruz kalmis disi sicanlarin siitiinde konjuge olmayan ve konjuge olan BPA formlarinin
her ikisinin de varligi gozlenmistir. Insan siitiinde ise konjuge olmayan BPA varligi

rapor edilmistir.

2.4.6. BPA’nmin Toksisite Mekanizmalar:

Son yillarda BPA’nin diyabet, obezite, lireme bozukluklari, kardiyovaskiiler
bozukluklar, dogum anomalileri, kronik solunum ve bobrek bozukluklari ve meme
kanseri gibi bircok kronik hastaligin etiyolojisinde roliiniin olabilecegi {izerinde
durulmaktadir. BPA maruziyeti ve kronik hastaliklar ile iligkisinde rol oynayan

mekanizmlarin oksidatif stress, mitokondriyal bozukluklar, hiicre sinyal yolaklarini
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kapsayan genetik, epigenetik ve endokrin bozucu mekanizmalar ile iliskili olabilecegi

gosterilmistir (Sekil 2-11) (Rezg ve ark., 2014).

Bisfenol A
Oksidatif
| 0

ERK, JNK, NF-kB = Lo tiemth [
- - — e g
Endokrin
bozucu Protein
Epigenetik birikimi
£ | degisiklikler
-AR | g
GR | - Mitokondriyal
i acai degisiklikler fonksiyon
bozuklugu
= DNA metilasyonu l
3 = Histon modifikasyonlari ;
= mikroRNA’larin ekspresyonu Antioksidan
tiiketimi

= DNA adukt
= Andploidi
®=  Mutajenisite

SR Kardiyovaskiiler Bosaltm | S ==
Solunum sistemi i Sidtemi ‘l Metabolik sistemi | Sinir sistemi Endokrin sistem

Tip 2 diyabet, Obezite, Ureme bozukluklari, Kardiyovaskiiler hastaliklar, Dogum
kusurlari, Kronik solunum hastaliklari, Kronik bobrek hastaliklari, Meme kanseri

AR: androjen reseptor, ER: Ostrojen reseptor, ERK: ekstraseliiler sinyal regiile eden kinaz, ERR-y: 6strojen iligkili gama reseptor,
GPR 30: G proteinle birlesik reseptor 30, GR: glukokortikoid reseptor, JNK: c-Jun N-terminal kinaz, NF-kb: niikleer factor-kappa
B, THR: tiroid hormon reseptor.

Sekil 2-11: BPA’min kronik hastahklarda rol oynayan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar (Rezg ve ark., 2014).

2.4.6.1. Genotoksik Etkiler

In vitro ¢alismalar, BPA’nin DNA adduktlari, andploidi olusumu ve insanlarda
kisirlik, diisiik ve 6lii dogumlarla iliskisi olan mutajeniteyi indiikledigini gostermistir
(George ve ark., 2008; Johnson ve Parry, 2008; Takahashi ve ark., 2001). Hem 2 ay
diisiik doz BPA hem de 24 saat yiiksek doz BPA uygulanan prostat hiicre dizisinde
DNA adduktlarinin olustugu gosterilmistir (De Flora ve ark., 2011). Ayrica gesitli in
Vivo calismalarda igme suyu ile BPA’ya maruz kalan farelerin meme dokusunda DNA
adduktlart olusumu ve proteom degisimleri kanitlanmigtir (lzzotti ve ark., 2009, 2010).
BPA’nin hiicre kiiltiirlindeki memeli hiicrelerinde doza bagli olarak mitotik 1§
ipliklerinin mikrotiibiil organize edici merkezinin fonksiyonunu degistirdigi ve
mikroniikleus olusumunu indiikledigi, ayrica mayotik ¢ift zincir kiriklar1 tamir siirecini

bozdugu bildirilmistir (Allard ve Colaiacovo, 2010).
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2.4.6.2. Epigenetik Etkiler

Son arastirmalarda ¢evresel kimyasal ksenobiyotiklere maruziyet ile epigeentik
etkinin tetiklenmesi arasindaki iligki siklikla incelemektedir ve pek ¢ok toksik maddenin
epigenetik mekanizmalart modifiye etmede potansiyel bir rolii oldugu bildirilmistir (Liu
ve ark., 2008). BPA’ya maruziyetin de epigenetik mekanizmalar araciligiyla gelisimsel

yolaklar ve hiicresel siirecleri degistirdigi bildirilmistir (Singh ve Li, 2012).

BPA’ya maruziyetinin yenidogan si¢anlarin testislerinde Ostrojen reseptor
promotdr bolgelerinin  hipermetilasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bu durum,
BPA’nin olast etki mekanizmalarindan biri olarak metilasyon aracili epigenetik
degisikliklerin spermatojenez ve ilireme iizerine yan etkileri tetikledigini géstermektedir
(Doshi ve ark., 2011). Erken gelisimsel donemde BPA maruziyetinin epigenom
degisimi araciliiyla yavru fenotipini degistirebildigi gosterilmistir. (Dolinoy ve ark.,
2007). Insan primer meme epiteliyal hiicrelerinin diisik doz BPA maruziyetinin
lizozomal iligkili membran proteini 3 (‘lysosomal-associated membrane protein 3,
LAMP3) geninin CpG adalarinda DNA metilasyonunu arttirdigi ve LAMP3 geninin
ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir, bu durum BPA maruziyetinin ileri donemlerde
meme kanseri riskini arttirabilecegini gostermektedir (Weng ve ark., 2010). Diger
taraftan, gelismekte olan hipotalamik hiicrelerin BPA maruziyetinde doza bagli olarak
(0.02-200 uM) BPA’nin DNA metiltransferazlar, metil CpG baglayict protein 2
(‘methyl-CpG binding protein 2°, MECP2) gibi epigenetik diizenleyici faktorlerin gen
ekspresyonunu degistirdigi bildirilmistir. Bu ¢alismadan BPA’nin epigenetik gen
regiilasyonunun stabilitesini ve esnekligini bozdugu sonucuna varilmistir (Warita ve
ark., 2013). Ayrica rahimde BPA’ya maruz kalan 6 haftalik farelerin meme bezlerinde
ve insan meme kanseri MCF7 hiicrelerinde yapilan caligmalarda BPA’nin histon
metiltransferaz Zeste homolog arttirici 2 (EZH2) ekspresyonunu arttirdigi gosterilerek
endokrin bozucular ve meme bezleri arasindaki epigenetik iligski gosterilmistir (Doherty

ve ark., 2010).

2.4.6.3. Endokrin Bozucu Etkiler

BPA’nin gesitli dokularda enzim aktivitesini ve metabolizmay etkiledigi, hedef
dokularda hormon reseptorlerinin sayisinda ve hormon reseptor geni aktivitesinde
degisiklige yol actigi, Ozellikle zayif Ostrojenik etkileri sebebiyle endokrin sistem

tizerine zararli etkileri ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (EFSA, 2008). BPA’nin
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Ostrojen reseptor a ve B’ya (ERa ve ERP) baglanarak hedef genlerde aktivasyona ya da
baskilanmaya sebep oldugu belirtilmistir (Stanisic ve ark., 2010). Bu mekanizmalar da
hormon bagli kanserler kadar dogum kusurlari, lireme, gelisim, metabolik, immiin ve
norodavranigsal bozukluklar1 kapsayan saglik sorunlarina yol agmaktadir.

BPA, niiklear ER’lere baglanir ve hedef doku, hiicre tipi, ER alttiiri ve
diferensiyel kofaktdrlere bagli agonist ve/veya antagonist etkilerin birlesimini gosterir.
(Whelshons ve ark., 2006). Klasik niiklear ER’lere baglanarak (Vandenberg ve ark.,
2009), G protein iligkili reseptor 30, (GPR30) gibi Kklasik ve klasik olmayan membran
ER’lere baglanarak (Alonso-Magdalena ve ark., 2005; Thomas ve Dong, 2006) ve
genomik olmayan yolaklar araciligiyla (Ropero ve ark., 2006) etkisini gdsteren bir
ksenodstrojendir, ancak Ostrojeni taklit etmez (Gould ve ark., 1998; Vandenberg ve ark.,
2009). Bu etkiler beyin, rahim, yumurtalik, meme bezleri gibi Ostrojenin hedef
organlarinda degisikliklerin farkliasmasina yol agar (Vandenberg ve ark., 2009).

BPA’nin memeli fetal beyni ve plasentada ERa sonra olduk¢a yiiksek olan
ERy’ya afinitesinin in vitro (Matsushima ve ark., 2007; Takayanagi ve ark., 2006) ve in
vivo (Tohme ve ark., 2014) calismalarda 80-kat daha fazla oldugu rapor edilmistir.
BPA, ayrica androjen reseptoriiniin (AR) de antagonistidir (Molina-Molina ve ark.,
2013; Wetherill ve ark., 2007). Diger bilinen AR antagonistlerinin aksine, BPA
AR’lerin etkili niiklear translokasyonunu inhibe eder ve gesitli mekanizmalar yoluyla
fonksiyonlarmi engeller (Teng ve ark., 2013). BPA ayrica seks hormonu baglayici
globuline baglanir (Dechaud ve ark, 1999), bu da androjen-Ostrojen dengesini
degistirebilir (Takeuchi ve Tsutsumi, 2002) ve hipotalamik-pituiter eksenin
noroendokrin diizenlemesini engeller (Gore, 2010; Chen ve ark., 2014).

Ek olarak, endokrin iligskili BPA’nin etki mekanizmasi, in vitro olarak azalan aril
hidrokarbon reseptorii (Bonefeld-Jorgensen ve ark., 2007) ve in vitro olarak 0,02
ug/kg/giin gibi son derece diisiik dozlarda bu reseptoriin beyindeki in vivo mRNA
ekspresyonunun artmasiyla (Nishizawa ve ark., 2005) iliskilidir. Ayrica BPA, in vitro
aromataz aktivitesini (Bonefeld-Jorgensen ve ark., 2007) ve in vivo ostradiol ve
testesteron sentezini de (Akingbemi ve ark., 2004) azaltir.

Antagonist gibi davranan BPA, tiroid reseptorlerine (TR) de baglanir (Moriyama
ve ark., 2002). In vitro ¢alismalar BPA’nin diisiik afinitesine ragmen TRa ve P
alttlirlerinin her ikisine de baglandigin1 gostermektedir (Delfosse ve ark., 2014 ve

Kitamura ve ark., 2005). Bunlara ek olarak BPA tiroid hormon siilfotransferaz
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aktivitesini inhibe edebilir (Butt ve ark., 2013) ve hem deneysel modellerde hem de in
vitro olarak TR’lerin gen ekspresyonunu ve transkripsiyonunu degistirebildigi
gosterilmistir (Gentilcore ve ark., 2013; Sheng ve ark., 2012). BPA’nin kemirgenlerde
davraniglar1 ve beyinin seksiiel farklilasmasin1 etkileyen glukokortikoid ile regiile edilen
cevaplari degistirdigi de bulunmustur (Poimenova ve ark., 2010) ve kortikoid agonisti

olarak gosterilmistir (Prasanth ve ark., 2010).

2.4.6.4. Oksidatif Stres ve Mitokondrial Fonksiyon Bozuklugu Uzerine Etkiler
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin artmasi ve/veya antioksidan savunma
kapasitesinin azalmasi mitokondrideki niikleik asit, protein, karbonhidrat, lipitler gibi
hiicre bilesenlerinin degismesine yol agarak ve sinyal yolaklarini aktive ya da inaktive
ederek oksidatif dengeyi bozar. Norodejeneratif hastaliklar, kanser, diyabet gibi cogu
patolojik bozukluklar ve yaslanmada oksidatif stres olduk¢a énemlidir (Lenaz, 2012).
Diger taraftan BPA indiiklii hasarin oksidatif stresle iliskili olabilecegi konusunda
kanitlar giin gegtikge artmaktadir (Anjum ve ark., 2011; Tiwari ve ark., 2012). BPA,
mitokondriyal fonksiyonlarin da dahil oldugu dogrudan ya da dolayli yolaklar
araciliiyla oksidatif homeostaziyi bozmaktadir (Ooe ve ark., 2005). Sigan karacigeri ve
beyin dokusunda BPA indiiklii oksidatif stresin etkileri C vitamini uygulamasiyla geri
dontstiiriilebildigi gosterilmistir (Bindhumol ve ark., 2003; Aydogan ve ark., 2008).
Epidemiyolojik bir ¢aligmada BPA’nin kadinlarda oksidatif stres ve inflamasyonu
belirgin bir sekilde tetikledigi gosterilmistir. Ayni calismada {riner BPA
konsantrasyonlari ile malondialdehid, 8-hidroksi-deoksiguanozin ve C reaktif protein
arasinda pozitif iligki bulunmustur (Yang ve ark., 2009). Ayrica, BPA indiikli oksidatif
stres pankeas [ hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salgilanan bir hormon olan insan
adacik amiloid polipeptidinin (hIAPP) toksik agregasyonuna neden olabilecegi ileri
stirilmiis olup, B hiicrelerinin 6liimiine yol acan bu durum tip 2 diyabete neden olan
faktorlerden biri olarak goriilmektedir (Gong ve ark., 2013). NOAEL degerinin
altindaki dozlarda BPA’nin karacigerde ATP tiikketimi, sitokrom C salimi,
mitokondriyal kiitle ve membran potansiyeli kaybi ile mitokondriyal fonksiyonu

bozdugu ve hepatotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir (Moon ve ark., 2012).

2.4.6.5. Hiicre Sinyal Yolaklar1 Uzerine Etkiler
BPA’nin intraseliiler kalsiyum ve ekstraseliiler sinyal regiile edici kinaz (ERK),

c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve niiklear faktor kappa B (NF-kB)’nin fosforilasyonunu
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arttirarak hiicre sinyallesme mekanizmalarini etkiledigi bildirilmistir (Lee ve ark.,
2008). Kalsiyum, ROS, ERK ve JNK’nin HT-22 hipokampal sinir hiicrelerinde BPA
indiiklii apoptotik hiicre oliimiinde rol aldigi, tersine NF-kB sinyal yolagiin ise
BPA’dan sonra hayatta kalma sinyalini aktive ettigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2008).
Ayrica, BPA diisliik konsantrasyonlarda sican hipofiz hiicre hattinda gesitli kinazlar
aktive edebilmektedir ve ksenodstrojen karisimlari fizyolojik Ostrojene hiicresel cevabi
degistirerek hiicre regiilasyonu ve fonksiyonel cevaplarin hormonal mekanizmalari

tizerine etkilerini bozdugu gozlenmistir (Vinas ve Watson, 2013; Vinas ve ark., 2012).

2.4.7. BPA’nin Toksik Etkileri

2.4.7.1. Akut Toksik Etkileri

Akut toksisitesi ile ilgili insanlarda kaydadeger bir maruziyet etkisi
belirtilmemesine ragmen, si¢an ve farelerde oral LDsy degeri 2.000 mg/kg’in iizerinde
ve tavsanlarda dermal LDsg degeri de 2.000 mg/kg’in iizerinde bulunmustur (EU Risk
Assesment, 2003). 6 saatlik 170 mg/m® BPA tozuna solunum yolu ile maruz
kalindiginda burun epitel tabakasinda gecici ve hafif enflamasyon ve oranazal boruda da
tilserasyon goriilmiistiir (National Toxicology Program (NTP) Center for the Evaluation
of Risks to Human Reproduction (CERHR), 2008).

2.4.7.2. Ureme ve Gelisim Sistemi Uzerine Toksik Etkiler

BPA’ya maruz kalan farelerin vajina agirliginda azalma, endometriumdaki epitel
hiicrelerinde artis ve endometriyum epiteli ile subepitelyal stromada ERa gen ifadesinde
artig oldugu gosterilmistir (Markey ve ark., 2005). BPA’nin, in vivo ve in vitro olarak
ndroblastoma hiicrelerinin ¢ogalmasina gii¢lii bir sekilde katki sagladigi ve bu etkinin
hiicre dongiisii regililasyon yolagi ve ER-bagimli yolaklar yoluyla gerceklestigi
belirtilmistir (Zhu ve ark.,, 2008). Son donemde yapilan caligmalarda BPA
maruziyetinin semen kalitesinin (Li ve ark., 2011), serbest testeron seviyesinin azalmasi
ve cinsiyet hormonu baglayici globulin seviyesinin artmasiyla (Zhou ve ark., 2013)
yiiksek derecede iliskili oldugu gosterilmistir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda Ostrus
siklusu, oosit sayisi, reseptor ekspresyonu ve hiicre proliferasyonunun, ergenlikte testis
agirh@inin, yetiskinlikte prostat boyutunun bozulmasiyla BPA’nin {ireme sistemini

etkiledigi gosterilmistir (Richter ve ark., 2007; Vandenberg ve ark., 2009).
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Calismalarda diisik doz BPA’nin, gelismekte olan fare ve sican beyninin
yapisini, gelisimini ve davranislarini etkiledigi gosterilmistir (Richter ve ark., 2007).
Farelerde dogum sonrast uzun silireli BPA maruziyetinde c¢ift cinsiyet, beyin
fonksiyonlarinin etkilenmesi ve yetiskinlerde noronal fenotiplerde degisimler
gbzlenmistir (Patisual ve Polston, 2008). Maternal diisik doz BPA ile maruziyet
sonrasinda dogan erkek fare yavrularinda prostat hiperplazisinin arttigi, anogenital
uzakligin olustugu ve epididimal agirligin azaldig1 gosterilmis olup, prostat hiperplazisi
ile ER arasinda iliski bulunmus ve bunun antidstrojenlerle bloke edildigi belirtilmistir
(Timms ve ark. 2005; Gupta, 2000). Fetal gelisim doneminde BPA’ya maruz kalan
sicanlarin yasamlarinin ilerleyen zamanlarinda prostat kanseri goriilme riskinin arttigi
gosterilmistir (Ho ve ark., 2006). Bu etkinin dogrudan DNA modifikasyonu ile ilgili
olmadigi, BPA’nin hiicre fonksiyonlarim1 kontrol eden proteinlerde, tranlasyon

asamasinda degisikliklere neden olmasi sonucu olustugu ileri siiriilmiistiir (Ho ve ark.,
2006).

Epidemiyolojik calismalar kadinlarda BPA kan seviyeleri ve endometrial
hiperplazi ve obezite gibi cesitli saglik bozukluklar1 arasinda iliskileri gostermistir
(Lang ve ark., 2008). BPA’nin erken ¢ocukluk gelisimi boyunca fetal donemde ikincil
cinsel gelisim degisiklikleri ve nérodavranigsal degisimler gibi olumsuz saglik etkilerine
sahip oldugu gosterilmistir (Welshons ve ark., 2006). Hamile kadin ve c¢ocuklardaki
artan maruziyet endise vericidir, ¢linkii BPA hassasiyetinin bilinen yonleri ile ayni
diizeyde BPA’ya maruz kalan yetigkinlere gore gelisen fetiis ve ¢gocuklarda daha ytiksek

risk oldugunu gostermektedir.

2.4.7.3. Norolojik Sistem Uzerine Toksik Etkiler

BPA maruziyeti hem insan harici primat modellerinde hem de si¢anlarda
prefrontal omurga sinapslarinda ve hipokampiiste Ostradiole sinaptojenik cevabi biiyiik
Olclide bozmaktadir (Leranth ve ark., 2008 ve MacLusky ve ark., 2005). Bu inhibe edici
etkisi ¢evresel olarak iliskili dozlarda hizli cevaplarin olugmasini1 saglayan membran
reseptorleri yoluyla ortaya ¢ikmaktadir (Hajszan ve Leranth, 2010). Dolayisiyla diisiik
doz BPA (40-400 pg/kg/giin), si¢anlarda sinaptojenik yeniden olusumu degistirmis ve
in utero maruz birakilmis insan harici primatlarin hipokampiisiindeki omurga

sinapslarini ve dopamin noronlarini etkilemistir (Elsworth ve ark., 2013).
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BPA’nin beyindeki dopamine sistemi iizerine etkileri konusunda da calismalar
yapilmistir. ik ¢alisma dopamin reseptérleri, dopamin tasiyicilar1 ve G-proteini (guanin
niikleotid-baglayici protein) sinyalizasyonunun uyarilmis dopamin aktivasyonu iizerine
olmustur (Suzuki ve ark., 2003). Hiicre membranlarinda ndrotransmitter reseptorlerinin
aktivasyonlarin1 modifiye eden G-proteinine bagli membran reseptOriiniin aksine
BPA’nin klasik bir Ostrojen reseptorii gibi davranip diisik dozda etki yaratmadigi
konusunda hipotezler vardir. Sonraki c¢alismalarda, dopamine bagli G-protein
aktivasyonu tizerinde BPA’nin etkisi teyit edilmistir (Mizuo ve ark., 2004; Narita ve
ark., 2006, 2007). Gelisimsel olarak maruz birakilan farelerde (Mizuo ve ark., 2004) ve
in vitro calismalarda (Miyatake ve ark., 2006) gen ekspresyonunda degisiklik
olmaksizin D3 reseptorlerinin baglanmasindaki degisim bu degisikligi raporlayan

calisma ile desteklenmistir.

2.4.7.4. Immiin Sistem Uzerine Toksik Etkiler

Immiin sistem viicudun mikroorganizmalara kars: sahip oldugu temel savunma
mekanizmasidir. Immiin sistemin baskilanmasi savunmanin zayiflamasina ve viicudun
enfeksiyonlara acik hale gelmesine sebep olurken immiin sistemin asir1 uyarilmasi da
saglikl1 hiicrelerin 6liimii gibi hasarlara sebep olmaktadir. immiin sistemdeki regiilasyon
bozukluklar1 otoimmiin hastaliklara yol agabilir. Giiniimiizde sahip olunan veriler
BPA’nin immiin sistemin ¢aligma diizenini bozabilecegini; buna baglh olarak savunma
mekanizmasinin zayiflayabilecegini ya da immiin fonksiyonlarin asir1 stimiile
edilebilecegini gostermistir. BPA’nin immiin sisteme etkisinin direkt veya néroendokrin
sisteme etki yoluyla indirekt olabilecegi bildirilmistir. Immiin sistemin kontroliinde
tiroid ve endokrin hormonlarinin roli biiyiiktiir. BPA’nin bu hormonlara etkisi immiin

sistemi de etkilemektedir (Carlisle ve ark., 2009).

2.4.7.5. Hormonal Sistem Uzerine Toksik Etkiler

Tiroid hormonlar tiroksin (T4) ve triiodotironin (T3) viicutta beyin gelisimi,
biliyiime hormononunu uyararak biiylimenin kontrol edilmesi, lipid ve karbonhidrat
metabolizmalarinin diizenlenmesi ve bazal metabolizma hizinin ayarlanmasindan
sorumludur. BPA gibi ¢evresel kimyasallar tiroid aktivitesini bozabilirler. Sican
karaciger hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmada BPA’nin tiroid reseptorlerine etki ettigi
ve T3 stimiile edici cevabi baskiladigi gosterilmistir (Moriyama ve ark., 2002). Buna

bagli olarak BPA’nin T3’lin yerine reseptorlere baglanarak gen baskilanmasina neden
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olabilecegi de anlasilmistir. BPA bir tiroid hormonu reseptdrii antagonistidir (Zoeller ve
ark., 2005; Zoeller, 2007) ve gen ekspresyonu iizerindeki tiroid hormonu etkisini
Onleyebilir (Moriyama ve ark., 2002). BPA’nin serum T4 konsantrasyonunu da
arttirdigr gosterilmis ve artisin sebebi BPA’nin T4 ile yarisarak tiroid reseptorlerine
baglanmas1 olarak ag¢iklanmistir (Zoeller ve ark., 2005). Arastirmacilar bu durumu
BPA’nin tiroid yolagini bozmasina baglamislardir (Carlisle ve ark., 2009). BPA, hamile
kadinlarin serumunda, amniyotik sivida, gobek kordonunda ve plasentada tespit
edilmistir (Ikezuki ve ark., 2002). Gebelik doneminde BPA’ya maruziyet tiroid
fonksiyonlarimi etkileyerek ve hipotiroidizme bagli olarak gelisimin kritik evrelerinde
mental gerilige ve ciicelige sebep olabilmektedir (Carlisle ve ark., 2009).

2.4.7.6. Obezite ve Diyabet Uzerine Toksik Etkiler

Hormonlar adipoz dokunun olusumunda ve devamliliginda 6nemli yere sahiptir.
Steroid yapidaki cinsiyet hormonlar1 ve biiylime hormonu anti-adipoz etki gosterirken
kortizol ve insiilin lipojenik etki gosterir. Yag hiicrelerindeki lipoprotein lipaz salinimini
inhibe ederek lipojenezi azaltmak yag hiicrelerinden salinan Gstojenin  Onemli
gorevlerinden biridir. BPA Ostrojen reseptorlerine agonist etki gosterir, bu durumda
reseptorler aktive olur, ancak Ostrojen salimamaz. BPA’nin bu mekanizmaya bagh
obeziteyi tetikledigi goriilmistiir. 20 obez kadin {izerinde yapilan caligmada bu
kadinlarin  %55’inin  adipoz doku Orneklerinde oraninda BPA’ya rastlanmistir

(Fernandez ve ark., 2007).

Yapilan bir ¢alismada viicut kitle indeksi 25kg/m? ve bunun iizerinde olan 20
obez kadinin serum BPA seviyeleri viicut kitle indeks ortalamalari 19,7 kg/m? olan
saglikli 19 kadinin serum BPA seviyeleri ile kiyaslanmigtir. Obez kadinlarin serum
BPA seviyelerinin belirgin derecede yiiksek oldugu saptanmistir (Takeuchi ve ark.,
2004). Aym calismada polikistik over sendromu olan 19 kadinin ve 7 obez kadinin 19
saglikli kontrol deneginden daha yiiksek serum BPA konsantrasyonuna sahip olduklari

saptanmuistir.

Yapilan son g¢aligmalar, BPA’nin insiilin direnci, pankreatik  hiicrelerinin
fonksiyon bozukluklari, adipojenez, oksidatif stres ve inflamasyon gibi cesitli
mekanizmalara bagli olarak glukoz metabolizmasini etkiledigini gostermistir (Alonso-
Magdalena ve ark., 2006, 2010, 2011). Uriner BPA seviyeleri ile diyabet 6ncesi durum
arasindaki pozitif iliski 3516 kiside diyabet riski olarak bildirilmistir (Shankar and
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Teppala, 2011; Silver ve ark., 2011). BPA maruziyetinin adiposit farklilasmasinin
degismesini veya beslenme davraniglarini diizenleyen ndral dolasimi bozarak obezite

gibi diyabet risk faktorleri icin tetikleyici olabilecegi bildirilmektedir (Sabanayagam ve
ark., 2013).

2.4.7.7. BPA ve Karsinojenez Iliskisi

In vitro raporlar diisiik dozda BPA’nin MMTV-erbB2 farelerinde metastaz ve
memeli tiimorijenezini hizlandirabilecegini (Jenkins ve ark., 2011) ve meme kanseri
hastalarindan alinan yiiksek risk iceren hiicrelerde timdr agresifligi profilini
arttirabilecegini de gostermistir (Dairkee ve ark., 2008). Hiroi ve arkadaglari, 2004’te
yaptiklar1 bir ¢alismada kompleks endometriyal hiperplazi ve endometriyal kanser ile
BPA maruziyeti arasinda bir iligskinin var oldugunu 6ne siirmiislerdir (Hiroi ve ark.,
2004).

Kemirgen modelleri ve insan prostat hiicre dizilerinde yapilan caligmalarda
BPA’nin karsinojenezi etkileyebilecegi, prostat kanser hiicresi proliferasyonunu
degistirebilecegi ve bazi tiimorler igin progresyonu uyarici olabilecegi gosterilmistir.
Yaymlanan raporlar BPA’ya erken maruziyetin prostat bezinde karsinojeneze
duyarlilig arttirabilecegini kanmitlamistir (Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008).

Caligmalarda kullanilan sican modelleri diisiik doz BPA’ya (10pg/kg bw/giin)
maruz birakilmis ve yetiskin Ostrojen maruziyetini takiben prostatik intraepitelyal
neoplazi tabakasinda onemli bir artis oldugu gosterilmistir. Bu modelin, insanlarda
hormonal karsinojeneze duyarliligin, yaslanan erkeklerde Ostradiol seviyelerinin
artmasiyla iligkilili oldugundan prostat hastalik riskine katki saglayabilecegi
distiniilmektedir (Kaufman ve Vermeulen, 2005). Bazi ¢alismalarda ise; BPA
maruziyetinin prostat dokusunda coklu hiicre sinyali genlerinde DNA metilasyon
paternlerindeki degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (Ho ve ark, 2006; Prins ve
ark., 2008).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC), BPA diglisidil eter’i “Insandaki
karsinojenik etkileri yoniinden siniflandirilabilir olmayanlar: Hicbir gruba girmeyen
etkenler ” (Grup 3)’ grubunda siniflandirmistir (IARC, 1989; 1999).
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2.4.8. BPA’nin Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkileri ile Tlgili Yapilms
Calhismalar

BPA’nin toksisitesinin degerlendirilmesinde yukarida da belirtildigi gibi bir¢ok
calisma  yapilmakta olup, ¢esitli sistemler {izerinde toksik etkilerinin
degerlendirilmesinde epigenetik mekanizmalarin da roliiniin olabilecegi son yillarda
yapilan arastirmalarda 6nemle vurgulanmaktadir (Kundakovic ve Champagne, 2011:
Rezg ve ark., 2014).

Perinatal ve trans-jenerasyonal BPA maruziyetinin kalici etkilerinin gelisimsel,
kanser, davranigsal ve iireme fonksiyonlarinda rol oynayan genlerin ekspresyonunun
epigenetik programlamasinda olasi bozucu etkisinin oldugu One siiriilmektedir.
Calismalar BPA maruziyetinin DNA metilasyonu ve spesifik gen veya genlerin
ekspresyonunda degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Ortaya ¢ikan bu BPA-
aracili metilasyon degisikliklerinin BPA’nin &strojenik aktivitesiyle iliskili olup
olmadig1 heniiz netlige kavusmamistir. Yine de son zamanlarda yapilan calismalar
BPA’'nin  sebep oldugu metilasyonun regiilasyonunda rol oynayan DNA
metiltransferazlarmmn DNMT-1 ve DNMT-3a ekspresyonunun BPA-ERa regiilasyonu

araciligiyla olabilecegini gostermistir (Kundakovic ve ark, 2013).

Neonatal BPA maruziyetinin erkek farelerde DNMT-3a ve DNMT-3b
ekspresyonu ve erkek farelerin testislerinde ERa ve ERPB’nin promoter bolgelerinde
metilasyon arttirdigi gosterilmistir (Doshi ve ark, 2011). Farkli bagimsiz gruplarda
DNMT’lerde ve metil-CpG baglayict protein 2 (MECP2) seviyelerinde BPA’dan
kaynaklanan degisiklikler rapor edilmistir (Doshi ve ark, 2012; Yeo ve ark, 2013).

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidogan sigan testislerinde Ostrojen
reseptOrlerinin  promotor bolgelerinde hipermetilasyonda artig tespit edilmis,
spermatojenez ve fertilite lizerine advers etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (Doshi
ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptigi bir calismada primer epitel meme
hiicrelerinde diisiik doz BPA maruziyetinin lizozom iliskili membran protein
(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarinda DNA
metilasyonunda artisa sebep oldugu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskiladigi
ve bu durumun meme kanseri riskini arttirabildigi gosterilmistir. Ayrica BPA'nin disi
farelerdeki epigenetik etkilerinin kusaklararasi siirebilecegi belirtilmistir. Diigiik
dozlarda BPA’nin rahim igine ve yenidogan maruziyeti sonucu bazi genlerin promotdr

bolge CpG adalarinda DNA hipermetilasyonu ve hipometilasyonuna, histon
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modifikasyonlarima ve miRNA’lar1 igeren kodlanmayan RNA’larin ifadesinde
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Bu epigenetik degisikliklerin gen ifadelerini
yasam boyu degistirebilecegi ve bunun da bir takim saglik problemlerini beraberinde
getirebilecegi gosterilmektedir. Gebe disi farelerin BPA’ya gecici maruziyetinin 3.
kusak jenerasyonda DNA metilasyonunda degisikliklere sebep olabilecegi
gosterilmistir. (Singh ve Li, 2012). Yenidogan sicanlarin BPA’ya maruziyetinin prostat
neoplazinin sikliginda artisa ve prostat dokularinda metilasyon degisikliklerine (6rn:
phosphodiesterase type 4 variant 4, Pde4d4 geninde hipometilasyon ve gen ifadesinde
artig) sebep oldugu gosterilmistir (Conti ve ark., 2003; Ho ve ark., 2006; Prins ve ark.,
2008). Ayrica, yenidogan si¢anlarin BPA’ya maruziyetinin nukleozom binding protein-
1 (Nsbpl) ve hippocalcin-like 1 (Hpcall) genlerinin metilasyonunda ve ifadesinde
degisikliklere sebep oldugu bildirilmistir (Tang ve ark., 2011).

BPA’ya maruz kalmis insan meme kanseri MCF7 hiicrelerinin ve in utero
BPA’ya maruziyet sonucu 6 haftalik farelerin meme bezlerinde histon metiltransferaz
Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) ifadesinde artis oldugu bildirilmistir. Ayni
zamanda bu enzimin katalize etttigi gen ifadesi ile iligkili olan histon modifikasyonu
H3K27 metilasyonunda da BPA’nin artisa sebep oldugu gosterilmistir (Bhan ve ark.
2014; Doherty ve ark., 2010).

Insan meme epitel hiicrelerinde 1 hafta siire ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM)
timor ile iligskili genlerde (BRCAL1, CCNA1, pl16, THBS1, TNFRSF10C ve
TNFRSF10D) metilasyonu arttirdigi gosterilmis olup, BPA’nin genetik ve epigenetik
degisikliklere sebep olarak meme epitel hiicre fonksiyonlarina zarar verdigi ve bunun
hiicre ¢ogalmasi ve yaslanma ile iligkili olabilecegi ve bunun sonucunda memelerde
karsinojeneze sebep olabilecegi bildirilmistir (Qin ve ark. 2012). insan meme epitel
hiicrelerinde yapilan diger bir ¢calismada ise; DNA onarim genlerinin (BRCA1, BRCA2,
BARD1, CtIP, RAD51, ve BRCC3) ifadelerinin arttig1 ve apoptoz ile iligkili PDCD5 ve
BCL2L11 genlerinin ise ifadelerinin azaldig1 gosterilmistir (Fernandez ve ark, 2012).

Insan meme kanseri hiicrelerinde ve sigan meme bezlerinde gen ifadesinde
anahtar bir molekiil olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indiiklendigi
gosterilmis olup, ayni zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu)
modifikasyonuna sebep olarak gen aktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir (Bhan ve
ark., 2014). Dhimolea ve ark. (2014) da siganlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme

bezlerinde genom diizeyinde epigenetik degisikliklere sebep oldugunu gostermistir.
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Uzun sireli BPA maruziyetinin N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor
seviyelerini ve yetiskin fare hipokampiisiindeki histon deasetilaz 2 (HDAC?2)
ekspresyon ve fonksiyonlarini arttirdigi gosterilmistir (Zhang ve ark, 2014). Prenatal
BPA maruziyetli Wistar-Furth siganlarina postnatal 4. giinde a-laktalbiimin promotor
bolgesinde histon H3K4 trimetilasyon pro-aktivasyonunda artis olmus ve meme bezinde

a-laktalbiiminin mRNA ekspresyonu artmistir (Dhimolea ve ark, 2014).

Tablo 2.4’de BPA’nin epigenetik mekanizmalar tizerine etkileri ile ilgili yapilmis

calismalar 6zetlenmistir.



Tablo 2-4: BPA’nin epigenetik mekanizmalar iizerine etkileri ile ilgili yapilms ¢alismalar

Calisma diizeni

Epigenetik degisiklik

Kullanilan yontem

Sonuc¢

Kaynak

Sinir dokulary/hiicreleri

50 mg/kg BPA iceren diyet ile
beslenmis disi farelerin
dollerinden elde edilmis kortikal
noron kiiltiiri

Kce2 (potasyum-klor
ekspresyonunda artig

tasiyict)

H3K9ac’da azalma

RT-qPCR

Kromatin-ChlIP

Santral sinir sistemini suprese eder,
ndronal kloriir ekstriizyonunu etkiler,
sekstiiel dimorfizme sebep olabilir

Yeo ve ark, 2012.

Fare N2A noéroblastoma
hiicresi (10 uM BPA)

Human SK-N-AS5 néroblastoma
(10 uM BPA)

Fare preadiposit fibroblast (3T3-
L1)

(10 uM BPA)

Global DNA metilasyonunda azalma

Global DNA metilasyonunda
degisiklik yok

Global DNA metilasyonunda
degisiklik yok

HPLC

AP-PCR (RSA I ve HPAII
restriksiyon enzimleri)

Bastos ve ark, 2013.

90 giin boyunca 40 mg/kg/day
BPA’ya maruz birakilmig erkek
farelerin beyin dokular1

N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
Reseptoriiniin alt birimi olan NR1’de
azalma

ERK 1/2 histon asetilasyonunda artis

ERK1/2 histon fosforilasyonunda
artis

Western-blot

ERK 1/2 sinyal yolaklarinin
aktivasyonu ile ilgili.
NMDA reseptor seviyesinde artis.

Korku ile alakali bellegin retansiyonu
ve ediniminde artis olmustur.

Qin ve ark, 2014.

20 pg/kg viicut agirhigi BPA’ya
maruz birakilmis fetal fare
onbeyninden elde edilen dokular

CPG adalarinda lokalize 2500 NotI
lokusunda demetile 48 lokus tespit
edilmis

Lokus spesifik hipometilasyon ve
hipermetilasyon olusumu gozlenmis

Genome-wide analiz

Ters ranskripsiyon aracili g-
PCR

RLGS ve spot DNA’nin
klonlanmasi

Gen sessizlesmesi, kromatinin yeniden
bi¢imlenmesi.

Beyin gelisiminde etkili olabilir.

Yaoi ve ark, 2008.
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20 pg/kg bw BPA’ya maruz Endomembran sistemde protein- RT-PCR NotI’de de novo demetilasyon ve
birakilmis fetal fare transport-iliskili proteinler MRNA transkripsiyonuna sebep olur, | Yaoi ve ark, 2008.
onbeyninden elde edilen dokular | Spot12B6 (Vps52) ve Spot12B9 noron diferansiyonu ve migrasyonu
(LOC72325) ekspresyon hizlandurir.
degisiklikleri gbzlenmistir.
Prostat dokulari/hiicreleri
70 giin boyunca oral yolla Scgh2al (prostat tarafindan RT-PCR Inflamasyon Wong ve ark, 2015.
50ug/kg BPA’ya neonatal maruz | salgilanan baslica androjen baglama Doku tamiri
kalmig 12 aylik siganlarin prostat | proteini, sekretoglobin 2A) Bisiilfit sekanslama Tiimérijenez

dokusu

ekspresyonunda artig ve CpG
diniikleotidlerinde hipometilasyon

Histon H3K9 asetilasyonu

Kromatin
immunopresipitasyon (ChIP
ve gPCR)

CpG dintikleotid hipometilasyonu ve
Scgb2al gen ekspresyonunu arttirmis
olabilir.

90 giin boyunca, 10 pg/kg bw
BPA’ya maruz birakilmig
yenidogan erkek farelerin prostat
dokulari

Siklik AMP’nin bozulmasinda etkili
bir enzim olan fosfodiesteraz tip 4
varyant 4 (PDE4D4) ekspresyonunda
artis.

PDE4D4 5’ CpG adalarinda
hipometilasyon, yaslanmayla birlikte
hipermetilasyon ve gen sessizlesmesi.

HPCAL (cAMP iiretilmesinde
kullanilir) spesifik metilasyon ve
ekspresyon.

Prostat kanseri hassasiyetinde arts.

Prins ve ark, 2007)
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10 pg/kg viicut agirligi BPA’ya

maruz birakilmis yeni dogan
Spraque-Dawley si¢anlarin
prostat dokusu

PDE4D4 i¢in normal yaslanmayla
beraber prostat dokusunda
hipermetilasyon.

MSRF (metilasyon sensitive
restriksiyon fingerprinting-
Msel, BstUI)

Bisiilfit genomik sekanslama

Metilasyon spresifik PCR
(MSPCR)

RT-PCR

PDE4D4 geninin hipometilasyonu bu
genin transkripsiyonel sessizlesmesiyle
alakalidir.

Ho ve ark, 2006.

10 pg/kg viicut agirligt BPA’ya

maruz birakilmis yeni dogan
Spraque-Dawley si¢anlarin
prostat dokusu

Nsbp1l, Hpcall

Ribozomal protein L19 (Rpl19)
Metil CpG baglama proteini
(MeCP2)

Mbd1, Mbd2, Mbd3, Mbd4
genlerinde erken ve kalici asirt
ekspresyon.

Syber green bazli RT-PCR

Tang ve ark, 2012,

10 pg/kg viicut agirligi BPA’ya

maruz birakilmis yeni dogan
Spraque-Dawley si¢anlarin
prostat dokusu

Pd4d4’te metilasyon.

Asir1 ekspresyon (Ssbpl
promoterinde hipometilasyon
indiiklenmesi sonucu).

Syber green bazli RT-PCR

Seksiiel matiirasyon

Tang ve ark, 2012,

10 pg/kg viicut agirligs BPA’ya

maruz birakilmis yeni dogan
Spraque-Dawley si¢anlarin
prostat dokusu

Nsbpl (niikleozom baglama proteini

1) promoteri hipometilasyonu.

Bisiilfit genomik sekanslama
Metilasyon spesifik
PCR(MSPCR)

Tang ve ark, 2012.

Meme dokularr/hiicreleri

MCF-7 (insan meme
adenokarsinom hiicresi)

Sican meme bezi dokusu

HOTAIR ekspresyonunda artis.

HOTAIR ekspresyonunda artig

Lusiferaz yontemi

TUmor metastazi
Kanserin yayilmasi

Arunoday ve ark,
2014.

HMEC (insan meme epitel
hiicreleri)

BRCA1, CCNAL, CDKN2A (P16)
THBS1, TNFRSF10C, TNFRSF10D
% DNA metilasyonunda artis

g-PCR

Proliferasyonun artis

Qin ve ark, 2012.
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(hipermetilasyon)
H1C1 DNA metilasyonunda azalma.
p16 ekspresyonunda doza bagh artis.

Siklin-e ekspresyonunda yiiksek
dozda artis (107 M) gozlenirken,
diisiik dozda (10°® M) etki
goriilmemistir

g-PCR
g-PCR

g-PCR

Meme epitel hiicresi

LAMP3 geni CpG adalarinda DNA
metilasyonunda artig (4 nM
BPA dozu igin)

Epigenetik sessizlesme

Weng ve ark, 2010.

MCF-10F (3-D kiiltiir)

BRCAL, BRCA2, BARD1
CtlP, RAD51, BRCC3
ekspresyonlarinda artis.

PDCD5, BCL2L11 (BIM) down-
regiilasyonu.

BCL2L11, PARD6G, FOXP1
SFRS11 hipermetilasyonda artis.

NUP98, CtIP (RBBP8)
hipermetilasyonda artis.

DNA tamiri

Apoptoz

Fernandez ve ark,
2012.

25 pg/kg viicut agirlhigi BPA’ ya
maruz birakilmis sigan meme
bezi dokusu

MCF-7 (insan meme
adenokarsinom hiicresi)

Histon metiltransferaz EZH2
ekspresyonunda artis.

Histon metiltransferaz EZH2
ekspresyonunda artis.

RT-PCR

Western blot
immunohistokimyasal

g-PCR

Meme karsinomu

Meme karsinomu

Arunoday ve ark,
2014.
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Regiilasyonda bozukluk

250 pg /kg viicut agirhigt /giin

Alfa-laktalbumin geninin

Anti-5 metil sitozin antikoru

Memeli bezi epigenomunda

Dhimolea ve ark,

BPA’ya subkutan maruz transkripsiyon baslatma bdlgesinde | kullanilarak degisiklikler 2014.

birakilan Wistar —Furth disi Histon H3K4 trimetilasyon immunopresipitasyon

siganlarin meme dokusu proaktivayonunda arts.

Testis/Over

dokularv/hiicreleri

Erkek Gobiocypris rarus Global DNA metilasyonu nda artts | DNA’ya bisiilfit DNMT ekpresyonu global DNA|Liu ve ark, 2014.

testislerinde;

uygulanmasi,

metilasyon seviyesini etkileyebilir
Cypl9ala ile mRNA ekspresyonu ve

35 giinliik 15 mg/L BPA DNMT1, DNMT3A, DNMT3B PCR amplifikasyonu, gPCR [CpG ) metilasyon  seviyesi arasinda
maruziyetini takiben disi ekspresyonlarinda azalma. negatif korelasyon
overinden elde edilen dokular
Resorbed embriyo Spl, Sp3 transkripsiyon faktorlerinin DNMT’lerin  ekspresyonunu regiile| Liu ve ark, 2014.
eskpresyonlarinda azalma. eder.
Embriyo gelisimi ve subfertiliteye
onciilik eder sperm sayist  ve

motilitede azalma

50 ng/kg BPA’ya maruz
birakilmis neonatal Eker
siganlar;

10 pg/kg BPA’ya maruz
birakilmig Sprague Dawley

siganlarindan elde edilen dokular

Calbindin D9k, Dio2, Gdf10,
Car8, Gria2, Spp1, Sfrp2

Rasd2 ekspresyonlarinda
degisiklikler

Greathouse ve ark, 2012.

Postnatal 10-12. giinlerde 50
mg/kg BPA’ya 3 ay boyunca
maruz birakilmis yetigkin

EZH2 ekspresyonunda artis.

AKT pregenomik sinyalizasyonunda

Greathouse ve ark, 2012.
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siganlarin miyometriyum
dokular

azalma.
EZH?2 fosforliyasyonunda artis.

H3K27 trimetilasyonunda artis.

2,4 ng BPA/giin ‘ya maruz
birakilmis neonatal erkek
sicanlardan elde edilen testis
hiicreleri.

ERa, ERp promoter bolgelerinin
hipermetilasyonunda artis.

ERa promoterinde %40’dan %60’ a
artis,

ERp promoterinde %20’den %65°¢e
arts.

DNMT3A, DNMT3B

Bistlfit sekanslama
HPLC

Testislerde anormal DNA metilasyonu,
spermatogenez ve fertilitede advers
etkiler.

Spermatogenez ve fertilite de advers

Doshi ve ark, 2011.

ekspresyonlarinda artig (yaklagik 2 qPCR etkiler.

kat).
(ER)-pozitif BG1 ovaryum RAB31 (U59877) Microarray Apoptoz Hwang ve ark, 2011.
kanser hiicreleri SiklinD1 (X59798) RT-PCR Kanser
(10°M BPA) Siklin bagimli kinaz 4 (U37022) Hiicre dongiisii

Sinyal transdiiksiyonu

Insiilin benzeri biiyiime faktorii

baglama proteini 4(U20982) Niikleik asit baglanmasi

Anti miillerien hormon

(NM_000479) mRNA seviyesi ve

transkripsiyon seviyelerinde artis.
Prepuberte disi Wistar| 160 mg/kg maruziyetli siganlarda RT-PCR Folikiil gelisimi Li ve ark, 2014.

sicanlarindan 1 hafta boyunca 10
mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg
sonucu elde

BPA maruziyeti

FIGLA  (germ  hatt1
ekspresyon faktorii)

H1FOO (oosit spesifik histon H1

alfadaki

Western blot
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edilen ovaryum dokulari.

varyantt)

AMH (anti miillerien hormon)
FIGLA ve HIFOO’'nn mRNA
ekspresyonu ve protein
ekspresyonlarinda azalma, AMH’nin
mRNA  ekspresyonu ve protein
ekspresyonlarinda artis.

Diger dokular/hiicreler

Embriyonik fare hipotalamik
hiicresi (0,02-200 uM BPA
maruziyeti)

DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B, MeCP2 izoformlarinin
ekspresyonlarinda

DNMT’ler 200 uM’da degisim
gosterirken

MeCP2 20uM’dan biiyiik dozlarda
degisim gdstermistir.

RT-reverse transkripsiyon
PCR

Normal hipotalamik fonksiyonlarin
gelisimine zarar verebilir, neonatal ya
da prenatal kalic1 advers etkiler
meydana gelebilir.

Warita ve ark, 2013.

hESC (insan embriyonik kdk
hiicresi-meme epitelyal
hiicrelerine farklilasma boyunca
diisiik doz (10°- 10° M) BPA
maruziyeti)

Oct4 (oktamer baglayici
transkripsiyon faktorii 4)

Nanog proteinlerinin ekspresyonunda
degisiklik.

Western blot

Hiicre farklilagmasi, farklilagmamis
embriyonik kok hiicrelerin kendini
yenilemesi(¢cogalmast).

Warita ve ark, 2013.




2.4.9. BPA ile ilgili Yasal Diizenlemeler

Diinyada BPA’nin halk sagligi {izerine riskleri konusunda bircok risk
degerlendirme otoriteleri rapor yayinlamstir.

EFSA Gida ile temas eden Gida Katki Maddeleri, Tat vericiler ve Ambalaj
Materyelleri Paneli (‘Scientific Panel on Food Additives, Flavourings, Processing Aids
and Materials in Contact with Food’, AFC) 2006 yilinda yayinladig1 raporda cesitli
populasyon gruplar: igin BPA’nin tolere edilebilir giinliik alim degerini (‘tolerable daily
intake’, TDI) 50 ug/kg viicut agirligi olarak belirlemistir (EFSA, 2006). EFSA/AFC
Panelinde bildirilen BPA’nin giinliik tiiketim maruziyetleri Tablo 2.5°de gosterilmistir
(EFSA, 2006). EFSA/AFC Paneli 2008’de ve 2010 yilinda EFSA Gida ile temas eden
Maddeler, Enzimler, Tat vericiler ve Islem Yardimcilar1 Paneli (Food Contact
Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids, CEF) Paneli’nde de BPA’ nin
TDI degeri 50 pg/kg viicut agirhigr olarak bildirilmistir. EFSA/CEF Paneli 2015°de
yayinladigi son raporda ise gegici tolare edilebilir giinlik degeri (t-TDI: temporary
Tolerable daily intake) 4 pg/kg viicut agirligi’na disiirmiistiir. EFSA bu degisikligi yeni
veriler ve risk degerlendirmesi ve Ozellikle de meme bezi, lireme, metabolik,
norodavranissal ve immiin sistemler hakkindaki veritabanlarindaki belirsizlikler
yiiziinden gerceklestirmistir. Sonu¢ olarak, EFSA gida maddelerinden alinan BPA
seviyelerinin gilinlik maruziyet seviyesinden ¢ok daha diisiik olmasindan dolay:
BPA’nin insan saglig1 iizerinde risk olusturmadigi sonucuna varmistir. Ayrica, bunun
hamile bayan ve yaglilar i¢in de uygun oldugunu bildirmislerdir (EFSA, 2015).

Tablo 2-5: EFSA/AFC Panelinde bildirilen BPA’nin giinliik tiikketim maruziyetleri (EFSA,
2015).

Mikrogram/kg viicut agirhgy/giinliik olarak
Tiiketici Yas1 Tiiketilen Yiyecek / I¢cecek BPA’nmin korunumlu go¢ degerine bagh
giinliik tiilketim maruziyeti

3 aylik yenidogan bebek Sadece anne siitii 0,2

PC igermeyen sige veya

3 aylik yenidogan bebek cam sisede bebek mamas! 2,3

3 aylik yenidogan bebek PC sisede bebek mamasi 11* (4%
S PC sisede bebek mamasi ve - #

6 aylik yenidogan bebek hazir yiyecekfigecek 13* (8,3%)

1,5 yasindaki ¢ocuk 2 kg hazir yiyecek/igecek 5,3

Yetiskin 3 kg hazir yiyecek/igecek 1,5

* 50 mgBPA/litre’de bebek mamasina bagli en yiiksek deger #10 mgBPA/litre’de bebek mamasina bagl tipik deger
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28 Ocak 2011 tarihli Avrupa Birligi Direktifi’'nde (Commision Directive
2011/8/EU) 1 Mart’tan itibaren tiim Avrupa Birligi iiye iilkelerinde BPA igeren
polikarbonat biberonlarin iiretiminin artik miimkiin olmayacagr ve 1 Haziran ve
sonrasinda ise bu maddeyi i¢eren biberonlarin ithal edilmesine de izin verilmeyecegi
bildirilmistir (Avrupa Birligi Komisyonu, 2011). 2008 yil1 Nisan ayinda Kanada’da ve
2010 yili Nisan ayinda Danimarka’da BPA iceren bebek biberonlarinin kullanimi
yasaklanmustir.

7 Subat 2011 tarihli ve 27839 sayili Resmi Gazetede yaymnlanan “Emzik,
Biberon, Biberon Basligi, Alistirma Bardagi, Ahistirma Bardagi Kapagi ve Benzeri
Uriinlerin  Uretimi, Ithalati ve Bildirim Esaslarina Dair” Teblig’in ekinde bu tip
tirtinlerin teknik dosyasinda bulunmasi gereken spesifikasyonlar arasinda polikarbonat
iceren termoplastik biberonlarda BPA miktar1 da yer almaktadir (27839 sayili Resmi
Gazete, 2011). Daha sonra 31 Ekim 2013 tarihli ve 28807 sayili Resmi Gazete’de
yayinlanan bu tebliglerle ayn1 Teblig giincellenerek yayinlanmistir (28807 sayili Resmi
Gazete, 2013). Boylelikle bu iirtinlerin halk sagligina ve gevreye zarar vermesini
engellemek, topluma giivenli sekilde ulagsmasini teminen piyasaya arz edilmeden once

Bakanliga yapilacak bildirimin usul ve esaslar1 belirlenmistir.

Tiirkiye’de 2013/34 Tiirk Gida Kodeksi ‘Gida ile Temas Eden Plastik Madde Ve
Malzemeler’ Tebliginde TGK-Bebek Formiilleri ve TGK-Devam Formiilleri
Tebliglerinde bebek olarak tanimlanan tiiketici grubu icin kullanilan, polikarbonat
madde ve malzemelerin iretiminde kullanilamaz kisitlamasi getirilmistir. Spesifik

migrasyon limit degeri 0,6 mg/kg olarak belirlenmistir.

2.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle
muamele edilerek tek hiicre veya kiiciik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir
besiyeri ortaminda doku ile baglantis1 olmadan in vitro olarak c¢ogaltilmasma hiicre
kiltiirii ad1 verilmektedir (Davis, 1996). 1952°de insan serviks karsinomasindan ilk
devamli hiicre kiiltlirii (Hela) elde edilmistir. 1955—-1960 yillar1 arasinda, hiicre kiiltiirii
calismalarinda ¢ok 6nemli bir adim atilarak giiniimiizde kullanilan anlamda temel hiicre
kiiltiirli vasatlar1 hazirlanmistir (Freshney, 1986). Son 20 yildir hiicre kiiltiirii, yalnizca
spesifik arastirmalar i¢in kullanilan bir ara¢ olmaktan ¢ikarak, diinyanin en hizli gelisen

endiistri alanlarindan biri olan biyoteknolojinin temel taglarindan biri haline gelmistir.
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Hiicre kiiltiirii {iretmek i¢in kullanilan ortamlarda hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmast amaciyla gerekli maddeler ortama ilave
edilir. Hiicre liretme ortamlari, hiicrenin organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi
olusana kadar hiicrelerin iiretilmesi i¢in kullanilmakta ve genel olarak serumla birlikte
hiicrelerin ¢abuk tliremelerini saglayan diger maddeleri icermektedir. Ortam igerisinde;
glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve

antibiyotikler yer almaktadir (Freshney, 1986; Davis, 1996).

Giiniimiizde, hiicre kiiltiirleri tek tabaka ve silispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri
olmak iizere iki yolla iiretilmektedir. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri; cam veya plastik
zemin {izerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve iireyen hiicrelerdir. Hiicre
kiiltiir malzemesinin yiizeyi, hiicrelerin tutunma ve c¢ogalmalarmi kolaylastirmak
amactyla cesitli makromolekiiller ile kaplanabilir. Bunlar, hiicrelerin yiizeylerinde
eksprese olan integrin proteinleri ile etkileserek dokuda var olan hiicrelerarasi matrikse
benzer etki gosterirler. Stispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde ise; hiicreler yasamsal
islev ve liremelerini siispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Kan, dalak,
kemik iligi kiiltiirleri ve olgunlasmamis hiicreler bu sekilde kiiltiire edilir. Bugiin i¢in
artik tek tabakali ve siispansiyon hiicre kiiltiirlerini ele alarak klinik faydalarini en tist
diizeye cikarmak iizere orijinal doku mikro cevre ozelliklerini yansitan ii¢ boyutlu
kiiltiir metodlari da gelistirilmistir. Bunlarin en 6nemli avantajlari arasinda orijinal doku

ozelliklerini yansitmalar sayilabilir (Bilir, 2004).

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilagtirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme ozellikleri, calisma
kosullarinin standardize edilebilmesi gibi nedenlerden dolay1 da tercih edilmektedir.
(Schmalz, 1994; 1997; Browne, 1988). Hiicre kiiltiirleri, giinimiizde sitogenetik,
biyokimyasal, molekiiler biyolojik ve toksikolojik ¢aligmalarda tani veya aragtirma
amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, hiicre Kkiiltiirleri hayvan
deneylerinin yerini almasi yolunda alternatif uygulamalar olarak da son yillarda oldukca

Onem kazanmuistir.

Hiicre kiiltiirlerinin dezavantajlart olarak; birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilasmakta ve her zaman bir miktar 6liim gerceklesmektedir. Hiicre kiiltiirlerinde
zamana bagli bir kararsizlik s6z konusu olabilir. Ayrica, hiicre kiiltiirii testleri ile sadece

materyallerin akut toksisite reaksiyonlar1 konusunda bilgi edinilebilmekte, materyalin
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uzun siireli doku temasinda olusturacag: sitotoksisite diizeyi konusunda ise veri elde
edilememektedir (Schmalz 1994). Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok 6nemli oldugundan
primer kiiltiirlerin elde edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini
etkilemektedir. In vitro calismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin hazirlanmas1 ve

mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer, sekonder ve devamli

hiicre kiiltiirleri olmak {izere ii¢ grupta toplanmaktadir.

Primer hiicre kiiltiirleri

Primer hiicre kiiltiirii, organizmadan dogrudan dogruya alinan organ, doku veya
hiicrelerden iiretilen ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan hiicrelerden olusmaktadir.
Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicreler, genotip ve fenotip olarak orijinal
doku hiicresi ile aym ozellikleri igerir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir
kiiltiir ortamindan digerine taginmaktadirlar. Bu isleme subkiiltiir ad1 verilmektedir. Bu
kiiltiirlerde hiicre soyu “sonlu”dur, yani pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak oliir.
Bu nedenle, primer hiicrelerle belirli sayida pasajlama yapilabildiginden; deneyleri bu
donemde yapmak gereklidir. Primer hiicreler ile ¢alisilabilecek pasaj sayisi hiicre tipine
gore degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonunda o6liimsiiz olabilirler; bu
durumda aynmi fonksiyonel ozelliklere sahip hiicre dizileri elde edilmis olur. Primer
hiicre kiiltlirleri genellikle hayvan serumu ve diger bilesenler eklenmis karisik besin
medyumlarina ihtiya¢ duyarlar. Dolayisiyla primer hiicre kiiltiir sistemlerini standardize
etmek oldukca zordur. Primer hiicre kiiltiirleri, {iretim asamalarinin zor olmasina, hassas
hiicreler olmalarina, ¢alisma esnasinda ortaya c¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin
son derece gili¢ olmasina ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle

deger kazanmislardir (Browne, 1988; Ozdemir, 2007).
Sekonder Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirlerden sonra hiicreler ortalama 40-50 pasaj siiresince fenotipik ve
genotipik Ozellikleri degismeden sabit bir oranda cogalarak devam ettirilebilir. Bu
donemdeki hiicrelere “diploid hiicre kiiltiirii” ya da “sekonder hiicre kiiltiirleri” adi
verilir. Bu kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini %85 oraninda
korumaktadirlar. Ancak, bu hiicrelerde genellikle 30-40 pasaj arasinda spontan bir

farklilasma ya da transformasyon gézlenmeye baslar.
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Devamli Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre dizileri, primer kiiltiirlerden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da viriisler eklenerek olusturulan kiiltiirlerdir.
Primer hiicre Kkiiltiirleri transformasyona ugradiginda ve siiresiz olarak boliinme
yetenegi kazandiginda olusurlar. Transforme hiicreler genellikle daha hizli ve daha
kolay biiyiirler ve genellikle fazladan yani anormal kromozomlara sahiptirler.
Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkli
olarak gelistirilmis kiltiirlerdir. Transformasyonlar1 nedeniyle fizyolojik 6zelliklerini
koruyamamaktadirlar. Tiimoér dokusundan da alinan hiicrelerden de elde edilirler. Ug
giin ara ile en az 70 defa pasaji yapilan hiicre dizileri “devamli hiicre dizisi” olarak
kabul edilmektedirler. Hiicre dizilerinin primer kiiltiirlerden farklari; kiiltiirde yiiksek
yogunluga ulasabilmeleri, biiylime faktorleri ve seruma daha az gereksinim gdstermeleri

ve sonsuz ¢ogalma yetenekleri olarak siralanabilir.

2.5.1. Hiicre Kiiltiir Kosullar

Kiiltiir kosullar1 her hiicre tipi i¢in oldukga ¢esitlidir. Hiicreler, amino asitler,
karbonhidratlar, vitaminler, mineraller gibi 6nemli besin maddelerinin, biiyiime
faktorlerinin, hormonlarin, O, ve CO, gibi gazlarin, pH, ozmotik basing, sicaklik gibi
diizenleyici fizikokimyasal c¢evrelerin oldugu uygun bir substrat ya da besiyeri ile
kiiltiire alinir.

Hiicrenin morfolojik durumu: Kiltirdeki hiicreler sekilleri ve goriiniimleri
bakimindan ii¢ ana kategoriye ayrilirlar:

Fibroblastik (veya fibroblast benzeri) hiicreler, bipolar ya da multipolar olup

uzamis sekle sahiptirler ve substrata tutunarak biiytirler (Sekil 2-12).

Sekil 2-12: Fibroblastik (veya fibroblast benzeri) hiicreler.

Epitelyal benzeri hiicreler ¢okgen bicimli olup daha muntazam boyutlara

sahiptir ve substrata tutunarak biiyiirler (Sekil 2-13).
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Sekil 2-13: Epitelyal benzeri hiicreler.

Lenfoblast benzeri hiicreler kiire seklinde olup genellikle yiizeye tutunmaksizin

stispansiyonda biiyiitiiliirler (Sekil 2-14).

Sekil 2-14: Lenfoblast benzeri hiicreler.

Besiyeri: Besiyeri, kiiltiir ¢evresinin en onemli bilesenidir. Cilinkii kiiltiir i¢in
diizenleyici pH ve ozmotik basimcin yani sira gerekli besin maddelerini, biiylime
faktorlerini, hiicre biiyiimesi icin gereken hormonlari saglar. Onceleri hiicre kiiltiirii
deneylerinde doku ekstraktlarindan, viicut sivilarindan elde edilen dogal besiyeri
kullanilmasina ragmen, standardizasyona ihtiyag duyuldugu icin besiyerlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Serum ilavesi ihtiyacina gore smiflandirilmis ii¢
temel besiyeri kullanilir. Bunlar; bazal besiyeri, azaltilmig serumlu besiyeri ve serumsuz
besiyeridir.

Serum, bazal besiyerindeki hiicrelerin kiiltiirleri i¢in biiyiime ve adhezyon
faktorlerinin, hormonlarin, lipidlerin, ve minerallerin kaynag1 olarak olduk¢a 6nemlidir.
Buna ilaveten serum hiicre membraninin gegirgenligini diizenler ve hiicredeki lipidler,
enzimler, mikrobesinler ve iz elementler igin tasiyict olarak hizmet eder. Bununla
birlikte, besiyerinde serum kullaniminin maliyet, standardizasyon problemleri,
spesifiklik, ¢esitlilik ve bazi hiicre kiiltiirlerinde hiicresel/bliylime fonksiyonlarinin
inhibisyonu veya uyarilmasi gibi istenmeyen etkileri iceren bazi dezavantajlar1 da

vardir.
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pH: Normal memeli hiicrelerinin ¢ogunun diizgiin biiylimesi i¢in en uygun
pH=7,4 olsa da hiicre dizilerinde kiigiik degisiklikler olabilmektedir. Bazi trasforme
hiicre hatlar1 daha asidik cevrelerde daha iyi biiyiime gosterirken (pH=7-7,4), bazi
normal fibroblast hiicre hatlar1 daha bazik ¢evreleri tercih eder(pH=7,4-7,7).

Karbondioksit (CO,): pH’daki degisikliklere kars1 kiiltiirdeki hiicrelerin biiytime
besiyerinin ve tamponun pH’sin1 kontrol eder. Genellikle, tampon olarak HEPES veya
karbondioksit/bikarbonat (CO,/HCOj3") bazli bir tampon kullanilir. Ciinkii besiyerinin
pH’s1 ¢oziinen CO,’in ve HCO3“in hassas dengesine baghdir. Ciinkii atmosferik
COy’deki degisiklikler medyumun pH’sin1 degistirebilir. Bu ylizden, ozellikle
transforme hiicre hatlar1 yiiksek konsantrasyonlarda kiiltiirleniyorsa kullanilan besiyeri
HCOj3 bazli ise tamponlamak amaciyla eksojen CO, kullanmak gerekmektedir. Cogu
hiicre kiiltiirii yonteminde CO; havada %5-7 oraninda kullanilmaktadir. CO,/HCOj3

konsantrasyonu dogru pH’a ve ozmolaliteye ulagsmada etkili olmaktadir.

Sicaklik: Hiicre kiltiiri icin uygun sicaklik genelde hiicrelerin izole edildigi
konagin viicut sicakligina baglidir ve sicakliktaki farklilik anatomik olarak daha az bir
dereceye kadar olabilir (6rn. cilt sicakligr iskelet kaslarindaki sicakliktan daha
diisiiktiir). Fazla sicaklik az sicaklifa gore hiicre kiiltiirli i¢in daha ciddi bir problem
olabilmektedir. Cogu insan ve hayvan hiicre hatt1 i¢cin uygun sicaklik 36-

37°C araligindadir.

2.6. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite, hiicresel aktivitenin geri doniisiimsiiz olarak durdurulmasi ve
hiicresel yapimnin onarilamaz bozuklugu olarak tanimlanabilir. Sitotoksisite testleri, test
maddesinin uygun hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiyliime oran1 ve morfolojik 6zellikleri
izerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplari kullanilarak degerlendirilmesi

amactyla yapilmaktadir (ISO 7405, ISO 10993).

Sitotoksisite testleri ile genellikle maddelerin; hiicre sayisi veya biiyiimesi, hiicre
membran biitiinliigii, biyosentez veya enzim aktivitesi ve hiicre genetik materyali

tizerindeki etkileri ol¢iiliir.

Bir materyalin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan testler;
tekrarlanabilir olmali, test edilen konsantrasyonlari i¢in doz-cevap egrisini vermeli,
hiicre say1s1 ve test cevabi arasinda dogrusal iligki olmali ve test sonucunda elde edilen

veriler in vivo kosullara yorumlanabilmelidir (Schmalz 1997).
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In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlari:

> Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki spesifik bir
fonksiyon degerlendirilir.

> (Cok sayida 6rnek kisa zamanda ve ekonomik olarak incelenebilir.

> Kantitatif sonuclara ulasilabilir.

> Test yontemleri standardize edilebilir.
In vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajlart:

> Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi,
> Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

> Kiiltir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarinin olmamasidir (Schmalz

1997).

Sitotoksisite ¢alismalar1 i¢in genellikle hiicre metabolizmasinda olusan
degisikliklerin tespit edildigi testler kullanilir. Metabolizma testlerinde 96-kuyucuklu
mikroplakalara  yerlestirilmis  hiicrelerin ~ canliliklar1  mikroplaka  okuyuculu
spektrofotometre yardimiyla tespit edilir. Bu yoOntemler ¢ok sayida Ornegin
incelenmesine olanak veren, hizli, besiyeri ortami ve kullanilan plastik malzeme
miktarini azalttif1 i¢in ucuz olan ve genellikle tayinleri kolorimetrik olarak yapilan

yontemlerdir.

In vitro hiicre toplulugunda, %350 oraninda hiicre Oliimiine neden olan
konsantrasyon (inhibisyon konsantrasyonu, ICsg) olarak ifade edilir ve sitotoksisitenin

gosterilme bigimidir.

2.6.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi)

LDH, tiim hiicrelerde var olan stabil bir sitoplazmik enzimdir ve hiicre lizisi
veya membran hasari olustugunda hizlica hiicre kiiltiirii siipernatantina salinir. Bir test
materyeli ile inkiibasyon sonrasi, plazma membranindaki degisimleri belirleyen hizli ve
basit bir testtir. LDH, nikotinamid adenine diniikleotidin (NADH) NAD"ye
oksidasyonu ile piruvati laktata indirger (Formiil 2-1). NADH tiiketimi
spektrofotometrede 340 nm’deki diisiis ile olgulir. LDH testi ile maddenin I1Csp,
membran biitlinliigli ve hiicre canliligr {izerine etkisi hakkinda bilgi edinmek

miumkindiir.
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LDH

Pirtivat + NADH + H* Laktat+ NAD® .
Formiil 2-1

v

2.6.2. MTT Testi

Test, canli hiicrelerde MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] bilesiginin tetrazolyum halkasinin mitokondriyal bir enzim olan siiksinat
dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi esasina dayanir. Soluk sar1 renkli MTT,
tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli
formazan kristallerine doniisiir. Canli ve mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis
hiicreler mavi-mor renkli formazan {riiniinii olustururken, O6lii ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan triiniinii olusturmaz. Olusan
mavi-mor renkli kristaller isopropil alkol veya dimetilsiilfoksit ile ¢oziindiiriilerek
olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de Olciiliir. Boylece, hiicre
canliligindaki degisim formazan miktarinda da degisime neden olur ve
spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100 canliligi gosteren deger ile
kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve
Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van Meerloo ve ark., 2011).

2.6.3. XTT Testi

Sart renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid), MTT testinde oldugu gibi metabolik
olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzim sistemi
araciligiyla suda ¢6ziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniisiir ve elde edilen
sonuglar 450-490 nm’de spektrofotometrede Slgiiliir. MTT testindeki gibi ¢oziindiirme
asamasini igermeyen bu test gilinlimiizde hiicre c¢ogalmast ve canliligimin
belirlenmesinde ve sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Smith ve
Williams 2001; Wataha 2001). XTT testi ile maddenin 1Cso, metabolik toksisite ve

solunum zinciri iizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir.

2.6.4. Notral kirmizi alm (NRU) testi

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine
sahiptirler. Bdylece, hiicre canliligi ndétral kirmizi boyasini tutma kapasitelerinin
inhibisyonu ile 6l¢iiliir. Notral kirmiz1 zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla

hiicre mebranina penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH
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< sitoplazmik pH) ve oradaki anyonik bdlgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre
yiizeyinde ya da duyarli lizozomal membrandaki degisiklikler notral kirmizi boyasinin
alinmasint ve baglanmasimi azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyay1 tutarken, zarar
gbérmiis ya da ol hiicreleri tutmazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde olusan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 540 nm’de 6l¢iiliir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto
ve ark., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji
Anabilim Dali1 Hiicre Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Ayrica,
histon proteinlerinin western blot teknigi ile analizi de Istanbul Universitesi, Fen

Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

%12 Bis-tris protein jeli Novex NUuPAGE

NP0341BOX

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Biomatik A3338

bromiir (MTT)

5-hmC DNA ELISA Kit

5-mC DNA ELISA Kit

Absolu alkol

Anti-asetil histon H3K9 antikoru

Zymo Research D5426
Zymo Research D5326
Sigma-Aldrich 32221
Milipore 07-352

Anti-rabbit 19G, HRP-bagli antikor
Anti-trimetil histon H3K27 antikoru
Anti-trimetil histon H3K9 antikoru

Santa Cruz SC-2004
Milipore 07-449
Milipore 07-442

Bisfenol A (%99)

Blueelf protein standarti (3.5-245 kDa)

cDNA sentez Kkiti

Dimetil stilfoksit (DMSO)
DNA izolasyon kiti

Dubelco’nun  modifiye
(DMEM) (4,5 g glukoz igeren)

edilmis

eagle

besiyeri

Dubelco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri/F12

besiyeri (DMEM/F12)

Eagle’in minimum esansiyel besiyeri (EMEM)

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)

Fetal s1g1r serumu (FBS)

Fosfat tamponu (PBS-CMF) (kalsiyum ve

magnezyumsuz) (10x)

Sigma-Aldrich 239658
Jena Bioscience PS-105

Roche Life Science
05091284001

Biomatik A2424

Roche Life Science
11796828001

Wisent-Multicell 319020CL
Wisent-Multicell 319010CL

Wisent-Multicell 320026CL
Sigma E5134
Wisent-Multicell 080110
Wisent-Multicell 311012CL


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAAahUKEwj35-3rw6PHAhWnm3IKHXDRCKw&url=http%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2Fproducts%2Fall%2F30-2003.aspx&ei=-znLVbf-FKe3ygPwoqPgCg&usg=AFQjCNEey4zOGxAuxXFXvzdRA__Z3zT4BA&bvm=bv.99804247,d.bGQ

Gen ekspresyonu probu (ACTB)
‘RealTime ready custom single assays’

Gen ekspresyonu probu (CCND2, siklin D2)
‘RealTime ready custom single assays’

Gen ekspresyonu probu (CDKN2A, p16)
‘RealTime ready custom single assays’

Gen ekspresyonu probu (Rassf1)
‘RealTime ready custom single assays’

Gen ekspresyonu probu master karigimi

Glasiyel asetik asit

iBlot Transfer Stack (nitroseliiloz membran igeren)
LDS Ornek tamponu (4X)

MES SDS Yiiriitme tamponu (20X)

Metilasyon array (CCND2, siklin D2)
‘OneStep qMethyl Arrays’

Metilasyon array (CDKN2A, p16)
‘OneStep qMethyl Arrays’

Metilasyon array (Rassf11)
‘OneStep qMethyl Arrays’

Notral kirmizi
Ornek indirgeyici ajan (10X)

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 pg/mL)
¢Ozeltisi

Proteaz inhibitor kokteyli
RNA izolasyon Kiti

Si1gir serum albumini (BSA)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir

Total histon ekstraksiyon kiti
Tripan mavisi

Tripsin (1:250)

Tris hidroklorir
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Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 143636

Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 101384

Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 101437

Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 139830

Roche Life Science
04707494001

Riedel-de Haen 27225
Novex Lifetech NR19114-01
Novex NuPAGE B0007
Novex NuPAGE NP0002
Zymo Research D5312-5-A

Zymo Research D5312-3-A
Zymo Research D5312-1-A

Sigma-Aldrich N7005
Novex NuPAGE, B0004
Wisent-Multicell 450201EL

Sigma P2714-1BTL

Roche Life Science
11828665001

Applichem A7906
Sigma-Aldrich L5750
J. T. Baker 0278
Epigentek OP-0006
Fluka 93595
Biomatic A4027
Applichem A3452
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Tween 20 Applichem A49640
Western blot goriintiileme ¢ozeltisi Santa Cruz SC-2048

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5uL; 0,5-10 uL;  Eppendorf
2-20 uL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet Eppendorf

(30-300 pL)

Blok 1sitict Stuart SBH130D
Buzdolab1 (+4°C) Argelik 5231 NFY

CO,’li inkiibator

Calkalamali blok 1s1tic1

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Elektronik hassas terazi

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop

Hassas terazi

Laminar kabin (‘Biosafety Level 2”)

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij aleti

Mini orbital ¢alkalayici
Dikey Elektroforez Jel Tank1

Otomatik pipetor

Otomatik hiicre sayimi cihazi

Otoklav
pH metre

Bidistile su cihazi

Thermo-Scientific Heracell
150i

Biosan TS-100C
Argelik 2041 D
Daihan-Scientific Wisecry
Precisa XB 220 A
Niive

Olympus CKX4
Mettler H20
Tezsan

Epoch Biotek
Beko MD 1510 S
Hettich Micro 120
Stuart SSMI

Life Technologies Invitrogen
Mini Gel Tank A25977

Eppendorf

Luna Automated Cell Counter
(Logos model: L10001)

Hirayama HV-50L
Hanna HI 1131 B

Millipore Gradient



Sogutmali mikrosantrifiij
Goriintiileme cihazi

Goriintiileme cihazi yazilim programi
Su banyosu

Blok Isitici

Western blot kuru aktarim cihazi
Spin santrifiij

Termal dongii cihazi-Altin blok
Termal dongii cihazi-Gradient
Vorteks

Gergek zamanli termal dongii cihazi
(‘Real-time PCR’, RT-PCR)

Avyarlanabilir 8 kanalli pipetler (1-10 pL; 30-300 pL)

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler
DNA saklama kutusu

Enjektor (10 mL; 50 mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon)
Falkon tiip (15 mL; 50 mL)

Falkon tiipler i¢in uygun portiip

Filtre kagidi (110 mm)

Hiicre kiiltiirii flaski (25 cm?; 75 cm?)
Ince duvarli PCR tiipii (0,2 mL)
Kriyo vial (2 mL)

Lateks eldiven

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu)
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL)
Mikrotiipler i¢in uygun portiip

Nitril eldiven

Otoklav bandi

Hettich Micro 200R

Kodak Gel Logic System 1500

Carestream

Memmert WB14

Techne Dri-Block DB-2D

Invitrogen i-Blot

Labnet C1301B

Applied Biosystems 9700

Axygen Therm-1000
NC 28405-1ka

Roche Life Science
Lightcycler 480-11

Eppendorf

Greiner bio-one
Set inject
Minisart-Sartorius
Citotest

Greiner bio-one
Schleicher&Schvell
Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Broche

Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Broche

Sussex
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Otoklavlanabilir schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L) Isolab

Pastor pipeti (2 mL) Greiner bio-one
Pipet ucu (0,1-10 uL; 30-300 uL) Eppendorf
Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 uL)  Nest

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL) Greiner bio-one

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.4.1. Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Cam malzemeler musluk altinda 7-8 defa bol su ile ¢alkalandilar ve sodyum
hipoklorit (¢amasir suyu) iceren distile su dolu kovada 1 gece bekletildi. Ertesi giin
tekrar musluk altinda 7-8 defa yikanarak ¢amasir suyunun malzemelerden tamamen
uzaklastirilmasi saglandi ve 1 gece distile su iceren kovada bekletildi. 40°C’lik etiivde
kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava sterilizasyonuna
tabi tutuldular. Istya dayanikli pipet uclari, mikrotiipler, schott siselerin kapaklar1 gibi
plastik malzemelerin ve hazirlanan ¢ozeltilerin sterilizasyonu otoklavda 121°C’de 3 atm
basingta 15 dk.’da gergeklestirildi. Besiyeri ve serum gibi 1s1ya dayaniksiz ¢ozeltiler ise

0,22 um’lik steril filtrelerden gecirilerek steril edildi.

Hiicre kiiltiiri laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisama Oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiirii laboratuvar1 ve laminar kabinin UV lambalar agilarak ortamin sterilizasyonu
saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda calisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
kullanildi, laboratuvar oOnliiklerinin ise baska calismalarda kullanilmamasina 6zen

gosterildi.

3.4.2. Hiicre Dizilerinin Temini

Insan néroblastoma hiicreleri (SH-SY5Y) ve insan prostat kanser hiicreleri (PC-
3) Amerika Hiicre Kiltir Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC)
bankasindan satin alindi. Hiicre dizileri kriyo vialler igerisinde -196°C’de s1v1 azot tanki

igerisinde saklandi.
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3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢ozlindiriildi. 0,22 um steril naylon filtreden gecirilerek steril
edildi. Porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Fetal sigir serumu (FBS): Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56°C” de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi. Porsyonlanarak
-20°C’de saklandi. Calisma giinli 37°C’de ¢oziindiirtilerek kullanildi. FBS, besiyerine

eklenmeden 6nce 0,22 pum steril naylon filtreden gecirilerek steril edildi.

Antibiyotik ¢ézeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 ug/mL) %10]: 1 mL
penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ana stok ¢ozeltisinden alinir, 10 mL’ye
CMF-PBS ile tamamlanir.

Hiicre dondurma cozeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %1’lik
antibiyotik ¢ozeltisi hiicreler i¢in uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

SH-SY5Y hiicresi igin besiyeri: DMEM/F12:EMEM (1:1) besiyerine 10 mL
inaktive edilmis FBS (%10), 10 mL %1’lik antibiyotik ¢ozeltisi eklenerek 100 mL
olacak sekilde hazirlandi. Calismaya baslamadan 6nce besiyeri 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak

hazirlandi.

PC-3 hiicresi icin besiyeri: DMEM/F12 besiyerine 10 mL inaktive edilmis FBS
(%10), 10 mL %1°lik antibiyotik ¢ozeltisi, eklenerek 100 mL olacak sekilde hazirlandi.
Calismaya baslamadan 6nce besiyeri 37°C’de %5 COg’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe

edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak hazirlandi.

3.4.4. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik su banyosunda
1-2 dk. ¢oziilene kadar bekletildi. Vial kapaginin su ile temas etmemesi i¢in dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin igine alindi. Hiicreler, %10 FBS
igeren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde siispande edildi ve
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar siispande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar

edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
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hiicreler siispande edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25 cm®lik ya da 75 cm®lik
flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de %5 CO’li inkiibatorde inkiibasyona birakildilar.

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhhgimin Saglanmasi (Pasajlama)

Hicre kiiltiir flasklarinin tiim ylizeyini kaplamis halde bulunan yogunlagmis
hiicreler i¢in ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandilar. Pasajlama i¢in flask inkiibatérden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokiildi. Hiicrelerin yiizeyi 2 mL CMF-PBS ¢ozeltisi ile yikandi.
Bu adim, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalintilarin1 uzaklagtirmak amaclh
yapilir. Yikama igleminden sonra CMF-PBS dokiildii ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edildi, flask 37°C’de %5 CO;’li inkiibatérde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile
hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden
fazla beklememesi i¢in mikroskop ile yilizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol
edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amaciyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri
eklendi, pipetleme yapildi ve hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3
dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirild1 ve hiicre pellet 2 mL besiyeri ile siispande
edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde
igerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 bagil nem, 37°C’de %S5
CO’li inkiibatorde inkiibe edildiler. Hiicre dizisinin devamliliginin saglanmasi igin

pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildi.

3.4.6. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiirinde meydana gelebilecek risklere karst hiicreler belli araliklar ile
dondurularak saklandilar. Boliim 3.4.5.°de elde edilen hiicre pelletinin {izerine 1 mL
hiicre dondurma ¢ozeltisi eklendi ve pastor pipeti ile pipetleme yapilarak karistirildi.
Yaklagik 10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 soguga dayanikli kriyo
viallere aktarildi, sirasiyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de 16-24 saat bekletildikten sonra

s1v1 azot tankina kaldirilarak saklandi.

3.4.7. Hiicrelerin Sayilmasi
Hiicrelerin sayimi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini hiicre igine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan

boyayi hiicre icerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
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canlt hiicrelerin sadece membranlart mavi renkli gozlenirken, 6li hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazi ile gergeklestirildi. Ayrica, kontrol
etme amaciyla hiicre sayimi1 thoma lami1 (hemositometre) ad1 verilen 1 mm? alana ve 0,1
mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan 6zel sayim lamlart kullanilarak da 1s1k
mikroskobunda gergeklestirildi. Hiicre silispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre

sayisint hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi (Formiil 3-1):

Toplam hiicre sayisi/mL = Sayimm sonucu x Seyreltme faktorii x 10* x Besiyeri

miktart (mL) Formiil 3-1

3.5. Sitotoksisite Testleri
BPA’ya maruz birakilan hiicrelerin canliliginin tespiti MTT ve NRU testi
uygulanarak gerceklestirildi.

3.5.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre Kkiiltiirlerinin mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu gerceklesebilir. Hiicre siispansiyonunun homojen
oldugundan emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Ayni
zamanda, testin uygun hassasiyette olmasi igin test esnasinda hiicrelerin yakin
bitisiklikte olmasi gerekir. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip
dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklart mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kiiltiirleri

asagida belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

1. Bir rezervuar igerisine steril bidistile su konuldu ve inkiibasyon sirasinda
kiiltiir besiyerinin buharlagsmasini azaltmak amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakanin A ve
H siralari ile 1. ve 12. siitunlarindaki her bir kuyucuguna 100 pL su dagitild (Sekil 3-1).

2. Her bir kuyucukta 10* hiicre 100 pL besiyeri icinde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakanin diger kuyucuklarina hiicreler su sekilde dagitildi: 6,5 x 10°
hiicre 6,5 mL besiyerinde silispande edildi ve steril rezervuar igerisine hiicre
stispansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu mikroplakalara Sekil 3.1°de gosterildigi sekilde
100 pL hiicre siispansiyonu dagitildi.

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hiicre siispansiyonu 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
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Sekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre ekimi.

3.5.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sitotoksisite testleri icin BPA stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mM
konsantrasyonda olacak sekilde cam vial i¢inde 22,829 mg BPA 1 mL DMSO’da

¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

%10°luk DMSO c¢ozeltisinin hazirlanisi: 10 mL DMSO besiyeri ile 100 mL’ye
tamamlandi. Maruziyet plakalarina uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek

maruziyet sirasinda konsantrasyonunun %1 olmas1 saglandi.

%1’lik SDS ana stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye

tamamlandi.

%0,1’lik SDS calisma cozeltisinin hazirlanisi: %1°lik SDS ana stok
cozeltisinden 1 mL alnip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalaria
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hiicrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~ICsp) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢ozelti i¢indeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandi.

BPA’'nin  ¢oziindiiriildiigi DMSO’nun  hiicrelere  maruziyet sirasinda
konsantrasyonunun %1’1 ge¢memesi gerektiginden dolayr BPA 100 kati
konsantrasyonda stok c¢ozeltisi halinde DMSO igerisinde hazirlandi. Daha sonra BPA
cozeltisinin farkli konsantrasyonlar1 besiyerinde seyreltilerek asagida belirtildigi sekilde

hazirlandi:
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BPA ¢ozeltisinin seyreltilmesi: Stok BPA ¢ozeltisi 96 kuyucuklu mikroplakada
1/10 oraninda besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra hazirlanan bu ¢dzeltiden 1/2 oraninda
seyreltme yapilarak toplam 6 konsantrasyonda BPA standart c¢ozeltileri hazirlandi.

Seyreltme islemi i¢in uygulanan plaka diizeni Sekil 3-1’de gosterildi:

1. A sirasindaki 1. kuyucuga 270 uL besiyeri 2.-6. kuyucuklara 150 pL

besiyeri konuldu.

2. A sirasindaki 1. kuyucuga BPA’nin DMSO iginde hazirlanan ¢ozeltisinden 30
uL konuldu ve iyice karistirildi.

3. 1. kuyucuktan 150 pL alinarak 2. kuyucuga aktarildi (1/2 oraninda
seyreltme), iyice karistirildi ve bu kuyucuktan 150 pL alinarak 3. kuyucuga aktarildi.
Bu islem 5. kuyucuk da dahil olmak iizere yapildi. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150
uL atildi. Bu sekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak iizere BPA seyreltmeleri

hazirlanmis oldu.

12 12 172 172 172

NUAYAYAYAYAYA
A O0REEE®®O00

1
BPA Besiyeri

1. kuyucuk

Sekil 3-2: BPA’nin 1/2 oraninda seyreltilmesi.

3.5.3. BPA’nin Hiicre Kiiltiiriine Maruziyeti
1. Boliim 3.5.1°de belirtilen 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiir

mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H sirasi hari¢) 8 kanalli pipet kullanilarak

kiiltiir besiyeri uzaklastirildi.

2. Bu kuyucuklara 50 pL PBS ilave edilerek yikama islemi gerceklestirildi
(Kuyucuk yilizeyine tutunmus olan hiicrelerin kazinmamasina, zarar gormemesine dikkat

edilmelidir).

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuga 90 uL taze hiicre kiiltiirii besiyeri
eklendi (hiicre katmaninin kurumasindan dolay1 olusabilecek hiicre 6liimii veya stresini

engellemek icin hizli yapilmalidir).
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4. Maruziyet mikroplakasi Sekil 3.3’te gosterildigi sekilde diizenlendi:

+ 90000000000
» @@O@OWEEEOE@O®
¢ @WOO®ERE®EE@@O®
» @OOO®OEE®®E@O@O®
 @O®®WEEEE@@O®
* OOEOE®EEE@O@O®
¢ ®EOWWEEEEE@@E®
0000000000

A + H siralar:  Steril bidistile su

==

B: Kiilttir besiyeri + hiicre yok (blank, negatif kontrol)

GC: Kiiltiir besiyeri + hiicre (hiicre biiylime kontrolii)

SC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + DMSO (%1) (¢6ziicii kontrolii)
PC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)

Al, A2, ....., AG6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + BPA’nin 6 farkli konsantrasyonu
Sekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka diizeni.

5. 1 ve 12. Siitunlarin B-G kuyucuklarma 100 uL besiyeri konuldu (blank,
negatif kontrol).

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarina 10 puL hiicre kiiltiirii besiyeri konuldu (hiicre
biiytimesi kontrolii, GC).

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarma 10 pL %10’luk DMSO ¢ozeltisi
konuldu (¢6ziicti kontrolii, SC).

8. E11, F11 ve Gl11 kuyucuklarina 10 pL %0,1’lik SDS c¢ozeltisi konuldu
(pozitif kontrol, PC).

9. A1-A6 seklinde yazilmis kuyucuklara Bolim 3.5.2°de belirtildigi iizere
seyreltmeleri yapilmis BPA ¢ozeltilerinden 10’ar uL tatbik edildi (6 konsantrasyon, her
konsantrasyon i¢in 3 tekrar yapildi). Her test 1 mikroplakada 24 saatlik maruziyet i¢in
hazirlandi. Ayni diizende 2. farkli bir giinde galisilmak iizere toplam her konsantrasyon
icin 6 tekrar yapildi.

10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37°C’de %35 CO’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe
edildi.
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MTT testi ve notral kirmizi testleri icin yukarda belirtildigi sekilde ayri

maruziyet plakalari olusturuldu.

SH-SY5Y ve PC-3 hiicreleri i¢in yukarida belirtilen kosullarda caligildi.

3.5.4. MTT Testi

3.5.4.1. MTT Testinin Esasi

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlart bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli
hiicrede soluk sar1 renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu
koyu mavi-mor renkli ¢6ziinmeyen formazan {iirliniine doniisiir. BOylece canli ve
mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6li ve
mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler organik ¢dziicii (6rn.
isopropanol, DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra, olusan formazan ¢ozeltisine ait rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)
ol¢iilir. MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde meydana
gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla 6l¢iilir (Mosmann, 1983; Alley
ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Van Meerloo ve ark., 2011).

3.5.4.2. MTT Testi Protokolii

MTT ¢ozeltisinin hazirlanisi: 5 mg MTT, 1 mL 1 x CMF-PBS iginde
¢Oziindiirildi. Cozelti +4°C’de karanlikta saklandi.

Deneyin yapilisi

1. Boliim 3.5.3’de anlatildig gibi BPA ile inkiibe edilen hiicre kiiltiiriinii iceren
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 uLL MTT c¢ozeltisi eklendi.

2. 150 rpm’de inkiibator diginda 5 dk. orbital galkalayicida bekletildi.
3. 37°C’de %5 COy’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.

4. Kuyucuklardaki iistteki sivi atildi ve kuyucuklara 100 pL %100°lik DMSO

ilave edildi.

5. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital galkalayicida bekletildi.
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6. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)
mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 6lgiildi.

3.5.5. NRU testi
3.5.5.1. NRU Testinin Esas1

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine
sahiptirler. Boylece, hiicre canliligi notral kirmizi boyasini tutma kapasitesi ile ol¢iiliir.
Notral kirmizi boyasi zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla hiicre mebranina
penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH < sitoplazmik pH)
ve oradaki anyonik bdlgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre ylizeyinde ya da
duyarli lizozomal membrandaki degisiklikler nétral kirmizi boyasinin alinmasini ve
baglanmasini azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyayi tutarken, zarar gormiis ya da 6lii
hiicreleri tutamazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde olusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 540 nm’de Ol¢iiliir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto ve ark.,
2008).

3.5.5.2. NRU Testi i¢in Cozeltilerin Hazirlamis

Notral kirmizi boyast ana stok ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 mg notral kirmizisi
boyast 10 mL hiicre kiiltiirii besiyerinde ¢oziildii. Cozelti steril 0,22 um naylon enjektor
ucu filtreden gegirildi. Porsyonlanarak -20°C’de saklandi. Boya kristallerinin iyi
¢oOziindiiriilmesi icin ¢dzelti ¢calisma giinlinden dnce 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

Noétral kirmuzi boyast calisma ¢ozeltisinin hazirlanigsi: 100 pL nétral kirmizi
ana stok cozeltisinden alindi, hiicre kiiltiirii besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandr ve 0,22
pum naylon enjektor ucu filtreden gecirildi (Bu asamada boya kristallerinin iy1
¢ozlindiiriilmesi saglanmalidir).

Notral kirmizi boyast ¢oziindiirme c¢ozeltisinin hazirlanisi: 150 pL glasiyel
asetik asit, 7,35 mL distile su ve 7,5 mL absolu alkol karistirilarak hazirladi.

Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmali ve 1 saat igerisinde kullanilmalidir.

3.5.5.3. NRU Testi Protokolii

1. Boliim 3.5.3’de anlatildig1 gibi BPA ile inkiibe edilen hiicre kiiltiiriinii igeren
96 kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarindaki besiyeri atildi ve kuyucuklar 150 pL
PBS ile yikandu.
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2. Her kuyucuga 100 pL nétral kirmizi boyasi ¢alisma ¢ozeltisi eklendi ve

37°C*de 3 saat inkiibe edildi.

3. Mikroplakanin kuyucuklarindaki boya ¢ozeltisi atildi ve 150 uL PBS ile
dikkatlice yikand1 (nétral kirmiz1 boyasi ¢alisma ¢ozeltisinden kaynaklanabilecek boya
kristallerinin kalmamasina dikkat edildi).

4. Her kuyucuga 150 pL nétral kirmizi ¢6ziindiirme ¢ozeltisi eklendi.

5. 150 rpm’de 10 dk. inkiibator disinda orbital ¢alkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 540 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
Olctldii.

3.5.6. Sonug¢larin Degerlendirilmesi
1. Coziicii kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans degeri %100 canlilig1
ifade eder. Orneklerde canli hiicre orani, ¢dziicii kontrol grubunun (SC) absorbans

degeri ile kiyaslanarak % cinsinden hesaplandi.

2. Coziicii kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanin sag ve sol kenarinda
bulunmas1 sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi i¢in, sag
ve sol taraftaki ¢ozlicii kontrollerin ortalamalart ile tiim ¢6ziicii kontrollerin ortalamalari

arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre biiylime kontrolleri (GC) ¢0ziiciiniin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢oziicii kontrollerin degerleri hiicre biiyiime kontrolleri ile belirgin bir fark gdsterirse,
test bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir

¢oziicti secilmelidir.

4. Testin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla her maruziyet mikroplakasina
SDS ¢ozeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde) eklenerek pozitif kontrol
grubu (PC) olusturuldu. Calisilan kosullarda, SDS ¢o6zeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre
6liimiiniin yaklasik %50 olmasi1 gerekir (ISO-10993-5).

5. Her c¢oziicii kontrol (SC) ve ornek absorbans degerlerinden, blank (B)

degerlerine ait ortalama absorbans degeri c¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri
elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢oziicii kontrol (diizeltilmis ODsc) ve 6rnek (diizeltilmis OD¢nek)

absorbans degerlerinin ortalamasi alindi.
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7. % Relatif inhibisyon (% hiicre O6limii) degeri asagidaki formiile gore

hesaplandi (Formiil 3-2):

% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. OD¢pme X 100 / diizeltilmis ort. ODsc)
Formiil 3-2

8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (%
hiicre oliimii) olacak sekilde excel programi kullanilarak konsantrasyona karst %
inhibisyon (% hiicre 6liimii) egrisi ¢izildi.

9. Egriden %50 inhibisyona (hiicre oliimiine) karsilik gelen konsantrasyon

hesaplanarak calisilan maddelerin ICso (%50 oraninda hiicre o6liimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.

3.6. BPA’nin Hiicre Dizilerine Maruziyeti
10 mM BPA ¢ozeltisinin hazirlanigi: Cam vial icinde 22,829 mg BPA 10 mL
DMSOQO’da ¢oziilerek hazirlandi.

1 mM BPA cozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 10 mM BPA ¢o6zeltisinden
1 mL alinarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi.

0,1 mM BPA ¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 1 mM BPA ¢o6zeltisinden
1 mL alinarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi.

Her bir 25cm*lik flaska 1,5x 10° hiicre 5 mL besiyeri iginde ekildi. CO,’li
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Flaskin igindeki besiyeri dokiildii ve tekrar 5 mL taze
besiyeri konuldu. Asagida belirtildigi sekilde BPA maruziyetleri gergeklestirildi:

10 uM BPA maruziyeti: 5 uL 10 mM BPA ¢ozeltisi igerisinde 5 mL besiyeri
bulunan flaska konuldu.

1 uM BPA maruziyeti: 5 uL 1 mM BPA ¢ozeltisi igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

0,1 uM BPA maruziyeti: 5 uL 0,1 mM BPA ¢6zeltisi i¢erisinde 5 mL besiyeri
bulunan flaska konuldu.

Kontrol gruplari: 5 pL %100 DMSO igerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska

konuldu.
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Bu sekilde BPA 0,1; 1; 10 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde SH-SY5Y ve
PC-3 hiicrelerine uygulandi ve 48 veya 96 saat boyunca 37°C’lik %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. 96 saatlik maruziyetler icin 48. saatte maruziyet
flasklarindaki BPA igeren besiyeri yenisi ile degistirildi. Ayn1 ortam kosullarinda
kontrol gruplart da olusturuldu. BPA’in her bir konsantrasyonda maruziyeti i¢in 3’ser
adet flaska ekim yapildi ve deneyler 2. farkli bir giinde tekrar edildi. En son maruziyet
siireleri tamamlandiktan sonra BPA’ya maruz birakilan hiicreler pasajlandi ve sayildi.
Besiyeri i¢indeki hiicreler 4°C’de 1000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi, iistteki besiyeri
atildi ve hiicreler PBS ile yikanarak 4°C’de 1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifiij edildi.
Hiicreler PBS’de siispande edildi ve DNA, RNA ve histon proteinlerinin izolasyonunu
yapabilmek amaciyla yaklasik 1x10° sayida hiicre 200 pL PBS i¢inde olacak sekilde

kisimlara ayrildu.

3.7. DNA Metilasyonunun Analizi

3.7.1. DNA izolasyonu

Hiicre kiltiriinden genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template
Preparation Kit’ (Roche Life Science) ile iiretici firmanin vermis kullanim talimatlari
uygulanarak gergeklestirildi.

Kit Icerigi

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HCl / 10 mM {ire / 10 mM Tris HC1 / % 20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4.4).

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K, 4,5 ml bidistile su ile ¢oziindirildii.
-20°C’de sakland.

Inhibitdr temizleme: 5 M Guanidin HC1/ 20 mM Tris HCI / alkol (pH 6.6).

Yikama tamponu: 2 mM Tris HCI / alkol (pH 7.5).

Eliisyon tamponu: 4 M iire / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH 7.4).

Filtreli tiip, toplama tiipii

Deney protokolii

1. Boliim 3.6’da belirtildigi lizere hazirlanan 1x10° hiicre 200 ul PBS icinde
stispande edildi.

2. Uzerine 200 pL baglama tamponu, 40 uL proteinaz K eklendi. Hemen
karistirildr ve 70°C’de 10 dk. inkiibe edildi.

3. Uzerine 100 pL isoproponal eklendi ve iyice karistirildi.
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4. Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

5. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki s1v1 atild1.

6. Filtreli tiipe 500 pL inhibitér temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1
dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki s1v1 atildi.

7. Filtreli tiipe 500 pL yikama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifijj
edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki siv1 atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.

8. Yikama tamponunun kalintilarin1 temizlemek tizere bir kez daha 10 sn.
santrifiij edildi.

9. Toplama tiipii atilds, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

10. Onceden 70°C’ye getirilmis eliisyon tamponundan 100 pL filtreli tiipe
eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

11. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki asamalarda kullanilmak -20°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.7.2. DNA’min Saflik ve Miktar Tayini

0,1-10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda SH-SY5Y ve PC-3
hiicrelerinden izole edilen DNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak
mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de oOlgiildii. 260 nm’de olgiilen absorbans
degerleri oldukg¢a saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng ya da pg diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280
nm ve 230 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig1
hakkinda bilgi verir. Saflastirilmis DNA’da Azso/Azgo V€ Azsol Arzo orani yaklasik 1,75-

1,8 tizerinde olmalidir.

3.7.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini

5-metilsitozin (5-mC) ve 5-hidroksimetilsitozin (5-hmC) igeriginin tayini, global
olarak DNA metilasyonundaki degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullanilish bir
parametredir (Christman, 1982; Ramsahoye, 2002; Fuke ve ark. 2004). Bu amagla,
DNA’da 5-mC’nin tayini 5-mC DNA Eliza kit (Zymo Research) ve 5-hmC’nin tayini
de 5-hmC DNA Eliza kit ile iiretici firmanin vermis kullamim talimatlari uygulanarak

gergeklestirildi.



70

3.7.3.1. 5-mC’nin Eliza Kit ile Tayini

Kit Icerigi

5-mC Kaplama tamponu (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.

5-mC Eliza tamponu (250 mL): 4°C’de saklanmalidir.

Anti-5-metilsitozin monoklonal antikoru (1 pg/uL, 30 pL): - 20°C’de
saklanmalidir.

Sekonder antikor (1 pug/uL, 30 uL): 4°C’de saklanmalidir.

HRP gelistirici (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.

Negatif kontrol (100 ng/uL, 50 uL): - 20°C’de saklanmalidir.

Pozitif kontrol (100 ng/uL, 50 uL): - 20°C’de saklanmalidir.

96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sicakliginda saklanmalidir.

Deneyin esast

5-mC DNA Eliza kitinin temeli dolayli eliza teknigidir. Denatiire, tek zincirli
DNA o6rnekleri 5-mC kaplama tampon i¢inde mikroplaka kuyucuk yiizeylerine kaplanir.
Anti-5mC monoklonal antikoru ve HRP bagli sekonder antikor 5-mC Eliza tamponunda
hazirlanir ve kuyucuklara eklenir. HRP gelistiricinin eklenmesi sonucu olusan rengin

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile 5-mC tayini gergeklestirilir (Sekil 3-4) .

/ Sekonder
. //é_an%’ A
Tek zincirli DNA W/

Kuyucuk ytizeyi

Sekil 3-4: 5-mC DNA Eliza kitinin temeli.

Deneyin yapilisi

Bolim 3.7.1°de izole edilen ve Boliim 3.7.2°de miktart tespit edilen DNA
ornekleri 100 ng konsantrasyonda olacak sekilde 100 pL 5-mC kaplama tampon i¢inde
hazirlandi.

DNA ornekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen negatif kontrol (100 ng/100 pL)

ve pozitif kontrollerin (100 ng/100 puL) karistmiyla hazirlanan metilasyon standartlari
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(% 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oraninda 5-mC) da parallel olarak calisildi. Blank olarak
herhangi bir DNA 6rnegi icermeyen 100 pL 5-mC kaplama tamponu kullanildi.

DNA baglama

1. Gerektigi kadar kuyucuk standart ve 6rnekler i¢in mikroplakadan ayrildi.

2. 0,2 uL’lik PCR tiipiine 100 ng 6rnek DNA’lar1 ve negatif ve pozitif DNA’lar
konuldu ve tizerine 100 pL 5-mC kaplama tamponu eklendi.

3. DNA’lar 98°C’de 5 dk. denatiire edildi ve denatiirasyondan sonra hizlica 10
dk. buzda bekletildi.

4. Denatiire edilmis DNA‘lar kit ile tedarik edilen mikroplaka kuyucuklarina
eklendi ve tizeri mikroplaka filmi ile kapatildi. Mikroplaka 37°C‘de 1 saat inkiibe
edildi.

Bloklama

5. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar 200 pL 5-mC Eliza
tamponu ile 3 kez yikandi.

6. Kuyucuklara 200 pL 5-mC Eliza tamponu eklendi ve tizeri mikroplaka filmi
ile kapatildi. Mikroplaka 37°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

Antikor eklenmesi

7. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi.

8. Antikor karisimi asagidaki gibi hazirlandi (18 kuyucuk i¢in):

5-mC Eliza tamponu 2000 uL
Anti-5-metilsitozin 1 uL
Sekonder antikor 2 uL

9. Kuyucuklara antikor karigimimdan 100 pL eklendi ve {izeri mikroplaka filmi
ile kapatildi. Mikroplaka 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Renk geligimi

10. Antikor karigimi kuyucuklardan uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar 200 uL 5-
mC Eliza tamponu ile 3 kez yikandi.

11. Kuyucuklara 100 pl HRP gelistirici eklendi. Mikroplaka oda sicakliginda
renk gelisimi i¢in 20 dk. bekletildi.

12. Olusan rengin siddeti 405 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
olgiildii.

Sonuclarin degerlendirilmesi
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13. Metilasyon standardlart (%0, %5, %10, %25, %50, %75, %100) ile

hazirlanan 6l¢ii egrisi yardimiyla DNA orneklerindeki metilasyon orami % olarak

belirlendi.

3.7.3.2. 5-hmC’nin Eliza Kit ile Tayini

Kit Icerigi

5-hmC Kaplama tamponu (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.

5-hmC Eliza tamponu (30 mL): 4°C’de saklanmalidir.

Anti-5-hmC poliklonal antikoru (1 pg/pl, 25 pl): -20°C’de saklanmalidir.

Anti-DNA HRP antikoru x 100 (100 uL): -80°C’de saklanmalidir.

HRP gelistirici (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.

Kontrol DNA seti (5 kontrol x 40 pL): -20°C’de saklanmalidir.

96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sicakliginda saklanmalidir.

Deneyin Esast

5-hmC DNA Eliza kiti sandvi¢ temelli bir Eliza modelidir. ilk énce anti-5-hmC
poliklonal antikoru mikroplaka kuyucuklarinin yiizeyine kaplanir. Denatiire tek zincirli
5-hmC igeren DNA 6rnegi, anti-5-hmC poliklonal antikoruna baglanir. Sonrasinda anti-
DNA HRP antikoru (seconder antikor) anti-5-hmC poliklonal antikoruna baglanir. HRP
gelistiricinin eklenmesi sonucu olusan yesilimsi mavi rengin spektrofotometrik olarak

Olglilmesi ile 5-hmC tayini gerceklestirilir (Sekil 3-5).

Tek zincirli DNA

ANti-DNA HRP Antikory L/

YYY
[T T

Sekil 3-5: 5-hmC DNA Eliza kitinin sandvi¢ temelli modeli.

Anti-5-hmC pAb

Deneyin Yapilist

Bolim 3.7.1°de izole edilen ve Bolim 3.7.2°de miktar tespit edilen DNA
ornekleri 100 ng konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi.

DNA ornekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen kontrol DNA seti kullanilarak
hazirlanan (% 0; 0,03; 0,12; 0,23; 0,55 oraninda 5-hmC) standartlar da paralel olarak
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calisildi. Blank olarak herhangi bir DNA 6rnegi igermeyen 100 puL. 5-hmC kaplama
tamponu kullanildi.

Kaplama

1. Gerektigi kadar kuyucuk standart ve 6rnekler i¢cin mikroplakadan ayrildi.

2. Anti-5-hmC poliklonal antikoru 5-hmC kaplama tamponu igerisinde 1 ng/uL
olacak sekilde 1/1000 oraninda seyreltildi.

3. Seyreltilen bu antikor karisimimndan her kuyucuga 100 uL eklendi ve
mikroplaka filmi ile kapatilarak 37°C’de 1 s. inkiibe edildi.

Bloklama

4. Mikroplaka kuyucuklarindan tampon uzaklastirildi. Tiim kuyucuklar 200 pL
1 x Eliza tamponu ile 3 kez yikandi ve her bir kuyucuktan sivinin uzaklastirilmasi
saglandi.

5. 200 ul 1 x Eliza tamponu her kuyucuga eklendi ve iizeri mikroplaka filmi ile
kapatilarak 37°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

DNA ekleme/baglama

6. Ornek DNA’lar ve kontrol DNA’lar 98°C’de 5 dk. termal 1siticida denatiire
edildi ve denatiirasyondan sonra hizlica 10 dk. buzda bekletildi.

7. Denatiire tek zincirli 6rnek ve kontrol DNA’lar son konsantrasyonu 1 ng/pL
olacak sekilde 1 x Eliza tamponu ile seyreltildi.

8. Mikroplakanin tiim kuyucuklarindaki tampon uzaklastirildi.

9. Seyreltilmis 6rnek ve standart DNA’lardan 100 pL her kuyucuga eklendi ve
mikroplaka filmi ile kapatilarak 37°C’de 1 s. inkiibe edildi.

Anti-DNA HRP antikorunun eklenmesi

10. Inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve 200 uL 1 X
Eliza tamponu ile 3 kez yikandu.

11. Anti-DNA HRP antikoru 1 x Eliza tamponu ile 1:100 oraninda seyreltildi.
Bu karisimdan her kuyucuga 100 pL eklendi ve mikroplaka filmi ile kapatilarak
37°C°de 30 dk. inkiibe edildi.

Renk gelisimi

12. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar 200 uL 1 x Eliza
tamponu ile 3 kez yikandi.

14. Kuyucuklara 100 pL 1 x HRP gelistirici eklendi. Mikroplaka oda
sicakliginda renk gelisimi i¢in 20 dk. bekletildi.
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15. Olusan rengin siddeti 405 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
olciildii.

Sonuclarin degerlendirilmesi

16. Kontrol DNA seti standartlar1 (% 0; 0,03; 0,12; 0,23; 0,55 oraninda 5-hmC)
ile hazirlanan Ol¢li egrisi yardimiyla DNA orneklerindeki 5-hmC orani % olarak

belirlendi.

3.7.4. Gene-ozgii DNA Metilasyonunun Tayini

p16, siklinD2, Rassfl Genlerinin promotor bolgelerindeki CpG adalarinda DNA
metilasyonu tayini ‘OneStep qMethyl array’ler (Zymo Research) ile iiretici firmanin
vermis kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Deneyin esast

Test edilecek DNA ornekleri test reaksiyonu ve referans reaksiyonu olarak iki
kisma ayrilir. Test reaksiyonundaki DNA metilasyona hassas restriksiyon enzimleri
(‘methylation sensitive restriction enzymes, MSREs) ile kesilirken, referans
reaksiyonundaki DNA kesilmez. Daha sonra her iki DNA 6rmegi SYTO™9 fluoresans
boyas1 varliginda RT-PCR kullanilarak ¢ogaltilir ve miktari belirlenir. Test ve referans
DNA o6rneklerine ait dongii esik degerleri (‘cycle threshold’, Ct) metilasyon durumuna
gore degisiklik gostermekte ve bu farktan metilasyon oram1 hesaplanmaktadir.
Mikroplakalarda hazir olarak her kuyucuga 15 pL konulmus test ve referans
kuyucuklarin igerigi Tablo 3-1’de verilmistir.

Kit icerigi

‘qMethyl array’ Mikroplakasi: -20°C’de saklanmalidir.

Optik mikroplaka filmi

Test ve referans master karisimlarinin igerigi asagida verilmistir:

Test reaksiyonu (bir kuyucuktaki)

10 uL 2 x Test reaksiyon karisim1 (MSRE’leri igerir)
1 uL 10 uM forvard primer (ya da MGMT Primer 1)
1 uL 10 uM revers primer (ya da MGMT Primer 11)
3uL DNaz/RNaz igermeyen su

15 uL Toplam hacim
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Referans reaksiyonu (bir kuyucuktaki)

10 uL 2 x Referans reaksiyon karisimi (MSRE’leri igerir)
1uL 10 uM forvard primer (ya da MGMT Primer I)
1 ulL 10 uM revers primer (ya da MGMT Primer 11)
3uL DNaz/RNaz igermeyen su
15 uL Toplam hacim
Deneyin yapilisi

1. ‘qMethyl array’ Mikroplakas1 buz tlizerinde ¢6ziildii.

2. Plaka 1 dk. spin santrifiij edildi.

3. Mikroplaka kuyucuklarinin iizerindeki kapak dikkatlice agildi ve atildi.
Kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla icerisindeki karigimin  sigramasindan
sakinilmalidir.

4. Al, A2, Bl, B2 kuyucuklarinda metile DNA standartlari, A3, A4, B3, B4
kyucuklarinda ise unmetile standarti mikroplakada hazir sekilde array ile temin edildi.

5. 4 ng/uL konsantrasyonda olacak sekilde ayarlanan DNA orneklerinden 5’er
uL metileDNA standartlar1 (A1, A2 ,B1, B2) ve unmetile DNA standartlar1 (A3, A4,
B3, B4) disindaki tiim kuyucuklara hem test hem de referans reaksiyonu eklendi.
Mikroplaka diizeni Sekil 3-6’da gosterildi.

1 o 3 4 5 ) 7 8 9 10 11 12
A KWV\ Y Test reaksiyonu
MetileDNA | Unetile DNA DNA pxa || Dna DNA
standartlart standartlari Orn. 1 Orn. 2 Orn. 3 Om. 4 i
R } Referans reaksiyonu
C Test reaksiyonu
DNA DNA DNA pxa [ pna DNA
Om. 5 Om. 6 Om. 7 Orm. 8 Om. 9 Om. 10 .
D ' \ } Referans reaksiyonu
E } Test reaksiyonu
DNA DNA DNA DNA DNA DNA
F Om. 11 Omn. 12 Om. 13 Om. 14 \ Om. 15 Orn. 16 } Referans reaksiyonu
G } Test reaksiyonu
DNA DNA DNA DNA DNA DNA ]
| om17 Om. 18 Om. 19 6m20 [\ oOm21 Omn. i) } Referans reaksiyonu
V \_/

Sekil 3-6: ‘Methyl array’ Mikroplaka diizeni.
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6. Mikroplakanin {izeri film ile kaplandi ve RT-PCR cihazinda analiz baglatildi.

7. ‘OneStep qMethyl array’ler DNA 6rneklerinin MSRE kesimi ve ‘real-time’
amplifikasyonunu kombine olarak ger¢eklestirmektedir. RT-PCR cihazinda eksitasyon
ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 465 nm ve 510 nm (SyberGreen boyasi ile ¢alisma

kosullarindaki gibi) olarak ayarlandi. RT-PCR ¢alisma kosullar1 Tablo 3-2’de gosterildi.

Tablo 3-1: ‘OneStep qMethyl array’lerin RT-PCR’da ¢alisma kosullar:

Asamalar Sicaklik (°C) |Siire
MSRE kesimi 37 2 saat
Basglangi¢ denatiirasyonu 95 10 dk.
Denatiirasyon (DNA Zincirinin A¢ilmasi) 95 30 sn.
Annealing Rassfl: 63 60 sn.
(Primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigmasi) p.16_: b po siklus
siklinD2: 63

Primer uzamasi 72 60 sn.
Son uzama 72 7 dk.

Erime egrisi (Spesifik olamayan {iriinlerin ve
primer dimerlerinin olusumunun saptanmasi igin)

Bekletme 4 -

Sonuclarin hesaplanmas

8. Cogalan bolgelerdeki metilasyon seviyesi asagida verilen formiile gore

hesaplandi:
% metilasyon = 100 x 24 Formiil 3-3

ACt = Ortalama test reaksiyonu Ct degeri - Ortalama referans reaksiyonu Ct degeri

Ayni zamanda Zymo Research tarafindan olusturulmus web-bazli ‘OneStep
gMethyl’ hesap cetveli (www.zymoresearch.com/gmEthylcalc) kullanilarak da hesaplar

yapildi.

3.8. Gen Ekspresyonlarin tayini

3.8.1. Total RNA izolasyonu
Hiicre kiiltiirinden total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit* (Roche

Life Science) ile tiretici firmanin vermis kullanim talimatlar uygulanarak gergeklestirildi.
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Kit icerigi

Lizis/Baglama tamponu: 4,5 M Guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton X-
100 (agirlik/hacim) (pH 6,6). 25°C’de saklanda.

DNaz | (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz |. Coziindiiriildiikten
sonra porsyonlarak -20°C’de saklandi.

DNaz inkiibasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,0). 25°C’de
saklandi.

Yikama tamponu I: 5 M Guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI (pH 6,6). 25°C’de
saklandi.

Yikama tamponu II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI (pH 7,5). 25°C’de saklandi.

Eliisyon tamponu: PCR kalitede su.

Filtreli tiip, toplama tiipii

Deney protokolii

1. Bolim 3.6°da belirtildigi iizere hazirlanan 1x10° hiicre 200 pL PBS iginde
siispande edildi.

2. Uzerine 200 uL baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karigtirildi.

3. Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

4. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 15 sn.
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki s1v1 atild1.

5. Steril bir mikrotiipte her bir 6rnek i¢in 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ve
10 uLL DNaz I eklendi ve karigtirildi.

6. 100 uL DNaz I ¢ozeltisi filtreli tiipiin {ist ylizeyine konuldu. 15-25°C’de 15
dk. inkiibe edildi.

12. Filtreli tipe 500 uL Yikama tamponu I eklendi ve 8000 g'de 15 sn santrifiij
edildi. Santriftij sonrasi toplama tiiptindeki siv1 atild.

13. Filtreli tiipe 500 pL Yikama tamponu II eklendi ve 8000 g de 15 sn.
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiiptindeki siv1 atild1.

14. Filtreli tiipe 200 pL Yikama tamponu II eklendi ve en yiiksek devirde
(yaklasik 13000 g) 2 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipii i¢cindeki sivi1 ile
birlikte atild1.

15. Filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

16. Eliisyon tamponundan 50 pL filtreli tiipe eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi.
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17. Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi i¢in -80°C’de saklandi.

3.8.2. RNA’nin Saflik ve Miktar Tayini

0,1-10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda SH-SY5Y ve PC-3
hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak
mikroplaka okuyucu spektrofotometrede o6lgiildi. 260 nm’deki Ol¢iimler RNA
miktariin belirlenmesinde kullanildi. RNA’nin safliginin belirlenmesinde kullanilan

Aol Azgo orani ise yaklasik 1.95+ 0.1 olmalidir.

3.8.3. cDNA Sentezi

cDNA tek veya gift sarmalli olabilir ve mRNA kalibindan ters transkriptaz
enzimi kullanilarak sentezlenir. Eger yapilan deney ¢ift sarmalli cDNA gerektiriyorsa,
bir bagka DNA sentez basamagi ile gergeklestirilebilir.

Olgiim sonucunda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi icin total 1000 ng
olacak sekilde ‘Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit’ (Roche Life Science) ile

iretici firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Kit icerigi

Transkriptor ters transkriptaz: 50 pL; 200 mM potasyum fosfat, 2 mM
ditiyotreitol, %0,2 Triton X-100, %50 gliserol (pH 7,2)

Transkriptor ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x5): 1 mL; 250 mM Tris-HCl,
150 mM KCI, 40 mM MgCl, (pH 8,5)

Koruyucu RNaz inhibitorii: 50 uL; 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM
ditiyotreitol, %50 gliserol (pH 7,6)

Deoksiniikleotid karisimi: 200 puL; 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP

Anchored-oligo (dT)ig primer: 100 uL

Random heksamer primer: 100 pL

Kontrol RNA: 20 uL

Kontrol primer, insan porfobilinojen deaminaz (PBGD) karisimi: PBGD igin 5
uM ileri ve geri primer

PCR kalitede su

Deney protokolii

1. Steril, niikleaz icermeyen, ince duvarli PCR tiipii buz icine konuldu ve

igerisinde kalip primer karigimi hazirlandi:
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Toplam RNA: 1000 ng
Anchored-oligo(dT)g primer (vial 5): 1 uL
Random heksamer primer (vial 6): 1 uL
Su (vial 8): Reaksiyonun toplam hacmi 13 pL olacak sekilde su eklendi.
2. Kalip primer karigimini denatiire etmek i¢in karisim 65°C’de 10 dk. inkiibe
edildi ve tiip hizl1 bir sekilde buz iistiine alindu.
3. Kalip primer karisimini igeren tiipe ters transkriptaz karistminin geri kalan
bilesenleri agagidaki belirtildigi sirayla eklendi:

Ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x 5): 4 uL

Koruyucu RNaz inhibitdrii: 0,5 uL
Deoksintikleotid karigima: 2 uL

Transkriptoz ters transkriptaz: 0,5 uL
Toplam hacim: 20 uL

4. Tip i¢indeki maddeler dikkatli bir sekilde karistirildi ve spin santrifiij yapildi.
Vorteks yapilmamalidir.

5. Daha sonra ters transkriptaz karisimi 55°C’de 30 dk. boyunca inkiibe edildi.

6. Transkriptaz ters transkriptaz 85°C’de 5 dk inkiibe edilerek inaktif hale
getirildi.

7. Tip buz ustiine alinarak reaksiyon durduruldu.

8. cDNA saflastirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak
tizere -20°C’de saklandi.

3.8.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Tayini

p16, siklinD2 ve Rassfl genlerinin ekspresyonlar1 ‘RealTime ready custom single
assays’ primer prob karisimi kullanilarak RT-PCR ile gergeklestirildi.

Kullanilan malzemeler

‘LightCycler 480 Probes Master’ PCR karigimi, x 2 (1mL; FastStart Taqg DNA
polimeraz reaksiyon tamponu, dNTP karisimi, 6,4 mM MgCl,)

‘RealTime ready custom single assays’ primer prob karigimi

PCR kalitede su

Deney protokolii

1. Malzemeler agilmadan Once dikkatlice spin yapildi. Calisma buz iizerinde

gerceklestirildi.


https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
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2. PCR primerleri ve hidroliz probu igeren ¢dzelti hazirlandu.
3. Buz iistiindeki her bir 1.5 mL’lik reaksiyon tiipiine asagidaki gosterildigi gibi

uygun miktarlarda bilesenler ilave edilerek PCR karisimi hazirlandi ve dikkatlice

pipetleme yapildi:
‘RealTime ready custom single assays’ primer prob karigima: 2 uL
‘LightCycler 480 Probes Master’ PCR karigimi: 10 uL
PCR kalitede su: 3ulL
Toplam hacim: 15 uL

4. Hazirlanan PCR karigimindan 15 pL. mikroplakanin her kuyucuguna ilave
edildi.

5. ¢cDNA ornekleri steril su ile 1:10 oraninda seyreltildi.

6. Hazirlanan cDNA oOrneklerinden 5 pL her bir kuyucuga eklendi ve
mikroplakanin iizeri mikroplaka filmi ile kapatildi.

7. Mikroplaka 1500 g’de 2 dk. santrifiij edildi.

8. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak 6l¢iim yapildi. RT-
PCR protokolii Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: ‘Roche LightCycler 480 Probes’ RT-PCR protokolii

Program adi Siklus  Analizmodu  Sicakhik °C  Siire
Pre-inkiibasyon 1 None 95 5 dk.
95 10 sn.
Amplifikasyon 45  Quantification 50 15 sn.
72 1sn.
Soguma 1 None - 10 sn.

3.9. Histon Proteinlerinin Western Blot Yontemi ile Tayini

3.9.1. Histon Proteinlerinin izolasyonu

Hiicreden histon proteinlerinin izolasyonu EpiQuick™ toplam histon
ekstraksiyon kiti (Epigentek) ile tiretici firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar
uygulanarak gergeklestirildi (Sekil 3-7).


https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
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Kit icerigi

10x On-lizis ¢ozeltisi 10 mL
Lizis ¢ozeltisi 20 mL
Balans tamponu 8 mL
DTT ¢ozeltisi 20 uL

Hiicrelerin
hazlanmasi

Lizis dncesi

Lizis
pH dengesi

Mikroplakaya e
uygulama Eaa

Sekil 3-7: Histon proteinlerinin izolasyon basamaklari

Deney protokolii

1. Boliim 3.6’da belirtildigi {izere hazirlanan 1x10° hiicre 200 uL PBS i¢inde
siispande edildi.

2. PBS ile yikanan hiicreler 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Hiicreler
4°C’de 1000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Ustteki s1v1 atilda.

3. 10x on-lizis ¢ozeltisi, distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek 1X 6n-lizis
¢ozeltisi hazirlandi (1 mL 10X 6n-lizis ¢ozeltisi + 9 mL su seklinde).

4. Hiicre pelletine 200 pL 1x on-liziz ¢ozeltisi eklendi ve siispande edildi ve 10
dk. buz i¢inde nazikg¢e karistirilarak lizis edildi.

5. Lizatlar 4°C’ de 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve iist faz uzaklastirildi.
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6. Hiicre pelletine 200 pL lizis ¢ozeltisi eklendi ve tekrar siispande edildi ve 30
dk. buz i¢inde inkiibe edildi.

7. Hiicre siispansiyonu 4°C’de 12.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve iistteki
stv1 yeni bir mikrosantrifiij tiiptine transfer edildi.

8. Balans tamponuna 1:500 oraninda DTT ¢ozeltisi eklenerek balans-DTT
tamponu hazirlandi (1 pL DTT ¢ozeltisi + 500 pL balans tamponu seklinde).

9. Ustteki s1viya 60 uL (0,3 hacimde) balans-DTT tamponu eklendi.

10. Boylece histon proteinlerinin izolasyonu gerceklestirildi ve protein
konsantrasyonu Ol¢iilmek tizere hazir hale getirildi.

11. Elde edilen histon proteinleri daha sonraki kullanimlar i¢in porsiyonlandi ve

-80°C’de saklandi.

3.9.2. Proteinlerin Miktar Tayini

izole edilen niikleer ve histon proteinleri ekstrelerinde protein miktarlar1 Bio-
Rad protein tayini 11 kiti ile Bradford prensibine gore 6l¢iildii (Bradford, 1976).

Kit icerigi

Protein tayini boya reaktifi konsantresi: 450 mL boya

Sigir serum proteini (BSA, standart): BSA standardi kit protokoliine uygun
olarak 1,41 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 20 mL bidistile suda ¢oziildii. BSA

ana stok ¢ozeltisi porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.
Yontemin esasi

Bio-Rad protein tayini, Bradford prensibine dayanir, basit ve dogrusalligi
yiiksek bir yontem olup ¢dzlinmiis proteinlerin konsantrasyonlarini tayin eder. Asidik
‘coomassie® brilliant blue G-250 boyasinin, eklendigi protein ¢ozeltisinde ozellikle
arginin olmak iizere, esas olarak basit ve aromatik aminoasit rezidiilerine baglanmasi
sonucu olusan rengin absorbansinin 465-595 nm’de mikroplaka okuyucu ile dlgiilmesi

esasina dayanir.
Protein standart ¢ozeltileri

BSA ana stok ¢ozeltisinden konsantrasyonlar1 8; 10; 20; 40; 80 ug/mL olacak
sekilde BSA standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu ¢ozeltiler protein tayininde

standart egri ¢izimi i¢in kullanildi. Standartlar 3’er defa tekrarl ¢aligildu.

Deney protokolii
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1. 1 hacim konsantre boya reaktifi, 4 hacim distile su ile seyreltildi.

2. 10’ar pL Standart ¢ozeltiler ve histon proteinlerinden 96’l1 mikroplaka
kuyucuklarina uygun konfigiirasyonda konuldu.

3. Her kuyucuga seyreltilmis boya reaktifinden 200 uL eklendi.

4. Oda sicakliginda en az 5 dakika inkiibe edildi. Zaman gectikge absorbans
artacagindan dolay1 6rnekler 1 saatten fazla oda 1sisinda bekletilmemelidir.

5. Mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 595 nm’de dl¢iim yapildi.
Protein miktarinin hesaplanmasi

Olgiilen her bir &rnek igin protein miktar;, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
Ol¢li egrisine gore hesaplandi. Histon proteinleri ve niikleer ekstrelerde protein miktari

ng/uL olarak hesaplandi.

3.9.3. Histon Modifikasyonlarinin Western Blot Teknigi ile Tayini
zole edilen histon proteinlerinde histon H3K9me3, H3K9%ac ve H3K27me3

tayinleri western blot teknigi kullanilarak gerceklestirildi.
Deneyin esast

Jelde ayirimi yapilmis proteinlerin membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin
isaretlenmis spesifik antikor yardimiyla membrane {izerinde yar1 kantitatif ya da

kantitatif olarak belirlenmesidir.
Cozeltilerin hazirlanist

%0,1°lik Tuzlu ve Tween 20°li Tris tamponu (TBST) ¢ézeltisinin hazirlanisi:
7,88 g Tris hidrokloriir (son konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde) tartild1 ve tizerine
800 mL deiyonize su eklendi ve pH:7,5 olacak sekilde 1 M NaOH ile ayarlandi. Uzerine
8,766 g NaCl (son konsantrasyonu 150 mM olacak sekilde) ve 1 mL Tween 20 (%0,1)

eklendi ve 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

%5°lik BSA c¢ozeltisinin hazilamisi: 5 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.

%2,5’lik BSA cozeltisinin hazilamisi: 25 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.

%1’lik BSA c¢ozeltisinin hazilamisi: 1 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.
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Primer antikor cézeltilerinin hazirlanisi: Primer antikor 1:1000 oraninda (Orn:
5 puL antikor tlizerine 5 mL %2,5’lik BSA c¢ozeltisi) %2,5’lik BSA c¢ozeltisi ile
seyreltildi.

Sekonder antikor cozeltilerinin hazirlanisi: Sekonder antikor 1:5000 oraninda
(Orn: 1 pL antikor iizerine 5 mL %2,5’lik BSA ¢ozeltisi) %0,1°lik BSA ¢ozeltisi ile
seyreltildi.

Deney protokolii

1. Boliim 3.9.1°de izole edilen histon proteinlerinin konsantrasyonu 2 pg olacak
sekilde hesapland1 ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

2. Calisma buz iizerinde gergeklestirildi.

3. Protein 6rneklerine 2 pL 6rnek indirgeyici ajan ve 5 pL LDS 6rnek tamponu
ilave edildi ve son hacim 20 pL olacak sekilde deiyonize su eklendi

4. Protein Orneklerine vorteks ve daha sonra spin yapildi.

5. Ornekler blok 1siticida 95°C’de 5 dk. denatiire edildi.

6. Ornekler buz iizerine konuldu ve spin yapild.

7. %12 Bis-tris jel dikey elektroforez tankina yerlestirildi. Tank MES SDS
yiikleme tamponu ile dolduruldu.

8. Birinci kuyucuga 5 pL protein standart1 ve diger kuyucuklara da 20’ser pL
protein karigimi yiiklendi ve 165 volt, 300 miliamperde 35 dk. yiiritiildi.

9. Jelde yiiriitiilmiis proteinler nitroselilloz membran stacklarina kuru aktarim
cihazinda 7 dk. siirede aktarildi.

10. Membran ponceau-S ile 20 dk siiresince boyandi.

11. 1-2 damla 1 M NaOH ile fazla boya uzaklastirildi.

12. Bloklama i¢in membran 50 mL falkon tiip icerisinde 5 mL %35’lik BSA
cozeltisi ile 1 saat oda sicaklifinda calkalayicida dondiiriilerek inkiibe edildi ve %5°lik
BSA ¢ozeltisi atildi.

13. 5 mL Primer antikor igeren ¢ozelti, i¢erisinde membran bulunan falkon tiipe
konuldu ve 1,5 saat oda sicaklifinda ¢alkalayicida cihazinda dondiiriilerek inkiibe
edildi. Primer antikor igeren ¢ozelti atildi.

14. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak tizere %0,1’lik TBST

cozeltisi ile yikandi.
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15. 5 mL Sekonder antikor iceren ¢ozelti, i¢erisinde membran bulunan falkon
tiipe konuldu ve 1 saat oda sicakliginda calkalayicida cihazinda dondiiriilerek inkiibe
edildi. Sekonder antikor igeren ¢ozelti atildi.

16. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak tizere %0,1’lik TBST
cozeltisi ile yikandi.

17. Membranlar asetat kagitlar1 arasina koyularak western blot goriintiileme
(luminol) ¢ozeltisi eklendi, 5 dk. bekletildi ve goriintiileme cihazinda 1 dk. ve 5 dk.

sonrasinda goriintiilleme yapildi.

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak
“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi.  Tim
parametreler icin Oncelikle normalite testi ve varyanslarin homojenligi testi
uygulandiktan sonra, normal dagilim gdsteren veriler i¢in ‘Tek Yonli Varyans’
(ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) analizi ile ¢oklu karsilastirma uygulandi. p<0,001 ve
p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BPA’nin SH-SY5Y ve PC-3 Hiicrelerinde Sitotoksisite Uzerine Etkileri
BPA’nin SH-SY5Y ve PC-3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi, hiicre
canliliginin kantitatif 6l¢iimiine dayanan MTT ve NRU testleri ile yapildi. MTT ve
NRU testleri i¢in hiicreler BPA ile 6 farkli konsantrasyonda ve 3’er tekrarli olacak
sekilde maruz birakildi. Ayni zamanda, testler farkli bir glinde ikinci kez tekrarlandi.
BPA maruziyeti sonrasi konsantrasyona karst MTT ve NRU testleri ile % hiicre
olumii grafigi SH-SYSY hiicrelerinde Sekil 4.1°de ve PC-3 hiicrelerinde ise Sekil 4.2°de
gosterilmistir. BPA’nmin 0; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 pM
konsantrasyonlarindaki maruziyetinin SH-SYSY hiicrelerinde MTT ve NRU testlerine
gore 1Csp degerleri sirasi ile 183 ve 129 uM (Sekil 3.1) ve PC-3 hiicrelerinde ise MTT
ve notral kirmizisi testlerine gore 1Cso degerleri sirast ile 217 ve 190 uM (Sekil 3.2)

olarak belirlendi.

—o—MTT NRU

100 — »
90

80
70
60
50
40
30
20
10

%o Hiicre oliimi
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Sekil 4-1: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-1000 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonucu
MTT ve NRU testi sonuclari.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4-2: PC-3 hiicrelerine 0-1000 pnM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonucu MTT
ve NRU testi sonuclari.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

4.2. BPA’ya Maruz Birakilmis SH-SY5Y ve PC-3 Hiicrelerinden izole Edilen DNA
ve RNA’larin Miktarlar1 ve Safliklar:

0-10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda SH-SY5Y ve PC-3
hiicrelerinden izole edilen DNA ve RNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’
kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de olgiildii. 1. Gruba ait DNA ve
RNA’larin miktar1 ve saflign Tablo 4-1 ve 4.2°de gosterilmistir. izole edilen DNA ve
RNA’larin Azeo/Azgo V& Azso/Azzp oranlarinda safliklarinin iyi oldugu goriildii ve DNA

ve RNA ornekleri ileri analizler igin kullanildi.



Tablo 4-1: 0-10 uM Konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda SH-SY5Y
hiicrelerinden izole edilen DNA ve RNA’larin miktar ve safliklari.
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SH-SY5Y HUCRELERI
DNA Ornekleri RNA Ornekleri

Maruziyet Miktari Miktari
kons antras;/onlarl Aosol Aomo | Aseol Aoso (ng/pL) Aasol Azao (ng/pL)

0 uM 1,875 2,374 43,765 1,897 57,642

0 uM 1,91 2,42 64,895 1,878 48,969

0 uM 1,843 2,328 61,524 1,906 61,807

100 uM 1,853 2,384 59,283 1,939 55,677

48 100 uM 1,908 2,364 68,062 1,836 59,137
saat 100uM 1,878 2,414 74,767 1,925 51,086

1 uM 1,905 2,409 75,143 1,867 56,7

1uM 1,912 2,39 75,331 1,922 51,169

1 uM 1,846 2,381 74,421 1,853 43,016

10 uM 1,808 2,231 59,501 1,981 42,583

10 uM 1,852 2,373 50,688 1,913 70,89

0 uM 1,813 2,056 48,343 1,857 62,138

0 uM 1,827 2,14 41,273 1,933 55,949

0 uM 1,853 2,019 33,919 1,906 64,098

100 uM 1,888 2,256 43,671 1,904 64,18

96 100 uM 1,879 2,295 71,303 1,92 58,084
saat 100uM 1,876 2,365 62,039 1,953 67,634
1 uM 1,905 2,42 59,003 1,889 61,628

1uM 1,834 2,077 77,336 1,919 78,745

1 uM 1,867 2,356 67,373 1,848 74,292

10 uM 1,854 1,95 67,462 1,908 61,32

10 uM 1,741 2,289 61,531 1,899 58,035
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Tablo 4-2: 0-10 uM Konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda PC-3 hiicrelerinden
izole edilen DNA ve RNA’larin miktar ve safliklari.

PC-3 HUCRELERI
DNA Ornekleri RNA Ornekleri

Maruziyet Miktari Miktar1
kons antras;/onlarl Aosol Aomo | Ageol Aoso (ng/pL) Aasol Azao (ng/pL)
0uM 1,944 1,382 64,16 2,029 37,82
0uM 1,861 1,367 79,87 1,938 32,749
0uM 1,961 1,549 69,299 1,933 22,638

100 uM 1,947 1,139 63,142 1,978 33,715

100 uM 1,949 1,213 77,644 1,977 39,055

48 | 100pM 1,941 1,769 59,71 1,985 37,187
saat | 1 pM 1,953 1,725 73,733 2,014 41,668
1uM 1,94 1,853 65,171 1,998 33,795

1 uM 1,916 1,276 77,999 1,991 45,25

10 uM 1,96 2,235 74,904 2,012 34,763

10 uM 1,975 1,984 61,523 1,97 39,53

10 uM 1,944 1,559 55,493 1,897 57,642

0uM 1,892 2,228 56,392 2,025 56,587

0 uM 1,769 2,374 57,937 1,929 55,861
0uM 1,886 2,104 38,157 1,969 59,367

100 uM 19 2,351 50,809 1,976 64,222

100 uM 1,634 2,185 46,099 1,988 33,799

96 | 100uM 1,791 2,285 41,093 1,992 74,829
saat | 1 uM 1,845 2,191 31,048 1,883 53,975
1uM 1,757 2,424 25,657 1,934 54,891

1 uM 1,871 2,329 34,203 1,704 62,367

10 uM 1,737 2,389 20,329 1,759 48,684

10 uM 1,891 2,371 34,23 1,946 45,125

10 uM 1,806 2,358 54,464 1,568 40,744

4.3. Global DNA Metilasyonu Sonuclari

Global 5-mC igeriginin kantitatif tayini 5-mC Eliza kitleri ile gergeklestirildi.

Boliim 3.7.3.1°de anlatildigi sekilde %5-mC miktart kit ile temin edilen standartlar ile

hazirlanan standart egri iizerinden hesaplandi (Sekil 4.3). Sekil 4.4 ve 4.5°de 0; 0,1; 1 ve
10 uM konsantrasyonlarda BPA uygulanan SHSY-5Y ve PC-3 hiicrelerinde %5-mC

seviyeleri gosterilmistir. %5-mC seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 10 uM 96 saat BPA

uygulanan SHSY-5Y hiicrelerinde

%45,42  (p<0,05) oraninda artarken,

hiicrelerinde ise %30,45 (<0,05) oraninda azaldig1 goriilmiistiir.

PC-3
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Sekil 4-3: 5-mC Standardina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4-4: 0-10 uM konsantrasyon araliginda 48 ve 96 saat BPA ile maruz birakilan SHSY-
5Y hiicrelerinde % 5-mC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan dnemli dlgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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Sekil 4-5: 0-10 uM konsantrasyon aralifinda 48 ve 96 saat BPA ile maruz birakilan PC-
3hiicrelerinde % 5-mC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan dnemli dlgiide farkl p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

Global 5-hmC igeriginin kantitatif tayini 5-hmC Eliza kitleri ile gergeklestirildi.
Boliim 3.7.3.2°de anlatildigi sekilde %5-hmC miktari kit ile temin edilen standartlar ile
hazirlanan standart egri tizerinden hesaplandi (Sekil 4-6 ). Sekil 4.7 ve 4.8’de 0,1; 1; 10
uM konsantrasyonlarda BPA uygulanan SHSY-5Y ve PC-3 hiicrelerinde %5-hmC
seviyeleri gosterilmistir. 5-hmC seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 10 uM 96 saat BPA
uygulanan SHSY-5Y hiicrelerinde %64,78 (p<0,001) oraninda, PC-3 hiicrelerinde ise
%90,55 (<0,001) oraninda artt1g1 goriilmiistiir.
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Sekil 4-6: 5-hmC Standardina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4-7: 0-10 uM konsantrasyon araliginda 48 ve 96 saat BPA ile maruz birakilan SHSY-
5Y hiicrelerinde % 5-hmC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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Sekil 4-8: 0-10 uM konsantrasyon araliginda 48 ve 96 saat BPA ile maruz birakilan PC-3
hiicrelerinde % 5-hmC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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4.4. Gene bzgii DNA Metilasyonu ve Gen Ifadesi Sonuclar
pl6 Geni: 96 saat 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda BPA uygulanan PC-3

hiicrelerinde p16 geninin promotor bolgesinde kontrol grubuna kiyasla sirastyla %50,32
(p<0,05) ve %61,12 (p<0,05) oraninda metilasyonda artis tespit edildi (Sekil 4-9). pl6
Geninin ekspresyonunun ise 96 saat 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda BPA uygulanan
PC-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 9%40,33 (p<0,05) ve %37,57
(p<0,05) oraninda azaldig1 gorildi (Sekil 4-10).

120
m48 96
110 s s .

e R

Kontrol 0.1 pM 1 pM 10 pnd
BPA konsantrasyonu

Yo pr 1 6 metilas yonn
eSR2E222382%

Sekil 4-9: PC-3 hiicrelerinde 0-10 uM Kkonsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin p16 geni promoter bolgesinde % metilasyona etKkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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Sekil 4-10: PC-3 hiicrelerinde 0-10 uM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin p16 geni relatif ekspresyonu iizerine etKisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan dnemli 6lgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ise tiim maruziyet gruplarinda p16 geni
promotor bolgesinde % metilasyon diizeyi ¢ok diisiik diizeylerde (%3,92-9,6) bulunmus
olup, metilasyonda bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4-11). BPA uygulanan SH-
SYSY hiicrelerinde p16 geni ekspresyonuunda ise tiim Ornekler i¢in referans genin (f-
aktin) Ct degerleri 24,13-25,84 siklus arasinda sonu¢ verirken, pl6 genine ait Ct
degerleri elde edilememistir. SH-SYSY hiicrelerinde pl6 geninin eskprese olmadigi

sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4-11: SH-SYSY hiicrelerinde 0-10 nM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin p16 geni promoter bolgesinde % metilasyona etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

siklinD2 Geni: 96 saat BPA uygulanan PC-3 hiicrelerinde siklinD2 geninin
promotor bolgesinde kontrol grubuna kiyasla degisiklikler goézlenmis olup, bu
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4-12). siklinD2
Geninin ekspresyonunun ise her iki maruziyet stiresi ve 0,1-10 uM konsantrasyonlarda
BPA uygulamasimin PC-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla degisiklik olmadigi
gosterildi (Sekil 4-13).
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Sekil 4-12: PC-3 hiicrelerinde 0-10 pM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin siklinD2 geni promoter bolgesinde % metilasyona etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4-13: PC-3 hiicrelerinde 0-10 uM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin siklinD2 geni relatif ekspresyonu iizerine etKisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ise tiim maruziyet gruplarinda siklinD2
geni promotor bolgesinde % metilasyon diizeyi ¢ok diisiik diizeylerde (%2,26-6,12)
bulunmus olup, metilasyonda bir degisiklik goézlenmemistir (Sekil 4-14). BPA
uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde siklinD2 geni ekspresyonuunda ise tiim drnekler i¢in

referans genin (B-aktin) Ct degerleri 23,75-27,71 siklus arasinda sonug¢ verirken,
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siklinD2 genine ait Ct degerleri elde edilememistir. SH-SYSY hiicrelerinde siklinD2

geninin eskprese olmadigi sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4-14: SH-SYS5Y hiicrelerinde 0-10 uM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin siklinD2 geni promoter bolgesinde % metilasyona etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Rassfl geni: 96 saat BPA uygulanan PC-3 hiicrelerinde Rassfl geninin
promotor bolgesinde kontrol grubuna kiyasla degisiklikler goézlenmis olup, bu
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmustiir (Sekil 4-15). Rassfl
Geninin ekspresyonunun ise her iki maruziyet siiresi ve 0,1-10 uM konsantrasyonlarda
BPA uygulamasinin PC-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla degisiklik olmadig:
gosterildi (Sekil 4-16).
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Sekil 4-15: PC-3 hiicrelerinde 0-10 pM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin Rassfl geni promoter bolgesinde % metilasyona etKisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4-16: PC-3 hiicrelerinde 0-10 pM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin Rassfl geni relatif ekspresyonu iizerine etkisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

BPA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ise tiim maruziyet gruplarinda Rassfl
geni promotor bolgesinde % metilasyon diizeyi ¢ok diisiik diizeylerde (%1,48-3,03)
bulunmus olup, metilasyonda bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4-17). BPA
uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde Rassfl geni ekspresyonuunda ise tim drnekler i¢in

referans genin (S-aktin) Ct degerleri 23,32-24,79 siklus arasinda sonug verirken, Rassfl
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genine ait Ct degerleri elde edilememistir. SH-SY5Y hiicrelerinde Rassfl geninin

eskprese olmadigi sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4-17: SH-SYSY hiicrelerinde 0-10 nM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat BPA
maruziyetinin Rassfl geni promoter bolgesinde % metilasyona etKisi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

4.5. Global Histon Modifikasyonlar1 Sonuc¢lari
4.5.1. Protein Tayini

Histon proteinlerindeki protein miktar1 standart olarak BSA kullanilarak
hazirlanan 0Ol¢li egrisi lizerinden hesaplandi. Bolim 3.9.2°de anlatildign sekilde
hazirlanan konsantrasyonlari, 8, 10, 20, 40, 80 pug/mL olan BSA standart ¢ozeltileri ile

cizilen standart ol¢ii egrisi Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4-18: Protein standart 6l¢ii egrisi.
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4.5.2. BPA’nin Histon Modifikasyonlar1 Uzerine Etkileri

0,1; 1; 10 uM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat siire ile BPA’ya maruz
birakilmis SHSY-5Y ve PC-3 hiicrelerinden izole edilen histon proteinlerinde global
H3K9me3, H3K9ac ve H3K27me3 modifikasyonlar1 western blot yontemi kullanilarak
arastirtldi. BPA maruziyetinin  SHSY-5Y ve PC-3 hiicrelerinde tiim maruziyet
gruplarinda H3K9me3, H3K9ac ve H3K27me3 modifikasyonlarinda kontrole kiyasla
anlamli bir degisiklige sebep olmadig gosterildi (Sekil 4.19, Tablo 4-3).

48 saat (uUM) 96 saat (uM)

K 01 1 10 K 01 1 10

H3K9ac . — — D D S S

PC-3
H3K9me3 o — o e — — —
H3K27mes T e ane aEe SR SRS
48 saat (UM) 96 saat (uUM)
K 01 1 10 K 01 1 10
H3K9aC  quu s b b G bt
SH-SY5Y

AELCIUCERNNE T 1 p———

H3K27MeE3 e e S G GHNS SHED ani S
H3
H2A
H2Bml
H4—'

Sekil 4-19: SH-SY5Y ve PC-3 hiicrelerinde 0-10 pnM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat
BPA maruziyetinin histon H3K9me3, H3K27me3 ve H3K9ac western blot
goriintiileri.
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Tablo 4-3: SH-SY5Y ve PC-3 hiicrelerinde 0-10 pM konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat
BPA maruziyetinin relatif histon H3K9me3, H3K27me3 ve H3K9ac seviyeleri
(kontroliin %/’si) iizerine etkisi.

BPA PC-3 SH-SY5Y
Maruziyetleri H3K9ac | H3K9me3 | H3K27me3| H3K9ac | H3K9me3 |H3K27me3
Kontrol |1£0,05  |1+0,9 10,13 |1+0,8 140,12 140,11
0,1 uM |0,802+0,17 |1,037+0,08 |0,814+0,16|0,597+0,1 |0,800+0,15 |0,661+0,12
46 saat 1uM  |0,736+0,12 | 0,748+0,25 |0,8110,12 |0,741+0,12 | 0,777+0,18 |0,697+0,14
10 uM  |0,793+0,24 |0,973+0,25 |0,8870,17 |0,681+0,11 | 0,679+0,12 |0,757+0,12
Kontrol |1£0,078  |1+£0,088 |140,067 |1£0,045 |1£0,069  |1+0,077
0,1 uM |0,800+0,13 {0,994+0,02 |0,818+0,21|0,756+0,16 |0,531+0,06 |0,697-+0,09
96 saat 1 uM 0,747+0,05 | 1,052+0,21 {0,779+0,27 | 0,807+0,12 | 0,708+0,17 |0,699+0,16
10 yM |0,714+0,18 {0,985+0,16 |0,790+0,13 | 0,715+0,04 | 0,649+0,08 |0,656=+0,12

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Epigenetik mekanizmalar, DNA ve histonlar arasindaki iligkiyi diizenleyerek
genin transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif olmalarini saglarlar. Bu mekanizmalarin
herhangi birinde olusan modifikasyon, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya
baskilanmasima sebep olarak epigenetik hasarlara neden olmaktadir. Degisimler,
nesilden nesile DNA’daki diziyle degil, mitoz veya mayoz boliinme yoluyla aktarilir.
Kromatin yapisinda meydana gelen baslica epigenetik modifikasyonlar; DNA

metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlar1 ve dengeyi bozan, dogal
ya da sentetik maddeler endokrin bozucu kimyasallar olarak adlandirilir. EDC’ler
hormon yapimini, taginmasini, yikimini ve atilimini degistirebildikleri gibi hedef
hiicrelerdeki etkilerini de degistirmektedirler (Choi ve Jeung, 2003). Cok diisiik
konsantrasyonlarda bile etki gosteren EDC’lerin etkileri geri doniisiimsiiz olabilir ve
organizmanin gelisme asamasinda meydana gelen bu etkiler Omiir boyu da
gozlenmektedir. Bilindigi {izere, endokrin sistem bozuklugu diinyada ozellikle
kadinlarda ve ¢ocuklarda oldukca 6nemli bir saglik sorunu olarak degerlendirilmektedir
(Solomon ve Schettler, 2000; Borget ve ark., 2003; Daston ve ark., 2003). EDC’ler
yapisal olarak Ostrojen ya da androjene benzerler ve Ostrojen ya da androjen
reseptOrlerine baglanarak endojen steroid hormonlarin aktivitelerini interfere ederler
(Borget ve ark., 2003; Daston ve ark., 2003; Hwang ve ark., 2011). Son yillarda yapilan
arastirmalarda, endokrin etkiler gosteren cevresel kimyasallarin gen ifadesindeki
degisiklikler {izerindeki roliinliin epigenetik mekanizmalar ile iligkili olabilecegi
alternatif bir yol olarak gosterilmektedir (Fleisch ve ark., 2012; Greally ve Jacobs,
2013).

EDC’lerden biri olan BPA endiistride polikarbonat plastik ve epoksi recinesinin
tretiminde siklikla kullanilmaktadir. BPA’ nin yiiksek tiretim hacmi, plastiklerin yaygin
kullanim1 ve saglik agisindan yan etkileri nedeniyle bilimsel g¢evreler, diizenleyici
otoriteler ve halkin dikkatini ¢ekmektedir. Son yillarda BPA’nin diyabet, obezite, lireme
bozukluklari, kardiyovaskiiler bozukluklar, dogum anomalileri, kronik solunum ve
bobrek bozukluklari ve meme kanseri gibi bircok kronik hastaligin etiyolojisinde

roliiniin olabilecegi ilizerinde durulmaktadir. BPA maruziyeti ve kronik hastaliklar ile
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iliskisinde rol oynayan mekanizmalarin oksidatif stress, mitokondriyal bozukluklar
hiicre sinyal yolaklarini kapsayan genetik, epigenetik ve endokrin bozucu mekanizmalar

ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Rezg ve ark., 2014).

BPA’nin toksisitesinin degerlendirilmesinde bir¢ok calisma yapilmakta olup,
cesitli sistemler lizerinde toksik etkilerinde epigenetik mekanizmalarin da roliiniin
olabilecegi son yillarda yapilan arastirmalarda 6nemle vurgulanmaktadir (Kundakovic
ve Champagne, 2011: Rezg ve ark., 2014). Tez calismasinda; BPA’nin epigenetik
degisiklikler {izerine etkisini arastirmak amaciyla, farkli hiicre kiiltiirlerinde (insan
prostat kanseri ve noroblastoma hiicreleri) BPA’nin doza bagli olarak gelisen
toksisitesinde, DNA metilasyonu, gen ifadesi ve histon modifikasyonlari iizerine
degisiklikler  arastirllmast  amaclanmistir.  Bu  amagla, BPA’nin  belirli
konsantrasyonlarda hiicrelere maruziyeti sonucu; 1) sitotoksisitesi; 2) global DNA
metilasyonu ve 5-hidroksimetilsitozin tayini; 3) bazi timor baskilayici genlerin ve
onkogenlerin promotor bdlgelerindeki CpG adalarindaki gene-6zgii DNA metilasyonu

ve gen ifadeleri ve 4) histon modifikasyonlar: arastirildi.

Tez calismasindan elde edilen sonuglarda % 5-mC seviyeleri kontrol grubuna
kiyasla 10 uM 96 saat BPA uygulanan SHSY-5Y hiicrelerinde %45,42 (p<0,05)
oraninda artarken, PC-3 hiicrelerinde ise %30,45 (<0,05) oraninda azaldig: gosterildi. %
5-Hidroksimetilsitozin (% 5-hmC) seviyelerinin ise kontrol grubuna kiyasla 10 uM 96
saat BPA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde %64,78 (p<0,001) oraninda, PC-3
hiicrelerinde ise %90,55 (<0,001) oraninda artttig1 gézlendi. Bombail ve ark. tarafindan
sican dokularinda %5-mC seviyeleri %2-5 olarak gosterilmistir (Bombail ve ark., 2004).
Tez caligmasinda da PC-3 ve SH-SYSY hiicrelerinde kontrol grubunda % 5-mC
seviyeleri % 4-5 olarak bulunmus olup, bunun Onceki c¢alismalar ile uyumluluk
gosterdigi goriilmektedir. Tez calismasinda elde edilen sonuglarda BPA’nin global
diizeyde DNA metilasyonunu degistirmesi, genomik yapida kararsizliga sebep

olabilecegi ve hatta karsinojenik etkiye zemin hazirlayabilecegini diistindiirmektedir.

Daha sonra tez ¢alismasinda, DNA metilasyonunun timéor baskilayict genler ile
onkogenlerin anlatimlar1 {izerinde etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bu etkilerin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, ¢esitli kanserlerde DNA metilasyonu ile iliskili
olan genlerin promotor bdlgelerindeki CpG adalarinda metilasyon tayini

gerceklestirildi. Hiicre siklusu regiilasyonunda 6nemli rolleri olan timor baskilayic
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genlerden p16, siklinD2 ve onkogenlerden Rassfl genleri DNA metilasyonu analizi igin
secilmistir. Metilasyon ¢aligsmalari Zymo Research tarafindan temin edilen gene-6zgi

metilasyon ‘array’ler kullanilarak gergeklestirildi.

1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 96 saat BPA uygulanan PC-3 hiicrelerinde p16
geninin promotor bolgesinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %50,32 (p<0,05) ve
%61,12 (p<0,05) oraninda metilasyonda artis tespit edildi. Ayrica, pl6 Geninin
ekspresyonunun ise 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 96 saat BPA uygulanan PC-3
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %40,33 (p<0,05) ve %37,57 (p<0,05)
oraninda azaldigi goriildii. Bu sonuglardan BPA’nin prostat kanseri hiicre kiiltiirlerinde
hiicre siklusunda 6nemli bir iglevi olan p1l6 geninin ekspresyonunu etkiledigi ve bunun
da promoter bolge DNA metilasyonu ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. PC-3
hiicrelerinde siklinD2 ve Rassfl genlerinin ise promotor bdlgelerinde metilasyonda ve
gen ckspresyonunda ise anlamli olmayan degisiklikler gbzlendi. Bununla birlikte
SHSY-5Y hiicrelerinde ise tiim ¢alisma gruplarinda metilasyonda degisiklik olmadigi
gozlendi. Ayrica, p16, siklinD2 ve Rassfl genlerinin ise hem kontrol gruplarinda hem

de BPA uygulanmis SHSY-5Y hiicrelerinde eksprese olmadig1 gosterildi.

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidogan sican testislerinde Ostrojen
reseptOrlerinin - promotor bolgelerinde hipermetilasyonda artig tespit edilmis,
spermatojenez ve fertilite iizerine advers etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (Doshi
ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptigi bir galigmada primer epitel meme
hiicrelerinde diisiik doz BPA maruziyetinin lizozom iliskili membran protein
(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarinda DNA
metilasyonunda artisa sebep oldugu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskiladigi
ve bu durumun meme kanseri riskini arttirabildigi gosterilmistir. Ayrica BPA'nin disi
farelerdeki epigenetik etkilerinin kusaklararasi siirebilecegi belirtilmistir (Singh ve ark.,
2012). Diisiik dozlarda BPA’nin rahim igine ve yenidogan maruziyeti sonucu bazi
genlerin promotdr bolge CpG adalarinda DNA hipermetilasyonu ve hipometilasyonuna,
histon modifikasyonlarina ve miRNA’lar1 igeren kodlanmayan RNA’larin ifadesinde
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Bu epigenetik degisikliklerin gen ifadelerini
yasam boyu degistirebilecegi ve bunun da bir takim saglik problemlerini beraberinde
getirebilecegi gosterilmektedir. Gebe disi farelerin BPA’ya gecici maruziyetinin 3.

kusak jenerasyonda DNA metilasyonunda degisikliklere sebep olabilecegi
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gosterilmistir. (Singh ve Li, 2012). Yenidogan sicanlarin BPA’ya maruziyetinin prostat
neoplazinin sikliginda artisa ve prostat dokularinda metilasyon degisikliklerine (6rn:
phosphodiesterase type 4 variant 4, Pde4d4 geninde hipometilasyon ve gen ifadesinde
artig) sebep oldugu gosterilmistir (Conti ve ark., 2003; Ho ve ark., 2006; Prins ve ark.,
2008). Ayrica, yenidogan sicanlarin BPA’ya maruziyetinin(10 pg/kg viicut agirligi)
nukleozom binding protein-1 (Nsbpl) ve hippocalcin-like 1 (Hpcall) genlerinin
metilasyonunda ve ifadesinde degisikliklere sebep oldugu bildirilmistir (Tang ve ark.,
2011). Bu calisma ile yasamin erken evrelerindeki BPA maruziyetin diizenleyici
genlerin ekspresyon ve metilasyon durumlarini degistirdigi goriilmiistiir (Tang ve ark.,
2011). BPA’ya maruz kalmis insan meme kanseri MCF7 hiicrelerinin ve rahim igi
BPA’ya maruziyet sonucu 6 haftalik farelerin meme bezlerinde histon metiltransferaz
EZH2 ifadesinde artis oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu enzimin katalize etttigi
gen ifadesi ile iligkili olan histon modifikasyonu H3K27 metilasyonunda da BPA’nin
artisa sebep oldugu gosterilmistir (Doherty ve ark., 2010).

Insan meme epitel hiicrelerinde 1 hafta siire ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM)
timor ile iliskili genlerde (BRCA1, CCNA1, pl16, THBS1, TNFRSF10C ve
TNFRSF10D) metilasyonu arttirdigi gosterilmis olup, BPA’nin genetik ve epigenetik
degisikliklere sebep olarak meme epitel hiicre fonksiyonlarina zarar verdigi ve bunun
hiicre ¢cogalmas1 ve yaslanma ile iligskili ve memelerde karsinojeneze sebep olabilecegi
bildirilmistir (Qin ve ark. 2012). Insan meme epitel hiicrelerinde yapilan diger bir
calismada ise; DNA onarim genlerinin (BRCA1, BRCA2, BARD1, CtIP, RADS51, ve
BRCC3) ifadelerinin arttig1 ve apoptoz ile iliskili PDCD5 ve BCL2L11 genlerinin ise
ifadelerinin azaldigr gosterilmistir (Fernandez ve ark., 2012). Metillenmis-
immiinopresipitasyon ve array teknigi kullanilarak yiiriitiilen metilasyon analizlerinde
bazi genlerde metilasyonda degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (Fernandez ve
ark., 2012). Insan meme kanseri hiicrelerinde ve sican meme bezlerinde gen ifadesinde
anahtar bir molekiil olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indiiklendigi
gosterilmis olup, aynt zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu)
modifikasyonuna sebep olarak gen aktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir (Bhan ve
ark., 2014). Dhimolea ve ark. (2014) da sicanlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme
bezlerinde genom diizeyinde epigenetik degisikliklere sebep oldugunu gostermistir.
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Yeo ve arkadaslarinin 2012 yilinda kemirgen kortikal ndronlart iizerine
yaptiklar1 ¢alismada, potasyum-klor tasiyict Kecce2 ekspresyonunda artis ve H3K9
asetilasyonunda azalma gozlenmis, bunlarin santral sinir sistemini baskiladigi, néronal
kloriir ekstriizyonunu etkileledigi, seksiiel dimorfizme sebep olabilecegi belirtilmistir

(Yeo ve ark., 2012).

Sales ve arkadaslarinin 2003’te yaptiklart ¢alismada; 10 uM BPA’ya maruz
birakilmis fare N2A noroblastoma hiicrelerinde global DNA metilasyonunda azalma
gozlenirken, insan SK-N-AS noéroblastoma ve fare preadiposit fibroblast (3T3-L1)
hiicrelerinde ise global DNA metilasyonunda degisim gézlenmemistir (Sales ve ark.,
2003). Meydana gelen global DNA metilasyonun farelerde adiposit farklilasmasinda
meydana gelen fonksiyonel degisiklikleri arttirdig: ispat edilmistir.

Qin ve arkadaglarinin 2014°te yaptiklar1 calismada erkek yetigkin fareler 90 giin
boyunca BPA’ya maruz birakildiktan sonra hipokampiis dokulart western blot teknigi
kullanilarak incelenmis ve uzun siireli BPA maruziyetinin ERK 1 ve 2 sinyal yolaginda
histon asetilasyonu ve histon fosforilasyonunda artisa sebep oldugu bildirilmistir.
Bundan dolayr BPA’nin insanlarda korkularla ilgili olan bellegi tetikleyebilecegi ve
psikolojik hastaliklara sebep olabilecegi diistintilmiistiir (Qin ve ark., 2014).

Yaoi ve arkadaglar1 2008 yilinda yaptiklar1 genom ¢apindaki ¢alismada 20 pg/kg
viicut agirligt BPA’ya maruz birakilmis fetal fare dnbeyninden elde edilen dokularda
CpG adalarinda lokalize 2500 Notl locisinde lokus spesifik hipometilasyon ve
hipermetilasyon olusumu ve endomembran sistemde protein-transport-iliskili proteinler
Spot12B6  (Vps52) ve Spotl2B9’de anormal ekspresyon goézlenmistir. Bu
degisikliklerin gen sessizlesmesi, kromatinin yeniden bicimlenmesi ve beyin
gelisiminde etkili olabilecegi, noron farklilasmasi ve migrasyonu hizlandirabilegi

diistiniilmektedir (Yaoi ve ark., 2008).

Wong ve arkadaslarinin 2015°te yaptig1 bir ¢alismada, neonatal BPA’ya maruz
kalmis yetiskin  Spraque-Dawley sicanlarinin  prostat dokularinda Scgb2al
(sekretoglobin  2A')  geninin  ekspresyonunda artis, CpG  diniikleotidlerinde

! Prostat tarafindan salgilanan baslica androjen baglama protein
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hipometilasyon ve histon H3K9 asetilasyonunda ise artis gozlenmistir (Wong ve ark.,
2015).

BPA’nin DNA metilasyonu {izerine bir¢ok c¢alismanin yapildigir goriilmekte
olup, BPA’nin histon modifikasyonlar1 iizerine etkileri konusunda caligmalar kisith
kalmistir. Dolayisiyla, tez ¢alismasinda ayrica BPA’nin global histon modifikasyonlari
tizerine etkileri aragtirtlmistir. Histon modifikasyonlarmin kromatin konformasyonunu
ve diizenleyici proteinlerin DNA dizisine erisimini modiile ederek, gen ekspresyonunu
regiile ettigi bilinmektedir. Dolayisiyla tez ¢alismasinda gen regiilasyonunda énemli rol
oynayan H3K9me3, H3K27me3 ve H3K9ac modifikasyonlart ¢aligildi. 0,1; 1; 10 uM
konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat siire ile BPA’ya maruz birakilmig SHSY-5Y ve PC-3
hiicrelerinde tiim maruziyet gruplarinda global diizeyde H3K9me3, H3K9ac ve
H3K27me3 modifikasyonlarinda kontrole kiyasla anlamli bir degisiklige sebep
gosterildi. BPA’ya maruz kalmis insan meme kanseri MCF7 hiicrelerinde ve in utero
BPA’ya maruziyet sonucu 6 haftalik farelerin meme bezlerinde histon metiltransferaz
EZH2 ifadesinde artis oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu enzimin katalize etttigi
gen ifadesi ile iliskili olan histon modifikasyonu H3K27 metilasyonunda da BPA’nin
artisa sebep oldugu gosterilmistir (Bhan ve ark. 2014; Doherty ve ark., 2010). Tez
caligmasindan elde edilen sonuglar histon modifikasyonlarinin global diizeyde tayini
olup, BPA’nin epigenetik degisikliklere sebep oldugu genlerde histon
modifikasyonlarindaki degisikliklerin tayininin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Tez caligmasindan elde edilen bulgular dogrultusunda, BPA’nin ndroblastoma
ve prostat kanser hiicrelerinde global diizeyde DNA metilasyonunu degistirdigi ve
bununla birlikte bazi genlerin regiilasyonunu etkileyebilecegi gdzlenmektedir.
Dolayisiyla, bu bulgular dogrultusunda BPA’nin kromatin modifiye eden genler
tizerine, genom-¢apinda DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 iizerine etkileri

konularinda ¢aligmalarin yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Tez caligmasindan elde edilen sonuglarin, risk degerlendirme siirecinde endokrin
bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar molekiiler mekanizmalarin

daha iyi anlagilmasina katki saglamasi1 beklenmektedir.
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