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Onsoz

Lisans egitimim sonrasinda toksikolojiye olan ilgim doktora egitimimi yapmak igin
Farmasotik Toksikoloji alanini segmeme neden oldu. Ardindan arastirmalarim
sonrasinda Prof. Dr. Hande GURER-ORHAN’1n danismanliginda doktora egitimime
basladim. Danisman hocamin meme kanseriyle ilgi olan c¢aligmalarini incelemeye
bagladim ve devam eden siirecte kendisinin yol gostermesiyle ‘‘endokrin bozucularin
steroidojenez lizerine etkilerinin hormon analizleri ile belirlenmesi’” isimli tez
konumun segimine karar kildik. Doktora egitimim boyunca siklikla tekrarlanan
Paracelsus’un ’ilact zehirden ayiran dozudur’® sozii toksikolojik bakis agisiyla
bir¢ok seyin dnemli bir ilag haline donistiiriilebilecegini 6gretti. Bu dgreti doktora

tezim boyuncada bu bakis agimin gelismesine yardimer oldu.

Yasadigimiz en biiyiik sikinti doktora stirecindeki biitge ile ilgili olan problemdi. Bu
kadar kisith biitcelerle ve 6zverili ¢alismalarla ¢ok giizel sonuglarin ¢iktigina sahit
oldum. Bu siirecte benim i¢in en Onemli olan bilimsel yeterlilik ve o6zverili
calismanin, kisitli imkanlar igerisinde olunsa bile, bir seylerin basarilabilecegini

O6grenmis olmamdir.

Bana gerek akademik gerekse hayata bakis agima kattigi bu ¢alismamin burada

kalmamasi ve devaminin gelmesi dilegiyle.

[zmir, 2021 Zeynep AGLAMIS



Ozet

Endokrin Bozucularin Steroidojenez Uzerine Etkilerinin Hormon Analizleri

ile Belirlenmesi

Endokrin bozucular (EB), saglikli organizmada veya gelecek nesillerinde advers
saglik etkilerine, endokrin fonksiyonlarda degisikliklere sebep olan ekzojen maddeler
olarak tanimlanmaktadir. EB hormon reseptorleri ile etkileserek agonist ya da
antagonist etki gosterebilecegi gibi steroid hormonlarin biyosentez ve metabolizma
yolaklarinda yer alan enzimlerle etkileserek fizyolojik hormon diizeylerini
degistirmek yoluyla da etkilerini gosterebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda endokrin
bozucularin cinsiyet hormonlarinin sentez yolagi olan steroidojenez {izerine
etkilerinin arastiritlmasi amaciyla OECD TG-456 test kilavuzunda belirtilen valide in
vitro bir yontemin laboratuvarimizda uygulanmasi ve deneyin sonucunda ostradiol
(E2) ve testosteron (T) diizeylerinin belirlenmesi amaciyla ELISA ve LC MS/MS
yontemlerinin  kullanilmasi, her iki analiz yontemi ile elde edilen verilerin
karsilagtiritlmast amaglanmistir. Yontemde pozitif kontrol olarak (enzim indiikleyici
etki) OECD kilavuzunda belirtildigi gibi forskolin, negatif kontrol olarak (enzim
inhibitori etki) prokloraz, steroidojenez dongiisiinde E2 ve T tizerine etkisi bilinen
referans maddelerden ketakonozol, letrozol ve genistein kullanilarak yontem(ler)in
kismi validasyonlar1t yapilmis ve Slgiim performanslart karsilastirilmistir. Her iki
yontem arasinda fark olup olmadig: istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Takiben
hormon bagimli meme kanseri tedavisinde aromataz enzim inhibitorii olarak
kullanilmasi onerilecek, yeni sentezlenmis ilag etkin madde adaylar1 olan 2-Metil-1-
H-indol-3-karboksialdehit  (4-klorofenil) hidrazon (M6) ve 2-metilindol-3-
karboksialdehit fenil hidrazon (M20) ile bunlarin model bilesigi olan melatoninin
tim steroidojenez yolag1 tizerindeki etkileri de H295R steroidojenez yontemi
uygulanmasi sonrasinda hormon analizleri her iki yontemle yapilarak arastirilmistir.
Sonu¢ olarak uygulanan iki yontem avantaj ve dezavantajlart agisindan

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler; H295R; Steroidojenesis; Endokrin bozucular; ELISA; LC
MS/MS



Abstract

Determination of the effects of Endocrine disrupturs on Steroidogenesis by
Hormone Analysis

Endocrine disruptors (EB) are defined as exogenous substances that cause adverse
health effects and changes in endocrine functions in healthy organisms or in their
future generations. EB can act as an agonist or antagonist by interacting with
hormone receptors, or it can also exert its effects by changing physiological hormone
levels by interacting with enzymes involved in the biosynthesis and metabolism
pathways of steroid hormones. In this thesis study, in order to investigate the effects
of endocrine disruptors on steroidogenesis, which is the synthesis pathway of sex
hormones, a validated in vitro method specified in the OECD TG-456 test guide was
applied in our laboratory and ELISA and LC MS/MS were used to determine
estradiol (E2) and testosterone (T) levels as a result of the experiment. It is aimed to
use the methods of analysis and to compare the data obtained by both analysis
methods. Partial validation of the method(s) was made using forskolin as a positive
control (enzyme inducing effect) as stated in the OECD guideline, prochlorase as a
negative control (enzyme inhibitory effect), ketoconazole, letrozole and genistein,
which are reference substances with known efficacy on E2 and T in the
steroidogenesis cycle. measurement performances were compared. Whether there is a
difference between the two methods was evaluated statistically. Subsequently, 2-
Methyl-1-H-indole-3-carboxyaldehyde (4-chlorophenyl) hydrazone (M6) and 2-
methylindole-3-carboxyaldehyde, which are newly synthesized drug active substance
candidates, will be recommended to be used as an aromatase enzyme inhibitor in the
treatment of hormone-dependent breast cancer. The effects of phenyl hydrazone
(M20) and their model compound, melatonin, on the entire steroidogenesis pathway
were also investigated after the application of the H295R steroidogenesis method, by
performing hormone analyzes with both methods. As a result, the two methods

applied were evaluated in terms of advantages and disadvantages.

Keywords; H295R; Steroidogenesis; Endocrine disruptors; ELISA; LC MS/MS
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Giris

Endokrin bozucular (EB), hormonlarin olusturdugu yanitlarin benzerini olusturan,
hiicrelerdeki hormon reseptorlerini bloke ederek hormonlarin olagan sekilde etki
etmelerini 6nleyen, hiicrelerde normal dis1 reaksiyonlara neden olan maddeler olarak

tamimlanir (Kavlock et al. 1996).

Endokrin bozuculara maruziyetin kaynaklar1 ¢ok cesitlidir. Steroid hormonlar,
sentetik steroidler, poliklorlubifeniller, polibromlubifeniller, dioksin, alkilfenol,
organotin  gibi endiistriyel kimyasal maddeler, pestisitler, farmasotikler,
fitoGstrojenler gibi sentetik ya da dogal birgok bilesik EB olarak bilinmektedir
(Diamanti-Kandarakis et al. 2009).

EB’lar farkli dokularda bulunan reseptorlerle etkilesime girerek Ostrojen reseptor
agonist/ antagonist etki) gosterebilmesinin yanisira steroid hormonlarin biyosentezi
ve metabolizma yolaklarinda yer alan enzimlerle etkileserek hormon seviyelerinde
azalma ya da artisa sebep olarak da etkilerini gosterebilmektedir. EB bu
mekanizmalar araciligiyla istenmeyen etkilere sebep olabildigi gibi baz1 hormonlarla
iligkili hastaliklarin tedavisi amaci ile yeni ilag gelitirilirken zaman zaman bu

basamaklar ila¢ hedefi olarak da kullanilabilmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda bu tez c¢alismasinin ilk amaci endokrin bozucularin etki
mekanizmalarindan biri olan hormon diizeyleri iizerine etkinin belirlenebilmesi i¢in
hassas ve valide bir yontemin laboratuvarimizda uygulanmasidir. Bu amagla steroid
yapilt tireme hormonlarinin sentezlendigi steroidojenez yolagindaki enzimler tizerine
etkinin belirlenmesine olanak saglayan H295R Steroidojenez yonteminin
uygulanmas1 ve sonlanim olarak yolakta olusan Ostradiol ve testosteronun yiiksek
basingli sivi kromatografisi-tandem MS ve ELISA yontemleri ile Olgiilmesi ve
yontemlerin hassasiyetlerinin karsilastiriimasi planlanmaktadir. Oncelikle hormon
Olgimii amaciyla kullanilan her iki yontemin kismi validasyonlari yapilmistir.
Sonrasinda H295R Steroidojenez yonteminin OECD TG-456 test kilavuzuna uygun
olarak kismi validasyonu, LC-MS/MS yontemi ile hormon diizeyleri belirlenerek
yapilmis ve referans bilesikler kullanilarak yontemin kalite  kontroli
gercekletirilmistir. Tez ¢alismasmin ikinci amaci endokrin bozucu bir etki
meknizmas1 olarak kimyasallarin hormon yapim ve metabolizmasinin iizerine etki

potansiyelinin belirlenmesi amaciyla kullanilan OECD TG 456 Steroidojenez



yonteminin ilag etkin madde adaylariin gerek meme kanseri tedavisinde oldugu gibi
farmasotik etkilerinin gerekse farkli amagla gelistirilen bir etkin madde adayinin
olas1 endokrin advers etkisinin belirlenmesi amaciyla ilag kesif ve gelistirme
calismalarinin erken evrelerinde kullanilma basarisinin arastirilmasidir. Bu amacla
meme kanserinde koruyucu etkisi oldugu bilinen endojen hormon melatonin, ve iKi
yeni indol tiirevi melatonin analogu (M6 ve M20) H295R Steroidojez Deneyinde test
edilmis ve Ostradiol ve testosteron diizeyleri iizerine olas1 etkileri hormonlarin LC
MS/MS ve ELISA yontemiyle dlgiilmesi ile arastirilmistir. Es zamanli olarak yapilan

MTT analiziyle maddelerin hiicre canliliklari tizerine etkileri de degerlendirilmistir.



Genel Bilgiler
2.1. Endokrin Sistem

Insan viicudu hiicreler, dokular ve organlardan olusmustur. Bunlar arasinda iletisimi
saglamak icin karmasik mekanizmalar vardir ve sinir sistemi ve bagisiklik sistemi ile
birlikte endokrin sistem de bu iletisimi saglayan sistemlerdir. Sinirsel iletim hizli ve

aralikli iken endokrin sistemde iletisim daha yavas ve yaygindir.

Endokrin sistem Sekil 1’de (Bergman et al., 2012) goriildiigii gibi ¢ok sayida bezden
olusur. Endokrin bezler hormon sentezleyen ve salgilayan organlardir, iirettikleri
aktif bilesikler kan dolasimi yoluyla bir¢ok baska doku ve /veya organa tasinir ve
burada uygun hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisimi kolaylastirmak i¢in biyolojik etki
uygular (Silverthon, 2004). Viicuttaki gelisimsel ve tireme siiregleri i¢in 6nemli olan
ic hormon grubu vardir. Bunlar androjenler, 6strojenler ve progestojenlerdir. Bu tii¢
6nemli  hormon  grubu  yanisira  glukokortikoidler, gonadotropinler,
mineralokortikoidler ve tiroid hormonlar1 gibi {ireme siireglerinde rol alan diger
hormon gruplar1 da vardir. Hormonlarin biyolojik bir yaniti baglatabilmesi igin,
yiiksek 6zgiilliik ve yiiksek affinite ile kovalan olmayan baglanma yoluyla spesifik
membran ve/veya niikleer reseptorlerle etkilesime girmeleri gerekir (Williams, 1962;

Baynes, 2002).

Endokrin sistemin ana bilesenleri hipofiz bezi, tiroid ve adrenal bez ile disilerde

overler ve erkeklerde testislerdir.

Hipofiz bezi bezelye biiyiikligiinde bir yap1 olmakla birlikte, beynin tabaninda,
kafatasinin sfenoid kemigi tarafindan korundugu burun boslugunun hemen arkasinda
bulunur (Ganapathy ve Tadi, 2020). Iki ana bdlgesi vardir: ilk kisim, hipofiz bezinin
posterior (arka kisim) kismi olup, hipotalamusun noéronlart (sinir hiicreleri)
tarafindan tretilen antidiiiretik hormon (ADH) ve oksitosin ad1 verilen iki noropeptid
hormonun depolanmasindan ve salgilanmasindan sorumludur. ADH, viicutta sivi
dengesinin ve kan basincinin diizenlenmesine yardimci olurken, oksitosinin ise en
onemli gorevi dogumun baslatilmasina yardime1 olmaktadir. Ikinci kisim anterior
bolge (6n kisim) olup, embriyonik agiz boslugunun catisindaki epitel dokulardan
gelisir ve kafatasina dogru siskin bir sekilde arka hipofiz ile kaynagsir. Cilt
pigmentasyonunu diizenlemeye yardimci olan melanosit uyarict hormon ve

somatotropin (biiyiime hormonu) hormonun tiretiminden sorumludur. Ayn1 zamanda



on hipofiz endokrin bezlerden hormon salinimini kontrol eden birkag uyarict
hormonu da iiretir. Ornegin adrenokortikotropik hormon, adrenal Korteksten

kortizolin salinimini diizenler.

Tiroid, iki loblu bir organ olup girtlagin hemen altinda yer alir (Practice, 2021).
Tiroid iki tip ana endokrin hiicreden olusur: Folikiiler hiicreler, viicudun
metabolizmasini diizenleyen triiyodotironin (T3) ve tetraiyodotironin (T4) olarak
bilinen hormonlari iretir. Parafolikiiler hiicreler, kan-kalsiyum konsantrasyonunu

diizenlemeye yardimci olan kalsitonin hormonunun iiretiminden sorumludur.

Adrenal bezler her iki bobregin {ist kismina yerlesmis, iki katmandan (korteks ve
medulla) olusan endokrin sistem bilesenleridir. Adrenal bezin agirliginin %80-90’1n1
adrenal korteks olustururken, adrenal korteks distan ige dogru zona glomerulosa,
zona fasikulata ve zona retikiilaris olmak iizere 3 bolgeden olusur. Zona glomerulosa
korteks’in %15’ini olusturur ve mineralokortikoidlerin (aldosteron) sentezlenmesini
saglayan ovoid hiicrelerden olusur (Antonini, Stecchini, and Ramalho 2019).
Aldosteron, intravaskiiler hacim ve elektrolit dengesinin korunmasinda rol oynar
(Lefévre et al., 2015; Miller and Auchus, 2011; Xing et al., 2015). Zona fasikulata,
korteksin %75’ini olusturur. Glukokortikoidleri (kortizol) sentezleyen radyal kordlar
ve demetler seklinde bulunan biliylik hiicrelerden olusur. Kortizol, glikoz
homeostazinda ve enerji depolarinin mobilizasyonunda rol alir (Lefévre et al., 2015;
Miller and Auchus, 2011; Xing et al., 2015). Zona retikiilaris ise medulla ile temasta
olup, korteksin yaklasik olarak %10’unu olusturur ve androjen {iretiminden

sorumludur (Lefévre et al., 2015; Miller and Auchus, 2011; Xing et al., 2015).

Overler, kadinlarda yumurta tiretiminden sorumlu birincil tireme organlaridir. Olgun
overler oldukga diizensiz ve badem seklinde olup genel olarak 3-5 cm uzunlugunda
ve 5-8 g agirhigindadir, fakat ilerleyen donemlerde kiigiilme egilimi gosterirler
(Wallace and Kelsey, 2004). Overler 0&strojen ve progesteron hormonunun
iretiminden sorumludur. Testisler, erkeklerde spermatozoa iiretiminden sorumlu
birincil tireme organlaridir. Oval sekilli olup yetiskin erkeklerde tipik olarak 4,5-5,1
cm uzunlugunda ve 15-19 g agirligindadirlar (Silber, 2018). Testisler, erkek cinsiyet

hormonu olan testosteron uretiminden sorumludurlar.
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Sekil 1. insan viicudunda endokrin sistemin genel goriiniimii, organlar tarafindan

tiretilen veya bunlari etkileyen hormonlar (Bergman et al., 2012)

2.2. Steroidojenez

Hormonlar lipitler veya proteinler gibi iki kaynaktan elde edilebilirler. Lipit tiirevi
hormonlar arasinda androjenler ve Ostrojenler gibi steroid hormonlar yer alir
(Baynes, 2002). Steroid hormonlarin olusum siireci “steroidojenez” olarak
adlandirilir ve diger hormonlarin aksine bu siire¢ adrenal ve gonadlarda gerceklesir
(Miller, 2002; Soucy and Luu-The, 2000). Steroidojenik yolakta Sekil 2’de
gosterildigi gibi birden fazla enzim rol oynar. De novo steroid hormon sentezi,
steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) araciligi ile mitokondrinin i¢ zarina
taginmast sonucu hiicre i¢i kolesterol konsantrasyonunun artisiyla baglamaktadir.
Sonrasinda olusan kolesterol sitokrom P450 11A1 (CYP11A1) tarafindan pregnolona
dontstiiriilir. Bundan sonra iki farkli yol izlenebilir; kolesterolin CYP11A1
tarafindan pregnolona donilisiimiiyle baslayan ilk yol ve pregnelonun 3f-
hidroksisteroid dehidrojenaz (3B-HSD) ile progesterona doniisiimii sonucu
progesteronla baslayan ikinci yoldur. Memeli tiirleri arasinda steroidojenez igin
tercih edilen yolda farkliliklar olabilir (Lee-Robichaud et al., 1995; Scott et al.,



2009). insan viicudunda pregnenolon ile baslayan yol adrenal steroidojenez igin
baskin yol olmasina ragmen progesteron ile baslayan yol tercih edilen testikiiler
steroidojenik yoldur (Sanderson, 2006; Vihko and Ruokonen, 1974). CYP17’nin iki
yolda etkisiyle pregnelon ve progesteron sirasiyla 17 hidroksipregnenolona (17-OH-
pregnenolone) ve 17 hidroksiprogesterona ve ardindan da sirasiyla
dihidroepiandrosterone (DHEA) ve androstenediona dontstiiriiliir. Adrenalden
DHEA sistemik dolagima salinir, yumurtaliklar ve testisler gibi periferik dokulara
taginir. Buradan da sirasiyla 38-HSD veya 178-HSD araciligiyla androstenedione
veya dihidroksandrostene’e doniistiiriiliir. Sonug¢ olarak bu prekiirsorler erkek
cinsiyet hormonu testosterona (T) doniistiiriiliir. Bu adimdan sonra agirlikli olarak
yumurtaliklarda ve diger dokularda androjenlerin aromataz enzimi araciligi ile

Ostrojenlere doniislimii olan kadin cinsiyet hormonu {iretimindeki son adim

gercgeklesir.
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2.2.1. Steroidojenez Yolagindaki Onemli Enzimler
2.2.1.1. CYP17 Enzimi

P450 17 (CYP17) ya da 17 hidroksilaz/17,20-liyaz olarak da bilinen enzim
steroidojenik yolakta DHEA {iretiminden sorumludur. DHEA ve onun siilfatlanmig
formu olan DHEA-S, adrenarstan baslayarak insan viicudunda dolasimda en g¢ok
bulunan endojen androjen ve Ostrojen Onciilleri oldugundan bu durum CYP17
enzimini steroidojenez yolaginda dnemli kilmaktadir. (Auchus, 2004; Kroboth et al.,
1999). CYP17 enzimi seks steroid biyosentezinin kontroliiniin yani sira kortikoid
biyosentezinin kontroliinde de anahtar bir enzimdir.(Soucy and Luu-The 2000)
Genetik olarak CYP17 eksikliginde viicutta yiiksek seviyelerde gluko ve
mineralokortikoidlerin bulunmasina yol agabilir. Tam tersi durumda artan CYP17
enzim aktivitesi ise fazla miktarda DHEA {iretimine neden olur. Polikistik over
sendromunda oldugu gibi dolasimda androjen miktarinin artisina ve sonug olarak da
disinin erkeklesmesine yol acar (Miller 2002; Wickenheisser et al. 2000).
Steroidojenik dokularda CYP17 geninin ekspresyonu olabilir ancak CYP17
aktivitesinin yanisira DHEA {iretimide serebral kortekste Ol¢tilmiistiir (Pscc, 1986;
Zwain and Yen, 1999).

2.2.1.2. CYP 19 Enzimi

Sitokrom P450 enzim ailesinin bir iiyesi olan CYP19 aymi zamanda “aromataz”
enzimi olarak da bilinir. Androjenlerin steroid halkasinin aromatizasyonuyla Gstrojen
olusumunu saglar ve bundan dolay1 “Ostrojen sentetaz” olarak da adlandirilir
(Simpson, 2002). Androjenler ve dstrojenler arasindaki orani belirler ve bu nedenle
cinsel gelisimde anahtar rol oynar. CYP19A1 geni sadece endokrin bezlerde degil,
bunun yani sira adipoz doku, plasenta ve beyin gibi dokularda da mevcuttur
(Simpson, 2002). CYP19 enzim ekspresyonu tiire, dokuya ve promotora gore
degisiklik gostermektedir (Simpson, 2004; Simpson et al., 2002). Farkli CYP19
promotorlarinin kullanimi, farkli sinyal transdiiksiyon yollariyla baglantili olup
saglikli ve tiimorojenik dokular arasinda da farkliliklar gostermektedir (Kamat et al.,
2002). Enzim kompleksi iki elementten olusur; biri CYP450 monooksijenaz ve digeri
onun redoks ortagt NADPH CYP450 rediiktazdir (Amarneh et al., 1993; Sanderson,

2006). CYP19 aktivitesinin artmasi, Ostrojene bagimli meme timdrleri gelistirme



riskine neden olan yiiksek Ostrojen seviyelerine sebep olur. Tam tersi durumda ise
azalan CYP19 aktivitesi premenopozal kadinlarda adet dongiisiinii bozabilecek ve
postmenopozal kadinlarda ise artmis kemik demineralizasyonuna yol agabilecek

diisiik Ostrojen seviyelerine yol agar.

2.2.2. Cinsiyet Hormonlari

Insan yasaminda cesitli asamalarda belirli organlar ve iirettikleri hormonlar, gelisimi
saglamada ve/veya isleyisi siirdiirmede Onemli bir rol oynar. Steroidojenez
sonucunda tiretilen progesteron, T ve E2 cinsel gelisim ve isleyis i¢in ¢ok dnemlidir
(Silverthorn, 2004). Bu kadar 6nemli role sahip olmalar1 nedeniyle iireme gelisim
asamalariin boliimlerini kapsayan hem in vitro toksikolojik analizlerde hem de in
vivo lireme toksisite calismalarinda en g¢ok Olgiilen hormanlardir (Hecker et al.,
2006). Progesteron iiretimi sadece kadinlarda mevcut degildir ancak genellikle seks
steroidi olarak kabul edilir. Progesteron yumurtaliklar tarafindan iiretilmesinin yani
sira corpus luteum tarafindan da iretilir ve adet dongiisiiniin diizenlenmesinde rol
oynar (King and Brucker, 2010; Silverthorn, 2004). Erkek cinsiyet hormonu olan T,
erkeklerde cinsel gelisim ve cinsel islevler igin gerekli olan bir hormondur
(Silverthorn, 2004). T yetiskin erkeklerde canli spermatidlerin iretimi gibi
spermatogenez siirecinde ana belirleyici olarak 6nemli bir rol oynar. T leydig
hiicrelerinin LH tarafindan uyarilmast sonucu olusur. Sertoli hiicrelerine
salinmasindan sonra niikleer androjen reseptoriine baglanip aktive ederek

spermatogenezin ilerlemesini saglamis olur.

Ostradiol (E2), kadn viicudundaki iireme siiregleri icin dnemli bir role sahip olmasi
acisindan erkek seks steroidi olan Tun disilerdeki karsiligidir. Disi iireme
organlarinin gelisimini diizenlemesinin yan1 sira disilerde adet donglisiiniin
saglanmasi ve buna bagl olarak dogurganlik agisindan ¢ok Snemlidir (Silverthorn,
2004). Gelisim esnasinda, Ostrojenler plasentada yer alan aktif aromataz enzimleri
tarafindan fazla miktarda iretilir (Katinka et al., 2004; Ishimoto and Jaffe, 2011,
Kroboth et al., 1999). Bu ii¢ hormona ek olarak CYP17 enzim aktivitesi sonucu
olusan hormon olan DHEA, cinsel gelisim ve hormonal homeostazin siirdiiriilmesi
gibi ¢ok Onemli role sahiptir. Bunun baslica sebebi periferdeki hedef dokulardaki
aktif steroidlerin sentezi ve etkileridir (Kithn-Velten, 2000; Labrie et al., 2001). Hem

erkeklerde hem de kadinlarda androjenler ve Ostrojenler onciisii olarak hareket ettigi



icin anahtar bir rol oynar (Labrie, 2010). Ozellikle plasenta ve fetal testislerdeki
maskulizasyon programlama penceresi boyunca, T ve E2 prekiirsorii olarak DHEA
onemlidir (Katinka et al., 2004; Ishimoto and Jaffe, 2011; Kroboth et al., 1999; Scott
et al., 2009).

2.2.3. Hormon Reseptorleri

Hedef hiicreleri yardimiyla eksprese edilen membran ve/veya niikleer hormon
reseptOrlerinin aktivasyonu araciligyla hormonlar etkilerini gosterirler. Hormonun
kendine uygun liganda baglanmasiyla reseptor proteini aktive olur ve sinyal iletimi
baglar. Viicutta baslayan bu biyokimyasal tepki hormonun hiicresel etki mekanizmasi
olarak tanimlanir (Silverthorn 2004). Her hormana ait spesifik bir reseptor vardir.
Erkeklerde ana hormon reseptorii androjen reseptorii (AR) iken kadinda Gstrojen
reseptorlii (ER)’diir. Ek olarak diger reseptorler ise; glukokortikod reseptorii (GR),
mineralokortikoid reseptorleri (MR), gonadotropinlerde FSH ve LH reseptorleri ve
tirod reseptorii (TR)’diir. Bunun yani sira birka¢ hormon sadece kendi spesifik
reseptorlerine baglanmakla kalmayip bunun yani sira diger hormon reseptdrlerinide
aktive edebilir. Buna en iyi 6rneklerden biri ¢ogunlukla diger hormonlara olan
yapisal benzerligiyle AR ve GR’e (zayif olarak) baglanan progesterondur (Bovee et
al.,, 2007, 2011). Her hormonun farkli reseptorler i¢in sahip oldugu baglanma
affinitesi o hormonun reseptdre baglanmasimnin ardindan gelen etkinin boyutunu
tanimlar. Tez ¢alisgmamiz kapsaminda E2 ve T diizeyleri incelendiginden androjen ve

Ostrojen reseptorlerini inceleyecek olursak.

2.2.3.1. Ostrojen Reseptorii (ER)

ER’ler ligandla diizenlenen transkripsiyonel siiper ailesine aittir. ER birden fazla alt
tipe sahiptir: ERa, ERP ve ERy. ERa tanimlanan ilk reseptor olmasina ek olarak
meme kanserinin tani ve tedavisinde belirte¢ olarak kullanilir (Katinka et al., 2004;
Green et al., 1986). ERB 1990’larin ortasinda bulunmustur (Mosselman et al., 1996)
ve meme kanseri ile olan iligkisi de dahil olmak iizere hakkinda daha az bilgiye sahip
olunan alt tiptir. Her iki ER’de epididimis, tiroid, adrenal, kemik ve beynin belirli
bolgeleri gibi farkli dokularda ekprese edilir (Matthews and Gustafsson, 2003). ERa
uterus, karaciger, bobrek ve kalpte baskinken, ER yumurtaliklar, prostat, akciger,
gastrointestinal sistem, mesane, hematopoietik ve merkezi sinir sisteminde baskin

olarak bulunur (Eyster, 2016). Birgok organ vw sistemin gelisimive islevinin



diizenlenmesinde ostrojen sinyali kritik bir 6neme sahiptir. Bu sebeple Ostrojen
sinyalinde olusan anomaliler sadece meme, endometriyal ve yumurtalik kanserleri
gibi hormon-bagimli kanser tiirleriyle alakali olmayip, osteoporoz, depresyon ve
yeme bozukluklar1 benzeri hastaliklarla da iliskili oldugu bildirilmektedir (Nilsson et
al., 2001).

2.2.3.2. Androjen Reseptor (AR)

AR sertoli hiicrelerinde spermatogenezin devamini saglayan niikleer bir reseptordiir
(Wang et al., 2009). AR, sitoplazmada T ve DHT gibi bir androjenin baglanmasiyla
aktive edilebilir. AR aktivasyon sonrasi sitoplazmadan ¢ekirdege gider. ilk AR yanit
saniyeler iginde gercekleserek birkag saat iginde pik seviyeye ulasir (Pihlajamaa et
al., 2015). AR’in alt tipine bagli olarak meme kanserindeki rolii degisir. Yapilan
birkag c¢alismada ERa pozitif meme kanserine sahip hastalarda artmis AR
ekspresyonu belirlenmistir ve muhtemelen AR aracili proliferasyon inhibisyonu ile

iliskili olabilecegi bildirilmistir (Peters et al., 2009; Wang and Yang, 2015).

2.3. Hormonal Kontrol
2.3.1. Ureme Eksenleri

“Ureme ekseni” ya da “iireme aks1” olarak adlandirilan iiremeyi diizenleyen yollar
beyin tarafindan diizenlenir. Hormon iiretimi hipotalamustan ve 6n hipofizden trofik
hormonlarin salgilanmasiyla baglar. Adrenal ve gonadal seks steroidlerinin
salgilanmasina neden olan kisim ise adenohipofizdir. Bu eksenler daha spesifik
olarak hipotalamik-pituiter-adrenal (HPA) ve hipotalamik-pituiter-gonadal (HPG)
eksen olarak adlandirilir (Sekil 3). Androjen ve Ostrojen iiretimi her iki cinsiyette de
benzer yollarla olur. Erkeklerde baskin olan androjen iretimiyken kadinlarda
ostrojenlerdir (Silverthorn, 2004). Hipotalamus, hipofiz tarafindan folikiil uyarici
hormon (FSH) ve liiteinizan hormonun (LH) salgilanmasina yol agan gonodotropin
hormonunun (GnRH) {iretimini saglar. Gonodotropinler sirasiyla adrenaller ve
gonadlar iizerine trofik olarak etki olusturur. LH seks steroidlerini olusturmak
amaciyla endokrin hiicreleri ve adrenal bezleri uyarir (Nishii et al., 2012; Rao et al.,
2004). FSH seks steroidlerinin iiretiminde rol oynamanin yanisira gametogenezin
baslamasinda ve siirdiiriilmesinde de rol oynar. Ovaryum ve testis FSH salgilanmasi

lizerine aktivasyon ya da inbisyonuna dogrudan neden olan peptid yapili aktivinleri
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ve inhibinleri salgilar. Ayrica aktivinler, spermatogenesiz, oosit olgunlagmasi ve
ayrica embriyonik sinir sisteminin gelisiminide uyarir. Aktivinler ve inhibinlerin
ekstra tiretildigi yerler adrenaller benzeri nongonadal dokulardir (Silverthorn 2004;
Hofland and de Jong, 2012; Vénttinen et al., 2003). Peptid hormonlar ve seks steroid
seviyeleri hipofizden FSH ve LH salgilanmasim1 hemde hipotalamik GnRH
salgilamasini etkiler. Hormonal denge, organizmada homeostazi saglamak igin

uygun geribildirim (feedback) mekanizmalariyla kontrol edilir.

Hipotalamus GnRH néronlart

Hipofiz

1
Negatif

..... Geripildirim
: A
LH :
i .
'
.. Testosteron
FSH InhibinB & .
: Leydig A Ostradiol
\ v !
Pozitif Uyariima
------- Inhibin B \
Damar Sistemi
: | @wm
- )

( : ] \6Aslradiol
Seminifer i ?

tiibiiller

(Sertoli & :

germ
hiicreleri)

Testis

Sekil 3. Hipotalamik-pituiter-gonadal (HPG) eksenin gosterilmesi

2.3.2. Adrenal Bez

Sekil 4’te gosterildigi gibi adrenal bez dista korteks i¢ kisimda medulla olmak {izere
fonksiyonel iki ana bodliimden olusur. Yetiskin adrenal korteks ii¢ farkli zonal
kisimdan olusur; en dista zona glomerulosa, ortada zona fasikulata igte zona
retikiilaris. Ug tabakali korteksde hormonlar fiiretilir. Her zonal bdlgede farkli
hormonlar olusur ve Sekil 2 de gosterilen steroidojenik yol, tiim bu spesifik hormon
tiplerinin olusumunun temelidir. Zona glomerulosada mineralokortikoidlerden
aldosteron sentezlenir. Mineralokortikoidler, kan basincida dahil olmak {izere tuz ve

su dengesinin kontroliinden sorumludur. Zona fasikiilata, glukojenezde yer alan
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kortizol basta olmak iizere glukokortikoidlerin temel iireticisi olarak gorev goriir.
Zona retikiilaris, androstenedion ve DHEA hormonlarinin sentezlendigi yerdir.
Fotiista ise steroidojenezin gergeklestigi ayr bir fetal zon yer alir (Monticone et al.,
2012).

: Kapsii

Kapsiil
Kaha Bélge

Zona Glomeruloza
Gecis Bolgesi

Zona Fasikiilata

Fetal Bolge
Zona Retikiilaris

Medulla

Sekil 4. Fotus (a) ve yetiskin (b) insana ait korteksin farkli zonal bolgelerini gosteren
adrenal bezin histolojik yapisi (Monticone et al., 2012)

2.4. Endokrin Fonksiyonun Degisimi
2.4.1. Endokrin Toksikoloji ve Hormonlarin Rolii

Hormon seviyeleri viicutta homeostazda kalabilmek i¢in viicut tarafindan izlenmekte
ve diizenlenmektedir. Hormon aktivitesi azaltilmasi gerektiginde bunun saglanmasi
i¢cin feedback mekanizmalar1 uyarilir. Hormonlar oldukga etkili molekiillerdir ve 10
nanomolar ile 1072 pikomolar araliginda etki gdsterme yetenegine sahiptir
(Silverthorn 2004). Hormonlarin klasik toksikolojik bir sekilde yanit vermesi gerekli
degildir. Burada kural olarak, belirli bir bilesigin maruziyet seviyesi ne kadar yiiksek
olursa beklenecek advers etki de daha fazla olacaktir. Bu endojen bilesikler esik
degere ulasirsa ya da bu esik deger asilirsa tanimlanamayan etkiler olusabilir.

Paracelsus’un dedigi gibi “’Her madde zehirdir, zehirle ilaci birbirinden ayiran
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dozudur.”” Fakat hormonlar s6z konusu oldugunda bu durum tamamen gecerli
degildir. Burada beklenilecek etkinin dogasi i¢in hormonun seviyesi 6nem arz eder.
Daha yliksek seviyeler mutlaka daha fazla advers etki anlamina gelmemekle birlikte
bazi durumlarda daha diisiik doz seviyelerinde normalde goriilenden daha farkl
etkiler anlamina da gelir. Diger taraftan diislik seviyeler ise daima daha az etki veya
etkisizlige yol agmaz. Bu olaganiistii duruma hormesiz denir. Toksikoloji alaninda,
bir toksinin diisiik dozu sitimiile edici etkiye neden olabilecegi anlamina gelirken
yiiksek bir doz genellikle bifazik doz-yanit ile karakterize olan inhibe edici etkiyi
saglar (Lee and Jacobs, 2015). Ayrica doz-yanit iliskisinin gosterildigi U ve J sekilli
egriler mevcuttur (Lee and Jacobs, 2015). Hormesiz, non-monotonik (tek diize
olmayan) bir doz-yanit iliskisinin 6zel bir seklidir (Lee and Jacobs, 2015).
Agiklamanmn baska yolu da, hem daha diisik hem de daha yiikksek hormon
seviyelerinin toksisiteye neden olabilecegi bununda non-monotonic yanitlara neden
olabilecegi anlamina gelir. Bir bilesigin dozunun yani sira, hormon
konsantrasyonlarindaki degisim zamani da advers etkiler icin onem tasimaktadir.
Ergenlik doéneminde hormon seviyelerinin ritmi cinsiyet organlarinin normal
fonksiyonu ve daha fazla gelisimini saglar. Hormonal seviyelerdeki degisiklikler
kardiyovaskiiler hastaliklar, maligniteler ve metabolik bozukluklar gibi ¢esitli advers

etkilere neden olabilir (Ikeda et al., 2012; Williams and Lin, 2013).

2.4.2. Endokrin Bozucular (EB)

Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS), Birlesmis Milletler Cevre
Programi (UNEP) ve Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan olusturulan ortak
goriise gore endokrin bozucular “endokrin sistemin islev(ler)ini degistiren ve sonug
olarak saglam bir organizmada ve/veya onun gelecek nesillerinde veya (alt)
popiilasyonlarinda advers saglik etkilerine neden olan madde veya karigimlar” olarak
tanimlanmaktadir (Damstra et al., 2002). B plastiklestiriciler, farmasotikler,
pestisitler ve fitoostrojenler gibi maddelerin olusturdugu uzun bir listeden
olusmasmin yani sira bu listeye her giin yeni bazi kimyasallar da girmektedir.
Potensiyel EB’a giinliik yasantimizda siklikla maruz kalabilmekteyiz. Insan
viicudundaki birden fazla organda ve ayrica kanda EB’in Olgiilebilir seviyeleri
bulunabilir (Jensen and Leffers 2008; Law et al. 2006). EB’lar birkag mekanizmayla

hareket edebilir. Yapilan birkag ¢alisma EB’larin in vitro ve in vivo steroidojenezi
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etkileyebildigini gostermistir (Canton et al., 2005; Kitamura et al., 2005; Van der
Ven et al,. 2008). EB’larin etki mekanizmalari;

e Hormon reseptorleriyle etkileserek, (agonistik/antagonist etki)

e Hormon yapim-yikimini bozarak,

e Steroidojenik enzimleri dogrudan katalitik etkilesim yoluyla indiikleyerek ya da
inhibe ederek,

e Hormon reseptor ekspresyonunu iizerine etki ederek,

gosterebilirler. Bu sebepten, endokrin toksik maddeler olarak rol alan bu maddelerin

risk degerlendirmesi son derece énemlidir.

2.5. Endokrin Bozucularin Tayin Yontemleri
2.5.1. In Vitro Analizler

Son on yildan fazla uzun zamanda toksisite test stratejilerinde hayvanlarin kullanimi
birgok tartigmaya neden olmus ve kimyasal maddelerin toksisite taramalari igin
alternatif modellerin gelistirilmesi {izerinde yogun olarak calisilmistir. REACH
mevzuati, her kimyasal bilesigin taranmasi i¢in ¢ok sayida hayvan gerektiginden
yiksek ongoérme Kkapasitesi ve tekrarlanabilirlige sahip hizli in vitro testleri talep
etmistir (European Commission, 2014). Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
(OECD)’nin yapmis oldugu ¢ok sayida calismadan olusan verilerine gore lireme ve
gelisimsel test, iki nesil {ireme calismasi da dahil olmak {izere en ¢ok hayvan
toksisite testlerinin kullanildigi goriilmektedir (Katinka et al., 2004; Hojo et al.,
2006). Potansiyel EB’larmn artan listesi g6z oniinde bulunduruldugunda alternatif in
vitro tarama testlerine daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. [n vitro analizlerin
gelistirilmesi  bir¢ok arastirma grubu tarafindan desteklenirken bazi hiikiimet
organlar tarafindan bu analizlerin gelistirilmesi tepkilere neden olmustur. Ornegin
Amerika Cevre Koruma Ajans1 (EPA) 2018 yilindan bu yana devam eden Endokrin
Bozucu Tarama Programini (EDSP)’ni1 baglatmistir (EPA, 2011b). EB tarama
analizlerinin gelistirilmesinde c¢ok ilerleme kaydedilmis olmasina ragmen halen bu

analizlerin standardizasyonu ve dogrulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.5.1.1. H295R Steroidojenez Assay

Insan adrenokortikokarsinom hiicre hatt1 (H295R), kimyasallarin steroidojenez
tizerindeki etkilerinin aragtirilmasinda siklikla kullanilan bir hiicre hattidir (Hecker et

al., 2011; Sanderson et al., 2000).

OECD kilavuzlarina gore valide edilen bu testin ana endpointleri E2, progesteron ve
T seviyelerinin dl¢limleridir. Ayrica, bu test enzim aktivitesi iizerindeki etkilerin ve
steroidojenik enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesine olanak saglar.
CYP19 aktivitesi ve/veya gen ekspresyonu degerlendirilirken, tiimorojenik dokuya
karsilik olarak saglikli olanlarda CYP19 ekspresyonunun farkli promotor bolgelerde
daha once geldigi géz oniinde bulundurulmalidir. CYP19 aktivitesinin inhibisyonuna
spesifik, insan plasental mikrozomlar1 (HPM) ad1 verilen ek bir test mevcuttur. Bu
test EPA’nin Tier 1 EDSP testine de dahildir. Son zamanlarda, bu steroidojenik
H295R hiicre hatt1 lizerindeki etkiler, tam bir steroid profilinin degerlendirilmesine
olanak saglanmistir (Rijk et al., 2012; Rosenmai et al., 2014). H295R hiicre hatti,
yetiskin disi adrenalinden orijin alir fakat zonal olarak farklilasmamis insan fetal
adrenal hiicrelerinin fizyolojik 6zelliklerini gosterir (Hecker et al., 2006). H295R
hiicreleri ayn1 zamanda yetigkin adrenokortikal steroid hormonlari liretme yetenegine
de sahip oldugu gosterilmistir (Hecker et al., 2006). H295R steroidojenez testi EDSP
ve OECD sistemleri tarafindan valide edilmistir (Hecker et al., 2006). Gegtigimiz
yillarda birgok arastirma grubu tarafindan H295R steroidojenez testi kullanilmistir ve
halen kimyasallarin steroidojenez iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi agisindan
altin bir standart olarak kabul gormektedir (Rijk et al., 2012; Rosenmai et al., 2014;
Sanderson et al., 2002; Wang et al., 2014).

2.5.1.2. Hormon Reseptor Baglama Deneyleri

Androjen (AR), ostrojen (ER), glukokortikoid (GR), mineralokortikoid (MR),
progesteron (PR) ve tiroid hormonu (TR) reseptorleri gibi birka¢ hormon reseptdrii
icin spesifik in vitro reseptor transaktivasyon analizleri mevcuttur. Ayrica, in Vivo
Hersberger analizi androjen benzeri etkileri degerlendirmek igin, androjen-aktif
bilesiklere maruz kalan olgunlasmamis veya kisirlastirilmis sicanlarin AR’e bagh
dokularinda agirlik degisiklikleri etkisine dayanan testtir (Owens et al., 2006).
Bununla birlikte, lusiferaz bazli hiicre deneylerinin yani sira floresan maya raportor

biyoassayler gibi bir ¢ok in vitro alternatifler gelistirilmistir (Ahn et al., 2008; Bovee
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et al., 2007, 2011). Lusiferaz analizleri, atesbdceginin lusiferaz raportér geni ile
birlestirilmis bir hormona duyarli faktor ile trasfekte edilmis hiicrelerden olusur ve
ornegin AR veya ER iizerindeki etkilerin tespiti i¢in ¢esitli varyantlar1 da mevcuttur
(Ahn et al., 2008). Maya bazli analizler bir raportor ile birlesiminde se¢ilen hormon
reseptoriinii  dengeli bir sekilde belli eden rekombinant mayalardan olusur.
Reseptoriin ilgili hormona maruz kalmasi gergeklesince yesil floresan protein ile
zenginlestirilmis maya raportor protein olarak aciga ¢ikar (Bovee et al., 2007, 2011).
Giliniimilizde, her iki analiz tiirii EB’larin hormon reseptorlerini aktive edebilme
seklinin arkasinda yatan etki mekanizmasini daha iyi anlamak icin siklikla
kullanilmaktadir ve bdylece hormon reseptorii tizerindeki agonistik ve antagonistik

etki degerlendirilebilmektedir.

2.5.2. In Vivo Yontemler

Utotrofik analiz ve Hershberger analizi endokrin bozucularn taranmasinda

kullanilan ve referans yontem olarak kabul edilen in vivo yontemlerdir.

2.5.2.1. Hershberger Analizi

Hershberger analizi, androjenik ve antiandrojenik aktiviteye sahip maddeleri
tanimlamay1 amaglayan bir tarama testidir. Androjen agonisti, antagonisti ve 5a-
rediiktaz inhibitorlerini belirlemek i¢in mekanistik bir in vivo test olarak
kullanilmaktadir (EPA, 2011a). Bu analiz, kisirlastirilmis puberta 6ncesi donemdeki
erkek kemiricilerdeki bes androjen bagimli dokunun agirliginda olusan degisimin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu androjen bagimli dokulari, ventral prostat,
seminal, levator ani-bulbokavernoz kasi, Cowper bezi ve glans penisden olusur.
Potansiyel androjenik aktivite taranmasinda test maddeleri en az iki veya daha fazla
dozda oral gavaj veya deri alt1 olarak 10 giin siireyle hayvanlara enjekte edilir.
Hayvanlara son dozun uygulanmasindan 24 saat sonra nekropsi yapilmaktadir.
Kullanilan ¢6ziicii kontrol grubu ile test maddeleri grubunun karsilastirilmasinda iKi
veya daha fazla hedef organin agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
olusuyor olmasi test maddelerinin potansiyel androjenik aktivite igin, istatistiksel
olarak anlamli bir azalma olusuyor olmasi ise test maddelerinin potansiyel

antiandrojenik aktivite i¢in pozitif sonug verdigi anlamina gelmektedir (EPA, 2011a).
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2.5.2.2. Utorotrofik Analiz

Utorotrofik analiz, bir test kimyasalinin dstrojen agonistleri (6rn., 178 -estradiol) ile
tutarl biyolojik aktivite olusturma yetenegini degerlendiren bir in vivo tarama testidir
(U S Environmental Protection Agency, 2011).

Bu testte endojen Ostrojen seviyesi diisiik olan (ovaryumlar1 alinmis veya
olgunlasmamis) disi kemiriciler kullanilmaktadir (Reel et al., 1996). Kimyasal
maddenin, 17B-0stradiol gibi dogal Gstrojenlerin biyolojik aktivitesine benzer etki
olusturma yetenegini degerlendirmektedir (U S Environmental Protection Agency
2011). Ostrojenik aktivitenin degerlendirilmesinde 6strojenik uyarim ile uterus
agirh@indaki artis gosterge olarak kullanilmaktadir (Reel et al. 1996). Analizde
kullanilacak her gruba bir doz test maddesi uygulanacak sekilde en az iki gruptan
olusan deney hayvami kullanilmaktadir. Test maddeleri, tercihen deri alt1
enjeksiyonla alternatif olarak da oral gavaj yoluyla giinliik olarak uygulanmaktadir
(U S Environmental Protection Agency, 2011). Cogu olusturulan protokolde test
maddesi hayvanlara giinliik olmak iizere li¢ veya dort giin siireyle uygulanmaktadir
(Reel et al. 1996; U S Environmental Protection Agency 2011). Son uygulamanin
yapilmasindan 24 saat sonrasi, hayvanlar nekropsiyle uteruslari g¢ikartilmakita,
yas/kuru agirligt oOlgiilmekte ve uterus agirligindaki artis kontrol grubu ile
karsilastirilmast  yapilir. Boylelikle maddenin olast  Ostrojenik  potansiyeli
belirlenebilmektedir (Reel et al., 1996; U S Environmental Protection Agency,
2011).

2.6. Melatonin ve Analoglarimin Meme Kanserinde Olas1 Antiostrojenik Etkileri

EB kimyasallar reseptor diizeyinde etkileserek Ostrojen reseptdr agonisti ya da
antagonisti etki araciligi ile endokrin bozucu etki gosterebildikleri gibi, steroid
hormonlarin biyosentezi ve metabolizmas1 ile etkilesip fizyolojik hormon
diizeylerinin azalmasina/artmasina neden olarak da etkilerini gosterebilirler (Charles
2004; Whitehead and Rice 2006). Bu iki mekanizma meme kanserinin olusum
mekanizmalarindan olup bu mekanizmalardan yararlanilarak meme kanseri gibi
hormon bagimli kanserlerin tedavisinde de yararlanilmaktadir. Farkli dokulardaki
farkl1 Ostrojen reseptorleri ile etkileserek etki gosteren bilesikler SERM olarak
adlandirilirken etkilerini lokal dstrojen sentezini ya da metabolizmasini degistirerek

gosteren bilesikler ise SEEM olarak adlandirilmaktadir (Basly and Lavier, 2005).
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2.6.1. Selektif Ostrojen Reseptor Modiilatorleri (SERM)

Ostrojen reseptor sisteminin ve hiicre ici dstrojen reseptorleri ile dogrudan etkilesime
giren bilesiklerin anlasilmasi igin birgok ¢alisma yapilmistir (McDonnell, 1998).
Onceleri bu bilesikler basitce Ostrojen agonistleri veya antagonistleri olarak
smiflandirilmistir.  Yapilan klinik oncesi ve klinik ¢alismalarin  bazilari, bu
smiflandirmay1 yeniden yapmak ve segici dstrojen reseptor modiilatorleri (SERM'ler)
olarak adlandirilan yeni bir bilesik sinifin1 tanitmayr saglamistir (Buelke-Sam,
Bryant, and Francis, 1998). SERM’ler gesitli dstrojen hedef dokular1 tizerinde segici
agonist veya antagonist etkiler gosterir. Ostrojenlerin steroid yapisindan yoksun
olmalarina ragmen Ostrojen reseptdriine baglanmalarina izin veren tigiinciil bir yapiya
sahip olan ¢esitli kimyasal bilesiklerdir. Bu ilag siifinda bulunanlarin bazilar1 uzun
zamandir var olmasmna ragmen, insanlarda dokuya Ozgiilliikkleri ancak son
zamanlarda fark edilmistir. Genistein gibi bazi fitodstrojenlerin de SERM benzeri

Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir (Goldstein et al., 2000).

SERM’ler, birbirleriyle iligkili olan {i¢ farkli etki mekanizmasina sahiptir ; (Riggs
and Hartmann, 2003).

o Hedef dokudaki ER ekspresyonundaki farklilik,
e Ligandin baglanmasi noktasinda ER konformasyonundaki farklilik,

e Koregiilator proteinlerin ekspresyonu ve ER’ne baglanmasindaki farklilik.

ER’ler, bir dizi amino asitten olusan ligand baglanma alanlar1 igerir, meme ve uterus
gibi tireme dokularinda Gstrojenin etkisine aracilik eden genlerin aktivasyonu i¢in bu
ligand baglanma alanlari temel rol oynadigi belirtilmektedir (Beardsworth and
Purdie, 1998). SERM’ler bu ligand baglanma alanlarin1 inhibe ederek
transkripsiyonun kismen inaktive olmaksina ve bdylece tiimor hiicresi oraninin

azalmasina neden olmaktadir (Robertson, 2002).

SERM’ler post menopozal donemde siklikla rastlanan, Gstrojen yetersizligi ile olusan
osteoporoz gibi hastaliklarin tedavisinde veya bu hastaliklardan korunma amaciyla
kullanilabilmektedir (Riggs and Hartmann, 2003). Ayrica, selektif Ostrojen
antagonist yaklasimlart nedeniyle meme kanseri gibi verildigi dokuda Ostrojen
agonist aktivitenin istenmedigi hastaliklardan korunmak ve tedavisi amaciyla da

kullanilabilmektedirler (Riggs and Hartmann, 2003).
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2.6.2. Selektif Ostrojen Enzim Modiilasyonu (SEEM)

Menopoz oncesi kadinlarda Ostrojen sentezi baslica overlerde gergeklesirken
menopoz sonrasinda periferal dokularda (yag, kas, ya da timor dokusunda)
androjenlerin enzimatik yolla ostrojenlere donistiiriilmesi ile tretilirler (Miller
1990). Bu enzimatik yolda CYP19A (aromataz) enzimi androjenlerin (testosteron ve
androstendion)  &strojenlere  doniisiimiinii  katalize etmektedir.  Ostrojenler
steroidojenez yolaginda olusan son basamak iiriindiir. Bu yolaktaki herhangi bir
basamakta olusan inhibisyon Ostrojen diizeyinin azalmasina neden olmaktadir.
Ozellikle steroidojenezde son basamagin spesifik olarak inhibe edilmesi &strojen
diizeylerinin baskilanmasina neden olmaktadir (C. Jordan ve Furr, 2006). Aromataz
enzimi Ostrojen sentezinde biiyiik dneme sahip oldugu i¢in bu enzimi inhibe eden
ajanlarin arastirilmasia ve bunlarin hormon bagimli olan tiimoérlerde kullaniminin

artmasina neden olmustur.

2.7. Melatonin

Melatonin (MLT), indol halkasi tasiyan ve pineal bezden salgilanan bir hormon
olarak bilinmektedir. Melatonin sentezi pineal bez disinda retina, timiis, kemik iligi,

derive gastrointestinal kanalda da ger¢eklesmektedir.

Melatoninin baslica etkisi fizyolojik olarak sirkadyen ritmin diizenlenmesiyken
(Reiter, 1993), digeri ise basta meme kanseri olmak tizerere farkli timér tiplerinde
onkostatik etkisidir. (Cos et al., 2008; Sanchez-Barcelo et al., 2005)

Literatiire gore melatoninin meme kanseri tizerine etkisi farkli olast mekanizmalarla
aciklanmustir (Sanchez et al., 2005; Fraschini et al., 1998; Karbownik et al.,2001;
Leon- Blanco et al., 2003; D. Mediavilla et al., 2010; Reiter, 1980).

e Noro endokrin- reprodiiktif eksen ile etkilesime girerek tiimoriin biiyiimesinde yer
alan bazi1 hormonlarin sentezinin azalmasuyla,

e Melatoninin antioksidan etkilerinin bir sonucu olarak,

e Epitelyal meme kanseri hiicrelerinde olusturdugu antidstrojenik etkinin sonucu
olarak,

e Immun savunmay: giiclendirici etkisiyle,

e Timor hiicresinde telomeraz aktivitesini inhibe etmesiyle,

e Sirkadiyen ritmin diizenlenmesiyle,

19



e Metastazi onleyerek.

Bu tez kapsaminda melatoninin yukarida sayilan mekanizmalardan yalnizca 0strojen
sinyal yolagindaki etkileri iizerinde durulacaktir. Ostrojen sinyal yolagindaki etkisi
i farkli yolla olmaktadir. Bunlar, Ostrojenlerin gonadal sentezinin modiilasyonu,
Selektif Gstrojen reseptor modilatorii (SERM) ve Selektif Ostrojen modiilasyonu

(SEEM) dur.

Daha onceden grubumuz tarafindan melatonin analogu olan 2-metil indol (M)
bilesiklerinden, 2-Metil-H-indol-3-karboksialdehit(4-Klorofenil) hidrazon (M6 ) ve 2
Metilindol-3-karboksialdehit fenil hidrazon (M20) bilesiklerinin antioksidan etkileri,
ER antagonist etkisi, arastirilmis, M6nin gii¢lii aromataz inhibisyonuna neden oldugu

bulunmustur (Gurer-Orhan et al., 2016).
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Gere¢ ve Yontem

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 1’de belirtilmistir.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Firma
Thiazolyl Blue Tetrazolium bromide Sigma M2128
Diethyl ether Merck 1.00921.5000
Phosphate Buffered Saline Sigma P4417
Trysin EDTA % 0,25 Gibco 25200-056
Nu Serum Corning 355100
DMEM/F-12 Gibco 11320-074
ITS-Premix Corning 354352
Insiilin-Transferrin-Selenium Gibco 41400-045
Pencilin-Streptomicin Gibco 15140-122
Water for HPLC VWR 23595.328
Methanol hypergrade for LC MS/MS Merck 10953935 820
Ethyl acetate Riedel-de Haen 27227
Hexane Sigma 208752
17 B Ostradiol Sigma E8875
Testosteron Sigma 86500
Ostradiol Elisa Kit Cayman 501890
Testosteron Elisa Kit Cayman 582701
Forskolin Cayman 11018
Prokloraz Cayman 24051
NCI H295 ATCC NVG-CRL-2128
Genistein Sigma G6649
Ketokonazol Fisher Bioreagents 65277-42-1
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3.1.2. Kullanilan Gerecler

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan gerecler Tablo 2°de belirtilmistir.

Tablo 2. Kullanilan geregler

Makine ve Techizat

Firma adi1 ve Modeli

Buzdolabi

Inkiibator

Laminar akimli kabin
Mikroskop

Hemositomete

Otomatik mikropipet (0.5-10p)
Otomatik mikropipet (10-100ul)
Otomatik mikropipet (100-1000pul)
8 kanall1 otomatik mikropipet
Spektrofotometre

Su banyosu

Terazi

Terazi

Vorteks

Santrifiij

Santrifiij

Santrifiij Tiipii 15 ml

Santriftyj Tiipi 50 ml

Santriftyj Tiipi 2 ml

Pipet ucu (200 pl)

Pipet ucu (10 pl)

Pipet ucu (1000 pl)

Orbital Shaker

24 kuyucuklu Steril Plaka

Vial

Insert 0,3ml

Vial Kapak

LC MS/MS

Azot Ugurucu

C18 kolon

Acriston hotpoint

Nuaire nu-5510e
Shinsaeng scbn 1013/1300
Olympus ckx41
Marienfeld 0640110
Brand ve Eppendorf
Brand ve Eppendorf
Brand ve Eppendorf
Brand Transferpette S
Thermo Scientific Varioskan Flash plaka
okuyucu

Wisabath wh-22
Sartorious BI610 ve GP1200P
Denver Instrument

IKA MS3 basic

Niive NF200

Hettich Rotofix 32A
Isolab S.078.02.007.050
Isolab S.078.02.008.050
Isolab S.078.03.003.500
Isolab 1.005.01.002.901
Isolab 1.005.01.001.901
Isolab 1.005.01.003.500
Boeco OS-20

SPL 30024

Isolab 1.095.01.001

Isolab 1.097.05.109

Isolab 1.096.01.001
Shimadzu 8040

Caliper Turbo Vap LV
InertSustain C18 (3 pum, 2,1x100 mm)
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3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. H295R Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besi Ortamn ve Cozeltilerin

Hazirlanmasi
3.2.1.1. Besi Ortamm

Amerikan Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu’ndan (ATCC CRL-128) satin alinan H295R
hiicre hattinin siirdiiriilebilmesi i¢in kullanilan besi ortami; DMEM: Ham’s F-12
igerisine %2,5 oraninda Nu serum, %1 ITS+ premix ve %1 pen-strep eklenerek
hazirlanmistir. Hazirlanan besi ortami karisiminda 37 °C, %5 CO; iceren nemli

ortamda siirdiirilmiistiir.

3.2.1.2. Stok Ostradiol ve Testosteron Standartinin Hazirlanmasi

5 x108 pg/ml ana stok hazirlayabilmek i¢in 0,5 mg dstradiol standartindan tartilmus
ve 1 ml methanol eklenmistir.

5 x108 pg/ml ana stok hazirlayabilmek icin 0,5 mg testosteron standartindan tartilmus

ve 1 ml methanol eklenmistir.

3.2.1.3. Stok Prokloraz Hazirlanmasi

3mM ana stok hazirlayabilmek i¢in Prokloraz 5,65 mg tartilmistir. Hacim 500 pl
olacak sekilde DMSO ile tamamlanmustir.

3.2.1.4. Stok Forskolin Hazirlanmasi

10mM ana stok hazirlayabilmek i¢in Forskolin 2,05 mg tartilmistir. Hacim 500 pl
olacak sekilde DMSO ile tamamlanmustir.

3.2.1.5. Stok Melatonin Hazirlanmasi

33 x10° pg/ml ana stok hazirlayabilmek igin Melatonin 3,3 mg tartilmistir. Hacim
1000 pl olacak sekilde DMSQ ile tamamlanmustir.

3.2.1.6. Stok Ketakonazol ve Genistein Hazirlanmasi

10 mM Ketakonazol ve Genistein hazirlamak i¢in Ketakonazol 5,31 mg, Genistein

2,70 mg tartilmis ve her biri 1 ml DMSO’da ¢6ziilmiistiir.
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3.2.1.7. Stok Test Maddelerinin Hazirlanmasi

2,86 mg M6 ve 2,51 mg M20 tartilarak 100l DMSO iginde ¢oziilerek 10 M’lik stok

¢ozeltiler hazirlanmustir.

3.2.2. ELISA Test Kiti Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.2.2.1. ELISA Tampon Cozeltisi

Kit igerigindeki tampon flakonuna 90 ml saf su eklenerek 10 kat seyreltilmis ve iyice

calkalanip tamamen ¢oziilmustiir.

3.2.2.2. Yikama Tampon Cozeltisi

Kit igerigindeki 5 ml flakon yikama tamponu toplam hacim 2 litre olacak sekilde

ultra saf su eklenerek 400 kat seyreltilir ve 1 ml polisorbat 20 eklenir.

3.2.2.3. ELiSA AChE Tracer

Elisa kit igerigi icerisinden ¢ikan Ostradiol/Testosteron AChE Tracer’1t 6 ml Elisa

Buffer ile sulandirilmistir

3.2.2.4. Ostradiol ELISA Antiserum

Elisa kit icerigi icerisinden ¢ikan Ostradiol/Testosteron ELISA Antiserum 6 ml Elisa

Buffer ile sulandirilmastr.

3.2.3. Standart Hazirlanmasi
3.2.3.1. LC MS/MS Standartlarinin Hazirlanmasi

Hem E2 hem de T 5 x10® pg/mI’lik ana stok ¢ozeltisi 1/100 oraninda (10 ul standart
+990ul methanol) seyreltilerek 5x10° pg/ml’lik ilk ara stok ¢ozelti hazirlanip,
hazirlanan bu ara stok ¢ozeltide 1/50 oraninda seyreltilerek 1x10° pg/ml’lik stok
karisim hazirlanmigtir. Hazirlanan bu karigim 1/10 oraninda (200 pl +1800 pl H295R
besi ortami) seyreltilerek 10000 pg/ml’lik son kalibrasyon noktas1 hazirlanmistir. Bu
son kalibrasyon noktasindan 1/2 oraninda besi ortamu ile seyretmeler yapilarak 5000,
2500, 1000, 500, 250, 125 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinda 7 kalibrasyon noktasi
daha hazirlanmistir. 4. kalibrasyon noktasi i¢in1/2.5, 8. Kalibrasyon noktasi i¢in ise

1/5 oraninda seyreltmeler yapilmistir (Sekil 5). Hazirlanan her standart ¢6zeltiden
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250 pl cam tiipe alinir ve tlizerine 1250 pl dietileter eklenip, 25 sn vortekslenmis,
ardindan 1 dakika 153 xg de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast tist fazdan 1ml
enjektdr yardimiyla falkon tiipe aktarilmistir. Falkon tiipe aktarilan 6rnek azot gazi
altinda 40 °C’de ugurulmustur. Solventi uzaklastirilmig 6rnek 100 pl hareketli faz
karisimi (%25°lik %5 amonyum hidroksit iceren metanol) eklenerek vorteks ile

¢Ozdiirtliip viyale alinmis ve LC MS/MS ile analiz edilmistir.

200 pl 1000 W 1000 W 1000 W 400 Wl

/ 'n.
! b
| 1800 1 1000 ul 1000 1200 1 1000 1 1000 1 1000 ul 1600 pl
\m ] H195R HI95R ul HI95R H295R H195R HI95R HI95R
T medium medium H295 medium medium medium medium medium
100000 pg/ml
10000 S000 2500 1000 500 250 115 25

pg/ml pg/ml pg/ml pgg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Sekil 5. LC MS/MS standartlarinin hazirlanma prosediirii

3.2.3.2. ELiSA Standartlarinin Hazirlanmasi
3.2.3.2.1. ELISA Ostradiol Standartlarinin Hazirlanmasi

ELISA o6stradiol standartlarinin hazirlanmasi i¢in Cayman Elisa Ostradiol kitindeki
protokol kullanilmistir. Protokole gore 1000 ng/ml’lik kit i¢erisindeki ana stoktan 20
pl alimip 1000 pl Elisa tampon 10000 pg/ml’lik ilk kalibrasyon noktasi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ilk kalibrasyon noktasindan alinan 250 pl’nin {izerine
750 pl Elisa tampon ¢ozeltisi eklenerek 2500 pg/ml’lik ikinci kalibrasyon noktasi,
ardindan seri dillisyonlar yapilarak 625, 156.3, 39.1, 9.8, 2.4, 0.61 pg/ml kalibrasyon
noktalar1 hazirlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon standartlarinin hazirlanis sekli Sekil

6’da ostradiol kit kalibrasyon standart1 hazirlanis1 gosterilmistir.
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Hpl 250l 250l 250l B0l 250 250l 250l

aYaYaYaYeYaYaYa'

.ff 51 52 51 54 5C 56 57 1]
/
F
II
x
Final
) |-Ic-|1 ?5::||.I 750 rsopl 750l 750 ?5::||.I TS0l
— ELISA ELEEA EIJEu!. ELISA ELISA
bthr‘ ‘ ‘ ‘ burffer
1,000 ng'mi 10 000 1553 EL R 0.1
Standard pg*ml pg*ml pg/ml pgiml pg-f-i pg-f-i pg'ml

Sekil 6. ELISA test kiti Ostradiol standartlarmin hazirlanma prosediirii

3.2.3.2.2. ELISA Testosteron Standartlarinin Hazirlanmasi

ELISA testosteron standartlarinin hazirlanmasi i¢in Cayman testosteron kitindeki
protokol kullanilmistir. Protokole gore 50 ng/ml’lik kit icerisindeki ana stoktan 100
ul alinip 900 pl su eklenerek 5 ng/ml’lik ara stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Hazirlanan
bu ara stoktan 100 pl alinip 900 ul Elisa tampon ¢ozeltisi eklenerek 500 pg/ml’lik ilk
kalibrasyon noktasi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ilk kalibrasyon noktasindan alinan
500 pl’nin tizerine 900 pl Elisa tampon ¢ozeltisi eklenerek 250 pg/ml’lik ikinci
kalibrasyon noktasi, ardindan seri dillisyonlar yapilarak 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 3.9
pg/ml kalibrasyon noktalari hazirlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon standartlarinin

hazirlanis sekli Sekil 7 testosteron kit kalibrasyon standart1 hazirlanist gosterilmistir.

100 pl 500l 500 pl 500l 500l 500 ul 500 pl
Final
900 pl 900 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
— H,0 ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA
- Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer
50 ng/ml 5 na/ml 500 250 125 62.5 313 156
Standard Bulk Standard pg/ml pa/ml po/ml pg/ml pa/ml pg/ml pa/ml pa/mil

Sekil 7. ELISA test kiti Testosteron standartlarinin hazirlanma prosediirii
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3.2.4. Referans Bilesikler ve Test Edilen Melatonin Analoglar:
3.2.4.1. Referans Bilesikler

Ketakonazol
1-[4-[4-[[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yl]

methoxy]phenyl]piperazin-1-ylJethanone
M
\
¢

m @;Lo@

Q

\H,c—c-.

o

Molekiil agirligr: 531.43 g-mol !
Genistein

5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one

HO

Molekiil agirligi: 270.240 g-mol ™!
Letrozol

4,4'-((1h-1,2,4-triazol-1-yl)methylene)dibenzonitrile

Molekiil agirlig1:285,303 g/mol
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Melatonin

N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]

Molekiil agirhigr: 232,28 g/mol
3.2.4.2. Test Bilesikleri (M Maddeleri)
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim dali 6gretim

tiyesi Prof. Dr. Sibel Siizen tarafindan sentezlenen melatonin analoglarindan M

maddelerinden M20 ve M6 kullanilmistir.

2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit(4-klorofenil) hidrazon (M6)

."-=:Nx. - B-CI
“a &_ " 4‘*
I T Deen
""'\-\.H-_'_".-:'" "qu

H

Molekiil agirligi: 286 g/mol

2-metilindol-3-karboksialdehit fenil hidrazon (M20)

N H
-4 NN

O

Molekiil agirligi: 251 g/mol
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3.3. Analiz Yontemleri

Tez calismasi kapsaminda endokrin bozucularin steroidojenez fizerine etkilerinin
belirlenmesi i¢in OECD tarafindan 6nerilmis ve valide edilmis H295R Steroidojenez
yontemi OECD TG-456 test kilavuzunda belirtildigi sekilde kullanilmistir.

OECD TG-456 test kilavuzunda her laboratuvar minimum test limitleri (MDL) dahil
olmak iizere performans kriterlerini karsiladigi siirece H295R hiicreleri tarafindan
tiretilen T ve E2 diizeylerinin belirlenmesi i¢in kendi sectigi bir hormon O6l¢iim
sistemini kullanabilir denilmis ve LC MS/MS, ELISA, RIA gibi hormon
analizlerinde kullanilabilecek teknikler Onerilmistir. Bu nedenle bu tez c¢alismasi
kapsaminda yiiksek hassasiyete sahip oldugu bilinen LC MS/MS ve ELISA
teknikleri kullanilarak Ostradiol ve testosteron diizeylerinin Olciilmesi ve her iki

yontemin bagarisinin kiyaslanmasi amaglanmistir.
3.3.1. H295R Steroidojenez Deneyi

3.3.1.1. H295R Hiicre Hatt1 Calisma Prensibi

Steroidojenez deneyinin amaci steroid yapili seks hormonlariin sentezini etkileyen
kimyasal maddeleri tespit edebilmektir. Bundan dolayi OECD TG-456 test
kilavuzunda testte degerlendirme amaciyla son nokta olarak (endpoint) steroidojenez
sonucunda sentezlenen iki temel cinsiyet hormonu olan T ve E2'min diizeylerinin
Olglilmesi anlatilir. Deney, steroidojenez yolunun enzimlerini inhibe eden veya
indiikleyen kimyasallar1 tespit edebilmektedir. H295R steroidojenez deneyi
genellikle 24 kuyucuklu plakalarda standart hiicre kiiltiirii kosullar1 altinda
gerceklestirilir. Alternatif olarak 48 kuyucuklu plaklar da kullanilabilir. 48
kuyucuklu plakalar kullanilirsa yapilan analizlerde, 0,5 mL'lik son kuyucuk hacmi ve
kuyucuk basma 100,000 - 150,000 hiicre ile analiz yiiriitiilmelidir. Ayn1 zamanda
test, OECD TG-456 test kilavuzunda belirtilen kalite ve performans Kkriterlerini
karsilamalidir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra test maddeleri triplike olarak alti
konsantrasyonda test kuyucuklarina eklenir. Hiicreler test maddeleri ile 48 saat
inkiibe edilir. Hormon iiretiminde indiikleyici veya inhibitor etkinlige sahip oldugu
bilinen negatif ve pozitif kontrol test maddeleri sabit bir konsantrasyonda kullanilir.
Inkubasyon siiresinin sonunda kuyucuklardan besi ortami uzaklastirilir. Her

kuyucuktaki hiicre canliligina bakilir. Kuyucuklardaki hormon konsantrasyonlari,
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hormon &l¢lim kitleri ve / veya sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) gibi
enstriimantal analizler gibi ¢esitli yontemler kullanilarak olgtilebilir. Veriler, solvent
kontroline ve en diisik gbzlemlenen etki konsantrasyonuna (LOEC) gore kat
degisimi olarak ifade edilir. Test negatifse, test edilen en yiiksek konsantrasyon, etki
gozlenmeyen konsantrasyon (NOEC) olarak raporlanir. Bir kimyasalin steroidojenezi
etkileme yetenegine iliskin sonuglar, {ic bagimsiz test ¢aligmasia dayanmalidir. Tlk
test calismasinda, coziinilirliik veya sitotoksisite sorunlari ile karsilasilirsa veya
kimyasalin aktivitesi test edilen konsantrasyon araliginin disinda goriiniiyorsa, 2. ve
3. caligmalar ic¢in ilk deneyde elde edilen sonuglara gore konsantrasyonlarin
ayarlanmasi ve buna bagli olarak ¢aligma araliginin belirlenmesinin uygun olacagi

bildirilmistir.
3.3.1.2. Hiicrelerin Idamesi ve Pasajlanmasi

ATCC CRL-128 satin alinan H295R hiicreleri; %2,5 Nu-Serum, %1 ITS+ premix ile
fenol kirmizis1 igermeyen DMEM:Ham’s F-12 Nutrient (1:1) karisiminda 37 °C, %5

COzigeren nemli ortamda stirdiiriilmiistiir.

Pasaj protokoliiniin ilk basamaginda besi ortami flasktan uzaklastirildiktan sonra
hiicreler bir kez soguk PBS ile yikanmistir. Bu yikama islemiyle ortamda bulunan
Oli hiicreler ve kalan besi ortami uzaklastirilmistir. Takiben eklenen 2 ml tripsin-
EDTA cozeltisi ile yiizeyden uzaklagtirilan hiicrelere tripsinin aktivitesini durdurmak
icin 6 ml besi ortam1 eklenmistir. Elde edilen bu hiicre siispansiyonu steril bir tiipe
alinarak 153 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilip, hiicre peleti 3 ml besi
ortami eklenerek hiicreler siispande edilmis ve hemositometrede sayim sonrasi uygun

say1/oranda hiicre taze besi ortami igeren flaska aktarilmistir.
OECD TG-456 test kilavuzunda, bazal hormon iiretiminin hiicrelerin pasajlanmasi
ile degistigi belirtildiginden, analizlerin tiimii kilavuzda onerildigi gibi pasaj 5 ve

pasaj 10 arasinda gerceklestirilmistir (OECD, 2011).

3.3.1.3. Hiicre Sayim ve Mikroplakaya Hiicre Ekimi

Yukarida anlatildigi sekilde taze besi ortaminda siispande edilen hiicreler
hemasitometrede mikroskop altinda sayildiktan sonra 24 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucugunda 300.000 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonundan gerekli miktar

alinarak kuyucuklara ekim yapilmistir.
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3.3.1.4. Hiicre Canhiliginin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde; suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzu olan, 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromit (MTT) kullanilmigtir. MTT,
canli hiicrede mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzimi ile mor renkli formazan
kristallerine doniisiir. Analiz sonlandirildiktan sonra kuyucuklar 37 °C’deki PBS ile
bir kez yikanarak besi ortami icerisindeki proteinler ve 6lii hiicreler uzaklastirilmistir.
Yikama sonrasinda 270 pl hormon igermeyen besi ortami ve 30 ul MTT kuyucuklara
eklenmis ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak OECD TG-456
test klavuzunda belirtildigi gibi % 70 metanol kullanilmistir. Siirenin sonunda ortam
uzaklagtirilarak her bir kuyucuga 900 pl DMSO eklenmis ve olusan mor renkli
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmis ve olusan renk siddeti 550 nm’de
Olciilmiistir (Mosmann, 1983). Sekil 8’de deneyin tiim basamaklar1 sematize
edilmistir. Kuyucuklardaki % canlilik kilavuzda belirtilen asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

% Canlilik = (Kuyucuktaki absorbans degeri — Metanol kuyucugundaki absorbans
degerleri ortalamasi) / (DMSO kuyucugundaki absorbans degerleri ortalamasi -

Metanol kuyucugundaki absorbans degerleri ortalamasi)

o =\ =\
\ 7 \ 7
— »—
/ /
N-N N-NH
,r,:::'-\\_ \ N ,S\ “’::i:\\—""\' N r{s‘
[ N Y« \ | N Y X
& I —CH; & \  )>—CH,
N N (/ 3 N\~ N,,;// 3
CH, CH,
MTT Formazan

MTT

DMSO

Spektrofotometre

Sekil 8. MTT deney tasarimi
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3.3.1.5. Hormon (Ostradiol ve Testosteron) Diizeylerinin Ol¢iilmesi

H295R hiicreleri belirli siirelerde referans bilesikler ve/veya test maddeleri ile inkiibe
edilmelerini takiben hiicre besi ortamindaki E2 ve T diizeyleri iki farkli yontem ile
Olciilmiistiir: LC/MS-MS ve ELISA. Yontemlere ait tiim basamaklarin 6zeti Sekil

10°da verilmistir.

3.3.1.5.1. LC MS/MS Yéntemi ile Hormon Diizeylerinin Ol¢iilmesi
3.3.1.5.1.1. Calisma Prensibi

S1v1 kromatografi /tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), yiiksek basingli sivi
kromatografisinin (HPLC) fiziksel ayirma yetenegi ile kiitle spektrometrisinin (MS)
kiitle analizi yeteneklerini birlestiren bir analitik kimya teknigidir. Ana amac1 analiz
etmek istedigimiz test maddesinin karisimdaki diger bilesenlerden ayrimi,
tanimlanmas1 ve miktar tayinidir. Sivi kromatografisi, bir karisim igerisindeki
bilesikleri birbirinden ayirmak ve maddeleri saflastirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir ve asil ama¢ hedeflenen numunenin ayrimi ve miktar tayinidir. Bu
yontem, ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz {iizerinde,
degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanirken, kiitle
spektrometreleri ise manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiikli
partikiillerin kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt edilerek
Olciilmesi esasina dayanarak calisan cihazlardir. LC MS/MS cihazi temelde kiitle
dedektorii iyon kaynagi, kiitle analizorii ve iyon dedektor sistemi olmak tizere 3 ana
kistmdan olusur. Iyon kaynagi; analizi yapilacak numunenin iyonlastirilarak cihaza
gonderildigi kisimdir. Numunenin 6zelliklerine gére ESI (Electrospray lonization)
veya APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) iyonizasyon tekniklerinden
biri segilebilir. Kiitle analizorii; kuadropoller sayesinde iyon kaynagindan gelen
iyonlar, degisen elektromanyetik bir alana tabi tutularak m/z (kiitle/yiik) oranlarina
gore ayrilirlar. Kuadropollerde iki cesit calisma modu vardir. Ilkinde, bilesiklerin
konsantrasyonlarinin diisiik oldugu durumlarda kantitasyon kuadropolun SIM
(selected ion monitoring) modu kullanilarak gergeklestirilir. Ikinci kuadropol calisma
modu ise LC MS/MS cihazlarinda kantitatif analizlerde en ¢ok tercih edilen MRM
(multiple reaction monitoring) modu olup kimyasal girisimlerin elimine edilmesi
sayesinde hassasiyet ve segicilik arttirilir. LC {initesinde ayrimi saglanan analitler

iyonlastirildiktan sonra MS/MS iinitesine gonderilirler. MS/MS iinitesine gelen
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iyonlar ilk kuadropolden kiitle/yiik (m/z) oranlarinda ayristirilarak girisim hiicresine
(collision cell) gonderilirler. Burada yiiksek saflikta azot gazi ile carpistirilan
molekiiller parcalanarak ikinci kuadropole dogru yonlenirler. Ikinci kuadropol
tinitesindeki bu ikincil iyonlar da kiitle/yiik (m/z) oranlarinda ayristirilarak kiitlesel
olarak tayin edilmis olurlar. ikinci kuadropolde pargalanma sonucu olusan iyonlara
gore teshis ve miktar tayini yapilmaktadir. Sekil 9°da kisaca bu g¢alisma prensibi
gosterilmistir. Ayn1t m/z oranina sahip pek c¢ok molekiil varken ayni parcalanma
iyonlaria sahip olan molekiillerin dogada bulunma oran1 1/10000°dir. Bu nedenle
MS/MS teknigi, cevre ve biyolojik kaynakli karmagsik olan analiz &rneklerinde
yaygin olarak bulunan biyokimyasal, organik ve inorganik bilesikleri hassas bir

sekilde analiz etmek i¢in tercih edilir.

I H/N2 Girisi
RF I Q1 Q2 a3 '
lon Guide Carpisma Hdcresi SR
=5:‘= 3 ’I = S l |
o | s o ‘
—_— -

molekiiler iyvon/

precusor ion drun iyon/

product ion

Sekil 9. LC MS/MS Calisma Prensibi

3.3.1.5.1.2. Deneyin Yapihsi

Hiicre kiiltiirli uygulama basamagindan sonra toplanan besi yeri 6rnekleri (250 pl)
cam tliplere alinmis, tizerine 1250 ul dietileter eklenerek vortekslenmistir. 1 dakika
153 Xxg de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist fazdan 1000 pl enjektor
yardimiyla falkon tlipe aktarilmis, azot gazi altinda 40 °C’de kuruluga kadar
ucurulmustur. Solventi uzaklastirilmis 6rnek 100 pl hareketli faz karisimi (%25°1lik
%5 amonyum hidroksit iceren metanol) eklenmis, vortekslenerek ¢ozdiiriildiikten
sonra LC MS/MS ile analiz edilmistir. Yontemlere ait tiim basamaklarin 6zeti Sekil

10’da verilmistir.
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Sekil 10. LC MS//MS ve ELISA ydntemlerine ait tiim basamaklarin 6zeti

3.3.1.5.1.3. LC MS/MS parametreleri

Ahmed ve ark (2018) makalesinde yer alan metot ile optimizasyon calismalari

yapilarak ideal parametreler arastirilmistir (Ahmed et al., 2018).

Uygun mobil fazi elde edebilmek amaciyla makalede belirtildigi gibi iyonlagtirmay1
arttirict amonyum hidroksit’in iyonlastirmay1 arttirict etkisinden faydalanilmis ve
optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in sabit faz olarak InertSustain
marka C18 (3 pm, 2,1x100 mm) 6zellikte analitik kolon, Mobil faz A %25°1ik %0,05
amonyum hidroksit i¢ceren su ve Mobil faz B %25°lik % 5 amonyum hidroksit igeren

metanolden olusan hareketli faz bilesimi kullanilmistir.

LC-MS/MS yontemi ile metabolitlerin analizinde ESI iyon kaynagi kullanilarak
pozitif ve negatif iyonizasyon modlarinda yuksek hassasiyet ve segicilik saglayan

MRM kullanilmistir.

MS/MS yodnteminin optimizasyonunda kullanilmak uzere her bir metabolit i¢in (T ve
E2) stok ¢ozeltisinden metanol ile seyreltilerek son derisimleri 1 pg/mL (1 ppm)
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler LC-
MS/MS sistemine kolon kullanilmadan 0,3 mL/dk akis hizinda %25°lik %0,05

amonyum hidroksit igeren su ve %25’lik %5 amonyum hidroksit i¢ceren metanolden
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olusan hareketli faz kullanilarak ayr1 ayr1 enjekte edilmisti. MRM kosullarinin

optimizasyonu i¢in sirastyla agagidaki adimlar izlenmistir:

1. Hazirlanan E2 ve T standart ¢ozeltileri sirasiyla pozitif ve negatif polarizasyona
ayarlanan MS sisteminde analiz edilerek uygun iyonizasyon modu ve metabolitlere

ait oncii (precursor) iyonlar belirlenmistir.

2. Fragment (product) iyonlarin belirlenmesi amactyla ayni ¢ozeltiler cihazda segilen
iyonizasyon modunda MS sistemine tekrar enjekte edilmis ve diisiik, orta ve yiiksek
carpisma (collision) enerjileri (10, 20 ve 30 eV) cihaz sartlarina eklenmis ve
sonrasinda pargalanma turtnleri incelenmistir. Kutle spektrumundaki elde edilen en
yiiksek siddet (intensity) ve m/z degerine sahip iyon optimum fragment iyon olarak

belirlenmistir.

3. Elde edilen 6ncii ve fragment iyon bilgisi kullanilarak LC-MS/MS sisteminde
bulunan LabSolutions yazilimi yardimi ile E2 ve T’a ait optimum ¢arpigma enerjisi

ve kuadropol voltajlart (Q1 ve Q3) belirlenmistir.

4. Son islem basamagi olarak m/z iyon sinyalinin elde edilmesinde 6lgiim hassasiyeti
acisindan onemli bir parametre olan bekleme siiresi (dwell time) optimize edilmistir.
Farkli bekleme siirelerinde (50, 70, 100 ve 200 ms) analizler yapilmis sonuglar

incelenerek optimum siire belirlenmistir.

Yapilan MS/MS tarama sonucuna gore literatiir ile uyumlu olarak molekiil agirlig
272,39 g/mol olan E2 igin (-) iyon modunda precursor iyon 271.1 (m/z), product iyon
degerleri ise 145.10 (m/z), 182.9 (m/z) ve 269.10 (m/z) bulunurken molekiil agirligi
288.42 g/mol olan T igin (+) iyon modunda precursor iyon 289.3( m/z) product iyon
degerleri ise 97.0 (m/z) ve 109.0 (m/z) olarak tespit edilmistir.

Gergeklestirdigimiz tim deneme ¢alismalar1 sonucunda kromotogramlarda en yiiksek
intensiteye sahip pikleri elde ettigimiz metodumuzu olusturan LC MS/MS
parametreleri Tablo 3’te verilmistir. Kullanilan yonteme ait cihaz gradient akisi

Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 3. Metoda ait LC MS/MS parametreleri

Iyonizasyon Modu Elektro Sprey Iyonizasyon

Nebulizing gaz Flow 3 L/dk

DL Temperature 250 °C

Ostradiol Q1 Mass 271,10—145,10

Ostradiol Q3 Mass 271,10—269,10 ve 271,10—182,90

Testosteron Q1 Mass 289,30—97,00

Testosteron Q3 Mass 289,30—109,00

Ostradiol Collision Energy 40.0-31,0-42.0

(CE)

Testosteron Collision -11.0 ve -15.0

Energy (CE)

Kolon Temperature (TEM) 40 °C

Heat Block Temperature 400 °C

lonisation Source Turbo Sprey

Collision Gas N2 (Azot)

Dwell Time 100.0

Pompa Modu Binary Flow

Total Akis 0,3 ml/dk

Enjeksiyon volume 10 ul

Analiz siiresi 11 dk

Kolon InertSustain C18 (3 um, 2,1x100 mm)

Mobil Faz A %25’lik % 0,05 amonyum hidroksit
igeren su

Mobil Faz B %25’lik % 5 amonyum hidroksit iceren
metanol
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Tablo 4. Metodda kullanilan cihaz gradient akis1
Zaman (dk) | Mobil faz A | Mobil faz B

1,0 50 50
3,0 50 50
4,0 10 90
7,0 10 90
9,0 50 50
11,0 50 50

Analiz yonteminin gelistirilmesi sirasinda kromatografik ayirimi ve kuitle dlgtimlerini
etkileyen parametreler sistematik olarak incelenmis ve yukarida anlatildigi gibi

optimize edilmistir.

Calismada hedeflenen E2 ve T igin MS/MS pargalanma modellerine ait kutle
spektrumlart Sekil 12 ve Sekil 13°de sunulmustur.
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Sekil 11. Ostradiole ait MS/MS pargalanma iiriinleri
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Sekil 12. Testosterona ait MS/MS parcalanma {irtinleri

Analiz yonteminin gelistirilmesi sirasinda kromatografik ayirimi ve kuitle dlgtimlerini

etkileyen parametreler sistematik olarak incelenmis ve optimize edilmistir.

3.3.1.5.2. ELISA Yéntemi ile Hormon Diizeylerinin Olciilmesi
3.3.1.5.2.1. Cahisma Prensibi

Bu analiz, smirli miktarda bulunan testosteron/Ostradiol antiserumu igin
testosteron/Ostradiol ve testosteron/dstradiol -asetilkolinesteraz (AChE) konjugati
arasindaki rekabete dayanmaktadir. Testosteron/dstradiol izleyici konsantrasyonu
sabit tutulurken testosteron/dstradiol konsantrasyonu degistiginden,
testosteron/0stradiol Antiserumuna baglanabilen testosteron/dstradiol izleyici miktari
kuyudaki testosteron/Ostradiol konsantrasyonu ile ters orantili olacaktir. Bu
antiserum-testosteron/dstradiol kompleksi, kuyuya oOnceden baglanmis olan fare
monoklonal anti-tavsan IgG'sine (mouse monoclonal anti-Rabit IgG) baglanir. Plaka,
baglanmamis reaktifleri uzaklagtirmak i¢in yikanir ve ardindan kuyucuga Ellman
Reaktifi (AChE substrat1 igerir) eklenir. Bu enzimatik reaksiyonun {iriinii belirgin bir
sar1 renge sahiptir ve testesteron i¢in 412 nm dalga boyunda, dstradiol kitinde ise 414
nm dalga boyunda giiclii bir sekilde absorbans olusturur. Spektrofotometrik olarak
belirlenen bu rengin yogunlugu, kuyuya baglanan testosteron/Gstradiol izleyici
miktar1 ile orantilidir ve bu, inkiibasyon sirasinda kuyucukta bulunan serbest
testosteron/dstradiol miktari ile ters orantilidir. Test kitine ait ¢alisma prensibi Sekil

13’de 6zetlenmistir.
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Sekil 13. Elisa Test Kiti Calisma Prensibi

3.3.1.5.2.2. Deneyin Yapilisi

H295R hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra 24 saat, 37 °C, %5 CO;
iceren nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda hiicre canliliginin
degerlendirilmesi i¢in ilgili test maddeleri eklenmis ve 48 saat inkiibe edilmistir. Test
maddeleri ile inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan uzaklastirilan besiyeri analizi
yapilmak iizere toplanmistir. Alinan 250 pl 6rnek bir ependorfa aktarilmis, lizerine
1250 pl dietil eter eklenip vorteksle iyice karistirilmistir. Faz ayrimini saglamak igin
santrifiij edildikten sonra iist fazdan 1000 pl tiipe alinarak azot altinda kuruluga kadar
ucurulmustur. Kurutulan o6rnek iizerine 0.5 ml ELISA tamponu eklenerek
¢ozdiiriilmiis ve takiben protokole uygun olarak Tablo 5’de belirtilen kit bilesenleri
plakaya eklenmistir. Sonrasinda her plaka plastik filmle kapatilip orbital calkalayici
lizerinde oda sicakliginda iki saat karistirilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklar bosaltilip yikama tamponuyla bes kez yikanmustir. Takiben her
kuyuya 200 pl Ellman Reaktifi, TA (total activity) kuyularma ise 5 pl izleyici
eklenmistir. Plakalarin {izeri aluminyum folyo ile ortiilerek karanlik bir ortamda

orbital ¢alkalayicida 60-90 dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
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sonunda testesteron i¢in 412 nm dalga boyunda, 6stradiol kitinde ise 414 nm dalga

boyunda spektrofotometrede degerlendirilmistir.

Tablo 5. ELISA test kiti protokolii

KUYUCUK ELiSA STANDART/ORNEK | IZLEYICi ANTI
TAMPON SERUM
Blk - - -
TA - - 5ul -
NSB 100 pul - 50 ul -
Bo 50 ul - 50 ul 50 ul
Std/Ornek - 50 ul 50 ul 50 ul

Kor (Blk; Blank), Total aktivite (TA;Total activtiy), Sepesifik olmayan baglanma (NSB; Non-
spesifik binding, Maksimum baglanma (Bo; Maximum binding), Standart (Std)

3.4. Uygulanan Deney ve Yontemlerin Validasyon Calismalar:
3.4.1. H295R Hiicre Kiiltiirii Kismi Validasyonu

Belirlenen test maddelerinin analizine baslamadan 6nce H295R hiicre hattina ait
yeterlilik testi yiiriitiilerek testin basarili bir sekilde yiiriitiilmesi i¢in gerekli olan
uygun hiicre kiiltiirii ve test kosullarini saglama ve siirdiirme yetenegine sahip oldugu

OECD TG-456 test klavuzuna gore uygulanmaistir.

Bu amagla kilavuzda belirtilen maddelerden DMSO solvent kontrol (SC), inhibitor
etki i¢in prokloraz, indiiksiyon etki i¢in forskolin seg¢ilmistir. Tiim kimyasallar igin
ayr1 plakalar ve her kimyasalin herbir dozu i¢in ii¢ paralel olarak calisilmistir.
Yeterlilik i¢in kullanilan kimyasallar yapilan her calismada kontrol amagh plakaya
eklenmislerdir. Yeterlilik testinde kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlar1 Tablo

6°da ve performans kriterleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 6. Yeterlilik testinde kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Test Konsantrasyonlar: (uM)
0.1,03,1,3,10
0.03,0.1,0.3,1

Yeterlilik Kimyasallari

Forskolin

Prokloraz
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Tablo 7. OECD TG-456 test klavuzu yeterlilik testi degerlendirmesinde kullanilan

performans kriterleri

T E2
SC’deki Hormon
.. > 5 Kat MDL > 2,5 Kat MDL
Uretimi
Indiiksiyon
> 1,5 Kat SC >17,5 Kat SC
(10 uM Forskolin)
Inhibisyon
<0,5 Kat SC <0,5 Kat SC
(1 pM Prokloraz)

MDL: Minimum tespit edilebilir limit SC: Solvent kontrol

3.4.2. Analitik Metod Validasyonu
3.4.2.1. Segicilik

H295R besiyeriuna T ve E2 standarti eklenmis olup (spike) daha sonra analiz
protokoliinde belirlenen ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Analiz protokoliinde
belirtien eter ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen eliiat azotta solventi ugurularak,
sonrasinda mobil faz B’de analiz prosediiriinde belirtilen miktarda ¢ézdiiriilmiistiir.
Viyale alinan 6rnek LC MS/MS’e injekte edilmistir. Ayrica analizde kullanilan
hareketli faz c¢oOzeltisi de bu amagla analiz edilmis ve E2 ve T’a ait MRM

kosullarinda herhangi bir girisim gézlenmemistir.

E2 ve T standart ¢ozeltilerinin tekrarli analizleri sonucu elde edilen kromatogramlar
tim analizlerde kullanilmak tizere gelistirilen LC-MS/MS yonteminin segiciligini
belirlemek igin incelenmistir (Sekil 14 ve Sekil 15). Her iki hormon standartina
Ozgtin alikonma zamaninda sadece tek pik gorilmus ve herhangi baska bir hormona

ait pikin baska bir hormona ait m/z degerinde gorilmedigi saptanmistir.

3.4.2.2. Dogrusallik (Linearite)

Yapilan 6n c¢alismalara gore baslangi¢ noktasi belirlenen ve buna bagli olarak
hazirlanan kalibrasyon noktalarint olusturacak 25-125-250-500-1000 -2500-5000 ve
10000 pg/ml konsantrasyondaki standartlar ticer defa LC MS/MS sistemine enjekte

edilmistir. Elde edilen sonuglara gore olusan kalibrasyon egrisine ait grafigin
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korelasyon katsayist 0,95-1.00 araliginda olmalidir. Elde edilen kalibrasyon
egrilerine ait analiz sonuclart Tablo 9’da, yontemin dogrusalliginin kontroli i¢in

olusturulan grafikler ise Sekil 16 ve Sekil 17°de sunulmustur.

3.4.2.3. Duyarhhk

E2 ve T’a ait gozlenebilme sinir1 (LOD-Limit of Detection) ve tayin sinir1 (LOQ-
Limit of Quantitation)’nin hesaplanmasi i¢in E2 ve T ait pikin 0,5 dakika Oncesi ve
0,5 dakika sonrasi kromatogram kesitinin zemin sinyalleri ylikseklik ortalamasi
alinmis, elde edilen degerin 3 katt LOD ve 10 kati ise LOQ degeri olarak

hesaplanmistir. Elde edilen degerler Tablo 10°da verilmistir.

3.4.2.4. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk parametresi iki ana bilesenden olusmakta olup bunlar gerceklik ve

kesinliktir. Gergeklik hesaplamasi i¢in geri kazanimdan yaralanilmaistir.

3.4.2.4.1 Kesinlik (Precision)

Kesinlik ¢alismasinda E2 ve T’un her biri i¢in dogrusallik araligina giren iki farkli
derisimdeki ¢ozeltiler alt1 farkli seri hazirlanarak ayni gtinde (gun igi kesinlik) ve alti
farkli giinde (gunler arasi kesinlik) analiz edilmistir. Elde edilen veriler kalibrasyon
egrileri kullanilarak degerlendirilmis ve elde edilen sonuclarin ortalamasi, standart
sapmasi ve ylizde varyasyon Katsayisi hesaplanmig Tablo 11 ve Tablo 12’de

verilmistir.

3.4.2.4.2 Geri Kazanim

Analizlerde her basamakta madde kaybinin derecesini belirlemek i¢in iki farklh
konsantrasyonda (0,025 ve 0,10 ng/ml) hazirlanan E2 ve T standart c¢ozeltileri
dogrudan ve H295R besiyeri i¢cinde olmak iizere {i¢ paralel olarak olarak LC MS/MS
yonteminin tiim prosediirii uygulanmistir. Daha sonra saf standartla elde edilen analiz
sonuglar1 %100 kabul edilereck H295 besiyeri iginde hazirlanmig standartin analiz

sonuglariyla karsilastirarak yontemin verimi hesaplanmistir.

Calisma sonucu elde edilen veriler asagidaki formiile gére hesaplanarak elde edilen

veriler Tablo 13’de verilmistir.
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% Geri Kazanim: {(Standart eklenmis besiyeridan ekstre edilmis miktar)-( Standart
eklenmemis besiyeridan ekstre edilmis miktar) /(Ekstre edilmeksizin dogrudan

Olclilmiis miktar)}

3.4.3.1. LC MS/MS Metodunun Validasyonu

Optimize edilen LC-MS/MS yontemi ICH’nin biyoanalitik yontem validasyon
kilavuzuna gore valide edilmistir (Conference et al., 2005). Bu amagla E2 ve T,
gelistirilen yontemin segiciligi, dogrusalligi, duyarliligi, kesinligi, dogrulugu, geri

kazanimi parametreleri agisindan incelenmistir.

3.4.3.2. ELISA Metodunun Kismi Validasyonu

ELISA 6l¢iim yonteminin kismi validasyonu i¢in yontemin giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirligi arastirilmistir. OECD TG-456 test klavuzunda belirtilen H295R
hiicre kiiltiirii izerine inhibe etkinlige sahip olan prokloraz ve indiiksiyon etkinligine
sahip olan forskolin ile yapilan ¢alisma verileri yontemin validasyonu igin
kullanilmis ve yontemin giin ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik verisi Tablo 14 ve
Tablo 15’de verilmistir. Yonteme ait linearite verileri Sekil 20 ve Sekil 21°de

verilmigtir.

3.5. Test Maddelerinin Steroidojenez Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Yeni sentezlenen indol tiirevi melatonin analoglart M6 ve M20’nin steroidojenez
yolag: tlizerindeki olasi indiikleyici ya da inhibe edici etkileri H295R hiicrelerinin
maddelerin artan konsantrasyonlar1 (0,004-3,3uM) ile inkiibe edilmelerini takiben
inkiibasyon ortamlarindaki besiyerilarda T ve E2 diizeylerinin hem LC-MS/MS, hem

de ELISA metodu ile olgiilmesi ile arastirilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

OECD TG-456 test kilavuzunda belirtilen istatistik analiz yontemlerine gore istatistik
analizler gerceklestirilmistir. Arastirmada elde edilen veriler SPSS 25,0 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Veriler degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel

metotlar1 kullanilmstir.

[statistiksel analizlere baslamadan ©nce normallik ve varyans homojenligi
varsayimlar1 degerlendirilmistir. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigini

test etmek i¢in Kolmogorov Smirnov testi uygulanmistir. Normal dagilim gosteren
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verilerin iki kategoriden fazla degiskenlere gore farklar tek yonlii varyans analizi ve
fark olan grubun kontrol grubu ile farklilifini tespit etmek icin Dunnett t testi
uygulanmistir. Normal dagilim gdstermeyen verilerin iki farkli yonteme gore dlgiim
degerleri arasindaki farki test etmek i¢in Wilcoxon analizi uygulanmistir. Farklar

p<0,05 oldugu i¢in anlamli kabul edilmistir.

LC-MS/MS ve ELISA yontemlerinin karsilagtirilmasi i¢in yapilan bagimsiz 6rnekler
t testi sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigina

bakilmustir.(p<0,05)
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Bulgular

4.1. Metod Validasyon Calismasi Bulgular:

4.1.1. H295R Steroidojenez Yonteminin Kismi Validasyonu

Bo6lim 3.4.’de ayrintili olarak belirtildigi gibi analizler yapilmistir. Tablo 6’da
OECD TG-456 test kilavuzu yeterlilik testi degerlendirmesinde kullanilan
performans kriterleri verilmistir. Laboratuvarimizda metodun uygulanmasi sonucu
elde edilen T ve E2 diizeylerinin solvent kontrol verileri Tablo 8’de gosterilmistir.
Elde edilen veriler Tablo 7’e gore degerlendirilmis olup yontemin basarili bir sekilde

calistig1 sonucuna varilmistir.

Tablo 8. H295R Hiicre Kiiltiirii Kismi Validasyonu Sonuglari

T E2
SC’deki hormon iiretimi > 16 kat MDL > 46,2kat MDL
(= 2,5katMDL)
(> 5kat MDL)
Indiiksiyon >1,5 kat SC > 11,6 kat SC
(10 uM Forskolin) (> 1,5 kat SC) (>7,5 kat SC)
Inhibisyon 0,2 kat <SC 0 kat <SC
(1 uM Prokloraz) (0,5 kat SC) (0,5 kat SC)

Parantez icindeki degerler OECD 496 Test kilavuzunda yer alan kalite kontrol diizeylerini ifade
etmektedir. SC: Solvent kontrol MDL: Minimum 6l¢tim limiti.

4.1.2. LC MS/MS Yontemine Ait Validasyon Bulgulan

4.1.2.1. Segicilik

Bolim 3.4.2.1.’de anlatildigi gibi hazirlanan H295R besiyeriuna eklenmis T ve E2
standarti optimize edilen metot ile c¢alisildiginda kromatografilerde sadece

hormonlara ait birer pik gozlenmis; bu nedenle yontemin segici oldugu kabul
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edilmistir. Bu ¢aligmada uygulanan H295R besiyeriuna T ve E2 standarti eklenerek

hazirlanan 6rneklere ait kromatogram goriintiileri Sekil 14 ve Sekil 15°de verilmistir.

B <> Chromatogram View

[ J_ chromatogram [[ia) sample Info.

(x1,000)

Max Intensity : 5032

{2:271.10145.10()
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Sekil 14. H295R besiyeriu igine E2 (1 ng/ml) eklenerek hazirlanmis 6rnege ait

kromatogram
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Sekil 15. H295R besiyeriu i¢ine T (1 ng/ml) standart1 eklenerek hazirlanmis 6rnege

ait kromatogram
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4.1.2.2. Dogrusallik (Linearite)

Dogrusalligi belirlemek amaciyla, H295R besiyeriu i¢inde T ve E2 ait 5 x10®
pg/ml’lik stok ¢ozeltileri seri diliisyonla 25-125-250-500-1000 -2500-5000 ve 10000
pg/ml olacak sekilde seyreltilmistir. Hazirlanmis olan Kkalibrasyon c¢ozeltileri LC
MS/MS yontemiyle okutulmus, konsantrasyon-sinyal yogunluguna gére kalibrasyon
grafigi cizilmistir. Bu amagla. E2 ve T a ait kalibrasyon dogrulari, dogru denklemleri

ve belirleme katsayilar1 (R?) hesaplanarak verilmistir (Sekil 16, Sekil 17, Tablo 9).

y=9,8155x+112,6 §
R?=0,99622 ..'®

oo

Sekil 16. Ostradiole ait kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi
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y =14,585x + 204,86
R*=0,96846 ...

s
c
@
< °
.".'..
-8
‘. T Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 17. Testosterona ait kalibrasyon dogrusu ve dogru denklem

Tablo 9. E2 ve T ait H295R besiyeriunda hazirlanan standart kalibrasyon
cozeltilerinin LC MS/MS’e enjeksiyonu ile elde edilen kalibrasyon dogrusu

formiilleri (y=ax+b) ve alikonma zamanlar1 ve belirleme katsayilari (R2).

Dogru Formiilii Belirleme katsayisi (R?)
(y=ax+b)
Testosteron 14,58x + 204,86 0,968
Ostradiol 9,81x + 112,60 0,996

Analizlerin gegerliligi konusunda belirleme katsayisinin > 0,95 olmasinin kabul
edilebilir oldugu goz Oniline alindiginda uygulanan metodun kabul edilebilir

dogrusalliga sahip oldugu goriilmiistiir.

4.1.2.3. Analitik Ol¢iim Limitleri

LOD ve LOQ degerlerini belirleyebilmek i¢in 0,025 ng/ml’ye kadar metanol ile seri
diliisyon yapildi ve H295R besiyeriuna eklenerek ©on islem basamaklarindan
gecirilerek hazirlanan 6rnek LC MS/MS cihazina verilmistir. T ve E2’ye ait
kromatogram pikinin 0,5 dk 6ncesi ve 0,5 dk sonrasi alinan kromatogram kesitinin
zemin sinyali (S/N) yiikseklik ortalamalarinin LOD ig¢in 3 kati, LOQ i¢in ise 10 kati
olacak sekilde hesaplanmistir. E2 ve T, LOD ve LOQ hesabinda kullanilan
kromatogramlar Sekil 18 ve Sekil 19°da ve LOD ve LOQ degerleri Tablo 10’da
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verilmigtir. LOD ve LOQ’ya ait deger, T ve E2’ye ait kromatogram pikinin 0,5 dk
oncesi ve 0,5 dk sonrast alinan kromatogram kesitinin zemin sinyali (S/N) yiikseklik

ortalamalarinin LOD i¢in 3 ve LOQ i¢in 10 kat1 olacak sekilde hesaplanmustir.

(x100) Max intensity :. 579
1227110514510 inten
12271 10=269,10(-)
6.0-12:271.10~182.90(-)
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0.0 e = e W - - <ol
L L] | 1 1 | 1 L
3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Sekil 18. LOD ve LOQ hesabinda kullanilan E2 kromatogrami
(%100} Max Intensity : 280
J1:289.30=109.00(+) 3 Time 2450 Inten 19
2.8031'259 30~97 00(+) o
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2 13 i
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1753 K4
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Sekil 19. LOD ve LOQ hesabinda kullanilan T kromatogrami
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Tablo 10. LC MS/MS validasyonu sonucu elde edilen T ve E2’ye ait LOD ve LOQ
degerleri

Hormon LOD LOQ
(ng/ml) (ng/ml)

Testosteron 0,001 0,005

Ostradiol 0,004 0,015

4.1.2.4. Tekrarlanabilirlik (Precision)
4.1.2.4.1. Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Cahsmasi

Bu c¢alismada diisiik konsantrasyon 0,025 ng/ml, yiiksek konsantrasyon 0,1
ng/mL’lik T ve E2 standartlar1 H295R besiyeriuna eklenerek 6n islem
basamaklarindan gegirilmistir. On iglem sonrasi hazirlanan 6rnek 6 farkli bagimsiz
caligma olarak giin iginde LC MS/MS cihazinda okutulmustur. Elde edilen veriler
Tablo 11 ve Tablo 12°de verilmistir.

4.1.2.4.2. Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik Calismasi

Bu c¢alismada diisiik konsantrasyon 0,025 ng/ml, yiiksek konsantrasyon 0,1
ng/mL’lik T ve E2 standartlar1 H295R besiyeriuna eklenerek 6n islem
basamaklarindan gecirilmistir. On islem sonras1 hazirlanan rnek 6 farkli giinde 6
farkli bagimsiz calisma olarak giin icinde LC MS/MS cihazinda okutulmustur. Elde
edilen veriler Tablo 11 ve Tablo 12°de verilmistir.
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Tablo 11. Ostradiol igin giini¢i ve giinleraras1 tekrarlanabilirlik verileri

Giin I¢i Tekrarlanabilirlik | Ortalama | Standart | % VK | Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik | Ortalama | Standart % VK
(n=6) (ng/ml) Sapma (6 farkh giin n=6) (ng/ml) Sapma
Diisiik Konsantrasyon 0,0252 0,00098 | 3,91 Diisiik Konsantrasyon 0,0260 0,0015 5,96
(0,025 ng/ml) (0,025 ng/ml)
Yiiksek Konsantrasyon 0,106 0,00136 1,28 Yiiksek Konsantrasyon 0,107 0,0021 2,04
(0,20 ng/ml) (0,20 ng/ml)
Tablo 12. Testosteron igin igin giini¢i ve giinlerarasi tekrarlanabilirlik verileri
Giin I¢i Tekrarlanabilirlik | Ortalama | Standart | % VK | Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik | Ortalama | Standart % VK
(n=6) (ng/ml) Sapma (6 farkh giin n=6) (ng/ml) Sapma
Diisiik Konsantrasyon 0,0242 0,0011 6,94 Diisiik Konsantrasyon 0,0237 0,0012 5,12
(0,025 ng/ml) (0,025 ng/ml)
Yiiksek Konsantrasyon 0,105 0,0024 2,30 Yiiksek Konsantrasyon 0,103 0,0024 2,33

(0,20 ng/ml)

(0,20 ng/ml)




4.1.2.5. Gerikazanim (Recovery)

Bolim 3.4.2.4.2°de anlatildign gibi hazirlanan ornekler verilen formiilde

hesaplanmistir. Elde edilen veriler Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. Geri kazanim g¢aligmalar1 sonuglari

Geri Kazanim(%)
E2 (0,025 ng/ml) 74,44
E2 (0,10 ng/ml) 88,80
T (0,025 ng/ml) 77,27
T (0,10 ng/ml) 80,46

4.1.3. ELISA ile Hormon Analiz Yonteminin Kismi Validasyonu

Dogrusalligr belirlemek amaciyla, Boliim 3.2.3.2.1 ve Boliim 3.2.3.2.2 de belirtildigi
gibi E2 ve T standartlar1 hazirlanmis ve spektrofotometrede okutulmustur. Elde

edilen verilere gore kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 20 ve Sekil 21).

Gilin i¢i tekrarlanabilirlifin degerlendirilmesi i¢in aymi giin iginde 3 farkl
kuyucuktaki forskolin ve proklorazin T ve E2 iizerine etkisi, analizler arasi
tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in ise 2 farkli glinde ayn1 maddelerin T ve E2
tizerine olan etkisi ELISA yontemiyle 6l¢iilmiistiir. ELISA yontemine ait giini¢i ve
giinleraras1 ortalama, standart sapma degerleri ve % varyasyon Kkatsayisi
hesaplanmistir (Tablo 14 ve Tablo 15). Elde edilen sonuglara gore yontemin basarilt

bir sekilde calistig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 20. ELISA yontemi ile elde edilen Ostradiole ait kalibrasyon dogrusu
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Sekil 21. ELISA yontemi ile elde edilen testosterona ait kalibrasyon dogrusu

Konsantrasyon
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Tablo 14. ELISA ydnteminin “giin i¢i ve giinler aras1” tekrarlanabilirliginin referans

bilesikler olan Forskolin ve Prokloraz varliginda 6stradiol diizeylerinin 6l¢iilmesi ile

degerlendirilmesi

Gln ici Tekrarlanabilirlik Ortalama Standart %VK
(n=3) (nM) Sapma

Forskolin (10uM) 10,10 0,91 9,01
Prokloraz (1 uM) 1,27 0,02 1,63
Giinler aras1 Tekrarlanabilirlik | Ortalama Standart %VK
(n=6) (nM) Sapma

Forskolin (10uM) 9,75 0,60 6,15
Prokloraz (1 uM) 1,63 0,51 0,31

Tablo 15. ELISA ydnteminin “giin i¢i ve giinler aras1” tekrarlanabilirliinin referans

bilesikler olan Forskolin ve Prokloraz varliginda testosteron diizeylerinin dl¢tilmesi

ile degerlendirilmesi

Gin ici Tekrarlanabilirlik Ortalama Standart %VK

(n=3) (nM) Sapma

Forskolin (10uM) 3,21 0,23 7,41
Prokloraz (1 uM) 0,86 0,06 7,73
Gunler aras1 Tekrarlanabilirlik Ortalama Standart %VK

(n=6) (nM) Sapma

Forskolin (10uM) 3,25 0,20 6,39
Prokloraz (1 uM) 0,74 0,05 7,04

4.2. Referans Maddelerin Testosteron ve Ostradiol Uzerine Etkilerinin LC

MS/MS Yontemi ile Arastirilmasi

H295R hiicreleri forskolinin 0,1uM, 0,3uM, 1uM, 3uM, 10uM konsantrasyonlari
ile inkiibe edilmis ve besiyeri igindeki E2 diizeyleri %0.1 DMSO kontroliinde
belirlenen E2 diizeyleri ile kiyaslanmistir. Sonug¢ olarak forskolinin artan
konsantrasyonlarinda E2 miktarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig
belirlenmistir. Bununla birlikte kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 10 pM’da
E2 diizeylerinde artisin siirmedigi ve hatta diisiis oldugu belirlenmistir (Sekil 22).
Besiyeri i¢indeki T diizeyleri % 0,1 DMSO kontroliinde belirlenen T diizeyleri ile
kiyaslandiginda forskolinin konsantrasyona bagli olarak T miktarimi arttirdigi
goriilmistiir (Sekil 22). OECD TG-456 kilavuzunda belirtildigi gibi hiicre canlilig
forskolin ile inkiibe edilen hiicrelerde, higbir

acisindan  incelendiginde

konsantrasyonda, %80’in altinda canlilik gézlenmemistir (Sekil 26).
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Sekil 22. Forskolin’in E2 iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Barlar {izerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen sayisal degerlerdir.

Istatistiksel degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 23. Forskolin’in T {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. Barlar
iizerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen sayisal degerlerdir. Istatistiksel

degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
F**p<0.001

Prokloraz 0.03-1uM konsantrasyon araliginda uygulanan proklorazin MTT analizi

sonucunda hiicre canlilig: lizerine etkileri incelenmis olup %0.1 DMSO kontoliine
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kiyasla hiicre canliliginda artisa neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 26). Sekil 24 ve
Sekil 25’te gosterildigi tizere 0.03-1 pM konsantrasyon araliginda prokloraza maruz
birakilan hiicrelerde ayni zamanda prestimiillasyon amagh 1 uM forskolin
kullanilmigtir. Maruziyet sonrasi elde edilen E2 ve T diizeyleri 1 uM forskolinin
kontrol amacl kullanildigt E2 diizeyleri ile kiyaslanmistir. Hiicre canliliginda
goriilen artisa ragmen, proklorazin konsantrasyona bagimli olarak E2 ve T

miktarinda azalmaya sebep oldugu gozlenmistir.

25,0
19,5

ahs
20,0 15.6
v
T r
% 15,0
@ 10,0 .7 't
5,0 21
1'7 LE X
0o NN =

%0.1 forskolin prokloraz prokloraz prokloraz prokloraz

DMSO UM 0.03uM  0.1pM  0.3uM 1uMm
Sekil 24. Prokloraz’in E2 {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Prokloraz gruplarinda hiicreler uygulanan prokloraz konsantrasyonlar: ile birlikte
1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar iizerindeki degerler LC MS/MS’den
elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin DMSO, prokloraz
icin forskolin 1 puM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001
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Sekil 25. Proklorazin T iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Prokloraz gruplarinda hiicreler uygulanan farkli konsantrasyonlarda prokloraz ile
birlikte 1uM forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar iizerindeki degerler LC
MS/MS’den elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin
DMSO, prokloraz igin forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 26. H295R hiicrelerinde Forskolin ve Prokloraz’in hiicre canlilii iizerine
etkileri. Barlar iizerindeki degerler % 0.1 DMSO kontrol grubuna goére % canlilik
degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore

yapilmistir. *p<0.05, **p<0.01
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Giiglii aromataz inhibitorii olarak bilinen Letrazol 0,12-10 uM araliginda 5 farkli
konsantrasyonda uygulanmis olup, 1 uM forskolin ile stimiile edilmis H295R
hiicrelerinde E2 ve T iretimi iizerine olan etkisi LC MS/MS yontemi ile
degerlendirilmistir (Sekil 27 ve Sekil 28). Letrazol OECD TG-456 kilavuzunda
belirtildigi gibi uygulanan hi¢bir konsantrasyonda hiicre canliligini %80 nin altina
diistirmedigi i¢in tim T ve E2 verileri degerlendirilmeye alinmustir (Sekil 29).
Letrazol, uygulanan tiim konsantrasyonlarda E2 diizeylerini dl¢iilebilirlik sinirlarinin
altina  diisiirmiistiir; E2 piki goriilememistir. Letrazoliin  uygulanan tiim
konsantrasyonlarinda, pozitif kontrol olan forskolinin 3 puM konsantrasyonuyla
karsilastirildiginda T diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu

gbzlenmistir.
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80 66,72
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Forskolin Forskolin Prokloraz Letrazol Letrazol Letrazol Letrazol Letrazol
1M 3um 0.03uM  0.12uM  0.36pM  1.1pM  3.3uM 10puM

E2 % Degisim
8

Sekil 27. Letrazolin E2 iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Letrazol gruplarinda hiicreler uygulanan letrazol konsantrasyonlari ile birlikte 1uM
forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar tizerindeki degerler LC MS/MS’den elde
edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin i¢gin DMSO, prokloraz ve test
maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001
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Sekil 28. Letrazoliin T {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. Letrazol
gruplarinda hiicreler uygulanan letrazol konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline
de maruz birakilmistir. Barlar lizerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi icin forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmigtir.*p<0.05, **p<0.01,
F**n<0.001

160
100
140 110 114,59 121,07 ” 125.20

120

metanol Fouhln Forskolin Prokloraz Letrazol Letrazol Letrazol Letrazol Letrazol
3uM 0.03uM  0.12uyM  0.36pM  1.1pM 3.3um 10um

¥Canlilik

o 8 & 8 8

Sekil 29. H295R hiicrelerinde letrazoliin hiicre canliligi iizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler % 0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade
etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01

Ketokonazoliin (1 ve 5 uM konsantrasyonda) 1 uM forskolin ile stimiile edilmis
H295R hiicrelerinde T ve E2 sentezi lizerine etkileri LC MS/MS yo6nteminde
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hormonlarin Glgiilmesi ile degerlendirilmistir (Sekil 30 ve Sekil 31). Ketakonazol ile
inkiibe edilen hiicrelerde T ve E2’e ait herhangi bir pik elde edilememistir.
Ketakonazol ile inkiibe edilen hiicrelerde MTT analizi yapilmamistir ancak
literatiirde ¢ok sayida ¢alisma ayni hiicrelerde canlilik tizerine hig¢bir olumsuz etkisi
olmadigini bildirmektedir (Hecker et al., 2018; Jumhawan et al., 2017; Nielsen et al.,
2012; Sanderson et al., 2002)
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Sekil 30. Ketokonazoliin E2 {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Ketokonazol gruplarinda hiicreler uygulanan ketokonazol konsantrasyonlart ile
birlikte 1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler LC
MS/MS’den elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin
DMSO, prokloraz ve test maddesi igin forskolin 1 uM kontrol grubuna gore
yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 31. Ketokonazoliin T iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Ketokonazol gruplarinda hiicreler uygulanan ketokonazol konsantrasyonlari ile
birlikte 1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar tizerindeki degerler LC
MS/MS’den elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin
DMSO, prokloraz ve test maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore
yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001

Genisteinin, 0.1-10 uM konsantrasyon araliginda 1 uM forskolin ile stimiile edilmis
H295R hiicrelerinde T ve E2 sentezi iizerine etkileri LC MS/MS yonteminde
hormonlarin 6lgiilmesi ile degerlendirilmistir (Sekil 32 ve Sekil 33). Elde edilen
veriler pozitif kontrol olan forskolinin 3 uM konsantrasyonuyla karsilastirildiginda
E2 ve T degisimi genisteinin artan konsantrasyonuyla istatistiksel olarak anlamli ve
sabit bir diislis gostermistir (Sekil 32 ve Sekil 33). Genistein ile inkiibe edilen
hiicrelerde MTT analizi yapilmamustir ancak literatiir verileri ayni hiicrelerde canlilik
tizerine higcbir olumsuz etkisi olmadigin1 gostermektedir (Hecker et al., 2018;
Mesiano et al., 1999; Nielsen et al., 2012; Ohlsson et al., 2010; Sanderson et al.,
2002, 2004).
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Sekil 32. Genisteinin E2 fizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Genistein gruplarinda hiicreler uygulanan genistein konsantrasyonlar ile birlikte
1uM forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar iizerindeki degerler LC MS/MS’den
elde edilen degerlerdir Istatistiksel degerlendirme forskolin igin DMSO, prokloraz ve
test maddesi i¢in forskolin 1 pM kontrol grubuna goére yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001

300

244,88

Ll

250

200

T % Degisimi
=
w
o

100

"

22,97 iGiid 24,39

Ll L “ee
Ll L

100
sol
:
. B s= BN

Forskolin Forskolin Prokloraz Genistein Genlistein Genlisteln
1uM 3um 0.03uM 0.1uM 1M 10uM

Sekil 33. Genisteinin T {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Genistein gruplarinda hiicreler farkli konsantrasyonlarda uygulanan genistein ile
birlikte 1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler LC
MS/MS’den elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin
DMSO, prokloraz ve test maddesi icin forskolin 1 puM kontrol grubuna gore
yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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4.3. Test Maddelerin Testosteron ve Ostradiol Uzerine Etkilerinin LC MS/MS

Yontemi fle Arastirilmasi
4.3.1. Melatonin

Melatonin, 3.3-90 uM konsantrasyon araliginda uygulanmistir. %0.1°lik DMSOnun
kontrol olarak kullanildigt MTT analizinde melatonin 90 uMlik konsantrasyon
haricinde diger konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinda %80°nin altinda deger elde
edilmemistir (Sekil 36). Sekil 34 ve Sekil 35’de goriildiigii lizere uygulanan
melatonin konsantrasyonlart pozitif kontrol olan forskolinin 3 uM konsantrasyonuyla

karsilastirildiginda E2 ve T degerlerinde diisiise sebep oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 34. Melatoninin E2 {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Melatonin gruplarinda hiicreler uygulanan melatonin konsantrasyonlar ile birlikte
1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar iizerindeki degerler LC MS/MS’den
elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin i¢in DMSO, prokloraz
ve test maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 35. Melatoninin T iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi.
Melatonin gruplarinda hiicreler uygulanan melatonin konsantrasyonlar ile birlikte
1uM forskoline de maruz birakilmistir. Barlar iizerindeki degerler LC MS/MS’den
elde edilen degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin igin DMSO, prokloraz
ve test maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmigtir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 36. H295R hiicrelerinde melatoninin hiicre canliligi iizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler %0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade
etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,

**p<0.01, .
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4.3.2. 2-Metil-1-H-Indol-3-Karboksialdehit(4-Klorofenil) Hidrazon (M6)

Indol grubu melatonin analogu olan M6, 0.01-3.3 uM konsantrasyon araliginda
uygulanmistir. % 0.1°lik DMSOnun kontrol olarak kullanildigt MTT analiz sonucuna
gére M6bnin uygulanan tiim konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinda artisa sebep
oldugu goriilmiistir (Sekil 39). Hiicre canliligindaki artisa ragmen M6 pozitif kontrol
olan forskolinin 3 puM konsantrasyonuyla Karsilastirildiginda bifazik bir sekilde
inhibisyona neden olarak E2 ve T de azalmaya neden oldugu gorilmistiir (Sekil 37
ve Sekil 38).
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Sekil 37. M6nin E2 {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. M6nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M6 konsantrasyonlar1 ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001
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Sekil 38. M6nin T iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. M6nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M6 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi icin forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmigtir.*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001
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Sekil 39. H295R hiicrelerinde M6nin hiicre canlilifi {izerine etkileri. Barlar
iizerindeki degerler %0.1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .
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4.3.3. 2-Metilindol-3-Karboksialdehit Fenil Hidrazon (M20)

Indol grubu melatonin analogu olan M20, 0.004-3.3 uM konsantrasyon araliginda
uygulanmistir. %0.1’lik DMSOnun kontrol olarak kullanildigt MTT analiz sonucuna
gére M6bnin uygulanan tiim konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinda artisa sebep
oldugu goriilmistiir (Sekil 42). Hiicre canliiginda artisa sebep olmasina ragmen
pozitif kontrol olan forskolinin 3 uMlik konsantrasyonuyla yapilan karsilastirmada
bifazik bir sekilde E2 de azalisa neden oldugu goriilmistiir (Sekil 40). M20’nin
0.004-0.37 konsantrasyonu arasinda T artising, 1.1 ve 3.3 uM konsantrasyonlarinda

ise T da azalmaya neden oldugu gortilmistiir (Sekil 41).
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Sekil 40. M20nin E2 {izerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. M20nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M20 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001
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Sekil 41. M20nin T iizerine etkisinin LC MS/MS teknigi ile belirlenmesi. M20nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M20 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar {iizerindeki degerler LC MS/MS’den elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001
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Sekil 42. H295R hiicrelerinde M20nin hiicre canlilign iizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler %0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade
etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01
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4.4 Referans Maddelerin Testosteron ve Ostradiol Uzerine Etkilerinin ELISA

Yontemi ile Arastirilmasi

H295R hiicreleri forskolinin 0,1 uM-10 pM araligindaki konsantrasyonlari ile
inkiibe edilmis ve besiyeri i¢indeki E2 diizeyleri %0,1 DMSO kontroliinde belirlenen
E2 diizeyleri ile kiyaslanmistir. Sonug olarak forskolinin artan konsantrasyonlari ile
E2 miktarin1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir.
Forskolinin uygulanan 10 pM konsantrasyonunda E2 diizeylerindeki artist
siirdiirmedigi ve hatta diisiise neden oldugu belirlenmistir (Sekil 43). Besiyeri
icindeki T diizeyleri %0,1 DMSO kontroliinde belirlenen T diizeyleri ile
kiyaslandiginda forskolinin konsantrasyona bagli olarak T miktarini arttirdigi
goriilmistiir (Sekil 44). Yalnizca forskolinin 1 puM’lik konsantrasyonunda T
miktarini azalttigi goriilmiistiir. OECD TG-456 kilavuzunda belirtildigi gibi hiicre
canliligr acisindan incelendiginde forskolin ile inkiibe edilen hiicrelerde, higbir

konsantrasyonda, %80’in altinda canlilik gbzlenmemistir (Sekil 47).
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Sekil 43. Forskolin’in E2 iizerine olan etkisine ait ELISA sonug grafigi Barlar
lizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel
degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001
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Sekil 44. Forskolin’in T {izerine olan etkisine ait ELISA sonug grafigi Barlar
lizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel
degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001

Prokloraz 0.03uM-1puM araliginda uygulanmistir. %0.1 DMSOnun kontrol olarak
kullanildigt MTT analizinde proklorazin uygulanan tiim konsantrasyonlarmin hiicre
canliliginda artisa neden oldugu gorilmistiir (Sekil 47). 0.03-1 uM konsantrasyon
araliginda prokloraza maruz birakilan hiicrelerde ayni zamanda presitimiilasyon
amagli 1 uM forskolin kullanmilmigtir. Maruziyet sonrasi elde edilen E2 ve T
diizeyleri 1 uM forskolinin kontrol amagli kullanildigi E2 diizeyleri ile
kiyaslanmistir. Hiicre canliliginda goriilen artisa ragmen, proklorazin konsantrasyona
bagimli olarak E2 ve T miktarinda azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Sekil 45 ve
Sekil 46). Sadece proklorazin 0.03 uM’lik konsantrasyonu T miktarinda azalmaya

neden olmamustir.
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Sekil 45. Prokloraz’in E2 {izerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. Prokloraz
gruplarinda hiicreler uygulanan prokloraz konsantrasyonlar: ile birlikte 1uM
forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar tizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen

degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin i¢in DMSO, prokloraz igin forskolin
1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 46. Prokloraz’in T iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. Prokloraz
gruplarinda hiicreler uygulanan prokloraz konsantrasyonlar1 ile birlikte 1uM
forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar tizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin i¢in DMSO, prokloraz igin forskolin
1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 47. H295R hiicrelerinde Forskolin ve Prokloraz’in hiicre canlilig1 iizerine
etkileri. Barlar iizerindeki degerler % 0,1 DMSO kontrol grubuna goére % canlilik
degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore

yapilmustir. *p<0.05, **p<0.01

4.5. Test Maddelerin Testosteron ve Ostradiol Uzerine Etkinliklerinin ELISA

Yontemi ile Arastirilmasi
4.5.1 Melatonin

H295R hiicrelerindeki T ve E2 {izerine olan degisimini ELISA yontemiyle 6l¢gmek
icin melatonin 3,3-90 uM araligindaki konsantrasyonlarda, uygulanmistir. % 0.1’lik
DMSO nun kontrol olarak kullanildigt MTT analizinde melatoninin 90 pMlik
konsantrasyonu haricinde uygulanan diger konsantrasyonlarda hiicre canliliginda
%80’nin altinda deger elde edilmemistir (Sekil 50). Melatoninin tim
konsantrasyonlar1 pozitif kontrol olan forskolinin 3 uM konsantrasyonuyla
karsilastirildiginda; melatoninin 10 uMlik konsantrasyonu haricinde E2 degerlerinde
diisiise sebep oldugu, T degerlerinde ise, 90 uMlik konsantrasyonu haricinde artiga
neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 48 ve Sekil 49).
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Sekil 48. Melatoninin E2 iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. Melatonin
gruplarinda hiicreler uygulanan melatonin konsantrasyonlart ile birlikte 1uM
forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar iizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi i¢in forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001
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Sekil 49. Melatoninin T {izerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. Melatonin
gruplarinda hiicreler uygulanan melatonin konsantrasyonlar1 ile birlikte 1uM
forskoline de maruz birakilmigtir. Barlar iizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen
degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test
maddesi icin forskolin 1 uM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001
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Sekil 50. H295R hiicrelerinde melatoninin hiicre canliligi iizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler % 0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade
etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .

45.2. 2-Metil-1-H-Indol-3-Karboksialdehit (4-klorofenil) Hidrazon (M6)

M6, 0.01-3.3 uM konsantrasyon araliginda H295R hiicre kiiltiriinde, T ve E2
hormonlarindaki degisimin ELISA yontemiyle oOl¢iilmesi icin uygulanmustir.
%0.1’lik DMSO kontroliin kullanildigit MTT analizinde tiim konsantrasyonlarin
hiicre canliligmmi arttirdign  goriilmistir (Sekil 53). Ménin  uygulanan tiim
konsantrasyonlar1 pozitif kontrol forskolin 3 uMla karsilastirildiginda bifazik bir

sekilde E2 de artisa neden olurken, T de ise azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

(Sekil 51 ve Sekil 52).
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Sekil 51. Mé6nin E2 iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. M6nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M6 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar {izerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerlerdir.
Istatistiksel degerlendirme forskolin i¢cin DMSO, prokloraz ve test maddesi igin
forskolin 1 pM kontrol grubuna gére yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 52. Mé6nin T iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. M6nin
gruplarinda hiicreler uygulanan M6 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar tizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerlerdir.
Istatistiksel degerlendirme forskolin icin DMSO, prokloraz ve test maddesi igin

forskolin 1 pM kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05, **p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 53. H295R hiicrelerinde M6nin hiicre canliligi {izerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler %0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade
etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gére yapilmustir.*p<0.05,
**p<0.01, .

4.5.3. 2-Metilindol-3-Karboksialdehit Fenil Hidrazon (M20)

M20, 0.004-3.3 uM konsantrasyon araliginda H295R hiicrelerinde T ve E2
degisimini ELISA yontemiyle 6lgmek amaglhi uygulanmistir. %0.1°lik DMSOnun
kontrol olarak kullanildigt MTT analizinde uygulanan tiim konsantrasyonlarin hiicre
canliliginda artiga neden oldugu gézlemlenmistir (Sekil 56). T ve E2 degerleri pozitif
kontrol forskolin 3 uM ile karsilastirildiginda M20’nin 0,37 uM’lik konsantrasyonu
hari¢ E2 de artisa neden olmusken, 0.004 ve 0.01 konsantrasyonu hari¢ T da azalisa
neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 54 ve Sekil 55).
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Sekil 54. M20nin E2 iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. M20
gruplarinda hiicreler uygulanan M20 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar iizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerlerdir.
[statistiksel degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 55. M20nin T iizerine etkisinin ELISA teknigi ile belirlenmesi. M20
gruplarinda hiicreler uygulanan M20 konsantrasyonlari ile birlikte 1uM forskoline de
maruz birakilmistir. Barlar tizerindeki degerler ELISA’dan elde edilen degerlerdir.
Istatistiksel degerlendirme DMSO kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01, .***p<0.001
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Sekil 56. H295R hiicrelerinde M20nin hiicre canliligi {izerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler % 0,1 DMSO kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore yapilmistir.*p<0.05,
**p<0.01

4.6. LC MS/MS VE ELISA Yéntemi ile Olgiillen E2 ve T Diizeylerinin

Karsilastirmasi
4.6.1. Referans Bilesikler ile Yapilan Calisma Verilerinin Karsilastirilmasi

Forskolinin steroidojenez yolagindaki indiiksiyon yapici etkisi ostradiol diizeyleri
oOlgiilerek belirlenmis ve forskolinin 0,1-3 pM aralifinda artan konsantrasyonlar ile
gozlenen oOstradiol diizeylerindeki artisin her iki yontemde de benzer bir patern
gosterdigi, 10 puM forskolinin ise her iki yontemle de Ostradiol diizeylerinde
azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 57). Artis ve azalma egilimi her iki
yontemde benzer olmakla birlikte ELISA yontemi ile daha yiiksek degerler
ol¢iildiigii gdzlenmistir.

Forskolinin testosteron diizeyleri {izerine etkileri her iki yontemle arastirildiginda ise
bu kez LC-MS/MS yontemi ile daha yiiksek degerler 6l¢iildigi gozlenmistir (Sekil
58).
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Sekil 57. Forskolin’in E2 iizerine etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilastirma grafigi. Istatistiksel degerlendirme her yontemin kendi kontrol grubuna
p<0.001

*kk

gore yapilmustir. *p<0.05, “p<0.01,

forskolin  forskolin  forskolin  forskolin  forskolin
0,1uM 0,3uM 1M 3um 10uM

HELISA ®LCMS/MS

Sekil 58. Forskolin’in T iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen

degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol

p<0.001

KKk

grubuna gore yapilmistir. *p<0.05, “p<0.01,

Proklorazin, 1 uM forskolin ile indiikklenmis steroidojenez yolagi {izerindeki
inhibisyon yapici etkisi 6stradiol diizeyleri 6lgiilerek arastirilmig ve proklorazin artan
konsantrasyonlari ile doza bagimli bir sekilde Ostradiol diizeylerini diisiirdiigii her iki

yontemle de Dbelirlenmistir. Bununla birlikte 6zellikle proklorazin yiiksek
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konsantrasyonlari (1 ve 3 uM) ile azalan Ostradiol diizeyleri LC-MS/MS ile tesbit
edilemezken (deteksiyon limitlerinin altinda degerler oldugu i¢in), ELISA yontemi
ile tim konsantrasyonlardaki Ostradiol diizeyleri kantitatif olarak belirlenebilmistir
(Sekil 59).

30,00

24,40

25,00

15,6
P e
E 15,00
o
10,00
3,78 254
LT Ll
5,00 eoe e ];'.6?
0,00 B h - [===]
%0.1 forskolin prokloraz prokloraz prokloraz prokloraz prokloraz
DMSO 1uM 0.03uM 0.1uM 0.3uM 1uM 3um
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Sekil 59. Prokloraz’m E2 iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen

degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her yéntemin kendi kontrol
p<0.001

KKk

grubuna goére yapilmistir. *p<0.05, ““p<0.01,

Proklorazin testosteron diizeyleri lizerine etkileri 1 uM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda her iki yontemle arastirildiginda bu kez forskolin ve
proklorazin diisiik konsantrasyonunda LC-MS/MS yontemi ile daha yiiksek degerler
olgiildiigii gozlenmistir. Proklorazin en yiiksek konsantrasyonunda ise LC-MS/MS
yontemi ile testosteron diizeyinin yontemin hassasiyet limitlerinin altinda kaldigi i¢in

belirlenemedigi gozlenmistir (Sekil 60).
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Sekil 60. Prokloraz’in T iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her yontemin kendi kontrol
p<0.001

*kk

grubuna gore yapilmustir. *p<0.05, “p<0.01,

4.6.2. Test Maddeleri ile Yapilan iki Farkh Hormon Ol¢iim Yéntemi Verilerinin

Karsilastirilmasi
Melatoninin Ostradiol diizeyleri iizerine etkileri 1 pM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda her iki yoOntemle arastirildiginda melatoninin artan

konsantrasyonlarda LC-MS/MS yontemi ile Ostradiol diizeylerini azalttig

gozlenmistir (Sekil 61).

81



28,4 25,18 24,9

AL T )
T

25 21,36
-
EZO
&
o
1 10,01
Ll L
10
5
144 1,77 =
o millN
%0,1 Forskolin Forskolin  Prokloraz Melatonin  Melatonin  Melatonin  Melatonin
DMSO 1um 3um 0.03uMm 3.3um 10pM 30uM 90uM

HELISA mLCMS/MS

Sekil 61. Melatoninin E2 iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen

degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol
p<0.001

KKk

grubuna gore yapilmistir. *p<0.05, “~p<0.01,

Melatoninin testosteron diizeyleri lizerine etkileri 1 uM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda LC-MS/MS yontemi ile arastirildiginda bu hormon
diizeylerinin test edilen tiim konsantrasyonlarda azaldigi gozlenmistir (Sekil 62).
ELISA yontemi ile elde edilen verilerde ise melatonin hormon diizeyi iizerine bifazik
etki gosterdigi goriilmiistiir. 10 pM’in {lizerindeki konsantrasyonlarinda testosteron
diizeylerini doza bagimli bir sekilde azalttigi saptanmustir (Sekil 62). 1ki yéntemden
elde edilen sonuglar karislastirildiginda LC MS/MS yontemi ile daha yiiksek degerler

elde edilmistir.
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Sekil 62. Melatoninin T iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar tizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol
p<0.001

KKk

grubuna gore yapilmustir. *p<0.05, “p<0.01,

M6 bilesiginin Ostradiol diizeyleri lizerine etkileri 1 pM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda LC-MS/MS yontemi ile arastirildiginda bu bilesigin
Ostradiol diizeyleri iizerine bifazik etkili oldugu, yani diisiik konsantrasyonlarda
hormon diizeyini arttirirken yiiksek konsantrasyonlarinda ise Ostradiol diizeylerini
azalttig1 gozlenmistir (Sekil 63). ELISA yontemi ile yapilan analiz sonucunda test
edilen tim konsantrasyonlarda ostradiol diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttig1 saptanmustir (Sekil 63). Iki yontem karsilastirildiginda, ELISA
yonetminde daha ytiksek degerler elde edilmistir.
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Sekil 63. M6’ nin E2 iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol
grubuna gére yapilmustir. *p<0.05, “p<0.01, ““p<0.001

M6 bilesiginin testosteron diizeyleri iizerine etkileri 1 uM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda LC-MS/MS yontemi ile arastirildiginda bu hormon
diizeylerinin test edilen tiim konsantrasyonlarda bifazik olarak degistigi gozlenmistir
(Sekil 64). ELISA yonteminde ise bu bilesigin test edilen tiim konsantrasyonlarda

testosteron diizeylerini azalttigi saptanmustir (Sekil 64).
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Sekil 64. M6’nin T iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol
grubuna goére yapilmistir. *p<0.05, “p<0.01, ““p<0.001
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M20 bilesiginin dstradiol diizeyleri iizerine etkileri 1 uM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda LC-MS/MS yontemi ile arastirildiginda bu bilesigin
ostradiol hormon diizeylerini bifazik olarak degistirdigi gozlenmistir (Sekil 65).
ELISA yonteminde ise M20 bilesiginin hormon diizeylerini arttirdigl saptanmustir.
Her iki yontem karsilastirildiginda ise ELISA yontemi ile daha yliksek degerler elde
edilmistir (Sekil 65).
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HEUSA mLC MS/MS

Sekil 65. M20’nin E2 iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar iizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol

p<0.001

*k*k

grubuna gore yapilmistir. *p<0.05, “p<0.01,

M20 bilesiginin testosteron diizeyleri tizerine etkileri 1 uM forskolin ile indiiklenmis
steroidojenez yolaginda LC-MS/MS yontemi ile arastirildiginda bu bilesigin
testosteron diizeylerini bifazik olarak degistirdigi goriilmiistir (Sekil 66). 0,004 —
0,04 uM konsantrasyonlarinda hormon diizeyinde artiga, 0.12 - 1.1 puM
konsantrasyonlarinda Ostradiol diizeylerinde azalmaya yol agmistir. ELISA
yonteminde de benzer olarak bu bilesigin bifazik etkili oldugu gézlenmistir. 0,004 —
0,01 puM konsantrasyonlarinda testosteron diizeylerinde artisa, 0,04 — 1,1 uM

konsantrasyonlarinda ise azalmaya yol agmustir (Sekil 66).
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MELUSA mLCMS/MS

Sekil 66. M20’nin T iizerine olan etkisine ait ELISA ve LC MS/MS sonug
karsilagtirma grafigi. Barlar tizerindeki degerler her iki yontemden elde edilen
degerleri ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme her ydntemin kendi kontrol
p<0.001

*hk

grubuna gore yapilmustir. *p<0.05, “p<0.01,

4.6.3. LC MS/MS ve ELISA ile Yapilan Calisma Verilerinin Istatistiksel Olarak

Karsilastirnlmasi

Tablo 16. E2 verilerine ait LC MS/MS ve ELISA verilerinin istatistiksel olarak

karsilastirilmasi
E2 ORTALAMA | STANDART t p
SAPMA
ELISA 17,52 7,91 11,425 0
LC MS/MS 6,71 3,87

LC MS/MS ve ELISA yontemleriyle yapilan calismalar sonucunda elde edilen E2
verileri SPSS’te karsilastirilmistir. SPSS’e bagimsiz 6rneklerin girisi yapildiktan
sonra t testine tabi tutulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) dikkate
alinarak anlamli bir fark tespit edilmistir. ELISA degerlerinin ortalamast 17,52 +
7,91 olarak, LC MS/MS degerlerinin ortalamasi1 6,71 + 3,87 olarak bulunmus ve
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ELISA yontemiyle elde edilen degerlerin LC MS/MS yontemiyle elde edilen

degerlerden anlamli olarak daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Tablo 17. T verilerine ait LC MS/MS ve ELISA verilerinin istatistiksel olarak

karsilastirilmast
T ORTALAMA | STANDART t p
SAPMA
ELISA 2,44 1,37 0,678 0,510
LC MS/MS 2,24 2,42

LC MS/MS ve ELISA yontemleriyle yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen T

verileri SPSS’te karsilastirilmistir. SPSS’e bagimsiz 6rneklerin girisi yapildiktan

sonra t testine tabi tutulmus, t testi sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Elisa degerlerinin testesteron

ortalamas1 2,44+1,37 olarak, Ms

bulunmustur.

degerlerinin ortalamast

2,24+2,42 olarak
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Tartisma

EBlar; endokrin sistem fonksiyonlarinin bozulmasina neden olarak organizmada ve
organizmanin gelecek nesillerinde olumsuz saglik etkileri olusturan ekzojen madde
ve madde karisimlar1 olarak tanimlanmaktadir (Kortenkamp et al., 2011; Solecki et
al., 2017).

Cevresel kirleticilerin endokrin sisteme olan etkileri 1930’lu yillardan bu yana
bilinmesine ragmen (Nature Publishing Group, 1938), cevresel bir endise olarak
kabul edilmeleri 1990’11 yillarin baslarinda olmustur (Crain and Guillette, 1998). Bu
cevresel sorunun ele alinmasi ve endokrin bozucu olma olasilig1r olan bilesiklerin
taranmasi i¢cin EPA tarafindan test programlar1 ve bu maddelerin regiilasyonu igin
cesitli yonergeler olusturulmustur. EPA tarafindan olusturulan Endokrin Bozucu
Tarama Sistemi (EDSP; Endocrine Disruptor Screening Program pestisitler,
plastiklestiriciler gibi cevresel kirleticilerin strojen, androjen ve tiroid hormon
sistemi iizerine olan etkilerini incelemek i¢in olusturulmus iki asamali bir test

stirecidir. (US  EPA  Erisim  adresi: https://www.epa.gov/endocrine-

disruption/endocrine-disruptor-screening-program-edsp-policies-and-procedures). ilk

asama olan “Tier 1” On tarama testlerinden olusup, Ostrojen, androjen ve tiroid
hormon sistemleri ile etkilesime girme kabiliyeti olan maddelerin hizli ve diisiik
maliyetle tanimlanmasi igin kullanilir. Steroidojenez deneyi de “Tier 1” igerisinde
yer alan ve steroid yapili hormon sentez basamaklarinin hepsini kapsayan H295R
hiicrelerinde iki ana biyogdsterge olarak E2 ve T diizeylerinin belirlenmesi ile karar

verilen bir yontem olarak yer almaktadir (EPA, 2011b).

Bununla birlikte, endokrin bozucularin tanimlanmasi i¢in OECD tarafindan da
“Endokrin Bozucularin Test edilip Belirlenmesi i¢in Kavramsal Cergceve” (OECD
Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupters) adi

altinda bir tarama programi olusturulmustur (OECD, 2012).
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Tablo 18. Endokrin Bozucularin Test edilip Belirlenmesi i¢in Kavramsal Cergeve

(OECD, 2012)

1.Basamak

Mevcut veriler ve test dist
bilgiler

Fiziksel ve kimyasal yaklasimlar, reaksiyona girme
kabiliyeti, ucuculuk, biyolojik bozunabilirlik

Standardize ve standardize olmayan testlerden elde edilen
tiim mevcut (eko)toksikolojik veriler Capraz okuma (read
across), kimyasal katagoriler, QSAR ve diger in silico
ongoriileri, ADME model dngoriileri

2.Basamak

Secilmis endokrin
mekanizmalar/yolaklar
hakkinda bilgi vere in vitro
yontemler (memeli ve
memeli olmayanlar i¢in
yontemler)

ER ve AR reseptor baglanma affinitesi

Ostrojen reseptor transaktivasyonu (OECD TG455-OECD
TG457)

Androjen veya tiroid transaktivasyonu
In vitro steroidojenez (OECD TG 456)
MCF-7 hiicre proliferasyon
antagonist/agonist)

Diger uygun yontemler

yontemleri (ER

3.Basamak

Secilmis endokrin
mekanizmalar/yolaklar
hakkinda veri saglayan in
vivo yontemler?

Memelilerde toksisite
Uterotrofik Yontem (OECD TG 440)
Hershberger Yontemi (OECD TG 441)

Memeli olmayanlarda toksisite

Kurbaga embriyo tiroid isaretleme yontemi (TG mevcut
ise)

Amfibi metamorfoz yontemi(OECD TG 231)

Balik iireme tarama yontemi (OECD TG 229)

Balik tarama yontemi (OECD TG 230)

Androjenize disi dikenlibalik tarama (GD 140)

4 Basamak

Endokrin iligkili son
noktalardaki advers etkiler
hakkinda veri saglayan in
vivo yontemler?

Memelilerde toksisite

Tekrarlayan doz 28 giin ¢alismasi (OECD TG 407)
Tekrarlayan doz 90 giin ¢aligmasi (OECD TG 408)

Tek jenerasyon iireme toksikoloji ¢alismasi (OECD TG
415)

Erkek pubertal yontemi (GD 150,)*

Disi pubertal yontemi (GD 150)*

Saglam yetiskin erkek endokrin tarama ydntemi (GD 150)
Prenatal gelisimsel toksisite ¢alismasi (OECD TG 414)
Kronik toksisite ve karsinojenite testi (OECD TG 451-3)
Ureme tarama testi (OECD TG 421 eger artmissa)
Kombine 28-giin/iireme tarama testi (OECD TG 422 eger
artmigsa)

Gelisimsel ndrotoksisite (OECD TG 426)

Memeli olmayanlarda toksisite

Balik cinsiyet gelisimsel testi (OECD TG 234)

Balik Ureme Kismi Omrii Testi (TG mevcut ise)

Amfibi Larva Biiyiime Ve Gelisme Testi (TG mevcut ise)
Kus tireme testi (OECD TG 206)

Yumusakca Kismi Yasam Deneyleri (TG mevcut ise) *
Chironomid Toksisite testi (TG 218-219) *

Daphnia Ureme testi (Erkeklerde indiiksiyon ile) (OECD
TG 211)4

Yer solucani iireme testi (OECD TG 222) 4

Enchytraeid iireme testi (OECD TG 220) *

Sedimentli Su Lumbriculus Toksisite Testi (OECD TG
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225)
Toprakta yirtic1 mite iireme testi(OECD TG 226) *
Toprakta Collembolan iireme testi (TG OECD 232) *

5.Basamak Memelilerde toksisite
Uzatilmis 1 jenerasyon lireme toksisite ¢alismast (OECD
Organizmanin yasaminin | TG 443)°

daha genis donemlerinde | 2 jenerasyon {ireme toksisite caligmasi (Giincellenmis
endokrin ilgili noktalarda | OECD TG 416)

advers  etkiler = hakkinda | Memeli olmayanlarda toksisite

kapsamli veri saglayan FLCTT (Balik yasam dongiisii toksisite testi) (TG mevcut
in vivo yontemler? ise)

Medaka Multijenerasyon testi (MMGT) (TG mevcut ise)
Kuslarda 2 jenerasyon iireme toksisitesi testi (TG mevcut
ise)

Mysid yasam dongiisii toksisite testi (TG mevcut ise) 4
Copepod iireme ve gelisim testi (TG mevcut ise)*

Sediment su Chironomid yasam dongiisii toksisite testi
(OECD TG 233) *

Yumusakgalar tiim yasam dongiisii deneyleri testi (TG
mevcut ise) *

Daphnia Multijenerasyon testi (TG mevcut ise) *

! Baz1 yontemler advers etkiler hakkinda bazi1 kanitlar saglayabilmektedir.

2 Etkiler birden fazla mekanizmaya duyarl olabilir ve belki de endokrin bozucu olmayan
mekanizmalar nedeniyle olusabilmektedir.

% Protokol kullanimina bagh olarak, bir maddenin bu testlerde bir hormon sistemi ile
etkilesime girmesi insan veya ekolojik sistemde advers etkilere neden olacagi anlamina
gelmemektedir.

4 Giiniimiizde mevcut omurgasiz deneyler bazi endokrin bozuculara ve endokrin bozucu
olmayan kimyasallara yanit verebilen sadece bazi apikal sonlanimlari icermektedir. Bunlar 4.
basamaktaki kismi yasam dongiisii testleri ve 5. basamaktaki tam veya ¢oklu yasam dongiisii
testleridir.

® Uzatilmis 1 jenerasyon iireme toksisitesi ¢alismasi (OECD TG 443), cocuklarda ve F1
yetiskinlerde, 2001 yilinda adapte edilen 2-jenerasyon testinde (OECD TG 416) yer
almayan, pek ¢ok endokrin iligkili parametreyi degerlendirmeyi sagladigi i¢in endokrin
hasar1 belirlemede tercih edilmektedir.

Tablo 18’de goriildiigii gibi 5 basamakli bir test yaklagimi Oneren bu programda
ikinci basamakta Onerilen testler arasinda “in vitro steroidojenez (OECD TG-456)”
olarak isimlendirilen hiicre kiltiirii-temelli yontem yer almaktadir. H295R hiicre
hattinin  kullanildigi bu hiicre-temelli in vitro yontem endokrin bozucularin
steroidojenez iizerine etkilerinin hormon analizleri ile belirlenmesi amaciyla
kullanilir. H295R bir insan adenokarsinom hiicre hattidir, steroid yapili cinsiyet
hormonlarinin {iretimi de dahil olmak iizere steroiodogenez yolagindaki tiim hormon
ve enzimler hakkinda bilgi edinmemizi saglayan in vitro bir modeldir (Hecker et al.,
2006, 2007; Hilscherova et al., 2004; Sanderson et al., 2000). Bu hiicre hattinin
kullanilmasinin bir¢ok avantaji vardir (OECD 2011);

90



e Sadece cinsiyet hormonlarmin degil steroidojenez yolagindaki glukokortikoid ve
mineralokortikoidler de dahil tim hormonlarin artis ve azalislarinin 6l¢iilmesine
olanak saglar.

e EB etkiye sahip kimyasallarn hiicre canliligi iizerine -etkisinin/sitoksitesinin
dogrudan belirlenmesine olanak saglar. Boylece, hormon diizeylerinde goriilen
degisikligin kimyasallarin sitotoksik etkilerine mi yoksa steroidojenik yolaklarla
etkilesimine mi bagl oldugunun ayirt edilmesine olanak saglar. Bu yoniiyle farkli
duyarlilik ve islevlere sahip ¢ok sayida hiicre tipinden olusan doku eksplant
sistemlerinden tstlindiir.

e Deney hayvanlarinin kullanilmasina gerek olmamasi,

e Bu hiicre hattinin ticari olarak temin edilebilir olmasi.

Bu kadar kullanim kolayligt ve avantajlarinin yanisira bu hiicre hattinin

dezavantajlar1 da mevcuttur;

e Metabolik kapasitesinin bilinmemesi sebebiyle metabolik olarak aktive edilmesi
gereken maddelerin gézden kagmasi ihtimali bulunmaktadir.

e Adrenal dokudan tiiretilen H295R, cinsiyet hormonlarinin yanisira glukokortikoid
ve mineralokortikoidleri TUretebilen enzimlere de sahiptir. Bu nedenle
glukokortikoid ve mineralokortikoidlerin iiretimi lizerindeki etkiler T ve E2
seviyelerini de etkileyebilir.

e DHT’nin ol¢imii yapilamadigi i¢in So-rediiktazi inhibe eden maddelerin
saptanmas1 miimkiin olmaz. Bu amacla kisa siireli in vivo endokrin bozucu etki
tarama testi olan Hersberger testi kullanilabilir.

e H295R hiicre hatt1 hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen (HPG) tizerine etkileri olan
ve bu sekilde steroidojenezi engelleyen maddelerin tespitinde kullanilamaz.

Bu tez calismasi kapsaminda OECD TG-456 numarali test kilavuzunda belirtilen
H295R steroidojenez deneyi uygulanarak soz konusu kilavuzda onerilen olgiim
yontemlerinden ikisi araciligi ile E2 ve T miktarmin Olgiilmesi ile endokrin
bozucularin steroidojenez iizerine etkilerinin belirlenmesi deneyi uygulanmuistir.
OECD TG-456 numarali test kilavuzunda H295R hiicre hattinin kullanimi igin
gerekli sartlar en ince detayina kadar belirtilmis olmakla birlikte deneyin sonunda
hormon diizeylerinin belirlenmesi i¢in bir yontem zorunlulugu getirilmemis; ELISA,

Radio immunoassay (RIA), LC-MS/MS yontemlerinden herhangi birisinin
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kullanilabilecegi belirtilmistir (OECD, 2011). OECD TG-456 test kilavuzu ve EPA
OPPTS 890.50’de belirtilen test yontemlerden olan RIA ve ELISA (enzyme-linked
immunoabsorbent assay) H295R hiicre kiiltiirii de dahil birgok farkli hiicrede steroid
hormonlarin diizeylerini 6l¢mek i¢in kullanilmistir (Dadehbeigi et al., 2008; Frank.
and Shu, 1977). Bu yontemler siklikla kullanilmasina ragmen, radyoaktif giivenlik,
her bir hormon i¢in ayri antikor ve ayr1 analiz gerektirmesi (ve bunun da maliyeti
artirmasi) ve segicilik agisindan zayif olmasi gibi dezavantajlar1 vardir (Wang et al.,
2004; Zhao et al., 2004). Bu yontemlerin haricinde OECD TG-456’da belirtilen
yontemlerden biri de LC MS/MS yontemidir. Literatiirde, LC MS/MS yonteminin
diisiik molekiil agirligina sahip analitler i¢in immunolojik testlere kiyasla daha iistiin
analitik 0zgiillik sundugu belirtilmistir (Grebe and Singh 2011). Zhang ve
arkadaglarmin yapmis oldugu c¢alismada ELISA ve LC MS/MS yontemlerinin
avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 19 ve Tablo 20°de gosterildigi gibi karsilagtirilmistir
(Zhang et al. 2016).

Tablo 19. Immunoassay ve LC MS/MS yontemlerinin avantajlariin

karsilastirilmasi (Zhang et al., 2016)

Immunoassay LC MS/MS
Hizli geridoniis 4 -
Ozgiilliik v
Hassasiyet % %
Ornek hazirlama kolaylig1 4 4
Yeni test gelistirme kolaylig1 - 4
Yiiksek verim --- 4

Tablo 20. Immunoassay ve LC MS/MS yontemlerinin dezavantajlarinin
karsilastirilmasi (Zhang et al., 2016)

Immunoassay LC MS/MS
Analitik segicilik yoniinden zayiftir Daha pahali1 enstiirmantasyon

Tek seferde birden fazla analit test etmek i¢in | Bakim ve idamesi daha maliyetlidir
uygun degildir
Kalifiye personel gerektirmemesi nedeniyle | Iyon supresyonu/Matriks etkisi s6z
insan hatasina agik konusu olabilir

Yeni testler gelistirmek i¢in esnek degil
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Bu tez ¢alismasinda endokrin bozucularin steroidojenez iizerine etkilerinin OECD
TG-456’de oOnerilen in vitro yontem sonucunda yapilacak hormon analizleri ile
belirlenmesi amaciyla ELISA ve LC MS/MS yontemleri kullanilmus, her iki analiz
yontemi ile elde edilen veriler karsilastirllmistir. Yontemde pozitif kontrol olarak
(enzim indiikleyici etki) OECD kilavuzunda belirtildigi gibi forskolin, negatif
kontrol olarak (enzim inhibitorii etki) prokloraz, steroidojenez dongiisiinde E2 ve T
tizerine etkisi bilinen referans maddelerden ketakonozol, letrozol ve genistein
kullanilarak yontem(ler)in kismi validasyonlar1 yapilmis ve Ol¢iim performanslari
karsilastirilmistir. Her iki yontem arasinda fark olup olmadig: istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Takiben hormon bagimli meme kanseri tedavisinde aromataz
enzim inhibitorii olarak kullanilmasi 6nerilecek, yeni sentezlenmis ilag etkin madde
adaylar1 olan 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon (M6) ve
2-metilindol-3-karboksialdehit fenil hidrazon (M20) ile bunlarin model bilesigi olan
melatoninin tiim Steroidojenez yolag: iizerindeki etkileri de H295R steroidojenez
yontemi uygulanmasi sonrasinda hormon analizleri her iki yontemle yapilarak
aragtirtlmistir.  Sonu¢ olarak uygulanan iki yontem avantaj ve dezavantajlari

acisindan degerlendirilmistir.

Steroidojenez  deneyine baslamadan Once ydntemin degerlendirilmesinde
kullanilacak hormonlarin (T ve E2) O6l¢iimi i¢in LC-MS/MS ve ELISA
yontemlerinin kismi validasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amacgla LC-
MS/MS yontemi i¢in seciciligi (Sekil 14 ve Sekil 15), linearitesi (Sekil 16 ve Sekil
17), LOD ve LOQsu (Sekil 18 ve Sekil 19), giinici ve giinleraras1 tekrarlanabilirligi
(Tablo 11 ve Tablo 12), ELISA yontemi igin ise kismi validasyon verileri (Tablo 14

ve Tablo 15) degerlendirilerek hassasiyet sinirlart belirlenmistir.

Oncelikle OECD TG-456 kilavuzunda yer aldig1 sekilde kullandigimiz H295R hiicre
hattinin saglikli ¢alisip calismadigi belirlenmistir. Bu amagla ilk olarak H295R hiicre
hattinda bazal T ve E2 iiretimi belirlenmis ve veriler esik konsantrasyonlar agisindan
OECD TG-456’ya gore degerlendirilmistir. OECD TG-456’ya gore H295R
hiicrelerinde T igin bazal tiretim > 5 kat MDL; E2 igin ise > 2,5 kat MDL sartini
saglamalidir (OECD, 2011). OECD tarafindan laboratuvarlar arasinda yaptirilan
validasyon c¢aligmalarindaki verilere gore T icin bazal iiretim 2,17-22,79 nM ve
%VK 20-40 arasindayken E2 i¢in bazal {iretim 0,04-0,45 nM ve %VK 9-40 arasinda

verilmistir (Hecker et al., 2006). Bu tez ¢alismasinda da T i¢in bazal {iretim araligi
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0,71-5,6 nM (%VK 0,12-7,10) ve E2 igin bazal tiretim araligi 0,17-6,96 nM (%VK
0,52-10,32) olarak bulunmustur. Tez calismasinda belirlenen H295R hiicrelerinin
bazal hormon iiretim degerlerinin Hecker ve ark.’min raporunda (Hecker, 2016)
belirtilen laboratuvarlar aras1 ¢alismada bildirilen araliklar igerisinde oldugu
belirlenmistir. Dolayist ile elimizdeki hiicre hattinin laboratuvarimiz sartlarinda
saglikli olarak siirdiiriilebildigine ve steroidojenez yontemi igin kullanilmasinin

uygun olacagina karar verilmistir.

Test maddeleriyle analize baslamadan 6nce, H295R hiicre hattinda OECD TG-456
kilavuzunda belirtilen kalite kontrol deneyleri de gerceklestirilmistir. Kilavuza gore
indiiksiyon (pozitif kontrol) amagl kullanilan 10puM forskolinin T i¢in > 1,5 Kat SC,
E2 i¢in > 7,5 Kat SC olmasi, inhibisyon (negatif kontrol) amagh kullanilan 1puM
proklorazin ise T i¢in <0,5 kat SC, E2 i¢in < 0,5 kat SC sartlarin1 saglamasi
gerekiyordu. Kalite kontrol ¢alismamizda plakalara ekledigimiz 10uM forskolin’in T
icin yanit1 1,5 kat SC, E2 i¢in 11,6 kat SC iken plakalara eklenen 1uM prokloraz’in
T i¢in yanit1 0,2 kat SC, E2 i¢in SC’e esit olarak bulunmus ve gerekli sartlari
sagladigi belirlenmistir. Kilavuzda bildirilen kalite kontrol ¢alismalar1 sonucunda da
elimizdeki hiicre hattinin c¢alismaya uygun oldugu belirlenerek c¢alismalar

stirdliriilmiistiir.

Forskolin, OECD test kilavuzu ve literatiirde belirtildigi iizere cAMP ikincil haberci
sistemi yoluyla adenilat siklaz aktivatorii olarak kullanilmasinin yanisira T ve E2
tiretimi tizerine gii¢lii indiiksiyon yapict etkisi oldugu bilinen bir ilagtir (Hecker,
2016). Normal sartlar altinda fizyolojik olarak adrenal kortekste kolesterolden
pregnenolona dontisiimle steroidojenez siirecinin baslayabilmesi igin ilk olarak
hipotalamusun uyarilmasi gerekir. Hipotalamusun uyarilmasi sonrasi hipotalamustaki
spesifik noronlardan salgilanan kortikotropin saliverici hormonun (CRH) sentezi ve
saliverilmesiyle hipofiz 6n lobundan adrenokortikotropin hormon (ACTH)
salgilanmast  baslar. Steroid hormonlar1 sentezleyen hiicrelerde ACTH,
gonodotropinler ve anjiyotensin kendilerine 6zgli membranal reseptor olan G protein
kenetli reseptore baglanir ve bdylece G proteini (GTP) aktive olur. G proteinin
aktivasyonu sonucu aktive olan adenilat siklaz ATPyi cAMPye g¢evirir. Olusan
CAMP gelen sinyali sitoplazmaya yayar ve protein kinaz A aktivasyonu baslar.
Protein kinaz A aktivasyonu sonrasit diger proteinleri fosforile etmesi sonucu

kolesterolden pregnenolon doniisiimii baslar (Kayaalp, 2002). Adrenal kortekste
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CAMP yolag: aktivasyonu icin gerekli olan ACTH basamagi H295R hiicrelerinde
olmadigr i¢cin cAMP yolaginin aktivasyonu gerekmektedir ve bu amagcla kullanilan
kimyasallardan biri de forskolindir (Hecker, 2016). Forskolin cCAMP aktivasyonunun
yanisira (Seamon et al., 1981), dolayli olarak aromataz aktivitesini de arttirmaktadir
(Higley et al., 2010). Forskolinin cAMP yolagmi aktive ederek genel bir
steroidojenez indiikleyici etkisi oldugu séylenmektedir (Hilscherova et al., 2004).
Forskolin aromataz aktivitesini dogrudan etkilemedigi i¢in, hiicredeki 48 saatlik
inkubasyon sonrasi artan aromataz aktivitesinin aromataz proteini ile dogrudan
etkilesimi ile degil hiicre i¢i artan cAMP’den kaynaklandig ileri siirilmistiir (Higley
et al., 2010; Sanderson et al., 2002). Bu tez ¢alismasi kapsaminda forskolinin s6z
konusu etkisinin kullandigimiz hiicre hattinda doza bagimliliginin arastirilmasi
amactyla 0,1-10uM araliginda artan konsantrasyonlarda forskolin H295R hiicrelerine
uygulanmustir. Inkiibayon sonrasinda hormon diizeyleri hem LC-MS/MS hem de
ELISA metotlar1 ile 6l¢iildiigiinde, E2 miktarinda, forskolin konsantrasyonuna bagl
olarak artig goriilmiistiir (Sekil 22 ve Sekil 43). Ayni durum T i¢in de gecerli olmakla
birlikte T diizeylerinde (Sekil 23 ve Sekil 44) baslangic konsantrasyonlarinda
gozlenen artis 0,3uM ve lizerindeki forskolin konsantrasyonlarinda diislis seklinde
goriilmiistiir., Bu diisiisiin aromataz {izerindeki daha gii¢lii indiiksiyon nedeniyle
artmig aromataz aktivitesi sonucu T’un E2’e doniisiimiindeki artisa bagli oldugu
distintilmistiir. Bu durum ayni konsantrasyonlarda forskolin inkiibasyonu sonucu
elde edilen E2 grafigindeki (Sekil 22 ve Sekil 43) artisla da dogrulanmistir.
Denedigimiz en yiiksek konsantrasyon olan 10 uM forskolinin E2de diisiis, T’da
yiikselise neden olmus gibi gdriinmesi aromataz kaynakli oldugu diislintilmektedir.
Forskolin literatiirde bir¢ok calismada belirtildigi gibi (Hecker and Giesy, 2008;
Hecker 2016; Higley et al., 2010) bu tez ¢alismasinda da E2 ve T iretimi {izerine
istatistiksel olarak anlamli bir indiiksiyon yapmustir. Forskolinin indiiksiyon yapici
etkisinin E2’de T’a nazaran daha fazla olmasi Higley ve ark. (Higley et al., 2010)
makalesinde belirtildigi gibi dolayli aromataz aktivitesindeki artis kaynakli oldugu
distiniilmektedir. Ayrica (Karmaus, 2016) makalesinde pre-stimulasyon amagh
forskolin  10uM kullanilmasina ragmen tez kapsaminda forskolin’in 1uM

konsantrasyonu pre-stimulasyon amagli H295R hiicrelerinde kullanilmistir.

Bir imidozol tiirevi fungusit olan, steroidojenez calismalarinda mikrozomal P450

enzimleri lizerine genel inhibitor etkinligi bilinen prokloraz E2 ve T {iretimi lizerine
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giiclii inhibitdr etkinligi bilinerek kullanilan referans bir kimyasal maddedir (Hecker,
2016). Proklorazin, steroidojenez yolaginda yer alan CYP17A1’in hidroksilaz
aktivitesini giiglii bir sekilde inhibe ederek androjen iiretimi {izerine inhibitor etki
gosterdigi bildirilmektedir (Blystone et al., 2007). Proklorazin CYP17A1’i inhibe
etmesi sonucu balik, kurbagalar ve kemirgenler dahil tiim tiirlerdede in vivo anti-
androjenik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Ankley and Gray, 2013; Vinggaard et
al., 2005). Bu tez ¢alismasinda uyguladigimiz 0,03-1uM araliginda prokloraz, T ve
E2 miktarlarinda kademeli olarak ve literatiirle (Hecker et al., 2006; Hecker and
Giesy, 2008; Karmaus et al., 2016; Nielsen et al., 2012) uyumlu olarak inhibisyona
neden olmustur. Proklorazin T iiretiminde konsantrasyona bagli olarak azalmaya
neden olmast proklorazin Sekil 2 steroidojenez yolaginda T Oncesindeki
basamaklardan bir veya daha fazla steroidojenik enzimi inhibe ederek inhibitor
etkisini olusturdugu disiniilmiistiir. Nielsen ve arkadaslarmin yapmis oldugu
calismada steroidojenez yolaginda olasi etkili oldugu basamaklar Sekil 67°de
gosterilmistir (Nielsen et al., 2012).
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Sekil 67. Steroidojenez yolaginda prokloraz, ketokanozol ve genisteinin etkiledigi
enzimler ve etki sekilleri (Nielsen et al., 2012)

Aromataz enzimi Sekil 2’de gosterildigi gibi steroidojenez yolaginda ostrojen

biyosentezindeki son basamagi katalize eden enzimdir. Yani aromataz steroidal C-19
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androjenlerin C-18 6strojenlere doniistiiriilmesinde hiz sinirlayict basamag katalize
eder (Fishman and Raju, 1981; Ryan, 1959). Aromataz esas olarak yumurtalikta
eksprese edilmesinin yanisira merkezi ve perifer dokularda, yag, kas, karaciger ve
memede de eksprese edilir (Longcope et al., 1978; Miller, 1991). Yas ilerledik¢e
yumurtaliklarda Ostrojen iretiminin azalmasiyla (Couzinet et al. 2001) birlikte
menopoz sonrasi kadinlarda adrenal bez tarafindan {iretilen androstenodionun
periferik aromatizasyonu endojen Ostrojenin ana kaynagi haline gelir (Matsumine et
al., 1986; Schweikert et al., 1976). Uciincii nesil olarak tanimlanan aromataz
inhibitorleri diger steroidojenik basamaklar iizerinde etki yapmaksizin E2 iiretimini
giiclii bir sekilde bloke eder. Ugiincii nesil gii¢lii aromataz inhibitdrlerinden letrozol
bu bilindik etkisinden yararlanilmak {izere referans madde olarak tez ¢alismasinda
0,12-10 pM konsantrasyonlarda kullanilmistir. Sekil 27°de gosterildigi iizere
letrozoliin giiglii aromataz inhibisyonu yapict etkisi E2 iiretiminde dogrudan
goriilmektedir. Higley ve ark.’in makalesinde (Higley et al., 2010) hormon &lgtimleri
ELISA yontemi kullanilarak yapilmistir ve >0,001uM letrozol konsantrasyonlarinda
E2 diizeyleri solvent kontrol seviyelerinden Onemli derecede daha diisiik
bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda letrozolin LC MS/MS ile test edilen en diisiik
konsantrasyonu olan 0,12 uM’dan itibaren E2 miktar1 gériilememistir (Sekil 27).
Gozlenen bu etkinin sitotoksisite kaynakli olmadigr Sekil 29°daki letrozoliin H295R
hiicrelerindeki % canlilik grafiginden anlagilmaktadir. Letrozol Sekil 28’de
gosterildigi tizere T miktarinda 6nemli artisa neden olmustur ve bu artisin aromataz
inhibisyonuna bagli oldugu diistiniilmektedir. Bu veriler géz oniine alindiginda
calismamizda gozlenen T verilerinin Higley ve arkadaglar1 tarafindan bildirilen

veriler ile (Higley et al., 2010) uyumlu oldugu goériilmiistiir.

Antifungal bir madde oldugu bilinen ketokonazol, CYP17, CYP21 ve CYP11B1/B2
de dahil olmak tiizere steroidojenez yolaginda ¢ok sayida sitokrom P450 enziminin
inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir (Hakki et al., 2011; Hecker et al., 2011,
Macikova et al., 2014; Nielsen et al., 2012; Van der Pas et al., 2012; Rijk et al., 2012;
Zareba et al., 2007). Ketokonazoliin CYP 17,20 liyaz (desmolaz) aktivitesi iizerine
olan inhibitor etkisinin aromataz {izerine olan etkisinden daha biiyiik oldugu Britain
ve ark. (Britain et al., 1991) ¢alismasinda gosterilmistir. Sonug olarak (Villeneuve et
al., 2007) caligmasinda da gosterildigi lizere kanitlar ketokonazoliin bir aromataz

inhibitori oldugundan daha giiclii steroidojenez dongiisiinde yolagin aromataz
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oncesindeki basamaklarini katalize eden enzimlerin (up stream) inhibitorii oldugu
yoniindedir. Sekil 67 de yolak tizerinde etkili oldugu yerler 6zetlenmistir (Nielsen et
al., 2012). Tez ¢alismasinda 1 ve 5 uM’lik ketokonazol kullanildiginda E2 ve T
lretimini tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. Ketokonazol’iin 0,1 uM’dan daha
yiikksek dozlarinin dihidrotestosteron, kortizol ve aldosteron gibi steroidojenez
yolaginin yukarisinda bulunan steroid diizeylerini tamamen diistirdiigii (Jumhawan et
al.,, 2017) ‘in yapmis oldugu calismada gosterilmistir. Jumhan ve ark.’nin
calismasinda ketokonazol’iin 1 uM’lik konsantrasyonun CYP17 enzimi iizerinde
olusturdugu inhibisyonla 17 a-hidroksipregnenolon, 17 a-hidroksiprogesteron ve
androstenedion  seviyelerindeki ~ %90’lik  belirgin  azalma  goriilmiisken,
ketokonazol’tin 1 uM ve daha yiliksek konsantrasyonlarinda CYP21 ve CYP11
B1/B2’yi inhibe etmesi sonucu 11 deoksikortikosteron, kortikosteron ve 11-
deoksikortizol dahil olmak {izere glukokortikoid ve mineralokortikoidlerin
seviyelerinde 6nemli azalis goriilmiistiir. Ayn1 zamanda kolesteroliin pregnenolona
doniislimiinii katalize eden CYPI1A’ya karsida inhibisyona neden olarak tiim
sterodojenezi baskilamasi gosterilmistir (Jumhawan et al., 2017). Bu etkisi nedeni ile
ketokonazol, adrenal kortikosteroid inhibisyonu i¢in ¢ogunlukla kullanilan adrenal
bloke edici bir ilag olarak kullanilmaktadir (Nielsen et al., 2012). Literatiirde yer alan
cok sayida ¢alisma (Hecker et al., 2006; Higley et al., 2010; Karmaus et al., 2016;
Munkboel et al., 2019; Nielsen et al., 2012; Villeneuve et al., 2007) ile uyumlu
olarak uyguladigimiz ketokonazol konsantrasyonunun E2 ve T diizeyini inhibe
etmesinin  nedeninin  steroidojenez  dongiisiiniin ~ yukar1  basamaklarinin

inhibisyonundan kaynakli oldugu diisliniilmiistiir.

Soya fasiilyesinde daidzein ve genistein izoflovanlarini ve bunlarin glikozit yapilari
bulunmaktadir (Franke et al., 1995, 1998; Franke and Custer, 1994; Taylor et al.,
2009). Bu izoflovanlar zayif strojenik aktiviteye sahip olduklari igin fitodstrojenler
olarak adlandirilir (Kuiper et al., 1997; Setchell and Cassidy, 1999). Genistein bir
tirozin kinaz inhibitorii olarak bilinmektedir (Akiyama et al,. 1987). Mesiano ve
ark.’larinin primer kiiltiirlenmis fetal ve postnatal adrenokortikal hiicrelerinde
genistein kullanarak tirozin kinaz aktivitesini degistirmeden CYP21 aktivitesini
inhibe ettigi ve bdylece kortizol sentezinin baskilandigi, dehidroepiandrosteron
(DHEA) iiretimini sitimiile ettigi gosterilmistir (Mesiano et al., 1999). Literatiirde yer
alan bazi c¢aligmalarda (Nielsen et al., 2012; Ohno et al., 2002) genisteine
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maruziyetin Kkortizol tliretimini doza bagl bir sekilde ve anlamli bigimde azalttig
gosterilmistir. Ohno ve ark.’larinin ¢aligsmasinda goriildiigii lizere genisteinin 3f3-
HSD aktivitesini 6nemli Olgiide azalttigi ve CYP21 aktivitesini de inhibe ettigi
gosterilmistir (Ohno et al., 2002). Genisteinin ayn1 zamanda H295R hiicrelerinde
giiclii ve etkili aromataz indiiksiyonuna neden oldugu gosterilmistir. Ohlsson ve ark.
ve Sanderson ve ark.’larinin yapmis oldugu ¢alismada H295R hiicreleri 0,01-10 uM
arasi konsantrasyonlar genisteine maruz birakilmistir (Ohlsson et al., 2010;
Sanderson et al., 2002, 2004). Sonug olarak kortizol, T, aldosteron ve E2 seviyelerine
bakilmigtir. Bu steroidlerin hepsinde konsantrasyona bagimli olarak azalma
goriilmistiir. Yolak iizerinde genisteinin etki ettigi yerler Sekil 67 de gosterilmistir
(Nielsen et al., 2012). Sekil 32 ve Sekil 33’de goriildiigli lizere tez ¢alismamizda
genisteinin 0,1-10 uM aras1 3 konsantrasyonu H295R hiicresine uygulanmis olup E2
konsantrasyonunun genistein konsantrasyonunun dozuna bagli olarak azaldigi, T
konsantrasyonunun yine genistein konsantrasyonunun dozuna bagli olarak
azalmasina ragmen 1 pM’lik genistein konsantrasyonun olusturdugu T iiretimi
tizerine etkiyle 0,1 pM’lik ilk genistein konsantrasyonun olusturdugu T iiretimi
arasinda az bir fark vardir. Bununda hiicre kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Tez
calismasinda uygulanan genisteinin H295R hiicre kiiltiirinde E2 ve T {izerine
olusturdugu etki literatiirle karsilastirildiginda azalan E2 ve T konsantrasyonlarinin

literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Epifiz bezinden salgilanan melatoninin, Ostrojene duyarli meme kanserlerinde
yapilan c¢aligmalarda meme kanserinin biiyiime ve gelisimini azalttig bildirilmistir
(D. Mediavilla et al., 2011; Rosli et al., 2017; Cos et al., 2000). Hayvan modelleri
kullanilarak yapilan in vivo ¢alisma ve insan meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak
yapilan in vitro ¢alismalarindan elde edilen verilere dayanilarak melatoninin dstrojen
sinyal yolu ile etkilesime girerek onkostatik etkilerini gosterdigi bildirilmistir (Cos et
al., 2008; Cos et al., 2000; Rosli et al., 2017). Melatonin Gstrojen kaynakli meme
kanserlerinde onkostatik etkisini Ostrojen sinyal yollarina farkli mekanizmalar ile
gosterdigi bildirilmektedir (Cos et al., 2006; Sanchez-Barcelo et al., 2003). Bu etki
mekanizmalarindan biri, melatoninin segici Ostrojen enzim modilatori  gibi
davranmast olup bu mekanizma melatoninin periferik dokularda E2 biyosentezinde
yer alan aromatazin hem eksprese edilmesinde hem de aktivitesinin diizenlenmesine

dayanmaktadir. (Cos et al., 2008; Gonzalez et al., 2008). MT1 melatonin reseptorii
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ve aromataz ekspresyonunun oldugu meme kanseri hiicrelerinde, melatonin aromataz
enzmini inhibe eder (Ram et al., 1998, 2002; Sciences and Francisco, 1993). Tez
caligmasinda melatonin 3,3-90 uM konsantrasyon aralifinda test edilmistir.
Aromataz inhibisyonu doza bagli olarak Sekil 34’de E2 konsantrasyonundaki diistisle
gosterilmistir. Hara ve ark. ve Rahman ve ark.’larinin yapmis olduklari ¢alismalarda
forskolin kullanilarak indiiklenen H295R hiicrelerinde uygulanan melatoninin
anlamli bir sekilde kortizolii inhibe ettigi gosterilmistir (Hara et al., 2015; Rahman et
al., 2008). Tez c¢alismasinda uygulanan melatoninin T miktar1 tizerindeki azalan
etkisinin, hiicrede olusan sitotoksisite kaynakli degil yolakta T Oncesi basamaklarda

meydana gelen bir inhibisyondan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Secilen test maddeleri ve referans maddelerin mevcut yontemlerle calisma sonuglari
literatiirle uyumlu olarak steroidojenik yollar1 profillendirme olanagi sagladigini

gostermistir.

OECD ve EPA tarafindan endokrin bozucu bilesiklerin taranmasinda kullanilmak
lizere, in vivo testlere alternatif olarak oOnerilen ve valide edilmis H295R
Steroidojenez deneyinin laboratuvarimizda bilinen referans bilesikler ile kismi
validasyonunun yapilmasi ve hassasiyet ve tekrarlanabilirlik gibi kriterler a¢isindan
basarili bir yontem olarak kullanilabilir oldugunun belirlenmesi sonrasinda yontemin
ilag etkin madde adaylarinin gerek endokrin iligkili advers etki, gerekse endokrin
iligkili farmakolojik etkilerinin taranmasinda da kullanilabilirligi tez c¢aligsmasi
kapsaminda arastirilmistir. Bu amagla grubumuzun daha 6nce yapmis oldugu bir
baska doktora tez ¢calismasinda (Ozcan Sezer, 2016) bir hiicre-temelli (cell-based) ve
bir hiicreden ari (cell free) iki farkli in vitro test ile aromataz enzimi tizerine giiglii
etkisi oldugu bulunan iki indol tiirevi melatonin analogunun (M6 ve M20) (Ozcan
Sezer et al., 2019) steroidojenez yolagmin tiimii tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Ozcan-Sezer ve ark.’nin ¢alismasinda M6 maddesinin gerek tek doz
hizli tarama, gerekse doz-yanit arastirma ¢alismasinda giiclii bir aromataz inhibitori
oldugu (IC50=8,7.10° M), M20’nin ise tek doz tarama calismasinda gii¢lii inhibitor
etkili goriiniirken doz-yanit iliskisine bakildiginda doza bagimli anlamli bir
inhibisyona neden olmadigi goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda, yukarida belirtilen in
vitro rekombinant enzimin kullanildigi ¢alismaya kiyasla, H295R hiicrelerinde
yapilan ve aromataz enzimi {izerine etkinin gostergesi olarak dlgiilen E2/T

diizeylerindeki degisim, maddelerin daha diisiik bir konsantrasyon araliginda
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gerceklestirilmistir. Dolayisi ile verileri birebir karsilastirmak miimkiin olmamakla
birlikte bu tez ¢alismasinda LC MS/MS ile yapilan hormon o6lgiimlerinde M6’nin
Ostradiol diizeylerini doza bagimli olarak anlamli bir bigimde azalttig1; testosteron
diizeyleri iizerinde ise etkinin bifazik bir dogas1 oldugu, diisiik konsantrasyonlarda
(0,04 ve 0,12 uM) T diizeyini artirirken artan konsantraSyonlarda inhibitor etki
gostererek T diizeyini azalttigi goriilmistiir. H295R hiicrelerindeki LC MS/MS ile
Olclilen E2/T orami hesaplandiginda 0,01-1,1 uM konsantrasyon araliginda oranin
doza bagimli olarak azaldigi, dolayisi ile M6 bilesiginin aromataz enzimi iizerinde
doza-bagimli bir inhibitdr bir etkisi oldugu belirlenmistir. M20 bilesigi ise T
diizeylerinde belirgin bir bicimde bifazik dogaya sahip bir artisa neden olmus;

ostradiol diizeylerinde de bifazik olarak genel bir azalmaya neden olmustur.

Tez c¢alismas1 kapsaminda LC-MS/MS analizleri daha fazla tekrarlanabilmisken
ELISA ile yapilan &lgiimler, biitge kisitliligi nedeni ile tekrarlanamanstir. Genel
olarak, ozellikle yeni sentezlenen etkin madde adaylari ile yapilan ¢alismalarda,
ELISA yonteminin 6stradiol diizeylerini, LC MS/MS ydnteminin ise testosteron
diizeylerini daha yiiksek okuma egiliminde oldugu tesbit edilmis ve eldeki ELISA
verilerinin, yayimlanmadan ©nce mutlaka yeni biitce kaynagi temin edilerek

tekrarlanmasina karar verilmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda uygulanan, H295R hiicrelerinde yapilan hormon
analizlerinin, rekombinant enzim ile yapilan c¢alismalara kiyasla steroidojenez
yolagindaki tiim enzimler iizerindeki etkiyi degerlendirebilmeye olanak saglamasi
avantaji oldugu ve hiicre temelli bir in vitro yontem oldugu i¢in fizyolojik duruma
daha yakin (diisiik) konsantrasyonlarda Ol¢iime olanak verdigi sdylenebilir. Aym
inkiibasyonda maddelerin sitotoksisite potansiyelinin de degerlendirilebiliyor olmasi
zaman ve maliyet agisindan avantaj saglamaktadir ve yontemin giiclii yan1 olarak

degerlendirilmistir.
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Sonuc ve Oneriler

Endokrin bozucu etkilere sahip kimyasal maddeler, endokrin sistem fonksiyonlarinda
degisiklige bunun sonucu olarak da bircok hastaliklara sebep olmaktadir. Bu tip
istenmeyen etkilerin Onlenebilmesi i¢in ilk basamak olan endokrin bozucu
kimyasallarin belirlenmesi ve siki giivenlik degerlendirilmesine tabi tutulmasi igin
test yaklagimlar1 ve yasal diizenlemeler bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda
endokrin bozucu maddelerin olas1 bir etki mekanizmasi olarak hormon sentez ve
metabolizmasi tlizerine etkilerin arastirilmasina olanak veren, EPA ve OECD
tarafindan valide edilerek Onerilen in vitro hiicre-temelli bir yontemin uygulanmasi
amaglanmistir. H295R Steroidojenez yonteminde yolagin son iirlinleri olan E2 ve
T'un LC MS/MS analizi ile Oo6lgiilmesi, yontemin laboratuvarimizda kismi
validasyonunun yapilmasi ve hormonlarin 6l¢iimii i¢cin Onerilen baska bir yontem
olan ELISA yontemi ile dlgiilen hormon diizeylerinin karsilastirilmas: amaglanmistir.
H295R Steroidojenez yontemi tekrarlanabilir sonuglar vermesi, deney hayvani
kullanilmamas1 ve steroidojenez yolagindaki tiim steroid yapili hormonlarin
iretimini tarama olanagi vermesi gibi avantajlari nedeni ile in vitro tarama testleri
arasinda da tercih edilen in vivo ¢alismalara alternatif in vitro bir testtir. LC MS/MS
ve ELISA yonteminin her ikisi de endokrin bozucu kimyasallar1 saptamak igin
uygulanan hormon 6l¢iimiine bagli tarama g¢alismalarinda avantaj ve dezavantajlar
icermektedir. LC-MS/MS yonteminin daha yiiksek spesifisite ile T ve E2 diizeylerini
daha dogru olarak belirledigi; bununla birlikte olgiilebilirlik limitlerinin yiiksek
olmasi nedeni ile baz1 gii¢lii inhibitor maddelerin yolaktaki etkilerini kantitatif olarak
degerlendirmede basarisiz kaldiklar1 belirlenmistir. Bununla birlikte hormon analizi
hangi yontemle yapilirsa yapilsin H295R Sterodiogenez Y 6nteminin cinsiyet hormon
sentezi lizerinde inhibisyon ya da indiiksiyon seklinde etkileri olan maddeleri
belirlemek amaciyla kullanilabilecegi goriilmiistiir. Literatiirde ¢ogunlukla ¢evresel
kirleticilerin s6z konusu endokrin bozucu etkilerini tarama amaciyla Onerilen ve
kullanilan bu yontemin, tez calismamiz kapsaminda, antioksidan amacla kullanilmas1
Onerilebilecek indol tlirevi melatonin analoglarinin olas1 advers etkilerinin
belirlenmesi amaciyla da ilag endiistrisinde ilag kesif ve gelistirme ¢alismalarinin
erken evrelerinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica ayni melatonin
analoglarinin, ana bilesenleri olan melatonin gibi aromataz inhibitori etkileri

nedeniyle hormon-bagimli (ER pozitif) meme kanserlerinde tedavi edici etkilerinin
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hizl1 bir sekilde taranmasi ve olast hit/6ncii molekiillerin belirlenmesi amaciyla da
kullanilabilirligi arastirilmistir. Yontemin ilag farmakolojik ve toksikolojik etki
taramalarinda da basar1 ile kullanilabilecegi de bu tez caligmasi kapsaminda

Onerilmis ve bu anlamda yontemin basari ile kullanilabilir oldugu ortaya konmustur.
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Tesekkiir

Oncelikle tez danismanim olmay1 kabul edip beni onurlandiran, bu tez galismasinin
hazirlanma siirecinin her sathasinda sadece akademik katkisiyla degil, her konuda
bliyiik emegi gegen ve destegini yanimda hissettigim degerli danisman hocam Prof.
Dr. Hande GURER ORHAN’a harcadifi zaman ve tiim emekler igin tesekkiir
ederim. Hayatim boyunca kendisini tanidigim ve tezime danismanlik yaptigi igin
onur duyacagim. Ve kiymetli zamanmi ayirip goriis ve Onerilerini paylagan tez
izleme komitesi hocam Prof. Dr. Hilmi ORHAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim.
Calismalarimin her safhasinda yanimda olup yardimini ve destegini esirgemeyen yol
arkadasim Nina Entezari’ye ¢ok tesekkiir ederim. Izmir Gida Kontrol Laboratuvar
midirliigiinde gorev yapan mesai arkadaglarima vermis olduklar1 destekleri i¢in ¢ok
tesekkiir ederim. Egitim hayatimin her safhasinda yanimda olup benim ben olmami
saglayan anne ve babama, bilgisayarla ilgili her takildigim noktada uzakta olmasina
ragmen bir o kadar yakininda destegini hissettigim canim kardesim Serdar
AGLAMIS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu zorlu siiregte inancimi her
kaybettigimde bana inandigin1 ve gilivendigini sdyleyerek cesaretlendiren ve
yardimlarini esirgemeyen goriinmez kahramana siikranlarimi  sunarim. Pozitif
enerjim demene ragmen negatif enerji oldugum vakitlerde pozitif enerjim olan
kuzenim Seda CELIK AKLIMAN’a cok tesekkiir ederim. Vaktinden ve ilgisinden
zaman caldifim ama buna ragmen engin hosgérii ve Ozverisi ile beni her daim
cesaretlendiren ve bu zorlu siirecin gizli mimar1 canim kizim yasam kaynagim

Z .Melisa CEYLANa ithaf ederim.
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