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YAYIMLAMA VE FiKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya
herhangi bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen
kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim
bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal caligmam oldugunu, bagkalarmin haklarimi ihlal
etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde
yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye
teslim etmeyi taahhiit ederim.

o Tezimin/Raporumun tamam diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir kismi
veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin
erisim statiistiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitliphane bu talebinizi yerine
getirse bile, teziniz arama motorlarmin Onbelleklerinde kalmaya devam
edebilecektir)

v Tezimin/Raporumun 11.04.2048 tarihine kadar erisime acilmasini ve fotokopi
ahmmasim (I¢ kapak, Ozet, Icindekiler ve Kaynakea haric) istemiyorum.
(Bu stirenin sonunda wuzatma i¢in bagvuruda bulunmadigim takdirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak gosterilmek
sartryla bir kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir)

o Tezimin/Raporumun ......ceeeeoees tarihine kadar erisime acilmasim
istemiyorum ancak kaynak gisterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin
fotokopisinin alinmasim onayhyorum.

o Serbest Secenek/Yazarin Secimi
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OZET

OZKEMAHLI, K.G. Endokrin Bozucu Kimyasal Maddelere Kombine Maruziyetin
Etkilerinin Hepg2 Hiicre Hattinda Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2018.
Endokrin bozucular, hormonlar taklit ederek veya engelleyerek viicudun normal isleyisini
bozan sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir. Biiylime, stres yaniti, cinsiyet gelisimi,
ireme yetenegi, insiilin yapimi ve kullanimi ve metabolik hiz gibi bir¢ok temel siireci ve
ozelligi etkiledikleri diisiiniilmektedir. Bisfenol A (BPA) plastikleri, epoksi recineleri ve
polikarbonatlar1 sertlestirmek i¢in kullanilan bir plastizerdir. Ftalatlar ise 6zellikle polivinil
klortir igeren plastiklere esneklik vermek i¢in kullanilan yumusatici plastizerlerdir. En yaygin
kullanilan ftalat tiirevi di-(2-etilhekzil) ftalat (DEHP)’tir. DEHP’in ana metaboliti olan mono-
(2-etilhekzil) ftalat (MEHP)’tir ve ana bilesikten daha toksiktir. Bu maddelerin endokrin
bozucu etkilerinin olduguna dair literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Diger taraftan, hem
BPA’nin, hem de fltalatlarin peroksizom proliferatorleri olduklar1 ve kemiricilerde bu
mekanizma ile hepatokarsinojeneze yol agtiklari belirtiimektedir. Insanlar bu kimyasal
maddelere fotal donem dahil tiim hayatlar1 boyunca farkli yollardan maruz kalmaktadir.
Ayrica, giinliik hayatta bu kimyasal maddelere maruziyet tek tek degil, bir arada, kombine
olarak gerceklesmektedir. Literatiirde bu maddelerin endokrin bozucu etkilerini goésteren
calismalar mevcuttur; ancak bu maddelerin kombine etkilerini gosteren sinirli sayida galigma
bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s181inda gerceklestirilen bu tez kapsaminda, HepG2 hiicre hattinda
BPA ve/veya MEHP’in toksik etkileri aragtirilmistir. Tez kapsaminda bu plastizerlere ayr1 ayri
ya da bir arada maruziyet sonucu olusabilecek sitotoksik etkiler, sitopatolojik ve apoptotik
degisiklikler incelenmis; maruziyet ile olusabilecek istenmeyen etkilerin altinda yatan
mekanizmalardan biri olarak oksidatif stres, oksidan/antioksidan statii degisiklikleri ve
endoplazmik retikulum (ER) stresi detayli olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, ozellikle kombine BPA ve MEHP uygulamasinin oksidatif streste énemli
artislara neden oldugu, ER stres markor protein ekspresyonlarinda 6nemli artiglar goriildiigii
ve daha belirgin apoptoz olustugu izlenmistir. Kombine maruziyetin bir¢ok farkl
mekanizmayla hiicre i¢i homeostazi bozdugu séylenebilir. Ozellikle ER stresi konusunda elde
edilen sonuglar, tekli ve kombine maruziyetlerin neden oldugu toksisitenin altinda yatan
mekanizmalardan birinin hem sitoplazmik, hem de niikleer hiicre fraksiyonlarinda ER markor
proteinlerinde degisimler oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, ozellikle kombine
maruziyet ile birincil olarak apoptozun tetiklendigi, ayrica nekrotik ve otofajik hiicre
Olimlerinin de gozlenebilecegi belirlenmistir. Sonug olarak, endokrin bozucu maddelere bir
arada maruziyetin daha ciddi toksikolojik sonuclar dogurabilecegi gbzlenmistir ve bu verilerin
endokrin bozucularla ilgili olarak literatiire 6nemli derecede katk: yapacagi ifade edilebilir.

Anahtar kelimeler: Endokrin bozucular, Bisfenol A, Ftalat, Oksidatif stres, Endoplazmik
retikulum stresi, Sitotoksisite, Apoptoz, HepG2 hiicre hatt1

Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmektedir. Proje no: TSA-2017-12882
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ABSTRACT

OZKEMAHLI, K.G. Evaluation of the Effects of Combined Exposure to Endocrine
Disruptor Chemical Substances in HepG2 Cell Line. Hacettepe University Health
Sciences Institute, Pharmaceutical Toxicology Program, PhD Thesis, Ankara, 2018.
Endocrine disruptors are synthetic or natural substances that disrupt the normal functioning of
the body by mimicking or blocking hormones. They are suggested to affect many basic periods
and characteristics like growth, stress response, sexual development, reproduction ability,
insulin production and utility. Bisphenol A (BPA) is a plasticizer used for the hardening
plastics, epoxy resins and polycarbonates. Phthalates are softening plasticizers that give
flexibility to polyvinyl chloride containing plastics. The most widely used phthalate derivative
is di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP). Its main metabolite is mono(2-ethylhexyl)phthalate
(MEHP) and it is more toxic than the parent compound. There are several studies in literature
on their endocrine disrupting properties. On the other hand, it has been denoted that both BPA
and phthalates are peroxisome proliferators and they cause hepatocarcinogenesis in rodents.
Humans are exposed to these chemicals by different routes through their whole life starting
from fetal period. In addition, exposure to these chemicals actualize not by one by one, by in
a combination in everyday life. There are studies in literature on the endocrine disrupting
effects; however there are very limited number of studies showing their combined effects. In
light of this information, the toxic effects of BPA and/or MEHP are investigated in HepG2
cell line. In this thesis, cytotoxic properties as well as cytopathological and apoptotic changes
were studied when cells were exposed to these plasticizers separately or in combination;
oxidative stress, oxidant/antioxidant status alterations and endoplasmic reticulum (ER) stress
were evaluated as possible underlying mechanisms for their unwanted effects after exposure.
The results showed that particularly combined exposure to BPA and MEHP caused substantial
increases in oxidative stress, ER stress marker protein expressions and also caused significant
apoptosis. It can be suggested that combined exposure disrupts intracellular homeostasis by
many different mechanisms. The results of ER stress studies indicate that one of the toxicity
mechanisms underlying both single and combined exposures is the alterations of ER marker
proteins in both cytoplasmic and nuclear cellular fractions. Moreover, combined exposure
triggers apoptosis as well as necrotic and autophagic cell death. As a result, combined exposure
to endocrine disrupting chemicals can cause serious toxicological outcomes and the data
obtained herein can contribute significantly to the literature on endocrine disruptors.

Keywords: endocrine disruptors, bisphenol A, phthalates, oxidative stress, endoplasmic
reticulum stress, cytotoxicity, apoptosis, HepG2 cell line

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Projects Coordination Unit.
Project no: TSA-2017-12882
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1. GIRIS

Endokrin bozucu kimyasal maddeler, hormonlar1 taklit ederek veya
hormonlarin etkilerini engelleyerek, hormonlarin sentez, salgilanma, tasinma,
metabolizma, eliminasyon, reseptore baglanma ve dogal homeostazini etkileyen,
iireme ve gelisimsel sorunlara neden olabilen sentetik veya dogal bilesiklerdir (1).

Insanda ve hayvansal gidalarda bulunan bazi dogal kimyasal maddeler
(6rnegin; fitodstrojenler) endokrin bozucu olarak davranabilir. Sentetik yapida olanlar1
ise, endiistride pek cok alanda kullanilan maddeler ve bunlarin yan friinleridir. Bu
bilesiklere poliklorlu bifeniller (PCB), polibromlu bifeniller (PBB), bisfenol A (BPA),
ftalatlar, pestisitler, baz1 ilag ve farmasdtik iiriinler [dietilstilbesterol (DES)] 6rnek
olarak verilebilir (2, 3).

Endokrin bozucu kimyasal maddelere yasamin her doneminde, fotal donem
dahil, maruz kalinabilmektedir. Bu bilesiklere 6zellikle prenatal donemde ve gocukluk
cagindaki maruziyetin 6nemi iizerinde durulmakta; organizmada basta erkek lireme
sistemi olmak iizere; biiylime, stres yaniti, cinsiyet gelisimi, metabolik hiz, insiilin
yapimi ve kullanimi1 gibi birgok temel siireci etkiledikleri ve hormonal bozukluklara
yol agtiklar diistiniilmektedir (4-9).

Sentetik endokrin bozucu kimyasal maddeler arasinda yer alan bisfenol A
(BPA) ve ftalatlar plastizer olarak bircok endiistriyel {iriinde kullanilir. Ftalatlar,
imitasyon deri, yagmurluk, ayakkabi, doseme, dus perdesi, gida ambalaj malzemesi,
oyuncaklar, kauguk, medikal malzemeler ile kisisel bakim {irtinleri, parfiimler, boyalar
gibi pek ¢ok alanda yaygin kullanima sahiptir (10, 11). Ostrojenik etkili BPA ise
yemek kaplari, yapistiricilar, boya tozlari, spor malzemeleri ve biberonlarda plastik
monomeri olarak kullanilan endokrin bozucu bir kimyasal maddedir. Siklikla ve pek
cok farkli kaynaktan maruz kalinabilen bu maddelere oral, inhalasyon, dermal ve
parenteral yolla temas edilebilmektedir. Ayrica, endiistri ¢alisanlarinda mesleki
maruziyet de s6z konusu olabilmektedir (11-13).

Gilinlimiizde bu kimyasal maddelerin artan kullanimi ile birlikte ayni anda
birden fazla kimyasal maddeye kombine maruziyet s6z konusudur. Kombine
maruziyet s6z konusu oldugunda gozlenebilecek etki siddetinde artis meydana
gelebilecegi ongoriilmektedir. Literatiirde bu maddelerin endokrin bozucu etkilerini

gosteren ¢aligmalar bulunmakla birlikte, karisim halinde veya bir arada maruziyetin



etkilerinin degerlendirildigi kapsamli ¢aligmalarin sinirli oldugu ve olasi istenmeyen
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin yeterince incelenmedigi goriilmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda, planlanan tez ¢alismasinda BPA ve yaygin kullanima
sahip bir ftalat tiirevi olan di-2-etilhekzil ftalatin (DEHP)’in metaboliti mono- etil
hekzil ftalatin (MEHP) ayr1 ayr1 ve kombine maruziyetin olasi toksik etkilerinin
HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatti kullanilarak belirlenmesi
amaglanmistir.

S6z konusu bilesiklere temasla olusabilecek olasi istenmeyen etkilere
literatiirde isaret edilmekle birlikte, bu etkilerin altinda yatan mekanizmalara yonelik
caligmalar yeterince kapsamli degildir. Birden fazla endokrin bozucu maddeye ayni
anda maruziyetin etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalar da olduk¢a smirlidir.
Ozellikle endoplazmik retikulum stresinin degerlendirildigi ¢alismalar da son derece
sinirhidir ve bu konuda degerli veriler elde edebilmek amaglanmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda hedef hiicre hatt1 olarak se¢ilen insan hepatoseliiler
karsinoma hiicre hattinda (HepG2) kontrol, BPA, MEHP ve BPA+MEHP gruplari
calisilmistir.

Tez kapsaminda bu maddelerin ayr1 ayr1 veya bir arada maruziyetine bagl
olarak olusabilecek

* Sitotoksik etkiler,

* Sitopatolojik ve apoptotik degisiklikler,

* Maruziyet ile olusabilecek istenmeyen etkilerin altinda yatan
mekanizmalardan biri olan oksidatif stres ve oksidan/antioksidan statii
degisiklikleri [reaktif oksijen bilesiklerinin (ROS) iiretimi, glutatyon
peroksidaz 1 aktivitesi (GPx1), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
aktivitesi, lipit peroksidasyonu, total glutatyon diizeyleri, protein oksidasyonu,
oksidatif DNA hasari],

* Endoplazmik retikulum stresi ile iligkili proteinlerin [glukozla
diizenlenen protein 78 (GRP78), protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK),
CCAAT-artiric1 baglayici protein homolog proteini (CHOP) ve X box
baglayici protein 1 (XBP-1)] ekspresyonlarindaki degisimler belirlenmis ve

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.



Endokrin bozucu kimyasal maddelere kombine maruziyetin etkilerinin
incelendigi calismalar smirhidir. Ozellikle karaciger hiicrelerinde, bu tiir plastizer
maddelere bir arada maruziyetin etkilerinin belirlendigi ¢alisma tek bir ¢alisma
bulunabilmistir (14). Tez calismas: ile elde edilecek bulgular siklikla maruz kalinan
endokrin bozuculara bir arada maruziyet sonucu karacigerde ortaya cikabilecek
istenmeyen etkilerin ve bu etkilerin altinda yatmasi olast olan mekanizmalarinin
aymlatilmasina katki saglamistir. Bu alanda sinirlt sayida veri olmasi nedeniyle elde
edilecek verilerin yayimlanmasi ile mevcut bilimsel birikim i¢in 6nemli diizeyde katk1

elde edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler

Endokrin sistem, basta santral ve periferik sinir sistemi ve iireme sistemi olmak
iizere birgok sistem ile koordinasyon i¢inde c¢alisan bir sistemdir (15). Yagamin tiim
donemlerinde viicutta, biyolojik islevleri ve siirecleri etkileyen bu sistemin ana
organlar tiroit, hipofiz, testis, over, pankreas ve bobrekiistii bezleridir. Endokrin
sistem {lizerinde istenmeyen etkilere neden olan ve ‘Endokrin bozucu kimyasal
maddeler’ (EDC’ler) olarak adlandirilan bilesikler, hormonlarin viicuttaki etkisini, kan
diizeyini ve/veya sentezini etkilemek suretiyle pek ¢ok hedef organda istenmeyen
etkilere neden olur ve bu bilesiklere hayatin her doneminde yaygin bir temas soz
konusudur.

Endokrin bozucu kimyasal maddeler, homeostazin korunmasi ve gelisim gibi
temel siireclerin diizenlenmesinden sorumlu olan hormonlarin sentez, salgilanma,
taginma, metabolizma, eliminasyon, reseptore baglanma ve dogal homeostazin
etkileyen dis kaynakli (ekzojen) bilesikler olarak tanimlanmaktadir (1).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler, dogal olarak bulunabildigi gibi sentetik
yapida da olabilir. Bazi dogal kimyasal maddeler (6rnegin; kumestrol, genistein,
daidzein vb. fitodstrojenler) endokrin bozucu olarak davranabilir. Sentetik EDC’ler
ise, endiistride pek c¢ok kullanim alanina sahip maddeler ve bu maddelerin yan
driinleridir. Sentetik EDC’lere 6rnek olarak PBB’ler, PCB’ler, dioksinler, ftalatlar,
BPA, pestisitler [metoksiklor, diklorodifeniltrikloroetan (DDT), fungusitler
(vinklozolin)], bazi1 ilag ve farmasétik tirtinler (DES) verilebilir (2, 16, 17).

Gliniimiizde, EDC maruziyeti ile iliskili oldugu diisiiniilen bir¢ok hastaligin
artis gOstermesi konuya olan ilgiyi arttirmistir ve bu kimyasal maddelerin neden
oldugu toksik etkilerin anlasilmasi, toksisite mekanizmalarinin aydinlatilmasi, risk
degerlendirmelerinin yapilmasi ve kullanimlarinin sinirlandirilmasi agisindan pek ¢ok
caligma yapilmaktadir.

Endokrin bozucu kimyasal maddelere diinya genelinde ¢ok farkli kaynaklardan
ve ¢ok yaygin bir sekilde maruziyet s6z konusudur. Endiistriyel alanlarda ¢evresel
kontaminasyon sonucu bir¢ok kimyasal madde karigimlarinin yeralt: sularini, topragi

ve havay1 kirletmesi miimkiin olabildigi gibi, bu kimyasal maddelerin kullanildig:



riinler ile temasin gergeklesmesi de insan sagligi iizerine olumsuz etkiler meydana
getirebilmektedir. Medilkal malzemeler, kisisel bakim iiriinlerinin kullanimi, yemek
kaplari, bebek biberonlari, yapistiricilar, boya tozlar1 gibi cesitli lirtinlere temas da
onemli maruziyet yollaridir. Kullanim alanlar1 ve siklig1 gbz oniine alindiginda da
birden fazla EDC’ye ayn1 anda temasin ka¢inilmaz oldugu da agiktir.

Endokrin bozucu kimyasal maddelerden bazilar1 uzun yarilanma Omriine
sahiptir; ¢evre ve insan sagligi agisindan daha uzun siire risk olusturabilmektedir.
Uzun yillar sonra dahi hayvan ve insan viicudunda tespit edilebilen kimyasal maddeler
(DDT gibi) de bulunmaktadir (18). Uzun yarilanma Omriine sahip olmast bu
maddelerin dayanikliligini artirir ve maddeler akiimiile olarak besin zinciri ile
aktarilabilir. Uzun yillar bulunduklar1 bolgelerde veya doga olaylari ile ulastiklart
bolgelerde etki gosterebilirler. Ftalat ve BPA gibi kimyasal maddelerin de
kullanimlarinin yayginligi, yiiksek kontaminasyon riski meydana getirmektedir (19,
20).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler; normal hormon salgilanmasini inhibe ya
da stimiile ederek, hormonlarin baglanma yerlerini etkileyerek ya da
metabolizmalarin1 degistirerek fizyolojik hormon diizeylerini degistirir ve hormonal
homeostazi bozar. EDC’lerin baslica niikleer hormon reseptorleri [Ostrojen
reseptorleri, androjen reseptorleri (AR), progesteron reseptorleri ve tiroid reseptorleri],
retinoid reseptdrler ve diger hormon reseptdrleri araciligiyla etki gosterdigi
diistintilmektedir (19, 21, 22)

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruziyet ile ortaya ¢ikabilecek temel
bozukluklar asagida siralanmistir (19, 23-26).

* Karaciger fonksiyon bozukluklari, karaciger kanseri (Ftalatlar, BPA,

arsenik, pestisitler)

* Tiroid hormon bozukluklari [BPA, dioksinler, PCB’ler, pestisitler, DES,

geistein, ftalatlar, polibromlu difenil eterler (PBDE), perkloratlar]

* Obezite ve diyabet gibi metabolik bozukluklar [pestisitler, BPA, DES,

genistein, kursun, ftalatlar, PCB’ler, perflorooktanoik asit (PFOA)]

* Erkek lireme sistemi bozukluklari: Diistik sperm kalitesi, infertilite, erken

ve gecikmis puberte, malformasyonlar, testikiiler kanserler, prostat kanseri

(Ftalat esterleri, pestisitler, PCB’ler, DES, BPA, arsenik, kadmiyum)



e Kadmn iireme sistemi bozukluklari: Polikistik over sendromu, kisirlik,
puberte prekoks, endometriozis, prematiir telars, gecikmis puberte, lireme
organlarinda anomaliler, menstriiel dongli ve yumurtalik islevlerinde
bozulmalar, erken menapoz, meme ve iireme sistemi kanserleri (BPA,
PCB’ler, ftalat esterleri, pestisitler, kursun, DES, dioksinler)

* Prenatal maruziyete bagl olarak; prematiire dogum, diisiik dogum agirligi,
malformasyonlar, ileriki yaslarda kanserler (DDT, PCB’ler, BPA, ftalat
esterleri)

* Noroendokrin etkiler: GnRH noéronlart tiizerine etkiler, hipotalamus-
hipofiz-gonad aksinda problemler, davranigsal problemler, 6grenme ve
hafiza bozukluklar1 (PCB’ler, pestisitler, genistein, BPA, dioksinler,
PBDE’ler, kadmiyum, metil civa, kursun, bakir).

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruziyetin etkilerini degistirebilen
bircok farkli etken bulunmaktadir. Bu etkenler; maruz kalinan doz ve siire, maruz
kalinan yas donemi, birden fazla EDC’ye ayn1 anda kombine olarak maruz kalma,
gecikmis etkiler ve bu etkilerin sonraki nesillere aktarilabilmesi olarak siralanabilir.

Maruz kalinan doz ve maruziyet siiresi kavramlari, tiim ksenobiyotik
maruziyetinde oldugu gibi EDC maruziyetinde de olduk¢a 6nemlidir. Ancak ortaya
cikan profil her zaman monotonik doz yanit egrileri gibi degildir. Bu nedenle bazi
EDC’ler igin diisiik dozlarda maruziyet, hedef doku tizerinde yiiksek dozlardan daha
fazla etki gosterebilmekte ve doz yanit egrisi (monotonik olmayan [NMDR], U, ters
U gibi) ¢ok farkli sekillerde olabilmektedir. Bu da endokrin bozucularin etkisinin
anlagilmasi ve yorumlanmasini karmasiklastiran etmenlerden biridir (27).

Diisiik doz kavramu, belirli bir kimyasal madde i¢in belirlenmis olan, hi¢bir ters
etki gézlenmeyen doz diizeyinin (NOAEL) altindaki dozlarda etki gozlenmesidir.
Cevre Koruma Ajansi (United States Environmental Protection Agency, EPA) ve
Ulusal Toksikoloji Programi1 (NTP) tarafindan EDC’lerde diisiik doz etkisine iligkin
yapilan calismada, bu etki tipik insan maruziyetinin ve standart toksikoloji testlerinde
kullanilan dozun altindaki diizeylerde goriilmesi olarak tanimlanmistir (28)

Monotonik doz yanit egrileri ¢ok diisiik dozlarda goriilebilecek toksik etkinin
degerlendirilmesi icin onbilgi verebilmektedir. Ancak yapilan ¢aligmalarda EDC’ler

icin olusturulan doz yanit egrileri ile bu 6ngoriiniin miimkiin olmadig1 ortaya ¢ikmustir.



Cok sayida EDC’nin ¢ok diisiik dozlarda bile hiicre ¢ogalmasi ve organ gelisimi
tizerine ciddi ters etkileri olabilecegi, bircok EDC’nin NMDR egrilerine sahip oldugu
yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir (29, 30). NMDR egrilerinin olusum nedeni ve
mekanizmalart ile ilgili farkli goriisler vardir. Bu mekanizmalardan bazilar:
sitotoksisite, reseptor segiciligi, reseptor sayisinda azalma ve desensitizasyon, reseptor
yarismasi ve endokrin sistem negatif geri bildirim dongiileridir (31-33).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler i¢in tanimlanan diisiik doz kavrami ve
NMDR egrileri, toksik dozlarin tanimlanmasi ve toksisitenin degerlendirilmesi
acisindan zorluklara neden olmaktadir. Mevcut analitik yontemlerle saptanamayan
dozlarda bile EDC’lerin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle diisiik dozlarla
caligmalar yapmak ve limit doz degerlerini [NOAEL, referans doz (RfD)] belirlemek
EDC’ler i¢in zorlagmaktadir (34).

Kombine Maruziyet

Glinlimiizde endiistrinin hizla gelismesine bagli olarak ¢ok ¢esitli kimyasal
maddelerin tretilmesi ve tiiketilmesi ile bu maddelere ayni anda maruziyetin
gerceklesme  olasiligi  olduk¢a  artmustir.  Bireylerin  gilinliik  yasantisi
degerlendirildiginde bu maddelere; cevresel (su kaynaklari, ortam havasi gibi),
mesleki ve bireysel (ev ortamina, beslenme aligkanliklarina, kullandig kisisel bakim
iiriinlerine) olarak maruziyet s6z konusu olmaktadir. Ornegin, aym anda endokrin
bozucu 06zelligi olan pestisit, PCB’ler, ftalat ve BPA’ya i¢cme sular1 araciligiyla
maruziyet s6z konusudur .

Ayni anda maruziyet ile ortaya cikan etkinin bu maddelere ayr1 ayr
maruziyetle ortaya ¢ikan etkilerden farkli olacagi 6ngdriilmektedir. Ciinkii ayn1 anda
maruz kalmman kimyasal maddelerin birbirlerinin etkilerini degistirebilecegi
bilinmektedir. Ancak bu etkilerin mekanizmalarinin anlasilmasi ve risk degerlendirme
yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in daha fazla calismaya ve bilgiye ihtiyag
duyulmaktadir. Kimyasal madde karisimlarinin toksik etkileri farkl: sekillerde ortaya
cikabilir. Burada iki kavramdan so6z edilebilir: doz toplami ve etki toplami. Doz
toplami, benzer mekanizmalarla etki gosterdigi bilinen kimyasal maddelerden olusan
karigimlar i¢in kullanilan bir kavramdir ve goriilen etkinin kimyasal maddelerin

dozlarmin toplam ile orantili olarak artabilecegi diisliniilmektedir. Etki toplami ise



kimyasal maddelerin toksisitelerinin ya da mekanizmalarinin birbirinden ¢ok farkl

oldugu durumlar i¢in kullanilmakla birlikte bu kimyasal maddelere karisim halinde

maruz kalindiginda tekli maruziyette gozlenen toksik etkilerin toplami ortaya ¢ikar.

Etki toplam1 ve doz toplami terimlerini kapsayan bir bagka terim ise

etkilesimdir. Kimyasal karigimlar birbirlerinin etkilerini, tekli maruziyete gore

degistirmeyebilir, azaltabilir ya da arttirabilir. Bu degisimler asagidaki gibidir (26, 35-

37):

Degisiklige neden olmayan; kimyasal maddeler farkli organlarda toksisite
gosteriyor ise karisim halinde maruz kalinmasi ile ortaya c¢ikacak
toksisitede bir degisiklik gdzlenmez.

Sinerjizma; kimyasal maddelere karisim halinde maruz kalinmasi
maddelere tekli maruziyette goriilen toksisitenin toplamindan daha yiiksek
siddette sonuglara neden olabilir ve aditif etki veya potansiyalizasyon ile
sonuglanabilir.

Aditif etki (Sumasyon); karisimin etkisi tekli maruziyette ortaya g¢ikan
etkilerin matematiksel toplamidir.

Potansiyalizasyon; kimyasal maddelerden biri, etki gézlenen sistem veya
organ lizerinde etkisiz oldugu halde, karisimdaki diger kimyasal maddenin
etkisini arttirmasidir.

Antagonizma; karigimin etkisinin kimyasal maddelerin ayr1 ayr
etkilerinden daha diisiik olmasidir.

Inhibisyon; kimyasal maddelerden biri, etki gdzlenen sistem veya organ
tizerinde etkisiz oldugu halde, karigimdaki diger kimyasal maddenin
etkisini azalttig1 durumdur.

Maskeleme; bilesikler ayn1 sistem veya organ iizerinde birbirlerine zit
etkiler gdsteriyorlarsa, birlikte maruz kalindiginda birbirlerinin etkilerini

azaltabilir ya da ortadan kaldirabilir.

Bu etkilesmeler; dogrudan maddeler arasinda kimyasal etkilesmeler seklinde

olabilecegi gibi, farmakodinamik (reseptorelere baglanma) ve farmakokinetik

(absorpsiyon, dagilim, metabolizma, itrah) diizeyde de gergeklesebilir (38, 39).

Risk degerlendirmesi, karisim halindeki kimyasal maddeler i¢in oldukca

zordur ve bu maddelere homojen olmayan karisimlar halinde maruz kalindig



bilinmektedir. Maruziyetin heterojen ve tahmin edilemiyor olmasi1 degerlendirmeleri
kompleks bir hale getiren ve gercege yakin olacak sekilde risk degerlendirilmelerinin
yapilmasint  zorlastiran bir durumdur. Kimyasal karigimlarin  etkilerinin
degerlendirilmesi konusunda bilim c¢evrelerinde ¢ok farkli yaklasimlar olmakla
birlikte, uluslararasi kabul gérmiis bir prosediirse heniiz bulunmamaktadir. Karigim
halinde bulunan endokrin bozucularin etkilerinin degerlendirilmesi, ¢esitli endokrin
bozuculara bir arada maruziyet ile ortaya cikabilecek saglik sorunlarinin
degerlendirilmesi acisindan biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Diizenleyici kuruluslarca
yillardir bu karisgimlarin toksik etkilerinin degerlendirilmesine gerek oldugunun
belirtilmesine ragmen, literaturde bu konuda heniiz yeteri kadar c¢alisma
bulunmamaktadir (40). Dogru degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in tiim varsayimlari

kapsayan genis tabanli modellere ihtiya¢ duyulmaktadir (36, 41).
2.1.1. Ftalatlar

Ftalatlar, 1,2-benzendikarboksilik asitin dialkil veya alkil/aril esterleri olup,
1930’lardan bu yana katki maddesi olarak c¢ok yaygm kullanilan endiistriyel
uriinlerdir. Ftalatlar ftalik anhidrid ile uygun bir alkoliin (genelde 6-13 karbonlu)
reaksiyonu ile elde edilen renksiz ve oda 1sisinda sivi olan maddelerdir. Kimyasal
yapist Sekil 2.1.°de gosterilmistir (20).

Bu kimyasal maddeler, alkil yan zincirlerinin uzunluguna goére uzun ve kisa
zincirli ftalatlar olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Kisa zincirli ftalatlar di-n-butil ftalat
(DnBP), benzil butil ftalat (BBP) gibi ftalat tiirevlerinden olusurken, uzun zincirli
ftalatlar esas olarak polivinil kloriir (PVC) polimer iiretiminde kullanilan ve DEHP,
di-izononil ftalat (DINP), di-izodesil ftalat (DIDP) ve di (2-propilheptil) ftalat (DPHP)
gibi ftalatlardan olusmaktadir (42, 43).

OR
OR’

O

Sekil 2.1. Ftalatlarin genel kimyasal yapisi.
RveR'=C,Ho+;; n=4-15



10

Ftalatlarin Kullanim Alanlari

Uzun zincire sahip ftalatlar genelde plastizer olarak kullanilmalarinin diginda
stv1 deterjanlarda, endiistriyel yaglarda, kagit ve mukavva imalatinda ve pestisitlerde
inert madde olarak; kisa zincire sahip olan ftalatlar ise ¢oziicii, kozmetik ve ilag¢ katk1
maddeleri, insektisit gibi amagclarla kullanilir (42-45).

Yiiksek molekiil agirligina sahip olan DEHP, cok tehlikeli ftalat sinifinda yer
almasi ve ¢ok genis bir kullanima sahip olmasi nedeniyle meydana getirdigi toksisite
acisindan Onemli bir yere sahiptir. DEHP, imitasyon deri, yagmurluk, ayakkabi,
doseme, tel ve kablo, masa ortiisii, dus perdesi, gida ambalaj malzemesi, oyuncaklar,
aliminyum folyo, mantar, kauguk ve ¢dziiciilerde bulunabilmektedir. Ayrica, kan ve
parenteral beslenme torbalari, kataterler ve diger medikal amagh kullanilan tiiplerde

cok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Maruziyet Yollar1

Ftalatlar, polimerlere kimyasal olarak bagl degildir ve plastik materyalden
kolayca uzaklasabilir. Kolayca gevreye yayilabilmeleri ve yaygin kullanimlarina baglh
olarak ftalatlara dermal, oral, inhalasyon veya parenteral yollarla ciddi maruziyet s6z
konusudur (46). En 6nemli parenteral maruziyet kaynaklar1 arasinda kan transfiizyon,
serum ve diyaliz torbalar1 gibi medikal malzemeler sayilabilir (16, 47). Diger bir
maruziyet yolu, evlerde kullanilan PVC pencere ve yer kaplamalaridir (44). Bu
nedenle kapali alanlarda i¢ mekan hava ftalat konsantrasyonlar1 dis mekan
konsantrasyonlarina goére daha yiiksektir. Kentsel bolgelerdeki acik hava ftalat
konsantrasyonlarinin kirsal bolgelerdeki konsantrasyonlardan daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (48, 49). Ev i¢i tozlarinda DMP, DINP, DEHP, DIBP ve BBzP gibi
ftalat tiirevlerinin saptandigi bildirilmistir (50, 51). Ftalat iceren kaplarda bulunan
icecek ve yiyecekler yoluyla maruziyet de miimkiindiir. Ozellikle bu kaplarn
mikrodalga ile 1sitilmasi sonucu maruziyet artabilir. Ftalat igeren, oyuncak, dis
kasiyicist ve diger bazi iiriinleri gocuklarin agizlarina almalari maruziyet riskini artirir.
Ayrica, eriskin ve ¢ocuklarin birgok farkli kisisel bakim iiriinii ile ftalatlara maruziyeti
de s6z konusudur (10, 46). Yaygin kullanimlar1 ve biyolojik etkilerine bagli olarak
ftalatlar, EPA ve Avrupa Birligi tarafindan 6ncelikli kirleticiler listesine alinmigtir

(52).
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Di-2-etilhekzil ftalat, plastizor olarak en yaygin kullanilan maddelerden biridir
ve DEHP’e maruziyet, mesleki ve cevresel (hava, su, toprak, gidalar, medikal
malzemeler) temasla da olmaktadir (42). DEHP’e en yaygin gida yoluyla maruz
kalinmaktadir. Ayrica, DEHP’in kullanildig1 pek cok malzemeye (kisisel bakim

iirlinleri dahil) temas ile DEHP maruziyeti s6z konusudur (44, 47).
Ftalatlarin Organizmadaki Yazgisi

Ftalalarin absorbsiyon ve metabolizmasi olduk¢a hizlidir; kisa yarilanma (6—
12 saat) Omriline sahip, birikme egilimi gostermeden hizla metabolize edilen
bilesiklerdir. Ftalatlarin biyotransformasyonu ftalat diesterlerinin lipaz/esterazlar ile
ftalat monoesterlerine doniistiiriilmesiyle baslar. Ftalat monoesterleri sitokrom P450
enzimleriyle (CYP450) yan zincir oksidasyonuna ugrar ve monoester okside
metabolitler olusur. Oksidasyonu takiben olusan oksidatif metabolitler ileri
oksidasyona ugrayabilir. Bazi ftalatlarin monoesterleri diesterlerinden biyolojik olarak
daha aktiftir. Olusan metabolitler glukroniltransferaz (UGT) ve siilfotransferaz
(SULT) enzimleri aracilig1 ile glukuronat ya da siilfat konjugatlarina doniistiiriliir.
Ftalat metabolitleri, serbest veya konjugatlar1 halinde ana olarak idrar ve az miktarda
fegesle elimine edilir. Uzun zincirli ftalatlarin yar1 émiirleri %60 daha kisa olup, 24
saat i¢inde viicuttan atilir (20, 53).

Di-2-etilhekzil ftalat, oral yolla en ¢ok maruz kalinan ftalat tiirevidir. Oncelikle
ana metaboliti olan MEHP’e doniisiir. MEHP en toksik metabolit olarak bilinmektedir.
Olusan MEHP’in biiyiik bir kism1 mono-(2-etil-5-hidroksihekzil) ftalat (MEHHP),
mono-(2-etil-5-oksohekzil) ftalat (MEOHP) ve mono-(2-etil-5-karboksipentil) ftalat
(MECPP)’e doniisiir (42). DEHP biyotransformasyonu Sekil 2.2.’de 6zetlenmistir.
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MONOESTER DONUSUMU
DEHP » MEHP

MONOESTER METABOLITLERIN OKSIDATIF METABOLIZMASI

MONO(2- MONO(2-ETIL)-5- MONO(2-ETIL-5- — ATILIM
KARBOKSIMETIL) KARBOKSIPENTIL HIDROKSIHEKZIL)
HEKZIL FTALAT HEKZIL FTALAT FTALAT
|
GLUKRONIDASYON
Tiim Monoester ve Oksidatif Monoester i “ MONO(Z-ETiL-5-<_
Metabolitlerinin Glukuronat Konjugatlar: GLUKRONIDASYON ;?)]I‘(:II::’II‘EKZE)

Sekil 2.2. Di-2-etilhekzil ftalat biyotransformasyonu (54).

Ftalatlarin Toksik Etkileri

Ftalatlarin toksik etkileri uzun yillardir incelenmektedir. Akut toksisiteleri
oldukca diisiiktiir ve toksisite profili maruz kalinan ftalatin tiiriine, temas yolu ve
temas yasina gore degiskenlik gosterir. Kronik toksisitelerinde ise hedef organlar
karaciger, bobrek, tiroid ve testistir (55-58). Hayvan calismalarinda, DEHP’in
ozellikle erkek tireme sisteminde anogenital acgiklikta azalma, testikiiler anomaliler,
testosteron seviyelerinde diislis, inmemis testis, testikiiler atrofi gibi cesitli
problemlere neden oldugu gosterilmistir (59-61). Disi hayvanlarda ise erken ergenlik
ya da gecikmis ergenlik, serum estradiol diizeylerinde degisiklikler gibi ciddi
sonuclara yol actig1 goriilmiistiir (60, 62). Bobrek fonksiyonlarinda degisiklikler, tiroid
hormon bozukluklar1 ve metabolik isleyiste bozulma gozlenen diger etkilerdir (63, 64).
DEHP ile ilgili insan ¢alismalar1 daha az sayidadir. Calismalarda DEHP maruziyeti
endometriozis, prematiir telars, puberte prekoks, sperm kalitesinde ve testosteron
diizeylerinde diislis, diyabet, obezite ile iliskili bulunmustur (65-67). Bu etkilerden
farkli olarak ftalat maruziyetinin astim, dikkat bozuklugu, hiperaktivite, meme
kanseri, diisiik 1Q, norogelisimsel problemler, davranis bozukluklar1 ve otizm ile
iligkili olabilecegini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (68-72).

Di-2-etilhekzil ftalat toksisitesinin altinda yatan mekanizmalardan birinin
oksidatif stresi indiiklemesi oldugu ve bu etkiden metaboliti MEHP ’in sorumlu oldugu

distntilmektedir (73).
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Di-2-etilhekzil ftalatin hepatokarsinojen etkileri bilinmektedir. Uluslararasi
Kanser Aragtirma Ajanst (IARC) tarafindan olast insan karsinojeni (2B) olarak
siniflandirilmistir (74). Bu etkinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilmamis olmakla birlikte, mekanizmalardan birinin DEHP gibi genotoksik
olmayan karsinojenlerin hepatik peroksizom proliferasyonu ve hiicre replikasyonunu
indiiklemesi oldugu disiiniilmektedir. Bunun yani sira, DEHP ile indiiklenen
peroksizom proliferasyonu hayvan tiirleri arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir.
DEHP’in, peroksizom proliferator-aktive reseptor alfa (PPAR alfa)- bagimh
yolaklarla karaciger tiimdriine neden olabilecegi ¢aligsmalarda gdsterilmistir (22, 75,
76). Siganlarda yapilan deneylerde peroksizom proliferasyonu igin NOAEL degeri 5
mg/kg/giin DEHP olarak belirlenmistir. Bunun yani sira, PPAR alfa- bagimsiz bir
yolakla da karaciger kanseri olusumunda rol oynayabilecegi PPAR alfa-null farelerde
yapilan bir ¢caligma ile gosterilmistir (23). DEHP’in neden oldugu karaciger karsinoma
ve hepatosit adenomalarinin ise, DEHPin hiicre siklusundaki G2/M fazinin durmasini
ve kaspaz3 bagimli apoptozu inhibe ederek meydana getirdigi diisiiniilmektedir (77).
Ayrica, p53 bagimh apoptotik yolak da, DEHP kaynakli hepatotoksisitede kritik bir
rol oynamaktadir (78, 79). DEHP e kisa siireli maruz birakilan siganlarin karaciger
agirliklarinda kontrole oranla belirgin bir artig (hepatomegali olusumunu gosteren)
saptanmig ve DEHP uygulanan siganlarda, alkalen fosfataz (AP) ve glutamik piruvik
transaminaz (GPT) enzim seviyelerinde artig ile birlikte karaciger fonksiyon
bozuklugu tespit edilmistir (80).

Amerika Birlesik Devletleri’nde popiilasyonun DEHP’e maruziyetinin 3-30
ug/kg/giin diizeyinde oldugu tahmin edilmektedir. Bunun ¢ok dnemli bir kisminin
besinler yoluyla olmasi nedeniyle kronik temasin tolere edilebilir diizeyleri
asabileceginden endigse edilmekte, maruziyet kaynaklarini ve diizeylerini en aza
indirmek i¢in tedbir alinmaya calisilmaktadir (81). Nitekim ¢ocuklarin olasi zararl
etkilerden korunmasi amaciyla oyuncaklarda ve ¢ocuk bakim iirlinlerinde DEHP’in
kullanimina, Avrupa Birliginde ve ABD’de son yillarda yasak getirilmistir. Avrupa
Birliginde gida katki maddeleri ile ilgili bilimsel panel (AFC), DEHP nin testikiiler
toksisitesine iligkin NOAEL degerinin 5 mg/kg/giin olmasii esas alarak “tolere
edilebilir giinlik alim diizeyi’ni (TDI) 50 pg/kg olarak belirlemistir. Sicanlarda
yapilan deneylerde testikiiler toksisite icin NOAEL degeri 5,8 mg/kg/giin, ‘’toksik etki
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olusturan en diisiik doz (LOAEL)’’ degeri ise 29 mg/kg/giin olarak belirlenmistir (54,
82). Mesleki maruziyet goz onilinde bulundurularak; DEHP’e giinde 8, haftada 40 saat
caligma stiresince uzun siireli ve tekrar edebilen maruziyetlerde, ¢alisanlarin saglhigini
bozmayacak en yiiksek konsantrasyon (TLV-TWA) 5 mg/m’ olarak belirlenmistir.
DEHP’in gebelerde olusturacag: etkiler géz 6niinde bulunduruldugunda gebelik risk
kategorisi C olarak belirlenmistir (83).

Ulkemizde 2011 ve 2015 yilinda yayimnlanan kararlarla, DEHP, DBP, BBP
DiNP, DIDP ve di-n-oktil ftalat (DNOP)’nin baz1 iiriin gruplarinda kullanimi plastik
iceriginin  %0,1’den daha yiiksek konsantrasyonlarda olmayacak sekilde
simirlandirilmigtir. Bu iiriin gruplart arasinda: ¢ocuk kullanim ve bakim {iriinleri,
oyuncaklar, kirtasiye lriinleri, beslenme ve okul ¢antalari, spor malzemeleri, tekstil

iiriinlerindeki baskilar ve ayakkabilar yer almaktadir.
2.1.2. Bisfenol A

Bisfenol A 1940’lardan beri kullanilan ve genelde plastikleri sertlestirme
amaciyla plastik materyale eklenen fenol yapisinda bir kimyasal maddedir. 1930’larin
basinda BPA’nin yapay Ostrojen olarak kullanimi diislintilmiis, ancak daha etkili
oldugu diisiiniillen DES farmasétik kullaninmda BPA’ya tercih edilmistir (84, 85).
BPA’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.3.’te gosterilmistir.

CHs3

CHs3

Sekil 2.3. Bisfenol A’ nin kimyasal yapisi.
4,4-dihidroksi-2,2- difenilpropan

Bisfenol A’nin Kullanim Alanlari

Bisfenol A en ¢ok rastlanan c¢evresel kirleticilerden biridir. Giiniimiizde
polikarbonat ve epoksi regine liretiminde yaklasik %95 oraninda BPA kullanildig:
diistiniilmektedir (86). Gida paketleri, plastik siseler, kaplanmis teneke kutular,
medikal malzemeler, plastik torbalar, dis hekimligi dolgu malzemeleri, oyuncaklar,

lensler, bebek bakim iiriinleri, biberonlar, ¢esitli endiistriyel cihazlar, giines gozliikleri,
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CD ve DVD’ler, otomotiv sanayi, cep telefonlari, bilgisayarlar, geri doniistimlii
kagitlar gibi pek ¢ok cesitli tirlinlerde kullanimlari mevcuttur (87, 88).

Bisfenol A molekiillerini polikarbonat bilesiklerine ya da epoksi reginelere
baglayan ester baglar1 gilines 1sinlari, sicaklik ya da asidik-bazik yapili bilesiklere
temas ile kolayca kopabilmektedir (89). Ozellikle BPA igeren gida kaplama
materyalleri ya da yiyecek kaplar1 yanlis kullanim sonucunda yiiksek oranda
kontaminasyon riski tagir. Ayrica, sterilizasyon ya da siirtme, birden fazla yikama gibi
fiziksel eylemler de bu malzemelerden BPA salinim riskinde artisa neden olmaktadir

(90).
Bisfenol A’ya Maruziyet Yollar

Bisfenol A, giiniimiizde diinya genelinde en ¢ok tiretilen kimyasal maddelerden
biridir (85). Cok sayida endiistriyel iiriiniin iceriginde bulunmasi, polimer yapil
iiriinlerden kolayca ayrilmasi ve ¢evreye salinmast BPA’nin insan sagligi i¢in ciddi
tehlike arz etmektedir. BPA’ya gerek iiretim, depolama esnasinda gerekse endiistriyel
iriinlerin kullanimi sirasinda oral, inhalasyon ve dermal yolla maruz kalinabilir (89,
91). Baslica maruziyet kaynagi kontamine besin ya da i¢gme sularidir. Otomobil,
elektronik esya, spor malzemeleri, CD ve DVD kaplama islerinde calisanlar kisilerde
mesleki maruziyetin de s6z konusu oldugu bilinmektedir (92). Ayrica, bebeklerde ve
kiigiik ¢ocuklarda oyuncak, biberon gibi malzemelere temas ile yiiksek oranda BPA
maruziyetinin oldugu da gériilmiistiir (89). Insan idrar, plazma, serum, tiikiiriik, anne
siiti gibi viicut sivilarinda BPA diizeylerinin 6l¢iildiigli ¢alismalar maruziyetin

yaygiliginin bir gostergesidir (93-95).
Bisfenol A’nin Organizmadaki Yazgisi

Bisfenol A, oral yoldan maruz kalindiginda gastrointestinal sistemden hizlica
emilmektedir. Karaciger ve barsakta ilk gecis etkisine ugramaktadir. Inhalasyon yolu
ya da dermal yol ile maruziyette ise ilk gecis etkisine ugramadigi ve daha yavas atildig:
bildirilmektedir (96).

Bisfenol A oral absorpsiyonu takiben, insan karacigerinde hizla esas olarak
CYP2C18 ve daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize edilir
(97). BPA karacigerde ve bobrekte faz II reaksiyonlari ile aktif olmayan glukronit
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konjugatlar1 haline doniismektedir. Daha az kismi da siilfat konjugatlar1 seklinde
atilmaktadir. Cok yiiksek miktarda BPA alindiginda glukronidasyon yolagi
doygunluga ulagmakta ve siilfatasyon yolagi devreye girmektedir (98).

Bisfenol A’nin glukronidasyonunu katalizleyen ana enzimler hepatik uridin 5'-
difosfo-glukronoziltransferazlar (UGT) (UGT1A1, UGT1A3, UGT1A9, UGT2B4,
UGT2B7 ve UGT2B15)’dir (99). Ayrica, ekstrahepatik UGT’ler, UGT2A1 ve
UGTI1AI10 solunum sistemi ve barsaklardaki UGT1Al ise meme dokusunda
gerceklesen BPA glukronidasyonu i¢in 6nemlidir. Siilfatasyondan sorumlu ana enzim
ise sulfotransferaz (SULT) 1A1’dir (98). BPA biyotransformasyonu Sekil 2.4.’te
Ozetlenmistir.

Karacigerde konjugatlarina doniisen BPA kana ge¢cmekte ve idrarla
atilmaktadir (96). BPA’nin eliminasyon yar1 dmriiniin 4-6 saat oldugu ve yaklasik 42

saatte tamamina yakininin idrarla atildig1 belirlenmistir (97).

BPA
(Inhalasyon, Oral, Dermal Maruziyet)

| | |

CYP2A1, CYP2C9
SULT1A1 UGT NADPH
BPA Siilfat BPA Glukronit 0-BPA-OH

Sekil 2.4. Bisfenol A biyotransformasyonu.
Bisfenol A’nin Toksik Etkileri

Bisfenol A’nin 6strojen reseptorii alfa (ERa) ve dstrojen reseptorii beta (ERb)
reseptorlerini baglayarak Ostrojen hormonunu taklit ettigi bilinmektedir. Ancak
BPA’nin ERb’ya afinitesi ERa’ya gore 10 kat daha fazladir. Bu reseptorlere afinitesi
ise Ostrojenden ~10.000 kat daha azdir. Ayrica, Ostrojen reseptorii ERR-y’ya
(Estrogen-related receptor gamma, ERY) da baglandig1 bildirilmistir (100). Bu nedenle
BPA “zayif Ostrojen ve endokrin bozucu” olarak tanimlanmaktadir. BPA'nin besin
zincirinde birikip tasinabildigi bilinmektedir. Cesitli ¢alismalarla hayvan ve insan

dokularinda tespit edilmistir. Plasental ge¢is yolu ile tasindig1 da bilinmektedir (93).
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Ayrica, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, intraseliiler iletisim, proteomik ve epigenetik
mekanizmalarda da degisikliklerle ters etkilere neden olduklar1 bilinmektedir (101-
103).

Yapilan in vitro, in vivo ve insan ¢alismalart BPA’nin insan sagligi iizerinde
cok cesitli ters etkileri olabilecegini gostermistir. Bu etkiler arasinda BPA’nin;

* Ostrojenik ve antiandrojenik etkilerine bagl olarak gériilen iireme ve
gelisme problemleri,

* Diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar,

* Tiroid hormon bozukluklari,

* Oksidatif strese bagl ¢esitli organ (testis, beyin, karaciger, bobrek,
kalp) hasarlari,

* Estradiol diizeyinde artig, sperm motilitesinde azalma, gebelikte
maruziyetle diigiik dogum agirligi,

* Fetal merkezi sinir sistemde kromozomal olmayan malformasyonlar,

* Davranig bozukluklari, beyin dokusu hasari, ve otizim gibi ¢ok ¢esitli
bozukluklar sayilabilir (9, 26, 31, 85, 91, 101).

BPA uygulamasina bagh olarak gbzlenebilecek karaciger toksisitesine iliskin
deney hayvanlarida yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir. Siganlarda BPA maruziyetinin
serum testosteron diizeylerini azalttig1, karaciger ve bobrek agirliklarinda azalmaya
neden oldugu gosterilmistir (104). Hassan ve ark. (2012) tarafindan siganlarda yapilan
bir ¢aligmada BPA'nin, ROS olusturdugu ve antioksidan gen ekpresyonunu azaltarak
karaciger toksisitesine neden oldugu gosterilmistir (105). Diger taraftan, BPA nin
farelerde, prenatal maruziyet sonucu fotal karaciger gelisimini bozdugu gosterilmistir.
Bu bulgular, BPA’dan kaynaklanan hepatik fonksiyon bozuklugu ve hastaliklarin fetal
orijinli olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (106). BPA’ya prenatal donemde
maruziyet ile dogan yavrularda karaciger timor insidansinin arttii ve preneoplastik
lezyonlarin gézlendigi saptanmistir (107). Siganlarda yapilan bir baska calismada
BPA'nin insiilin sinyal iletimini yavaglatarak glikojen igerigini ve glikoz
oksidasyonunu bozdugu ileri siiriilmiistiir (108). C57BL/6 erkek farelerde yapilan
calismada BPA'ya hem akut hem kronik maruziyetin karaciger glukokinaz aktivitesini
ve fonksiyonunu bozdugu gosterilmistir (109). Non-parankimal hepatositlerde

BPA'nin ER stresi ile iligkili apoptozu tetikledigi de yapilan bir calismada
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gosterilmistir (110). Calismalar, BPA maruziyeti sonucu olusan toksik etkinin farkl
mekanizmalar ile meydana gelebilecegini gostermektedir.

Bisfenol A’nin ters etkilerinin anlasilmasi agisindan geleneksel doz yanit
egrilerinin ¢izilmesi miimkiin degildir. Belirlenen siir diizeylerin ve dozlarin
altindaki maruziyetlerde bile ters etkilerin gézlendigi ¢esitli calismalar mevcuttur (27,
31, 111). Siur degerlerinin belirlenmesi bu nedenler daha zor ve karmasik bir hale
gelmektedir.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority) tarafindan
gecmiste yapilan calismalarin verilerine gore, BPA icin NOAEL diizeyi 5 mg/kg/giin,
iireme sistemi icin LOAEL degeri ise 50 mg/kg/giin olarak belirlenmistir ve bu deger
yapilan sonraki ¢aligmalarla da desteklenmistir (112). 50 mg/kg/giin’den daha diisiik
dozlarda gelisimsel ve reprodiiktif toksisitenin gdzlenmedigi de belirtilmistir. TDI,
0,01 mg/kg olarak belirlenmis, ancak 2006 yilinda bu deger 0,05 mg/kg olarak
degistirilmistir (95). Yapilan ¢alismalar géz onilinde bulundurularak ¢ocuklar gibi
hassas poplilasyonlar dahil olmak iizere, yasam boyu herhangi bir ters etki
olusturmadan alinabilecek giinliik oral alim diizeyi olan RfD, EPA tarafindan 0,016
mg/kg olarak belirlenmistir.

Avrupa Birligi tilkelerinde 2011 yilinda bebek biberonlar1 ve bebek gidalarinda
kullanilan ambalaj malzemelerinin tiretiminde BPA kullanim1 yasaklanmistir. FDA ise
2012 yilinda bebek biberonlar1 ve bardaklarinin iiretiminde; 2013 yilinda bebek
gidalarinda kullanilan ambalaj malzemelerinin iiretiminde BPA kullanilmasini
yasaklamistir. Ulkemizde ise 2011 yilinda yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi Tebligi’nde

bebeklerde kullanilan plastik ve benzeri {iriinlerde BPA kullanilmas1 yasaklanmustir.
2.2.  Oksidatif Stres

Reaktif oksijen bilesikleri ve reaktif nitrojen bilesikleri (RNS), normal hiicre
metabolizmasinin {rlinleridir. ROS’lar yapilarinda oksijen bulunduran son derece
yiiksek reaktiviteye sahip organik veya inorganik serbest radikaller veya peroksitlerdir
ve biyolojik sistemlerde en ¢ok rastlanan, en 6nemli serbest radikalleri olustururlar.

Hiicrelerin oksijen tiiketmesi ve reaktif oksijen radikallerini liretmesi, olusan
ilk aerobik hiicre ile baslamistir. Mitokondrial solunum prosesi, peroksizomal

oksidasyon, mikrozomal sitokrom P450 metabolizmasi, nétrofil, eozinofil, makrofaj



19

hiicreleri ve inflamatdr sitokinlerin aktivasyonu, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz
gibi cok sayida enzimin katalitik etkisi, tiyoller, katekolaminler, flavinler gibi bazi
hiicre i¢i kiiclik molekiillerin oksidasyonu ya da arasidonik asitin lipooksijenaz ve
siklooksijenazlarla oksidasyonu esnasinda endojen kaynakli olarak iiretilebilmektedir.
Ayrica ila¢ kullanimi (parasetamol, bleomisin, doksorubisin, etanol), genotoksik
olmayan karsinojenlerin de dahil oldugu klorlu bilesikler, cevresel kirleticiler, bazi
metal iyonlari, UV 1sinlar1, iyonize radyasyon, alkol ve sigara kullanimi, beslenme
bozukluklar1 ve mineral dengesizlikleri (Fe ve Cu gibi minerallerin normalden fazla
olmasi) gibi ¢ok c¢esitli etkenler araciligi ile ekzojen kaynakli tiretimleri de mevcuttur.
Hiicreler bu bilesikleri sahip olduklar1 enzimler ve antioksidan dgeler ile indirger. Bu

durum, organizmanin belirli bir redoks dengesini olusturmasini saglar (113, 114).
/" Antioksidan
\ Savunma Sistemi,

'VVSVerbesrtr ‘

_Radikaller /

Oksidatif Stres

Sekil 2.5. Oksidatif Stres.

Hiicrenin normal redoks durumu bazi durumlarda bozulur. Oksidatif stres
ROS’un iiretimi/varligi ile biyolojik sistemin bunlar1 detoksifiye etmesi ve
olusturduklart hasar1 onarmasi arasinda bir dengesizlik olusmasi ile ortaya ¢ikar (Sekil
2.5.). Bu durumda hiicresel indirgeme potansiyeli bozulmus, hasara ugramis veya
doygunluga ulagsmis ve GSH gibi hiicresel indirgemeyi saglayan dgeler baskilanmig
olabilir. Bu dengesizlik sonucu olusan peroksitler ve serbest radikaller hiicresel
proteinlere, lipitlere ve DNA’ya hasar verir (115, 116). Ortaya ¢ikan oksidatif stresin
biiytikliigii hiicresel indirgeme mekanizmalarinda ortaya ¢ikan degisimlerin boyutuna
baglidir. Eger hiicre ortaya ¢ikan degisimlerin diizelmesini saglayabiliyorsa ve normal
haline geri donebiliyorsa, hiicrede hasar ya goriilmez ya da kiigiik bir hasar ortaya
cikar. Ancak hiicre onarimi saglayamiyorsa ve ATP deplesyonu da varsa, hiicre 6limii
gerceklesir. Hasar orta diizeyde ise, hiicre apoptoza gider; hasar biiyiikse nekroz

gerceklesir (117, 118). Oksidatif stresin patolojik durumlarin nedeni mi oldugu veya
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patolojik durumlar nedeniyle mi ortaya ¢iktig1 tartismali bir konudur. Ancak, oksidatif
stres pek ¢ok patolojik durumla iliskilendirilmistir. Bunlardan bazilar1 yaslanma,
esansiyal hipertansiyon, karsinojenik etki, kas defektleri, Alzheimer ve Parkinson gibi
ndrodejeneratif hastaliklar, diyabet, astim, iskemik hasar gibi durumlardir. Ayrica
mukus salgilanmasi, redoks sinyallesmesi, hiicre i¢i veya hiicreler arasi sinyallesme,
hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve biiyiimesinde rol alan transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu gibi cesitli fiyolojik mekanizmalarda da rol oynadiklar1 bilinmektedir

(119-122).
2.2.1. Oksidatif Stresin Biyogostergeleri

Oksidatif stres kompleks bir siirectir ve nicel olarak tespit edilmesi kolay
olmamakla birlikte, oksidatif stresin degerlendirilmesinde en c¢ok kullanilan
biyogostergeler asagida belirtilmigtir (123).

*Dogrudan ROS/RNS’nin 6l¢iimii

*Total antioksidan kapasite

*Antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon

peroksidaz, tiyoredoksin rediiktaz, glutatyon rediiktaz)

Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (Vit-C, E, glutatyon, flavonoidler ve

karotenoidler)

*Rediikte/okside glutatyon (GSH/GSSG) orant

Lipit oksidasyon iiriinleri (konjuge dienler, hidroperoksidler, tiyobarbitiirik

asit, malondialdehit, 8-izoprostan F2a. )

*Protein oksidasyon tirlinleri (karbonil gruplari, nitrézaminler)

*DNA oksidasyonu (8-hidroksi-2-deoksi guanozin ve 8-hidroksi guanin

diizeyleri)

Glutatyon

Glutatyon, organizmada bulunan 6nemli bir antioksidan molekiiliidiir. ““y-
Glutamil Sisteinil Glisin” yapisinda atipik bir tripeptittir. Viicutta L-glutamik asit, L-
sistein ve glisinden sentezlenir. Hayvan dokularinda, bitkilerde ve bakterilerde
bulunur. Canli hiicrelerin karakteristik ve 6nemli bir bilesenidir. Viicutta rediikte GSH

ve okside glutatyon halinde bulunabilir. Insanda GSH 1-10 mM konsantrasyonlarda
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bulunur ve ROS’larin temizlenmesine yardimct olur. GSH’daki sisteinin tiyol grubu
stabil olmayan (ROS gibi) molekiilleri rediikleyebilir. Bu durumda kendisi de reaktif
hale gelir ve iki reaktif glutatyon birleserek glutatyon disiilfiti (GSSG) olusturur.
GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz (GR) ile tekrar GSH’a doniigiir. GSH viicutta
basta karaciger hiicreleri olmak tizere farkli hiicrelerde bulunur ve dokularda glutatyon
havuzunun %90’ 1mndan fazlasi1 GSH’tan olusur. Cekirdekteki glutatyon, DNA’nin
onarimi ve ekspresyonu i¢in protein siilfitlerin redoks durumunu korumaktadir. Ciddi
oksidan stres durumlarinda hiicrenin GSSG’yi GSH’a indirgeme 6zelligi azalir ve
boylece GSSG hiicrede akiimiile olur. Okside GSH, hiicrelerde birikebilir ve
GSH/GSSG orant1 oksidatif stresin 6nemli bir dl¢iisii olarak degerlendirilir (124-126).

Glutatyon molekiiliiniin oksidatif strese karsi1 baglica koruyucu rolleri:

1. Oksidatif strese karsit detoksifikasyonda yer alan glutatyon peroksidaz

(GPx), glutatyon s-transferaz (GST) gibi enzimlerin kofaktoriidiir. Viicudun

tiim elektrofilik, halojenli yapilar, epoksitlere kars1 korunmasinda rol oynar.

2. Plazma membranindan aminoasit taginimina katilir.

3. Hidroksil radikali ve singlet oksijeni dogrudan siipiiriir.

4. GPx’in kofaktdrii olmasi nedeniyle H,O, ve lipit peroksitlerin

detoksifikasyonuna katkida bulunur.

5. Vitamin C ve vitamin E gibi nonenzimatik antioksidanlar1 yeniden aktif

formuna doniistiirme kapasitesine sahiptir.

6. Apoptozise karsi hiicreleri korur. Bu koruyucu etki, detoksifikasyon ve

hiicre redoks durumunu kapsayan ¢ok faktorli ~mekanizmalardan

kaynaklanmaktadir (124, 126).

Sigara ve alkol kullanimi, kafein, asetaminofen, asir1 egzersiz, x-, y- ve UV
radyasyon, enfeksiyonlar, stres, yetersiz beslenme, bazi ilaglar ve bazi cevresel
kirleticiler GSH tiiketimine neden olur. Ayrica, yasla beraber de viicuttaki GSH

miktarinda azalma gozlenir (127).
Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu (LP), genellikle oksidanlarin karbon-karbon bag1 i¢eren
membran lipitlerinden (6zellikle doymamis yag asitlerinin) bir elektron koparilmasi

olarak tanimlanabilir. Membran lipitlerinin oksidatif hasarla biitlinliigliniin bozulmasi
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sonucunda membran yap1 ve fonksiyonlarinda degisikler meydana gelebilir. LP' nun
biyolojik membranlardaki sonuglari, membran akigkanliginin degismesi, membran
potansiyelinin diisiiriilmesi, H ve diger iyonlara permeabilitesinin artmasi ve
membranin yirtilarak hiicre igeriginin ve lizozomal hidrolitik enzimlerin digariya
salinmasi seklinde goriiliir. Hiicre 6liimii ile sonuglanan tablolar da meydana gelebilir.
LP sonucu olusan iirlinler baglica lipit hidroperoksitler (LOOH), malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksialkanellerdir. MDA basta olmak {izere 4-hidroksialkanellerin de
cesitli toksik etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir (128). MDA, hiicre
membranlarinda yer alan hidroperoksitleri etkileyerek iyon gegirgenligini bozar ve
enzim aktivitelerini degistirebilir. Ayrica, DNA gibi makromolekiilleri etkileyerek
ciddi hasarlara neden olabilen MDA uzun yillardir LP’nin belirlenmesinde énemli bir
biyogosterge olarak kullanilmaktadir (129). LP’nin en 6nemli bir diger aldehit {irtinii
4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’dir. MDA bakteri ve memeli hiicrelerinde mutajen,
sicanlarda kanserojendir. HNE, zayif bir mutajendir ve LP’nin en 6nemli toksik
irlintidiir (130).

Yapilan bir¢cok ¢alisma LP’nin; inflamasyon, kanser, nérodejeneratif hastalik,

bobrek dejenerasyonununda dnemli rol oynadigini géstermektedir (129, 130).
Protein Oksidasyonu

Proteinlerde bulunan aromatik aminoasit ve siilfidril gruplari oksidatif hasara
kars1 savunmasizdir. Protein oksidasyonu, ROS ile dogrudan veya proteinlerin
kovalent modifikasyonu (oksidatif stresin sekonder iiriinleri ile reaksiyonu sonucu
dolayli olarak indiiklenen) olarak tanimlanmaktadir. ROS iiretimine sebep olan tiim
ajanlar ve reaksiyonlar protein oksidasyonuna yol agabilmektedir. Bu protein hasari,
bolgesel amino asit modifikasyonu, peptit zinciri fragmantasyonu, hiicrede elektriksel
yiikiin farklilagmasi, enzim aktivitesinde degisiklikler, membran tasiyicilarinin hasari
ve reseptorlerle etkilesme gibi ¢esitli mekanizmalarla olugabilmektedir (131).

Protein oksidatif modifikasyonunun pek cok farkli tipi oldugu i¢in tek bir
gosterge olmamakla birlikte, protein karbonil gruplari oksidatif strese bagl hiicresel
hasarin en genel belirteci olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir

(132, 133).
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Oksidatif DNA Hasari

“Oksidatif DNA Hasar1” serbest radikallerin DNA’da olusturdugu hasardir ve
genelde DNA hasar1t “DNA Onarim Prosesleri” ile onarilir. Ancak bazi durumlarda
DNA’da gerceklesen oksidatif hasar onarilamaz. Ozellikle son derece reaktif bir
bilesik olan hidroksil anyonunun ('OH’), tiimor siipresdr genlerin inaktivasyonuna,
nokta mutasyonlarina neden olarak onkogenlerin aktivasyonuna ve DNA hasarinin
onariminin 6nlenmesine neden olarak karsinojenik etkinin baglamasinda en 6nemli
molekiil oldugu bildirilmektedir (134, 135). Onarilmayan hasarlarin sonucunda
mutagenez, karsinogenez veya yaslanma olaylar ortaya ¢ikar (136). ROS olugumu ve
kalic1 oksidan stresin karsinoma hiicrelerinin karakteristik 6zelligi oldugu, hem in vivo
hem de in vitro olarak gosterilmistir (134). Ayrica oksidatif DNA hasarinin, diyabet,
Alzheimer hastalig, ateroskleroz, immiin ve inflamatuvar hastaliklarda rol oynadigi
da bilinmektedir (137, 138).

DNA’da goriilen oksidatif hasar DNA yapisindaki bazlari, sekerleri veya
niikleotidleri etkileyebilir. ‘OH’nin etkisiyle olusan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHAGQG) en sik goriilen baz hasar tiirlidiir ve DNA hasarinin en iyi gostergelerinden
biridir. 8-hidroksiguanozinin (8-dG) hidroliz {iriinii olan 8-OHdG nin veya tatomeri
olan 8-okzo-7-hidro-2’-deoksiguanozinin (8-okzodG) deteksiyonu kolay oldugu i¢in
DNA hasarinin belirlenmesinde siklikla kullanilir (27, 139).

Antioksidan Savunma sistemi

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak amaciyla organizmada,
antioksidan savunma sistemi basta olmak {izere cesitli savunma mekanizmalari
gelismistir. Diislik konsantrasyonlarda dahi herhangi bir molekiiliin oksidasyonunu
geciktiren ya da inhibe eden molekiillere “antioksidan” denmektedir. Antioksidanlar
biyolojik sistemde endojen olarak sentezlenebilmekte ya da sistem igerisine dis
kaynakli olarak alinmaktadir. Endojen antioksidanlar, yapilaria gore enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere siniflandirilmaktadir. SOD, GPx, CAT
ve tiyoredoksin rediiktaz (Trx) enzimatik; GSH, a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit
(vitamin C), karotenoidler ve flavonoidler enzimatik olmayan antioksidanlardir.
Enzimatik antioksidanlar hiicre i¢i savunmadan sorumludur (115, 117). Siiperoksit

dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin H>O, ve molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii
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katalizleyen antioksidan bir enzimdir. Siiperoksit anyonunu H,O;’e doniistiiren tek
memeli antioksidan enzim grubudur ve mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD), bakir-
cinko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD) ve ekstraseliiler siliperoksit dismutaz
(ECSOD) olmak fizere 3 izoformu mevcuttur (140-142).

Katalaz, antioksidan savunma sisteminin diger énemli bilesenidir. Aerobik
hiicrelerin ¢ogu bu enzimi igerir. Memeli hayvanlarin tiim organlarinda bulunur.
Ozellikle karaciger, eritrosit ve daha az dl¢iide bobrekte lokalize olmustur. Hiicre
icinde de %80 peroksizomlarda, %20 oraninda sitozolde bulunmaktadir. CAT,
H,0,’in H,0O ve O;‘e yikiminin katalizlenmesinden sorumludur (115, 117).

Glutatyon peroksidaz, hemoglobin oksidasyonu ve hemolize karsi eritrositlerin
korunmasinda yer alan bir enzim olarak tanimlanmis, takiben insan eritrositlerindeki
varlig1 ve oksidatif hasara karsi eritrositlerin korunmasindaki esas onemini acikg¢a
gosterilmistir. Bu enzimin aktif bolgesinde kovalan bagli olarak selenosistein
bulunmaktadir ve bu nedenle selenyum bagimli bir enzimdir. Selenyum bagiml
enzim, organik hidroperoksitler ve H,O,‘e karsi aktiftir. H,O, dahil ¢ok c¢esitli
hidroperoksitlerin yikim1 GSH oksidasyonu ile katalizlemektedir (143, 144).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Okaryotlarda endoplazmik retikulum (ER), hiicrede birgok 6nemli goreve
sahip, sitoplazmik bir organeldir. Hiicrede yap1 ve fonksiyon olarak farkli iki tip ER
bulunur: Graniilli ER ve Graniilsiiz ER. Graniilsiiz ER tiibiiler veya vesikiiler bir
yapiya sahiptir; graniillii ER membranlarindan tlirevlenir ve protein sentezine
katilmaz. Organel, farkl hiicrelerde farkli islevler gerceklestirir. Graniillii ER’de lipit
biyosentezi, steroid hormon sentezi, lipit tasinmasi, kas kasilmasi, metabolik islevler,
safra ve kolesterol sentezi, glikojen yikimu, ila¢ detoksifikasyonu gibi 6nemli iglevler
meydana gelmektedir. Graniillii ER’ye bagl ribozomlarda hiicrenin salgi proteinleri,
lizozomal enzimleri ve plazma membrani glikoproteinlerinin sentezi gerceklesir.
Kompleks protein katlanmas1 (complex protein folding) ve olgunlagsmasi bu organelde
gerceklesir; ayrica, proteinlerin hiicre i¢inde gerekli bolgelere taginmasindan ve
proteinlerin kalite kontroliinden sorumludur (145, 146). Katlanmanin dogru olup
olmadigi, yanlis katlanma varsa katlanmanin diizeltilmesi, diizeltilemiyor ise yanlis

katlanan proteinlerin yikim i¢in génderilmesinden de ER sorumludur (147).
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Yeni sentezlenmis proteinler, dnce ¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlara
(N glikozilasyon, disiilfit olusumu, hidroksilasyon, oligomerizasyon gibi) ugrar ve
sonra katlanir (146). Protein dogru katlanmis ise, son glukozun uzaklagtirilmasiyla
saperonlarin bagli oldugu bolge ortadan kaldirilir ve olgunlasan protein golgiye
transfer edilir. Proteinlerin katlanmasi birgok agsamadan olusur ve bu agamalarin uygun
bir sekilde tamamlanmasinda glukozla diizenlenen protein 78 olarak adlandirilan
GRP78 (78 kDa glucose-regulated protein), glukozla diizenlenen protein 94 (94 kDa
glucose-regulated protein, GRP94) gibi molekiiler saperonlar (polipeptitlerin dogru
katlanmasina yardimci olan proteinler), kalretikulin ve kalneksin gibi proteinler (lektin
benzeri) ve foldazlar rol alir. Aktiviteleri i¢in kalsiyuma ihtiyag duyan molekiiler
saperonlar, proteinlerin katlanmasi ve transportunun gercgeklestigi kalsiyum igerigi
olduke¢a zengin olan ER’de ¢okga bulunur (148). GRP78’in monomerik formu saperon
gorevi goriir ve proteinin translokasyonunun diizenlenmesi, kalsiyumun baglanmasi,
apoptozun diizenlenmesi, katlanmamais protein cevabinin (unfolded protein response,
UPR) diizenlenmesi, kalite kontrol, protein yikimi gibi bir¢ok gorevde rol alir. GRP94
ise hiicre i¢inde gerceklesen, protein katlanmasinin yani sira katlanamayan
proteinlerin yikima gonderilmesi, apoptozun diizenlenmesi, kalsiyum baglanmasi ve
immunite gibi olaylarda yer alir. Glikoproteinlerin kalite kontroliinden kalretikulin ve
kalneksin sorumludur ve glikoproteinlere baglanirlar. Disiilfit izomerazlar ve foldazlar
icin substrat gorevi goriirler. Foldazlar ise saperon benzeri enzimlerdir. Foldazlarin
katlanmanin diginda disiilfit bag olusumu, katlanmamis proteinlerin taninmasi, yikimi

gibi gorevleri de mevcuttur (148).
Hatah Katlanma

Proteinlerin katlanmasi olduk¢a karmasik ve hata olasilig1 yiiksek bir islem
dongiisiinden olusur. Oksidatif stres, N-bagimli glikolizasyon inhibisyonu, hipoksi,
ortam sicakligi, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, enfeksiyon gibi bir¢ok etkenin
dogru katlanma {izerine etkisi oldugu bilinmektedir (145, 147).

Posttranslasyonel modifikasyonlar sirasinda proteinlere takilan seker gruplari,
proteinin hidrofobik kisimlarini kapatacak sekilde onemli noktalara takilir. Yanlis
katlanma durumunda hidrofobik kisimlar dis tarafta kalirken sekerler ise ic tarafta

kalir. Boyle bir durumda hidrofobik kisimlara GRP78 baglanir ve protein bu sekilde
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isaretlenmis olur. Isaretlenen proteinlerin ise ER’den disar1 atilmasi gerekir. Bu
protein EDEM adli enzim (ER degradation-enhancing 1,2-mannosidase-like protein)
ile taninir ve pargalanmaya gonderilir. Hatali katlanan proteinlerin digart atilimi
gecikirse, proteinler birbirlerine yapisabilir, biiylik kitleler olusturabilir. Proteinlerin
hatal1 katlanmasi1 ya da katlanamamast durumunda ERAD (ER-associated
degredation) kontrol sistemi hatali katlanmis ve hasarli proteinlerin yikimini saglar ve
ER’de bu proteinlerin birikimini onler (149). Protein birikimini ¢esitli etkenler
tetikleyebilir. Bu etkenler, hatali katlanmis proteinlerin fazla miktarda eksprese
olmasi, salgi proteinlerinin yliksek miktarda sentezlenmesi, besinsiz kalma, katlanma
islevinde gorevli proteinlerdeki mutasyonlar, viral enfeksiyonlar ve kalsiyum
seviyesindeki anormal degisimler olabilir.

Endoplazmik retikulumda bazi patolojik veya fizyolojik durumlarda, limende
yanlis katlanmig ya da katlanmamig protein birikimi meydana gelir ve bu durum

“endoplazmik retikulum stresi” olarak adlandirilir (Sekil 2.6.) (150).

Endoplazmik Retikulum Stresi

Katlanmamis proteinlerin ER’de birikmesi

Katlanmamis protein cevabinin aktivasyonu (UPR)

ﬂ 1

Homeostazin yeniden saglanmasi Homeostazin bozulmasi
Normal ER fonksiyonu Hiicre oliimii, genellikle apoptoz

Sekil 2.6. Endoplazmik retikulum stresi olusum semasi.

Hiicrede ER stresi meydana geldikten sonra hiicre, homeostazini tekrar

saglamak ve en az hasarla stresten kurtulabilmek i¢in “katlanmamis protein cevabi
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(unfolded protein response, UPR)’n1 aktiflestirir. UPR, hiicre i¢i sinyal yolaklarindan

olusan eylemler dizisidir. UPR, 6ncelikle hiicre yasaminin idamesi ve fizyolojik ya da
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patolojik durumlarda adaptasyon i¢in kullanilan yolaktir (151, 152). Katlanmamis
protein cevap yolagimin aktif hale gelmesiyle birlikte verilen ilk cevap translasyonun
durdurularak protein yiikiiniin azaltilmasidir (153). Stres durumunda saperonlarin gen
ekspresyonlar1 da artmakta ve katlanamayan proteinlerin birikmemesi igin proteinler
yikima gonderilmektedir (154).

Endoplazmik retikulum stresi durumunda aktif hale gelen hiicre i¢i yolaklar;
inositol gerektiren enzim-1 (IRE-1) yolagi, PERK sinyal yolagi ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (atf6) sinyal yolagidir. IRE-1 yolagi, hiicrenin stres ve
olimden korunmasinda 6nemli bir role sahiptir (155). IREI1, sitozolik kinaz ve
endoriboniikleaz (RNaz) aktivitesine sahip tip 1 transmembran proteindir.
Memelilerde IRE1a ve IRE1P olmak iizere iki izoformu mevcut olmakla birlikte, ER
membraninda lokalize olup, stres ile iliskili sinyal yolaklarini1 devreye sokabilmektedir
ve ER membraninda sinyal iletme kapasitesine sahiptir (156). ER stresi sirasinda, IRE-
1, ER-hedefli mRNA'larin degredasyonuna aracilik ederek, ER’de yeni sentezlenmis
proteinlerin yiikiinii azaltmaya yardimci olur. IRE-1, GRP78 ile ile birlikte
bulundugunda inaktiftir. Stres durumunda GRP 78 ayrilir, IRE-1’in RNaz kismi aktif
hale gelir. RNaz, ER saperonlarinin ve protein katlanmasina yardime1 olan enzimleri
upregiile eden XBP-1"1 kirparak transkripsiyon faktdriine donlismesini saglar ve XBP-
1 ER stresine adaptif yanitin ana diizenleyicisi olarak gorev yapar. IREla ile yapisal
ve iglevsel yonden benzerlik gosteren PERK, tipl transmembran proteinidir. gosterir.
Ancak, sitozolik kisminda RNaz aktivitesi yoktur (157, 158). Aktive olan PERK,
okaryotik baglatic1 faktdr o’nin (eukaryotic initiation factor 2, elF2a) fosforilleyerek
translasyonu yavaglatir ve yeni sentezlenen proteinlerin stres altindaki ER’ye girisini
onleyerek ER’nin ig yiikiinlin azalmasina aracilik eder. Ayrica, ER’nin kapasitesini
artirarak stresini azaltmaya yardim eden “aktive edici transkripsiyon faktorii-4
(activating transcription factor-4, ATF-4)’nilin ekspresyonunu indiikler. ATF4,
hiicresel stres, oksidatif stres ve apoptozdan sorumlu genleri regiile eder (159-161).
Bunlardan biri CHOP indiiksiyonudur ve stres altindaki hiicrelerin apoptoza girmesine
neden olmaktadir. Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ise tip2 transmembran
proteinidir (162). ER stresi olusmast halinde, ATF6 GRP78’den ayrilir. Ancak bu
noktada IRE-1 ve PERK’ten farkli olarak, ATF6 golgi cismine taginir ve sitel ve site2
proteazlar tarafindan iki pargaya kesilerek aktif hale gelir (163). Kesilerek ayrilan bir
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parca aktif bir transkripsiyon faktdriine doniisiirek, ERAD ve apoptozda rol oynar.
ATF6, aynt zamanda XBP1’in ve GRP78 gibi diger saperonlarin ekspresyonunu
artirir. Sonu¢ olarak, ER’de hasar yaratan, hatali katlanmis ve katlanmamis
proteinlerin birikimini azaltilmis olur. Eger hatali katlanmig protein miktar1 ¢cok fazla
olur ve stres devam eder ise, UPR’nin aktivasyonu ER stresiyle bag etmek i¢in yetersiz
kalabilir. Uzun siireli UPR aktivasyonunun ve ER stres cevaplarinin olusamamasinin
bir sonucu olarak, otofajik programlar veya apoptoz aktivasyonu ile hiicre oliimii

gerceklesebilir (152, 164).
2.4. Oksidatif Stres ve Endoplazmik Retikulum Stresi Iliskisi

Gilintimiizde endoplazmik retikulum stresinin tetiklendigi pek c¢ok hastalik
grubu oldugu bilinmektedir. Bu hastalik gruplarinda stres ve stres cevap yolaklarinin
aktif oldugu goriilmiistiir. Ancak arastirmalardan elde edilen bulgular olduk¢a az
sayidadir ve ER stresi varliginda etkilenen tiim hiicresel yolaklar ve yolaklarin
birbirleriyle olan etkilesimleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte
hiperhomosisteinemi, serebral iskemi, ndrodejeneratif hastaliklar, amiyotrofik lateral
skleroz, parkinson, Alzheimer, Huntington, diyabet, hipoksi ve kanser gibi bir¢ok
hastalik ile ER stresinin iligkili oldugu diisiiniilmektedir (165-169).

Endoplazmik retikulum, protein katlanmas1 i¢in olduk¢a uygun oksitleyici bir
ortam saglar. Disiilfit baglarinin olusumu sirasinda ER'de ROS iiretilir ve bag olusumu
sirasinda  sistein  kalintilarinin - oksidasyonunun oksidatif strese Onemli katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. ER liimeninde katlanmis veya yanlis katlanmis
(oksidasyona bagli olarak) proteinlerin birikmesi sonucu yiiksek miktarda H,O,
iretebilir ve redoks homeostazi i¢in gerekli olan GSH’1n tiikkenmesine neden olabilir.
Ayrica, mitokondri stres altindaki ER'den salman Ca®" iyonlarin1 alarak daha fazla
ROS iiretir. Fazla Ca®", sitokrom C'nin mitokondriden salinmasina neden olur ve bu
da ROS iiretiminde artisa neden olan elektron tagima zincirini (ETC) inhibe eder. Ca**
Krebs dongiistinde dehidrojenazlar1 uyarir ve ROS firetimini artirir. ETC'yi bozan ve
ROS iireten nitrik oksit sentazlar1 aktive eder. UPR'nin proapoptotik bir regiilatorii
olan CHOP'un aktivasyonu, disiilfit baglarini protein disiilfit izomerazina transfer eden

bir oksidorediiktaz olan Erola'y1 diizenleyerek ROS'u arttirir. Antioksidanlarla yapilan
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tedavinin, ER stresini inhibe etmesi ROS ile ER stresi arasinda karsilikli bir iliski
oldugunu gostermektedir (167, 170).

2.5. Konu ile Ilgili Calismalar
2.5.1. Bisfenol A ile Ilgili Caliymalar

Bisfenol A maruziyeti ile oksidatif stres ve/veya ER stresinin indiiklenmesine
iliskin in vitro c¢alismalar degerlendirildiginde Ozellikle karaciger hiicrelerinde
yiiriitiilen ¢aligmalarin siirli sayida oldugu gozlenmis; mevcut g¢alismalarin son
yillarda yogunluk kazandigi goriilmiistiir. Calismalarda bu maddelerin olasi
istenmeyen etkileri ve altinda yatan mekanizmalar incelenmekle birlikte, daha ileri
caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu c¢alismalardan bazilar1 asagida
Ozetlenmistir.

Huc ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir calismada, HepG2 hiicrelerine BPA
maruziyetinin (10*~10""> M) etkileri saptamaya calisiimis ve fizyolojik parametreleri
akim sitometrisi ile Olg¢iilmiistiir. Yapilan incelemelerde o6zellikle diisik doz
maruziyetlerde ROS iiretiminde artis, mitokondriyal disfonksiyon, lipit birikimi,
lipoperoksidasyon ve proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-8 [10” M, p<0,05] ve
tiimér nekroz faktor a (TNFa) [10° M, p<0,05]) salimmlarinda artis gibi birgok
fizyolojik bozukluk gozlenmistir. Arastirmacilar, diisiik doz BPA maruziyetinin
hepatik hiicrelerde mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak lipit birikimine yol agtig1 ve
lipit metabolizmasini degistirerek inflamasyon araciligryla steatoza neden olabilecegi
sonucuna varmiglardir (171).

HepG2 hiicreleri ile yapilan baska bir ¢calismada, Fic ve ark. (2013), 8 farkl
yapisal BPA analogunun (BPF, BPAF, BPZ, BPS, DMBPA, DMBPS, BP-1 ve BP-2)
Ames testi ve Comet deneyi ile mutajenik ve genotoksik etkilerini incelemistir. Toksik
olmayan BPA dozlar1 (0,1 pmol/L- 10 umol/L) 4 saat ve 24 saat uygulanarak HepG2
hiicrelerinde genotoksik etkileri Comet deneyi ile incelendiginde BPA ve analogu olan
BPS’nin 24 saatlik 0,1 pmol/L (P<0,001) ve 1 pmol/L (P<0,01), maruziyet sonrasi
DNA hasarina neden oldugu, ayrica DMBPS, BP-1 ve BP-2 analoglarinin DNA
iplik¢ik kirilmalarinda gegici olarak artisa yol actiklart goriilmiistiir (172).

Sertoli hiicrelerinin proliferasyonuna diisiik doz BPA etkisini incelemek

amaciyla tasarlanan bir diger calismada, Sertoli TM4 hiicrelerine 10" * M ve 10> M
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BPA uygulanmistir. Yapilan proteomik analizlerde ve ekspresyon analizlerinde
(gercek zamanli- polimeraz zincir reaksiyonu [qQRT-PCR] ve Western-blot analizi)
protein ekspresyonlarindaki degisiklikler incelenmistir. Proteomik ¢alismalarda 24
saat 10"° M ve 10"° M BPA uygulamasiyla enerji metabolizmasi ve oksidatif stres ile
ilgili 36 protein ve 2 biiyiik protein kiimesinin ekspresyonlarinda anlamli olmayan
degisiklikler saptanmistir. Yapilan diger incelemeler sonucunda mikromolar diizeyde
BPA maruziyetinin oksidatif streste artisa bagli olarak proliferasyonu inhibe ettigi
(p<0,05), nanomolar diizeyde BPA’nin enerji metabolizmasini arttirarak
proliferasyonu stimiile ettigi goriilmiistiir (p<<0,05) (103).

Fei ve ark. (2014), INS-1 hiicre hattinda yaptiklar1 bir calismada BPA’nin
onemli diizeyde ROS diizeylerini artirdigini gostermistir (100 uM BPA; p<0,01) ve
olusan oksidatif stresin DNA hasarini indiikleyebilecegini savunmuslardir (173). Bir
baska ¢aligmada Neuro2a ve GCl1 hiicrelerinde 50 uM veya 100 uM BPA uygulamasi
ile ROS diizeylerinin artti§i bulunmustur. Neuro2a hiicrelerinde zamanla ROS
diizeylerinin arttig1 bulunurken, GC1 hiicrelerinde 12. saatten sonra diizeylerde azalma
saptanmistir (174). Kegi Sertoli hiicrelerine (goat testis Sertoli cell) uygulanan 400-
600 uM BPA, ROS diizeylerinde zaman bagli olarak énemli 6l¢iide artis meydana
getirmistir (p<0,05) (175).

Insan kirmizi kan hiicrelerinde yapilan in vitro bir ¢alismada, hiicrelere BPA,
BPF, BPS ve BPAF maddeleri uygulanmistir. 4 saat inkiibasyondan sonra, 250 ug/ml
ve 500 pg/ml BPA uygulanan hiicrelerde SOD aktivitesinde %60,0-83,1°lik bir azalma
meydana geldigi goriilmiistiir. 500 pg/ml BPF uygulamasinda %79,1°lik azalma ve
100 pg/ml BPAF uygulamasinda %80,9’luk bir azalma gdzlenmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra 100 pug/ml BPA, SOD aktivitesinde % 82,6’lik bir diisiise neden
olurken, BPF (25-100 pg/ml) daha ciddi bir azalmaya neden olmustur (%72.3-85.7).
SOD aktivitesindeki en belirgin diisiis (%73,0-87,4) BPAF ile muamele edilen
hiicrelerde gozlenmistir. BPA (250 pg/ml ve 500 pg/ml) ve BPS (500 pg/ml)’nin
inkiibasyonu sonras1 GPx aktivitesinde de azalma kaydedilmistir ancak, bu degisiklik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Ayrica, 100-500 pg/ml BPA uygulanmasi
sonucunda CAT aktivitesinin %64,7-82,8 oraninda azaldig1 belirlenmistir. 24 saatlik
maruziyette bu oranlar daha da artmistir. 25-500 pg/ml BPA uygulamasinda ise GSH
seviyelerinin %68,1-92,14 oraninda diistiigii gézlenmistir (176).
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Testis Sertoli hiicrelerinin kullanildig: bir diger ¢aligmada, hiicrelere diisiik
veya orta dozda BPA uygulamasi yapilmigtir. Diigiik doz BPA maruziyeti ile GSH
diizeylerinde hicbir degisiklik gozlenmezken, orta dozda BPA maruziyeti ile
hiicrelerde GSH seviyelerinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir. Hiicre ici GSH
seviyelerinde; 10 uM BPA uygulamasinda 3. ve 24. saatlerde, 10 uM BPA uygulamasi
sonrasinda da 1, 3 ve 24. saatlerde anlamli bir artig goriilmiistiir. Arastirmacilar
GSSG’nin GSH’a donistiigiinii ve bu nedenle GSH seviyelerinin yiiksek bulundugu
savini ortaya koymuslardir. Calismada ayrica GR ekspresyonu da degerlendirilmistir.
10 uM BPA uygulanan c¢alisma grubunda GR diizeylerinde bir degisme
gozlenmezken, 50 uM BPA uygulanmasinin ardindan 1. saatte GR ekspresyonunun
arttig1 gézlenmistir. 3. veya 24. saatte ekspresyon diizeylerinde bir artig goriilmemistir
(177).

Bisfenol A’nin ER stres ve apoptorik degisiklikler ile iliskisini inceleyen
caligmalarin ¢ok daha sinirli sayida oldugu goriilmektedir. Asahi ve ark. tarafindan
gerceklestirilen bir calismada 100 uM BPA (48 saat) ile muamele edilen NCTC Clone
1469 (fare non-parenkimal hepatositi) hiicrelerinde ER stresi ile iliskilendirilen
apoptoz incelenmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan morfolojik incelemede BPA
uygulanan grupta ER'nin uzadig1 gézlenirken, diger hiicre i¢i organellerde yapisal bir
degisiklik gozlenmemistir. Calismada RT-PCR analizi sonucu anti-apoptotik bir
protein olan Bcl-2 ekspresyonunda hafif bir diislis gdzlenmistir. Apoptozda yer alan
hedef genlerin promotdrlerine baglanan ve stres olusan ER'den gelen sinyallerle
indiiklenen bir downstream transkripsiyon faktérii olan CHOP mRNA
ekspresyonunda, BPA uygulanan NCTC Clone 1469 hiicrelerinde bir artis (1,42 kat)
goriilmistiir. Ayrica, ER'de lokalize olan ve burada fazla protein birikimi ile aktive
olabilen kaspaz-12’nin ekspresyonunun arttig1 (1,33 kat) saptanmistir. ER
fonksiyonunu bozan bir dizi farkli uyarana cevap olarak uyarilan, ER-lokalize bir
protein olan ve tam lizatta bakilan GRP78/BiP proteininin de ekspresyonunun arttigi
(1,36 kat) gozlenmistir. Kaspaz-12'nin aktivasyonu ve mevcut ¢aligmada gozlenen
GRP78/BiP'nin up-regiilasyonu, ER stres varligini destekler niteliktedir (110).

Graniiloza hiicrelerinde BPA'nin apoptozu indiikleyip indiiklemedigini
incelemek icin, Xu ve ark. (2002) tarafindan hiicreler farkli siire ve konsantrasyonlarda

BPA ile inkiibe edilmistir. Yapilan TUNEL analizinde, artan doz ve siirelerde
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apoptotik hiicre sayisinin arttig1 gozlenmistir. Kontrol grubunda apoptotik hiicre orani
%1,6+0,7; 100 fM BPA uygulanan grupta %1,9+0,9; 100 pM uygulamada %6,3+0,9;
100 nM’lik grupta %10,8+1,3 ve 100 uM uygulamada ise %16,6+2,0 bulunmustur.
Apopitotik hiicreler, hiicresel biiziilme, membran kabarmasi ve niikleer kondensasyon
ile karakterize edilmistir (178).

HL-60 hiicrelerinde BPA maruziyetinden sonra, prokaspaz 3, 8 ve 9’un aktif
formlarinin ekspresyonlarinin western blot yontemi ile tayin edildigi bir ¢aligmada;
0,4 mM BPA ile muamele edilmis hiicrelerde prokaspaz 3 ve 9 gozlenirken, prokaspaz
8 gozlenmemistir. Kaspaz 9'un aktif formunun ekspresyonunun zamana bagl bir
sekilde 3 saatte pik diizeylere ulastigi; benzer sekilde, kaspaz 3'lin aktif formunun 3
saatte bir pik gosterdigi ve daha sonra azaldig1 saptanmistir. Ancak, kaspaz 8'in aktif
formu 5 saatte dahi goriilmemistir. Elde edilen verilere dayanarak BPA'nin HL-60
hiicrelerinde apoptoz yolaklarini daha hizli harekete gecirdigi sdylenebilir (179).

Insan plasental JEG-3 hiicrelerinde, BPA, nonil- (NP) ve oktilfenol(OP), benzil
biitil ftalat (BBP), DBP, DEHP ve dimetil ftalat (DMP) maruziyetinin ROS ile
arasindaki iligkinin incelendigi bir ¢alismada, 24 saatlik maruziyet sonucu OP ve NP
en yiiksek sitotoksisiteyi gostermistir (IC50: 3640 uM). OP ve NP’den sonra en
yiiksek sitotoksisite degerini ise BPA gosterirken (138-219 uM), diger ftalat

tiirevlerinde anlamli bir toksisite gézlenmemistir (180).
2.5.2. Ftalat ile ilgili Caliymalar

Gliniimiizde yaygin olarak kullanilan ftalat ve tiirevleri ile ilgili literatiirde pek
¢ok calisma mevcuttur. Ozellikle oksidatif stres olusturarak istenmeyen etkiler
meydanda getirdigi diisiiniilen bu kimyasal maddelere iliskin ¢alismalardan bazilari
asagida 6zetlenmistir.

Gebe Wistar siganlarindan alinan embriyonik ekstremite tomurcuk hiicre
ornekleri kullanilan bir ¢alismada hiicreler, DBP (15,625; 31,25 ve 62,5 pg/ml) ve
monobutilftalata (MBuP) (250, 500 ve 1000 pg/ml) 96 saat maruz birakilmistir.
MBuP’nin toksik etkileri DBP’den daha yiiksek dozlarda goézlenmistir. Bu ftalat
tiirevlerinin doza bagl olarak artan sekilde sitotoksisiteye neden oldugu ve hiicre
farklilagmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Vitamin E ve katalaz gibi antioksidan

molekiiller ile birlikte bu bilesiklere maruziyet sonucunda ise sitotoksik etkinin
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azaldig1 gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, ¢alismada kullanilan maddelerin neden
oldugu gelisimsel toksisitenin altinda yatan mekanizmalardan birinin oksidatif stres
oldugunu disiindiirmiistiir (181). Bir baska c¢alismada olgunlasmamis farelerin
testislerinden alinan Leydig hiicreleri kiiltiirlenip, MEHP, MBP ve MBeP’ye artan
konsantrasyonlarda (1, 3, 10, 30 ve 90 uM) 48 saat maruz birakilmistir. Caligmada
yalnizca MEHP’in steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ekspresyonlarin
degistirip, bazal androjenezi stimiile ederek Leydig hiicre fonksiyonlarini etkiledigi
gbzlenmistir. Ayrica MEHP, bir ROS tiirevi olan siiperoksit olusturarak mitokondriyal
disfonksiyona neden olmustur (182).

Chen ve ark. (2012) tarafindan L02 (insan normal karaciger hiicresi) ve HepG2
hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda MEHP maruziyeti
(6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 uM) sonrast hiicre canliligi, oksidatif stres parametreleri ve
apoptoz degerlendirilmistir (24/48 saat). MEHP, 24 saatte L02 hiicrelerinin canliligini
50 uM'da %21 ve 100 uM uygulama grubunda ise %23 oraninda azaltmistir (p<0,01).
Uygulamadan 48 saat sonra L02 hiicrelerinin canliligi, 50 uM’da %30, 100 uM tedavi
grubunda ise %74 azalmistir (p<<0,01). HepG2 hiicrelerinde 100 uM MEHP ile hiicre
canlilifinin 24 saatte %56, 48 saatte ise %68 azaldig1 bulunmustur. LO2 hiicrelerinde
tiim doz gruplarinin GSH seviyelerinde dalgalanmalar gozlenmistir. 6,25 pM ve 50
uM MEHP maruziyeti, GSH diizeylerinde azalmaya neden olurken, diger calisma
gruplarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Bununla birlikte, HepG2
hiicrelerinde MEHP maruziyetinden 24 ve 48 saat sonra, GSH seviyelerinde azalma
meydana gelmistir (p<0,01). L02 hiicrelerinde MEHP maruziyetinden 24 saat sonra,
100 uM calisma grubu hari¢ tiim gruplarda kaspaz 3 aktivitesinde onemli artiglar
gozlenirken, HepG2 hiicrelerinde 25 uM MEHP uygulamasinda 6nemli bir artig
meydana gelmistir (p<0,05 ve p<0,01). Elde edilen veriler MEHP'in hiicre hatlarinda
mitokondriyal ve kaspaz 3'e bagh yolaklar ile apoptozu indiikleyebilecegini
diisiindiirmektedir (76).

MEHP’in 6,25-100 uM konsantrasyon araliginda HepG2 hiicre hattina
uygulandigi bir ¢alismada, 100 uM uygulamada hiicre canliliginin (MTT yoOntemi ile,
24/36 saat) 6nemli Ol¢iide azaldig1 gézlenmistir (p<0,01). SOD aktivitesinin, 24 saatte
100 uM MEHP uygulanan grupta ve 36 saatte 50 pM ve 100 uM maruziyet gruplarinda
onemli Ol¢iide azaldigi gosterilmistir (p<0,05, hepsi). Tiim doz gruplarinda SOD
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diizeylerinin ve GPx aktivitelerinin diistiigii gozlenmistir (p<0,01). Ayrica ¢alismada
DNA hasar1 da degerlendirilmistir. Her iki maruziyet siiresinde 8-OHdG seviyeleri
yiiksek konsantrasyon gruplarinda anlamli olarak artmistir (p<0,05 veya p<0,01).
Apoptotik stirecin kaspaz 9 ve kaspaz 3 enzimatik aktiviteleri ile iligkili olup
olmadigint da degerlendirmek isteyen arastirmacilar, 36 saat maruziyet sonrasi
MEHP’in, 6.25 uM deney grubu hari¢, diger deney gruplarinda kaspaz-9 ve -3
aktivitelerini 6nemli 6l¢iide indiikledigi sonucuna varmislardir (p<0,05 veya p<0,01).
Ozellikle, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda MEHP’in, sirastyla kaspaz 3
aktivitesinde 1,65 kat ve 1,67 kat artis, kaspaz 9 aktivitesinde 1,76 kat ve 1,64 kat
artisa neden oldugu goriilmiistiir (79).

Wang ve ark.’nin yaptig1 bir diger ¢aligmada, fare over antral folikiilleri 72
veya 96 saat MEHP’e maruz birakilmistir. 72 saatte 10 pg/ml MEHP uygulanan grupta
SOD1 aktivitesi onemli olglide artmistir. 96 saatte yine ayni doz uygulamasinda
MEHP SODI1 aktivitesini arttirirken, 100 pg/ml MEHP uygulamasinin SODI
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (152). Over antral folikiillerinde yapilan bir
bagka caligmada, 10 pg/ml ve 100 pg/ml MEHP uygulamasinin 72 saatte GPX
aktivitesini onemli Olciide inhibe ettigi; 96 saatte ise uygulanan tim MEHP dozlar
GPX aktivitesinin 6nemli dl¢lide azaldig1 gozlenmistir (p<0,05). Ayrica, 0,1 pg/ml ve
10 pg/ml MEHP uygulanan over antral folikiillerinde kontrole kiyasla CAT
aktivitesinin énemli Olciide arttig1 saptanmistir (p<<0,05) (183). Ayni ¢alisma grubu,
bir diger ¢calismasinda MEHP'in ana bilesik olan DEHP'e gore farkli mekanizmalarla
oksidatif stres olusturdugunu 6ne siirmektedir. MEHP’in DEHP'e kiyasla farkli
antioksidan enzimleri etkiledigi ve bununla birlikte MEHP ve DEHP uygulanan antral
folikiillerde farkli diizeylerde ROS iiretimi oldugu gosterilmistir. Ayrica, DEHP'in
SOD1'in ekspresyon ve aktivitesini degistirdigi, ancak GPX ve CAT" etkilemedigi de
gosterilmistir. Mevcut veriler, MEHP'in GPx ekspresyonunu ve aktivitesini
baskilayarak oksidatif strese neden oldugunu gdstermektedir (184).

Sertoli hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, 24 saat 200 uM MEHP’e maruz
birakilan hiicrelerde oksidatif stres gostergelerinden biri olan glutatyon seviyelerinin
kontrol grubuna kiyasla 6nemli Olgiide azaldigi gosterilmistir (p<0,05). Ayrica,
koruyucu olarak N-asetil sistein (NAC) tek basina veya MEHP ile kombinasyon

halinde uygulanmis ve kontrol grubuna kiyasla NAC uygulanan gruplarin glutatyon
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diizeylerinde artis meydana geldigi goriilmistir. MEHP’in lipit peroksidasyon
diizeylerine etkisinin de incelendigi calismada MEHP uygulanan hiicrelerde
lipoperoksit diizeylerinde anlamli bir artis gdzlenmistir (p<0,05) (185).

HepG2 hiicre hattinda DEHP maruziyetinin sebep olabilecegi metabolik
disfonksiyonun olasi mekanizmalarinin belirlenebilmesi i¢in 5, 10, 25, 50, 100 pmol/L
konsantrasyonlarinda hiicreler DEHP’e maruz birakilmis, DEHP’in hiicrelerde lipit
birikimine sebep olabilecegi belirlenmistir. Ayrica, ¢aligma sonucunda gézlenen SOD
aktivitesinde azalma ve MDA diizeylerindeki artis oksidatif stres varligini
diistindiirmiistiir. Takiben yapilan Western Blot analizinde peroksizom proliferatorleri
aktive reseptorlerin ve sterol metabolizmasint diizenleyen PPARa ve sterol
diizenleyici elemana baglanan transkripsiyon faktorii 1¢ (SREBP-1c¢) proteinlerinin
ekspresyonunun da ozellikle 50 ve 100 umol/L dozlarda olmak iizere, DEHP
konsantrasyona dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir (186).

Pankreatik B-hiicrelerinde olusan DNA hasarinda DEHP kaynakli oksidatif
stresin roliinii inceleyen bir baska calismada, 1 saat boyunca 100 uM, 200 uM ve 400
uM DEHP’e maruz birakilan hiicrelerde DEHP maruziyetinin doza bagli olarak artan
sekilde DNA migrasyonu ve oksidatif stresi arttirdig1 gézlenmistir. Ayrica, lizozomal
membran gegirgenliginin ve mitokondriyal membran potansiyelinin azaldigi, ROS
iiretiminin artti§1 ve buna bagl olarak glutatyon diizeylerinde azalma ortaya ¢iktig1
gbzlenmigtir. Ayrica, ¢alismada SOD aktivitesinin anlamli bir sekilde azaldigi ve
MDA diizeylerinin de arttig1 belirlenmistir (187).

LnCAP ve Leydig MA-10 hiicrelerinin kullanildig1 diger ¢alismalarda, DEHP
ve ana metaboliti MEHP’in bu hiicrelerde olusturdugu oksidan/antioksidan statii
degisiklikleri, intraselliiler ROS, genotoksisite, p5S3 ve p21 ekspresyon degisiklikleri
degerlendirilmistir. LnCAP hiicrelerinde 24 saatlik maruziyette 10°-10 mM gibi genis
bir doz aralig1 se¢ilmis ve bu doz aralifinda degisken bir canlilik (5 uM- 3 mM
uygulamada canlilik %40-60) oldugu gozlenmistir. Ayni ¢alismada hiicrelere MEHP
uygulamasi yapilmis ve 3 uM’lik MEHP uygulamasinda canlilik %60 bulunmustur.
DEHP'e maruz birakilan hiicrelerde ROS iiretimi 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
1,5 kat ve 60 dakikalik inkiibasyondan sonra 2 kat artmistir (p<<0,05). MEHP ile
muamele edilen hiicrelerde ise, ROS iiretimini hizli bir yiikselis gostermis ve 30

dakikada 2,6 kat ve 60 dakikada 9,2 kat artmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar,
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MEHP’in ¢ok daha diisiik dozlarda sitotoksik oldugunu ve DEHP toksisisitesinden ana
sorumlu bilesigin MEHP oldugunu gostermistir. Her iki bilesigin de oksidatif stresi
indiikledigi, antioksidan enzim aktivitelerinde degisikliklere yol actiklari, intraselliiler
glutatyon diizeylerini etkiledikleri, genotoksik etki olusturdugu, MEHP’in ise p53 ve
p21 ekspresyonlarin indiikledigi belirlenmistir (188, 189).

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin bir diger hedef organi olan tiroid
tizerindeki etkileri degerlendirmek iizere yiiriitiilen bir calismada, 24 saat boyunca
Nthy-ori 3-1 normal insan tiroid epitelyal hiicre hattina 100, 200 ve 400 uM dozlarda
DEHP verilmis, Nthy-ori 3-1 hiicrelerinde DEHP’in doz-bagimli bir sekilde hiicre
canliliginda artisa neden oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 400 pM DEHP verilen grupta
hiicre canliliginin kontrole oranla tirositlerde % 46 arttig1 saptanmistir (p<<0,001). Ek
olarak hayvanlardan alinan tiroid dokusunda da tiroid folikiil epitel hiicrelerinde
gbzlenen artis (p<<0,001) ve tiroid folikiiler bosluklarindaki azalma (p=0,015), doku
hiperaktivitesini diislindiirmiistiir. Bununla birlikte, DEHP maruziyetinin Nthy-ori 3-
1 hiicrelerinde, ROS iiretimini kontrole oranla %39,2 arttirdigi belirlenmistir
(p<0,001) (58).

Di-2-etil hekzil ftalatin ER stres tizerindeki etkilerini inceleyen sinirl sayida
caligma bulunmaktadir. Bu ¢caligsmalardan birinde, Vero ve HaCat hiicre hattina 4 veya
24 saat 1-100 uM DEHP uygulanmis ve Western blotting ile ER stresin olasi
indiiksiyonunu  belirlemek i¢in UPR’nin iki kritik markorii  incelenmistir:
CHOP/Gadd153 ve GRP78/BiP. CHOP protein ekspresyonu Vero hiicrelerinde 4
saatlik uygulama sonrasi degigsmezken, 24 saatlik uygulamada az miktarda diisiis
gostermistir. HaCat hiicrelerinde ise 4. saatte ylikselme (1,5 kat) gozlenirken, 24.
saatte kontrol gurubunun degerlerine geri dondiigii gozlenmistir. GRP78’in Vero
hiicrelerinde ekspresyonu 4 saatte yiikselme egilimi gosterirken, 24 saatlik DEHP
uygulamasinda ise onemli derecede artis (2,1 kat) gozlenmistir. Caligmada anti-
apoptotik Bcl-2 proteini, Vero hiicre hattinda 24 saat DEHP uygulamasi ile artis (2,8
kat) gostermistir. HaCat hiicre hattinda 4. saatte yiikselme goézlenirken, 24. saatte
protein ekspresyonunda azalma saptanmistir (190). Sonuclar, DEHP toksisitesinde ER
stres indiiksiyonunun roliinii diislindiiriir niteliktedir.

Baska bir calismada GRP78 protein diizeylerinin 25, 125 veya 625 uM DEHP'e

maruz kalan INS-1 hiicrelerinde, doza bagimli olarak up-regiile oldugu gosterilmistir
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(p<0,001). Benzer sekilde, GRP94 proteininin seviyesi 25 veya 625 uM DEHP'e
maruz kalan hiicrelerde anlamli olarak artmistir (p<0,001). PERK ve substrati
ElF2o’nin fosforilasyon miktarlarinin 25, 125 veya 625 uM DEHP'e maruz kaldiktan
sonra 6nemli dl¢lide arttig1 saptanmistir. Fosforilize PERK ve ElIF2« 5 uM DEHP'e
maruz kalan hiicrelerde de hafifce yiikselmistir ancak istatistiksel olarak anlamli
degildir. EIF2x fosforilasyonu ile indiiklendigi bilinen ATF4 proteininin diizeylerinin
25, 125 veya 625 uM DEHP uygulanan hiicrelerde anlamli sekilde yiikseldigi
gozlenmistir (p<0,001). Yiiksek doz DEHP gruplarinda, CHOP'un transkripsiyonu ve
translasyonu da onemli 6lgiide artmistir (p<0,001). Calismada ayrica, ER stresini
tetikledigi diisiiniilen Ca®" seviyeleri de incelenmistir. DEHP maruziyeti ile INS-1
hiicrelerinde doza bagiml olarak ER Ca® diizeylerinin azaldigs, intraseliiler Ca>*
diizeylerinde ise artis gdzlendigi rapor edilmistir (p<0,01 veya p<0,001) (191).

Fare spermatosit hiicrelerinde (GC-2 hiicreleri) DBP maruziyetinin (25, 50,
200 uM; 24 saat) ER stres lizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, doza bagimli
olarak ROS diizeylerinde artig goriilmiistiir. Calisma DBP’nin olusturdugu oksidatif
stresin ER stresine neden oldugunu ve bunlarin bir sonucu olarak otofaji meydana
getirebilecegi fikrini savunmaktadir. ER stresinin otofajiye neden oldugunu
kanitlamak amaciyla ER stres inhibitorii olan 4-fenilbiitirat (4-PBA) kullanilmis ve
inhibitoriin kullanildig1 grupta LC3-I’in LC3-II’ye doniisiimiiniin (otofaji gostergesi)
azaldig1 kaydedilmistir. Bu bulgular, DBP’nin ER stres kaynakli otofajiye sebep
oldugunun bir gostergesidir. ER stresin gdstergelerinden biri olan ATF4 ve EIF2«
protein ekspresyonunun artisinin da DBP ile tedavi edilen GC-2 hiicrelerinde ER
stresine bagli otofajiye neden oldugunu destekler niteliktedir (192). Ayni ¢alisma
grubunun yaptig1 baska bir caligmada, ER stres aracilt CHOP aktivasyonunun yiiksek
DBP konsantrasyonunda (100 uM) ER strese bagli apoptoza neden oldugu one
siiriilmiistir. 100 uM DBP maruziyeti ile hiicre i¢i Ca*" seviyelerinde artis
goriilmistiir. Ayrica, ER stres gostergelerinden GRP78, ATF6 ve p-EIF2« ekspresyon
diizeylerinde doza bagh artig goriilmiistiir. Bu bulgular ER stres varligin1 ve ER stres
aracilt apoptozu destekler niteliktedir (193).

Insan endotelyal hiicreleri 200 ptM MEHP’e maruz birakilmis ve hiicresel
apoptozu degerlendirmek icin TUNEL boyama yapilmistir. 12 ve 24 saat maruziyetten

sonra apoptotik hiicre sayisinda anlaml bir artis gozlenmistir. Ayrica, apoptozun bir



38

gostergesi olan kaspaz 3 seviyeleri de kuvvetli bir sekilde artarken, 6 saatlik
maruziyette kaspaz 3 seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmamuistir.
Calismada, MEHP ile indiiklenen apoptozun otofajiye bagli olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in hiicreler, otofaji inhibitorii olan 3-metiladenine (3MA) 2 saat siireyle
tabi tutulmus ve apoptozda azalma meydana geldigi gosterilmistir. Sonuglar MEHP in
otofajiye bagli olarak apoptozu indiikledigi fikrini destekler niteliktedir (194).

Liu ve ark.’nin (2017) insan vaskiiler endotelyal hiicrelerinde yaptig1 bir diger
calismada da, MEHP’in doz bagimli olarak (0-200 uM; 24 saat) ROS diizeylerini
artirdig1 ve otofajiye sebep olabilecegi gdsterilmistir. MEHP grubunda otofaji varligini
kanitlayan LC3-II ekspresyonunda artig goriiliircken, NAC verilen MEHP grubunda
ROS diizeyleri azalmig ve LC3-II ekpresyonunda da diisiis goriilmiistiir (195).

Naarala ve Korpi fare makrofaj hiicre hattinda DEHP, BBP, DBP ve DIBP test
maddeleri ile ¢aligmistir. DEHP ve BBP’nin, calisilan dozlardan herhangi birinde
nekrotik veya apoptotik hiicre 6liimiine neden olmadigi; hem DIBP hem de DBP’nin
en yiiksek iki konsantrasyonda (100 uM ve 1 mM) doz-bagimli nekrotik hiicre

Oliimiine neden oldugu gosterilmistir (196).
2.5.3. Kombine Maruziyet ile Ilgili Cahsmalar

Endokrin bozucu oldugu bilinen birden fazla kimyasal maddeye ayni anda
maruz kalmak tekli maruziyete gore farkli sonuglar dogurabilir. Giiniimiize kadar
yapilmis olan ¢ok sayida c¢alismanin bu kimyasal maddelere tekli maruziyetin
sonuclarini inceledigi goriilmektedir. Ancak, ¢ok az sayida calisma birden fazla
kimyasal madde maruziyetinin degerlendirilebilecegi sekilde tasarlanmustir. Ozellikle
kombine maruziyetin etkilerinin degerlendirildigi tek bir in vitro ¢alisma
saptanabilmistir.

Live ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, HepG2 hiicreleri BPA, DBP
ve Cd’a tekli veya ikili kombinasyonlar seklinde 24 saat maruz birakilmistir. Bu
calisma smirli sayidaki kombine maruziyet caligmalarindan biridir. BPA ve Cd
maruziyetinde mortalite doz bagimli olarak artmistir (p<0,05). DBP ise 10°-10
mol/L doz araliginda benzer sonu¢ vermistir. Kendi iglerinde sitotoksisiteleri
degerlendirildiginde hiicre canlilig1 iizerine en etkili olan Cd’dur. Caligmada tekli

maruziyetlere kiyasla kombine maruziyetler daha sitotoksik bulunmustur. BPA+DBP
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(10°+10"° mol/L) kombinasyonunda canlilik %54 civarida bulunmustur (p<0,05). 6
saat sonunda tekli maruziyetlerde doz bagimli olarak ROS diizeylerinde artis
goriiliirken, kombine gruplarda diizeyler daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Calismada, Cd’un kullanildig1 ¢alisma gruplar1 basta olmak iizere test maddelerinin
uygulandigi tiim gruplarda SOD diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir
(p<0,05) Cd grubunda MDA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla %221 oraninda yiiksek
bulunurken, ikili maruziyet gruplarinda MDA diizeyleri gerek kontrol gerekse tekli

maruziyet gruplarina oranla daha yiiksek bulunmustur (p<0,05) (14).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-Merkaptoetanol

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

4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein
Gels, 15- well, 15 ul

8-OHdG Tayin kiti (BIOXYTECH® 8 — OHdG —
EIAT™)

Anti-beta Actin Antibody — Loading Control

Bisfenol A

CHOP Mause mAb

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Donkey Anti-Goat IgG (HRP)

DNA izolasyon kiti (Quick-DNA™ Miniprep Kit)

Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium (DMEM Low
Glucose)

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (D-
PBS)

Florometrik Hiicre i¢i ROS kiti

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Glisin (Elektoforez igin, =%99)

Glutatyon kiti

Glutatyon Peroksidaz kiti

GRP78 Antibody (A-10) Mause Monoclonal [gM
Halt™ Proteaz ve Fosfataz inhibitor Kokteyli

Hiicre Liziz Reaktifi (CelLytic MT)

Merck Millipore

Sigma — Aldrich

BIO-RAD

Oxis International, Inc.

Abcam

Sigma - Aldrich

Cell Signaling Technology
Duchefa Biochemical
Abcam

Zymo Research

Biowest

Biowest

Sigma - Aldrich

Biowest

Sigma — Aldrich

Cayman Chemical
Cayman Chemical

Santa Cruz Biotechnology
Thermo Fisher Scientific

Sigma — Aldrich



Kaspaz 3 Deney kiti

Kaspaz 8 Deney kiti

Katalaz kiti

Laemmli Ornek Tamponu (2X)
Mause Anti-Rabbit IgG (HRP)

Mono-2-Etilhekzil Ftalat (100 UG/ML)

NE-PER™ (Niikleer ve sitoplazmik ekstraksiyon

reaktifi)

Penisilin-Streptomisin

PERK Rabbit mAb

Pierce™ ECL Plus Western Blot Substrati
Precision Plus Protein™ ™" iki Renkli Standart
Proteaz inhibitér Kokteyli

Protein Karbonil kiti

Protein Miktar Tayini kiti (BCA kiti)
Rabbit Anti-Mause IgG mAb (HRP Konjugat)
Sodyum Dodesil Siilfat

Stiperoksit Dismutaz kiti

TBARS Deney kiti

Tripsin-EDTA

Tris

Triton X-100

TUNEL Deney kiti

Tunikamisin

Tween 20
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Mybiosourse
Mybiosourse

Cayman Chemical
BIO-RAD

Santa Cruz Biotechnology

Cambridge Isotope
Laboratories

Thermo Fisher Scientific

Biological Industries

Cell Signaling Technology
Thermo Fisher Scientific
BIO-RAD

Sigma — Aldrich

Cayman Chemical

Sigma — Aldrich

Cell Signaling Technology
Sigma — Aldrich

Cayman Chemical
Cayman Chemical

Sigma — Aldrich

Merck

Merck

Roche

Abcam

Merck Millipore



XBP-1 Rabbit mAb

3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

96 kuyucuklu plak

Biyogiivenlik kabini

Buz kirma makinasi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Dijital Kamera
Elektroforez Sistemi

Elektron Mikroskop

Gii¢ Kaynag
Hassas Terazi

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), pipet (1-25
ml), falcon tiipii (15, 50 ml), eppendorf tiip

Immun-Blot® PVDF Membran
Isik ve Faz Kontrast Mikroskobu

Inkiibatér (CO,’li)

Kalin blot kagidi
Lamel
Mikro Santrifiij

Mikropipet (10 — 100 pl, 100 — 1000 ul, 1 — 5 ml)
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Cell Signaling Technology

Greiner bio-one, Cellstar

Holten, Lamin Air Model
1,2

Scotsman AF100
Arcelik, 2 kapili
Arcelik, Tek kapilt
Revco, Legaci

MES mp Minipure,
mes08/Thermo Scientific,

Leica DC490
Invitrogen

JEOL-JEM 1400

Invitrogen
Mettler Toledo, XS105

Corning, Labosel Directive
98/79/CE

BIO-RAD
Leica, DFC280

Heraeus Instruments,
Funvtion Line

BIO-RAD
Isolab
Heraeus, Hettich, Mikro22

Eppendorf, Finnpipette,
Labsystems
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Neubauer Lami (Hiicre sayim lam1) Marienfeld
pHmetre Isolab

Pipet ucu (0,5 — 10, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl’lik)  Eppendorf, Top-Line

Santrifiij Heraeus, Hettich, Rotofix
32A

Spektrofotometre / Spektroflorometre Molecular Devices,
SpektraMax M2

Su Banyosu Memmert, Edelstaht
Rostfrei

Terazi XS105 Dual Range

Vorteks LMS, Mixer Uzusio VTX-
3000L

3.3. Kullanilan Hiicre Hatti

(Calismada insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicre hattt (ATCC®HB-8065™)
kullanilmistir. Bu hiicre hatt1 15 yasinda erkek bir ad6lesanin hepatoseliiler karsinoma

dokusundan elde edilen adherent epitel hiicrelerden olugmaktadir.
3.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. BPA ve MEHP Cozeltilerinin Hazirlanmasi

BPA: 29 mg Bisfenol A tartilmig, 100 ul dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziilmiistiir. Besiyeri i¢cinde, nihai DMSO oran1 %0,1 olacak sekilde 343 uM BPA
cozeltisi hazirlanmigtir.

MEHP: Hazir olarak temin edilen 360 uM’lik MEHP ¢ozeltisinden alinarak

4,5 uM olacak sekilde besiyeri ile seyreltilmistir.
3.4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre hatlarinin ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilan besiyeri, Dulbecco’s Modified
Eagle Medyum (DMEM, 500 ml) igerisine %10 (50 ml) f6tal sigir serumu (FBS), %1

(5,5 ml) penisilin streptomisin eklenerek hazirlanmis, +4°C’de saklanmustir.
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3.4.3. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir Yontemi

ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Dimetil Siilfoksit:

Dimetil siilfoksit (C,HsOS) yogunlugu 1,1 g/ml’dir. Oda sicakliginda

saklanabilir.
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir Cozeltisi:

15 mg 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir tartilmis, 3 ml
D-PBS igerisinde ¢oziildikten sonra 27 ml DMEM eklenerek 0,5 mg/ml
konsantrasyondaki c¢ozelti elde edilmistir. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi 1siktan

korunmalidir ve 24 saat dayaniklidir.
3.4.4. Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler
ROS Tayin Reaktifi:

Kit 1 ml ROS tayin reaktifi icermektedir. -20 ° C'de saklandiginda 1 ay
dayaniklidir.

Dimetil Siilfoksit:
Kit 0,1 ml DMSO icermektedir. Tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir.
Deney Tamponu:

Kit 20 ml deney tamponu icermektedir. -20 ° C'de saklandiginda 1 ay
dayaniklidir.

Master Reaksiyon Karisimi:

20 pl 500X ROS tayin reaktifi ve 10 ul deney tamponu igeren karigimdir. -
20°C'de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.
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3.4.5. Glutatyon Peroksidaz 1 Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X):

Kit 3 ml deney tamponu i¢ermektedir ve 27 ml distile su ile seyreltilerek 1X
cozelti elde edilir. 1X ¢ozelti, 5 mM EDTA iceran 50 mM Tris-HC1 (pH 7,6)
tamponudur. 4°C’de 6 ay dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

Ornek tamponundan 2 ml alnir ve 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti
elde edilir. Cozelti, GPx kontrol ¢6zeltisini ve 6rnekleri seyreltmek i¢in kullanilmigtir.
1X ¢ozelti, 5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA igeren 50 mM Tris-HC1 (pH 7,6)
tamponudur. 4°C’de 6 ay dayaniklidir.

Glutatyon Peroksidaz (Kontrol):

Kit 50 pl sigir eritrosit GPx’i igermektedir. Kullanmadan 6nce, enzimin 10
ul’si bagka bir viale aktarilarak 490 pl 1X 6rnek tamponu ile seyreltilir. Seyreltilmis

enzim 4 saat i¢erisinde kullanilmalidir. -20°C’de saklanmalidir.
Ko — Substrat Karisimi:

Kit liyofilize toz halinde NADPH, GSH ve GR i¢ermektedir. Her bir vial
ihtiyac1 karsilayacak sekilde 6 ml distile suda ¢oziiliir. Deney yapilirken olusturulan

reaktif 25°C’de bekletilir. 4°C’de 2 giin dayaniklidir.
Kiimen Hidroperoksit:

Kit 2.5 ml kiimen hidroperoksit igermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi

kullanima hazirdir. -20°C’de saklanmalidir.
3.4.6. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X):

3 ml deney tamponu 27 ml distile su ile seyreltilir. Elde edilen 1X deney

tamponu radikal detektorii seyreltmek i¢in kullanilir. 1X ¢ozelti, 0,1 mM dietilen



46

triamin pentaasetik asit (DTPA) ve 0,1 mM hipoksantin iceren 50 mM Tris-HCI (pH
8,0) tamponudur. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponudur. Ornek tamponundan 2 ml almnir ve 18
ml distile su ile seyreltilir. Elde edilen 1X 6rnek tamponu SOD standartlarim
hazirlamak, ksantin oksidazi ve SOD &rneklerini seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de 6

ay dayaniklidir.
Radikal Detektor:

Kit, 250 pl tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi icermektedir. Kullanmadan 6nce, eldeki
cozeltinin 50 ul’si baska bir viale aktarilir ve 19,95 ml 1X deney tamponu ile

seyreltilir. 2 saat igerisinde, 1giktan korunarak kullanilmalidir.
SOD Stok ve Standart Cozeltileri:

Vial, 100 pl sigir eritrosit SOD stok ¢ozeltisi (Cu/Zn-SOD seklinde)
icermektedir. SOD standart ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in kullanilir. 20 ul SOD stok
cozeltisi 1,98 ml 1X 6rnek tamponu ile seyreltilir. Seyreltilmis SOD stok ¢ozeltisinden
strastyla O pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl, 120 pl, 160 pl ve 200 pl alinarak, 1000 ul, 980 pl,
960 pul, 920 pl, 880 pl, 840 pl ve 800 ul 6rnek tamponu ile seyreltilir ve 0; 0,005; 0,01;
0,02; 0,03, 0,04 ve 0,05 U/ml SOD aktivitesine sahip bir seri standart ¢ozelti hazirlanir.

Standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmalidir.
Ksantin Oksidaz:

Kit, 150 pl ksantin oksidaz icermektedir. Kullanmadan 6nce 50 pl’si bagka bir
viale aktarilarak 1X 6rnek tamponu (1,95 ml) ile seyreltilir. Seyreltilmis enzim bir saat

dayaniklidir. Buzda bekletilerek kullanilir.
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3.4.7. Katalaz Ol¢iimiinde Kullamlan Céozeltiler
Deney Tamponu (10X):

2 ml CAT deney tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde
edilir. 1X ¢ozelti, 100 mM potasyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. 4°C’de 2 ay
dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

5 ml CAT 6rnek tamponu 45 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir.
1X ¢ozelti, %0,1 sigir serum albiimin ve 1 mM EDTA igeren 25 mM potasyum fosfat
(pH 7,5) tamponudur. Elde edilen 6rnek tamponu analizden o6nce formaldehit

standartlarin1 ve 6rnekleri seyreltmek icin kullanilir. 4°C’de 2 ay dayaniklidir.
Formaldehit Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit, 4.25M formaldehit stok ¢ozeltisi igermektedir. Formaldehit stok
cozeltisinin 10 ul’si 9,99 ml seyreltilmis 6rnek tamponu ile seyreltilir ve 4,25 mM
formaldehit ara stok ¢ozeltisi elde edilir. Ara stok ¢ozeltisinden alinan O pl, 10 pl, 30
ul, 60 pl, 90 pl, 120 pl ve 150 pl formaldehit, 1X 6rnek tamponuyla (sirasiyla 1000
ul, 990 pl, 970 pl, 940 pl, 910 pl, 880 ul, 850 ul alinarak) seyreltilir ve 0, 5, 15, 30,

45, 60 ve 75 uM konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltileri hazirlanir.
Potasyum Hidroksit:

Kit, 4 ml 10M potasyum hidroksit (KOH) igermektedir. Reaktif tedarik edildigi
gibi kullanima hazirdir. 4°C’de 3 ay dayaniklidir.

Hidrojen Peroksit:

Kit, 8,82 M H202 ¢ozeltisi icermektedir. Bu ¢ozeltinin 40 pl’si 9,96 ml distile
su ile seyreltilerek 35,28 mM ¢ozelti elde edilmistir. Cozelti 2 saat dayaniklidir.
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Purpald (Kromojen):

0,5 M hidroklorik asit (HCI) igerisinde hazirlanmis 4 ml “4-amino-3-hidrazino-
5-merkapto-1,2,4-triazol” (purpald) icermektedir. CAT deney kiti i¢erisinde kullanima

hazir olarak temin edilmistir.
Potasyum Periyodat:

0,5 M potasyum hidroksit i¢erisinde 1,5 ml potasyum periyodat igermektedir.
CAT deney kiti igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

3.4.8. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
QuantiPro Buffer QA:

Reaktif QA 0,2 M NaOH igerisinde sodyum tartarat, sodyum karbonat ve
sodyum bikarbonattan olugsan 250 ml’lik bir ¢ozeltidir (pH 11,25). QuantiPro BCA

Kiti igerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir.
QuantiPro BCA QB:

Reaktif QB, 250 ml %4’liik bisinkoninik asit (BCA) ¢ozeltisidir (pH 8,5). Kitin

icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir.
Bakar (II) Siilfat:

12 ml %4’liik bakir(IT)siilfat pentahidrat ¢6zelti halinde kullanima hazir halde

temin edilmistir.
Protein Stok ve Standart Cozeltileri:

Koruyucu olarak %0,05 sodyum azid igeren, 0,15 M NaCl’de 1,0 mg/ml sigir
serum alblimininden olusan 1,0 mI’lik ¢6zelti “stok protein ¢ozeltisi” olarak kullanilir.
Stok protein ¢ozeltisi ve distile su kullanilarak 0; 0,5; 5; 10; 20; 30; 50 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda protein standart ¢ozeltileri hazirlanir.
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3.4.9. Glutatyon Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler
2-(N-morfolin)etansiilfonik Asit Tamponu (2X):

Tampon, 0,4 M 2-(N-morfolin) etansiilfonik asit (MES), 2 mM EDTA ve 0,1
M fosfat icermektedir (pH 6,0). 60 ml MES tamponu 60 ml distile su ile seyreltilerek
1X ¢ozelti elde edilir.

Okside Glutatyon Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit, MES tamponu igerisinde 2 ml okside glutatyon (GSSG, 25 uM)
icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi kullanima hazirdir. 0 - 4°C’de saklandiginda
1 y1l dayaniklidir. GSSG stok ¢ozeltisi (sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 pl) ve
1X MES tampon ¢ozeltisi (sirasiyla 500, 495, 490, 480, 460, 420, 380, 340 ul)
kullanilarak 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 uM konsantrasyonlarinda GSSG standartlar

hazirlanmistir.
Ko-Faktor Karisima:

Kit, icerisinde liyofilize toz halinde NADP" ve glukoz-6-fosfat icermektedir.
Kullanmadan 6nce vial 0,5 ml distile suda ¢oziiliir. 0 - 4°C’de saklandiginda 2 hafta

dayaniklidir.
Enzim Karisimi:

Kit igerisinde bulunan tampon c¢ozelti (0,2 ml), GR ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz icermektedir. 1X MES tampon ¢ozeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilir.

0 - 4°C’de saklandiginda 2 hafta dayanikhidir.
5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit:

Kit, liyofilize toz halinde 5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB, Ellman
reaktifi) icermektedir. Kullanmadan once vial 0,5 ml distile suda ¢oziiliir. Reaktif

cozeltisi hazirlandiktan itibaren 10 dakika icerisinde kullanilmalidir.
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3.4.10. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler
Tiyobarbitiirik Asit:

Kit igerisinde 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunmaktadir. Renk reaktifini

hazirlamak i¢in kullanilir.
Asetik Asit:

Kit, 20 ml konsantre asetik asit igermektedir. 40 ml asetik asit 160 ml distile su
ile seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir. Oda sicakliginda 3 ay

dayaniklidir.
Sodyum Hidroksit (10X):

20 ml NaOH ¢ozeltisi 180 ml distile su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir

ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir. Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.
Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit, 500 uM MDA stok c¢ozeltisi icermektedir. Reaktif tedarik edildigi gibi
kullanima hazirdir. 250 ul MDA stok ¢ozeltisi 750 pl distile su ile seyreltilmis ve 125
UM ara stok ¢ozeltisi elde edilmistir. Ara stok ¢dzeltisi ve distile su kullanilarak 0;
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 25; 50 ve 75 uM konsantrasyonlarinda MDA standartlar1

hazirlanmistir.
Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi:

Kit, tedarik edildigi gibi kullanima hazir olan sodyum dodesil siilfat (SDS)

cozeltisi icermektedir.
Renk Reaktifi:

530 mg TBA’nin, seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi (50 ml) ve seyreltilmis
sodyum hidroksit ¢ozeltisi (50 ml) iginde ¢oziilmesi ile hazirlanir. Cozelti 24 saat

dayaniklidir.
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3.4.11. Protein Karbonil Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler
Hidroklorik Asit:

Kit ile 12 M HCI temin edilir. 40 ml distile suya 2,5 M HCI elde etmek i¢in 1
ml HCl ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.

2,4-dinitrofenilhidrazin:

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) 10 ml HCI (2,5 M) igerisinde ¢oziilmiistiir.
4°C’de saklandiginda 1 hafta dayaniklidir. Karanlikta saklanmalidir.

Trikloroasetik Cozeltisi (%20):

Kit igerisinde 1 g/ml trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi icermektedir. 12 ml
TCA ¢ozeltisi 48 ml distile su ile seyreltilmistir (%20). %20’lik TCA ¢dzeltisinin 20
ml’sine 40 ml distile su eklenerek %10’luk TCA ¢ozeltisi elde edilir. Oda sicakliginda
1 ay dayanikhidir.

Guanidin Hidrokloriir:

Kitin icerisinde kullanima hazir olarak temin edilir.
Etanol:

Kitin i¢erisinde kullanima hazir olarak temin edilir (30 ml).
Etil Asetat:

Kitin i¢erisinde kullanima hazir olarak temin edilir (30 ml).
Etanol - Etil Asetat:

30 ml etil alkol 30 ml etanol ile karistirilir, 1:1 oraninda etanol:etil asetat

cozeltisi elde edilir.
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3.4.12. DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler
Genomik Liziz Tamponu:

50 ml ¢ozelti kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda

sicakliginda saklanabilir.
DNA On Yikama Tamponu:

15 ml ¢ozelti kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda

sicakliginda saklanabilir.
g-DNA Yikama Tamponu:

50 ml ¢ozelti kit igerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda

sicakliginda saklanabilir.
DNA Eliisyon Tamponu:

10 ml ¢ozelti kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Oda

sicakliginda saklanabilir.
3.4.13. DNA Baz Hasan Tespitinde Kullamlan Cozeltiler
Primer Antikor Seyreltme Tamponu:
6 ml fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) icermektedir.
Primer Antikor Cozeltisi:

Kit icinde bulunan primer antikor, primer antikor seyreltme tamponu ile

coziilerek taze kullanilmistir.
Sekonder Antikor Seyreltme Tamponu:

12 ml PBS icermektedir.
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Sekonder Antikor Cozeltisi:

Kit i¢inde bulunan HRP-konjuge sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme

tamponu ile ¢oziilerek taze kullanilmistir.
Kromojen:
3,3’,5,5 -tetrametilbenzidin (250 pl) icermektedir.
Kromojen Seyreltme Tamponu:
Hidrojen peroksit/sitrat — PBS (12 ml) icermektedir.
Yikama Tamponu (5X):

Konsantre PBS (26 ml) igermektedir. Distile su ile 1°e 5 oraninda seyreltilerek

kullanilmistir.
Durdurma Cozeltisi:
1 M fosforik asit ¢ozeltisi (12 ml) icermektedir.
Standart Cozeltileri:

Kit igerisinde her biri 1 ml olmak tizere 0,5 ng/ml, 2 ng/ml, 8 ng/ml, 20 ng/ml,
80 ng/ml, 200 ng/ml 8-OHdG standart ¢ozeltileri bulunmaktadir.
Reaktifler kit icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir. Reaktifler karanlik

ortamda ve 2-8°C’de saklanmalidir.
3.4.14. Western Blotting Analizinde Kullanilan Cozeltiler
Yiiriitme Tamponu:

25 mM Tris, 190 mM glisin ve %0,1 SDS igermektedir (pH 8,3). 500 mM’lik
Tris ¢ozeltisinden 100 ml, %10’luk SDS ¢ozeltisinden 20 ml alinmistir ve 28,5 g glisin

eklenmistir. Cozelti hacmi 2 L’ye distile su ile tamamlanmustir. pH 8,3’e ayarlanmustir.
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Transfer Tamponu:

25 mM Tris, 190 mM glisin, %20 metanol ve %0,1 SDS i¢ermektedir (pH 8,3).
500 mM’lik Tris ¢ozeltisinden 100 ml, %10’luk SDS ¢ozeltisinden 20 ml alinmistir,
400 ml metanol ve 28,5 g glisin eklenmistir. Cozelti hacmi 2 L’ye distile su ile

tamamlanmistir. pH 8,3’e ayarlanmigstir.

Tween 20 Iceren Tris- Salin Tamponu (Tris-Buffered Saline with Tween

20, TBST):

20 mM Tris, 150 mM NacCl, %20 metanol ve %0,1 Tween 20 icermektedir (pH
7,5). 500 mM’lik Tris ¢ozeltisinden 80 ml, %10’luk Tween 20 ¢ozeltisinden 20 ml
almmigtir ve 17,53 g NaCl eklenmistir. Cozelti hacmi 2 L’ye distile su ile

tamamlanmistir. pH 7,5’e ayarlanmugtir.
Soyulma Cozeltisi (Stripping Buffer):

0,5 M Tris, %10 SDS, 2-merkapto etanol ve ultrasaf su igermektedir (pH 6,8).
500 mM’lik Tris ¢ozeltisinden 12,5 ml; %10’luk SDS ¢ozeltisinden 20 ml; 0,8 ml 2-

merkapto etanol alinmistir ve 67,5 ml ultrasaf su eklenerek ¢ozelti hazirlanmstir.
NE-PER™ (Niikleer ve Sitoplazmik Ekstraksiyon Reaktifi):

Sitoplazmik Ekstraksiyon Reaktifi I (CER I) : 10 ml ¢ozelti kit igerisinde
kullanima hazir olarak temin edilmistir. 4°C’de saklanmalidir.

Sitoplazmik Ekstraksiyon Reaktifi II (CER II): 550 pl ¢ozelti kit igerisinde
kullanima hazir olarak temin edilmistir. 4°C’de saklanmalidir.

Niikleer Ekstraksiyon Reaktifi (NER): 5 ml ¢ozelti kit igerisinde kullanima
hazir olarak temin edilmistir. 4°C’de saklanmalidir.

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik hiicre ekstraktlar1 protein tayini yapildiktan

sonra -80°C’de analize kadar muhafaza edilmistir.
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Laemmli Ornek Tamponu (2X):

65,8 mM’lik Tris-HCI (pH 6,8) tamponu, %26,3 (a/h) oraninda gliserol, %2,1
oraninda SDS ve %0,01 bromofenol mavi icermektedir. Tampon oda sicakliginda
saklanir.

%4-20’1ik mini protean jele Ornek yiiklemesi yapilmadan Once tampon
orneklere eklenerek 90-95°C’de 5 dakika boyunca 1sitma ile proteinlerin
denatiirasyonu saglanmistir. Ornek tamponu 2-merkaptoetanol ile 17:1 oraninda

karistirilmistir ve ornekler bu ¢ozelti ile 1:1 oranda seyreltilmistir.
Pierce™ ECL Plus Western Blot Substrati:

Substrat A (100 ml) ve Substrat B (2,5 ml) icermektedir. Substrat ¢alisma
¢ozeltisi membranin her cm”’si i¢in 0,125 ml olacak sekilde Substrat A ve Substrat B
cozeltilerinden 40:1 oraninda karistirilarak  kullanilmistir.  Cozelti  1siktan

korunmalidir. Hazirlandiktan sonra 1 saat igerisinde kullanilmalidir.
3.4.15. Isik Mikroskobu Incelemelerinde Kullanilan Cozeltiler
0,1 M Fosfat Tamponu:

20 ml disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi ve 80 ml sodyum dihidrojen fosfat
cozeltisi karistirilir ve bu karisima 100 ml distile su eklenir. Cozeltinin pH’s1 7,42°ye

ayarlanir. 4°C’de 4 ay dayaniklidir.
Dortlii Plastik Karisim Cozeltisi:

20 ml araldahit; 22 ml DDSA; 1,1 ml BDMA, 0,5 ml DBP 6nceden 60°C’ye

isitilmig beher igerisinde sirayla karistirilir.
Metilen Mavisi (%1, a/h):

1 g metilen mavisi ve 1 g disodyum tetrahidroborat tartilir, 100 ml deiyonize

suda ¢oziiliir.
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Azur II Cozeltisi (%1, a/h):

1 g Azur II 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir.

%1’lik Metilen Mavisi — Azur II Cozeltisi:

50 ml metilen mavisi ¢ozeltisi ve 50 ml Azur II ¢ozeltisi karistirilir.
%2,5’lik Gluteraldehit Cozeltisi:

%25°1ik gluteraldehitten 10 ml alinir, distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
%2’lik Agar:

12,5 distile su icine 0,25 gr agar konulmus, agar karigimi bir erlenin icine
alinmustir. Iginde su bulunan beherin igine erlen yerlestirmis ve kisik ateste 1sitilmistir.

Seffaflagincaya kadar kaynatilip, etiive konulmustur.
3.4.16. TUNEL Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Enzim Cozeltisi (10X):

Terminal deoksintikleotidil transferaz buzagi timusundan elde edilen ¢ozelti -

20°C’de muhafaza edilir.
Label Cozeltisi (1X):

Reaksiyon tamponunda hazirlanmis niileotit karisimidir. Cozelti -20°C’de

muhafaza edilir.
TUNEL Reaksiyon Cozeltisi:

Enzim ¢ozeltisi (50 ul) ve Label ¢ozeltisi (450 ul) karistirilarak kullanima hazir
hale getirilmistir. Kullanilmadan hemen once hazirlanmalidir. Buz igerisinde

tutulmalidir.
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3.4.17. Kaspaz 3 Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu:

Kit i¢inde hazir olarak temin edilen konsantre yikama tamponu (30 ml) 1’e 25

oraninda deiyonize/distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.
Standart Cozeltileri:

Kit i¢inde hazir olarak bulunan 20 ng/ml stok ¢ozeltisi, standart diliisyon
cozeltisi kullanilarak 0; 0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5 ve 10 ng/ml konsantrasyonlarinda

standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Primer Antikor Diliisyon Cozeltisi:
Kit i¢inde hazir olarak temin edilir. +4°C’de muhafaza edilir.
Primer Antikor Cozeltisi:

Biotin-isaretli antikor 1’e¢ 100 oraninda primer antikor dillisyon ¢dzeltisi ile

seyreltilerek kullanilmigtir.
Sekonder Antikor Diliisyon Cozeltisi:
Kit i¢inde hazir olarak temin edilir. +4°C’de muhafaza edilir.
Sekonder Antikor Cozeltisi:

HRP-Streptavidin konjuge antikor 1’e 100 oraninda sekonder antikor diliisyon

cozeltisi ile seyreltilerek kullanilmistir.
3.4.18. Kaspaz 8 Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu:

Kit i¢inde hazir olarak temin edilen konsantre yikama tamponu (30 ml) 1’e 25

oraninda deiyonize/distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.
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Standart Cozeltileri:

Kit i¢inde hazir olarak bulunan 10 ng/ml stok ¢ozeltisi, standart diliisyon
cozeltisi kullanilarak 0; 0,156; 0,313; 0,625; 1,25; 2.5 ve 5 ng/ml konsantrasyonlarinda

standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Primer Antikor Diliisyon Cozeltisi:
Kit i¢inde hazir olarak temin edilir. +4°C’de muhafaza edilir.
Primer Antikor Cozeltisi:

Biotin-isaretli antikor 1’e¢ 100 oraninda primer antikor dillisyon ¢dzeltisi ile

seyreltilerek kullanilmigtir.
Sekonder Antikor Diliisyon Cozeltisi:
Kit i¢inde hazir olarak temin edilir. +4°C’de muhafaza edilir.
Sekonder Antikor Cozeltisi:

HRP-Streptavidin konjuge antikor 1’e 100 oraninda sekonder antikor diliisyon

cozeltisi ile seyreltilerek kullanilmigtir.
3.5. Deneysel islemler ve Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada HepG2 hatt1 kullanilmigtir. HepG2 hiicre hatt1 adherent ve epitel
kokenli hiicre hattidir. Hiicre ekimi DMEM (%10 FBS ve %! penisilin streptomisin
iceren) igerisinde 75 cm®’lik hiicre kiiltiir plaklarmna yapilmis ve 37°C’de %5 CO,
iceren inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde
uygun araliklarla besiyeri degistirilmis, uygun zamanlarda pasajlanarak HepG2

hiicreleri gogaltilmigtir.
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3.5.2. Calisma Gruplan

Tez calismasi kapsaminda, HepG2 hiicre hattinda asagidaki ¢aligma gruplari
olusturulmustur (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Calisma Gruplari.

Test Maddesi Doz Inkiibasyon Siiresi
Kontrol Herhangi bir maddeye -
maruz birakilmamig
hiicreler
BPA 343 uM* 24 saat
MEHP 4,5 uM* 24 saat
MEHP + BPA 10+400 uM* 24 saat

*MTT deneyi ile tayin edilen BPA, MEHP ve BPA+ MEHP grubuna ait IC3, dozlar1 kullanilmistir.
IC;y, hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyonu ifade etmektedir.

3.5.3. Uygun Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi

1. Flaskta tutunmus HepG2 hiicreleri lizerinden besiyeri ¢ekilerek 6lii hiicreler
uzaklagtirilmastir.

2. Flaska tutunmus hiicreler 4 ml D-PBS ¢ozeltisi ile ikiser kez yikanmaistir.

3. Dabha sonra, flaska 3 ml tripsin-EDTA eklenmis, hiicreler 3 — 5 dk inkiibatorde
tutulmustur.

4. Isik mikroskobunda hiicrelerin tutunduklar1 yerden ayrilarak siispande
olduklar1 kontrol edilmistir.

5. Flask iizerine 3 ml besiyeri eklenerek tripsin-EDTA’nin etkisi ortadan
kaldirilmastir.

6. Steril Falkon tiipe 4 ml besiyeri eklenmistir.

7. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler steril falkon tlipe aktarilmistir, besi yeri
10 ml’ye tamamlanmustir.

8. Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dak hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmis
ve santrifiij sonrasi tiipteki slipernatan uzaklagtirilmistir. Hiicre pelleti 6 ml

besiyeri ile siispande edilmistir.
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9. Hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak steril bir ependorf tiipe aktarilmistir.
Uzerine 50 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4) eklenerek hiicreler siispande
edilmistir.

10. Hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami {izerinde 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Neubauer hiicre sayim lamiin {iist ve alt kisimlarinda
bulunan dort karenin kenar ¢izgileri tizerindeki hiicreler harig, karelerdeki
hiicreler soldan saga ilerleyerek sayilmistir. Sekiz ayr1 kareden elde edilen
hiicre sayilarinin ortalamalari alinmistir ve ml’deki canli hiicre sayist
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Toplam hiicre/ml=Sayilan toplam hiicre sayist x (diliisyon faktorii /*8) x
10.000 hiicre/ml
*8: hiicre sayim laminda sayilan kareler.

11. Canl1 hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu, her bir
kuyucukta 10.000 hiicre/100 pl olacak sekilde seyreltilmis, 96 kuyucuklu
plaga hiicre ekimi yapilmstir.

12. 24 saat inkiibasyon siiresince hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi ve ¢ogalmasi

saglanmistir.

3.5.4. HepG2 Hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum Bromiir Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir kullanilarak
gerceklestirilen, radyoaktif olmayan, kolorimetrik deney sistemi, radyoaktif izotoplar
kullanmadan hiicre biiylimesi ve canliligmin spektrofotometrik olarak tayini igin
tasarlanmigtir. Biiylime faktorleri, sitokinler ve besin Ogeleri yanit olarak hiicre
proliferasyonunun oOl¢limii i¢in kullanilmaktadir. Ayni zamanda MTT, hiicre
aktivasyonu ve sitotoksisitenin 6l¢iimii i¢in de kullanilmaktadir.
Yontemin esasi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
enzim aktivitesi ile sar1 renkteki tetrazolyum tuzunu (MTT) kullanarak mor renge
doniistiirmesi ve olusan renk siddetinin spektrofotometre ile 570 nm’de dl¢iilmesine
dayanir (Sekil 3.1.). Hiicresel indirgenme, piridin niikleotid kofaktdrleri NADH ve
NADPH ile ger¢eklesmektedir.
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MTT CH, FORMAZAN CH,
Sekil 3.1. Canli hiicreler tarafindan MTT'nin formazan tuza doniisiim metabolizmast.

Yontemin Uygulanisi:

1. Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler DMEM besiyeri
(%10 FBS ve %] penisilin streptomisin i¢eren) i¢cinde 343 uM; 4,5 uM ,
400+10 uM konsantrasyonlarda BPA, MEHP ve BPA+ MEHP ile 24 saat
inkiibe edilmistir.

2. Kontrol olarak, herhangi bir uygulama yapilmamis HepG2 hiicre hatti
kullanilmistir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda uygulama ¢ozeltileri atilarak her bir kuyucuga
hazirlanan MTT ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml) 100 ul eklenmis ve 3 saat inkiibe
edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerini ¢6zmek icin her bir kuyucuga 150 pl
DMSO eklenmis ve calkalayicida 5 — 10 dk siire ile calkalanmaistir.

5. Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm’de Sl¢iilmiistiir.

6. MTT ¢ozeltisinin 151k ile bozunmasini 6nlemek i¢in deney karanlik ortamda
yapilmigstir.

7. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 olarak kabul
edilmistir. IC;9 ve ICso degerleri hesaplanmustir.

8. Calisma ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama alinarak hesaplanmaistir.
Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi:

Kontrol hiicrelerinin canlilig1 %100 kabul edilerek, diger hiicrelerin canlilig

kontrole kiyasla % olarak hesap edilmistir.
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3.5.5. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Yontem esasi, floresan olmayan bir prob olan 5-(ve 6-) klorometil-2’,7’-

diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’1in canli hiicreler tarafindan yesil-

floresans veren 2',7'-diklorofloresein (CM-DCF)’ne doniistiiriilmesi ve olusan

floresans siddetinin dlglilmesi (Aex=640 nm, Aem=675 nm) esasina dayanmaktadir.

Florometrik Hiicre i¢i ROS Kiti, 1 saatlik inkiibasyondan sonra canli hiicrelerdeki

hiicre i¢i ROS (06zellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri) diizeylerini tespit etmek

icin hassas, tek asamali bir florometrik analiz saglamaktadir. ROS, sitoplazma i¢inde

bulunan florojenik bir sensorle reaksiyona girerek mevcut ROS miktariyla orantili

florometrik bir iiriin olusturur.

Yontemin Uygulanisi:

. Biitiin reaktifler deneye baslamadan dnce oda sicakligina getirilmistir.

500X ROS tayin reaktif ¢ozeltisi kit i¢inde yer alan ROS tayin reaktifi ile 40
ul DMSO karistirilarak hazirlanmagtir.

96 kuyucuklu siyah hiicre kiiltiir plagina HepG2 hiicre 6rnekleri 90 pl DMEM
icinde olacak sekilde eklenmistir. IC;y konsantrasyonlarinin 10 kati olacak
sekilde BPA, MEHP ve BPA+ MEHP test maddeleri hazirlanmig ve her
kuyucuga 10 pl eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina (test maddesi icermeyen
HepG2 hiicreleri) 10 pl DMEM eklenmistir.

. Hiicre kiiltiir plagt 30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

. Master reaksiyon karigimi (20 pl 500X ROS tayin reaktifi ve 10 pl deney
tamponu iceren karigim) hazirlanmistir. Karigim tek bir hiicre kiiltiir plagi i¢in
yeterlidir.

100 pl/kuyucuk olacak sekilde master reaksiyon karisimi eklenmistir.

. Hiicre kiiltir plagi 30 dakika — 1 saat araliginda inkiibatorde (37°C)
bekletilmistir.

. Kuyucuklarin floresansi (Aex=640 nm, Aem=675 nm) 6l¢iilmiistiir.
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ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kontrol hiicrelerinin iirettigi hiicre i¢i ROS miktar1 %100 kabul edilerek, diger

hiicrelerin tirettigi ROS miktar1 kontrole kiyasla % olarak hesaplanarak belirlenmistir.
3.5.6. HepG2 Hiicrelerinin Lizisi ve Fraksiyonlanmasi

1. Konfluent hale gelmis flasklara ICsy dozunda test maddesi uygulanarak 24 saat
stire ile inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda flasklara tripsin-EDTA eklenerek
hiicrelerin tutunduklar1 yerden ayrilmasi saglanmistir. Tripsin-EDTA ile
kaldirilan hiicrelere takiben besi yeri eklenmistir.

2. Lize etme islemi hiicre liziz tampon ¢ozeltisi ve proteaz inhibitdr kokteyli
kullanilarak yapilmistir. Proteaz inhibitdr kokteyli 100 ml liziz tampon
cozeltisi igerisinde 1 ml proteaz inhibitorii icerecek sekilde hazirlanmistir.
Proteaz inhibitérii -20°C’de saklanmis, liziz tampon c¢ozeltisi ise 4°C’de
saklanmustir.

3. BPA, MEHP ve BPA+ MEHP iceren her bir hiicre grubuna 800 pl liziz
tamponu eklenmis, takiben hiicre siispansiyonlari iki gruba ayrilmustir. {1k grup
3500 devir/dak hizda 15 dakika, ikinci grup 13000 devir/dak hizda 15 dakika
boyunca santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi tiiplerdeki siipernatanlar

toplanarak -80°C’de saklanmustir.
3.5.7. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi:

Yontem, hidroperoksitin GPx ile indirgenmesi sonucu olusan okside GSSG,
GR ve NADPH ile indirgenmis duruma geri déndiirmesi; NADPH’m NADP’ye
oksidasyonu sonucu absorbansta meydana gelen azalmanin 340 nm’de oOl¢iilmesi
esasimna dayanmaktadir. Bir iinite GPx, dakikada 1 nmol NADPH’1 NADP’ye

doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Enzimatik olmayan kuyucuklar (3 kuyucuk): 120 pl deney tamponu ve 50 pl

ko-substrat karisimi eklenmistir.
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2. Pozitif kontrol kuyucuklar1 (3 kuyucuk): 100 pl deney tamponu, 50 pl ko-
substrat ve 20 pl diliie edilmis GPx (kontrol) eklenmistir.

3. Ornek kuyucuklart: 100 ul deney tamponu, 50 pl ko-substrat ve 25 pg/ml
konsantrasyona sahip BPA, MEHP ve BPA+ MEHP iceren HepG2 hiicre
orneklerinden 20 pl belirlenen kuyucuklara eklenmistir.

4. Kullanilan biitiin kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon
baslatilmistir. Hiicre kiiltiir plagi birka¢ saniye c¢alkalanarak reaktifin
karismasi saglanmaistir.

5. Enaz 5 zaman noktasi elde etmek kosulu ile spektrofotometre araciligiyla 340
nm'de dakikada bir kez olmak {izere 5 dakika boyunca absorbanstaki azalma

Olciilmiistiir.
Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Dakika basina absorbans degisiklikleri (AA340) hesaplanarak, absorbans
degerleri zamanin bir fonksiyonu olacak sekilde grafik ¢izdirilmistir.

Enzimatik olmayan 6rneklerin dakika basina absorbans degerleri ile 6rneklerin
absorbans degerleri arasindaki fark bulunmustur. Asagidaki formiil kullanilarak GPx
aktivitesi hesaplanmstir.

GPx aktivitesi (nmol/min/ml) = (AA340/0,00373* u/M™) x Diliisyon faktorii
*NADPH ekstinksiyon katsayist

Diliisyon Faktorii = Viina / Vimek X domek

Viinai: Kuyucugun nihai hacmi (0,19 ml)

Vismek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)

dsmek= 0rnek diliisyonu (1)

Spesifik Enzim Aktivitesi (nmol/min/mg protein) = GPx aktivitesi/protein (mg/ml)
3.5.8. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi:

Siiperoksit dismutaz kiti, hipoksantin ve ksantin oksidaz ile {iretilen siiperoksit
radikallerini tespit etmek i¢in tetrazolyum tuzu kullanilir ve ii¢ tip SOD (Cu/Zn, Mn
ve FeSOD) olgiilebilmektedir.
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Total SOD aktivitesi 6l¢iim yontemi, ksantin oksidazin ksantini iirik aside
dontstiiriirken olusturdugu O,” iyonunun SOD ile dismutasyonu esnasinda ortama
eklenen WST-1 formazan (2-(4-iyodofenil)- 3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-
tetrazolyum, monosodyum tuzu) maddesinin WST1’ye donligmesinin 6l¢iilmesinde
ortaya cikan renk degisiminin spektrofotometrik bir yontemle 460 nm’de dlgiilmesi

esasina dayanmaktadir (Sekil 3.2.).

Ksantin 20,

+0, \ / Formazan
Ksantin Oksidaz
) '_"202_ J k 20, Tetrazolyum tuzu
Urik Asit
SOD
0, +H,0,

Sekil 3.2. Siiperoksit dismutaz Sl¢iimii reaksiyon semasi.
Yontemin Uygulanisi:

1. Kuyucuklara 200 pl diliie edilmis radikal detektorii ve 10 pul SOD standardi
veya BPA, MEHP ve BPA+ MEHP iceren HepG2 hiicre lizatlarindan
eklenmistir.

2. Ksantin oksidaz (20 pl) eklenerek reaksiyon baslatilmis, birkag saniye hiicre
kiiltiir plag: ¢alkalanmugtir.

3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda ¢alkalayicida 30 dakika inkiibe edilmistir.

4. Orneklerin absorbans degerleri 460 nm’de dl¢iilmiistiir.
Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Kor, standart ve tiim orneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir.
Kore ait absorbans degerinin kendisine ve standartlarin absorbans degerlerine
boliinmesi ile elde edilen oran, standartlarin SOD aktivitesine kars1 grafige gecilerek
“standart egri” elde edilmistir (Sekil 3.3.). Standart egriden hareketle, 6rneklerin SOD
aktiviteleri belirlenmistir. Diliisyon faktorii ve protein degerleri kullanilarak spesifik
aktivite (U/mg protein) hesaplanmistir. Siiperoksit radikallerinin %50’sininin

dismutasyonu i¢in gerekli olan enzim miktar1 bir {inite olarak tanimlanmistir.
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Sekil 3.3. Siiperoksit Dismutaz Standart Egrisi.

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = SOD (U/ml)/ protein (mg/ml) x Diliisyon faktorii
Diliisyon Faktorii = Viinai / Vimek X domek

Viinai: Kuyucugun nihai hacmi (0,23 ml)

Vismek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,01 ml)

dsmek= Ornek diliisyonu (1)
3.5.9. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi:

Yontem, hidrojen peroksit substratinin CAT ile enzimatik olarak tepkimeye
girmesi sonucunda olugsan formaldehitin, kromojen (4-amino-3-hidrazino-5-
merkapto-1,2,4-triazol; purpald) ile renkli bir bilesik olusturmas: ve olusan renk
siddetinin kolorimetrik olarak 540 nm’de Olciilmesi esasina dayanmaktadir. 1 {inite
enzim 25°C’de, 1 dakikada 1 nmol formaldehit olusumuna neden olan enzim miktar1

olarak tanimlanmustir.
Yontemin Uygulanisi:

1. 100 pl seyreltilmis deney tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl formaldehit
standardi veya BPA, MEHP ve BPA+ MEHP iceren HepG2 hiicre lizatlari

ilgili kuyucuklara eklenmistir.
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2. Tiim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis H202, reaksiyonun baslama zamanina
dikkat edilerek hizl bir sekilde eklenmistir.

3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, calkalayicida 20 dakika inkiibe
edilmistir.

4. Tim kuyucuklara reaksiyonu sonlandirmak tizere 30 pl potasyum hidroksit
eklenmis, ardindan 30 pl katalaz purpald eklenmistir.

5. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, calkalayicida 10 dakika inkiibe
edilmistir.

6. Kullanilan biitiin kuyucuklara 10 pl potasyum periyodat eklenmis, hiicre
kiiltiir plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 5 dakika inkiibe edilmistir.

7. Orneklerin absorbans degerleri 540 nm’de Slciilmiistiir.
Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Formaldehit standartlarinin konsantrasyonlari ve deney sonucunda elde edilen
absorbans degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.4.) formaldehit

konsantrasyonlar1 (uM) hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. Formaldehit Standart Egrisi.

Katalaz aktivitesi hesaplanirken formaldehit konsantrasyonu, tepkimenin
izlenme siiresi ve diliisyon faktorii kullanilmis; protein degerleri kullanilarak spesifik

aktivite belirlenmistir.



CAT Aktivitesi (nmol/dk/ml) = Formaldehit (uM)/ 20 dk x Diliisyon faktorii
Diliisyon Faktorii = Viina / Vimek X domek

Viina = Kuyucugun nihai hacmi (0,17 ml)

Vismek = Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)

dsmek = Ornek dillisyonu (9)

Spesifik Aktivite (nmol/mg protein) = Aktivite (nmol/dk/ml)/ mg protein.m]™
3.5.10. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

68

Bisinkoninik asit (BCA) deneyinin esast, alkali kosullar altinda Cu™* — protein

. o + o
kompleksinin olusumuna, ardindan Cu*’nin Cu"'

’e indirgenmesine dayanmaktadir.

Indirgenme miktar1 mevcut protein ile orantilidir. Sistein, triptofan, sistin, tirozin ve

peptid baglarmin Cu™yi Cu'’e indirgeyebildigi bilinmektedir. BCA, alkali

ortamlarda Cu™" ile mavi — mor renkli kompleks olusturmakta ve bdylece proteinler

ile alkali Cu*? indirgenmesi spektrofotometrik olarak 6lgiilebilmektedir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Hiicre lizatlar1 1/50 oraninda seyreltilmistir.

2. Kuyucuklara BCA standartlari, kontrol HepG2 hiicre lizatlar1 ve BPA, MEHP

ve BPA+ MEHP ile muamele edilmis HepG2 hiicre lizatlarindan 150 pl
eklenmistir.

7 ml QA tamponu, 7 ml QB tamponu ve 280 pl bakir (II) Siilfat igeren ¢alisma
¢ozeltisi hazirlanmis ve bu calisma ¢ozeltisi (150 pl) kuyucuklara eklenmistir.
. Plak, calkalayicida 15 dakika ve takiben etiivde (37°C) 2 saat inkiibe
edilmistir.

. Orneklerin absorbans degerleri 562 nm’de Slciilmiistiir.
Protein Miktarinin Hesaplanmasi:

Protein standartlarinin konsantrasyonlar1 ve deney sonucunda elde edilen

absorbans degerleri ile standart egrisi (Sekil 3.5.) olusturulmus, protein miktarlari

hesaplanmis ve diliisyon faktorii ile carpilarak 6rnekte protein miktar: belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Protein Standart Egrisi.
3.5.11. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Yontem, DTNB’nin GR ile katalizlenen bir reaksiyonla, sar1 renkli 5-tiyo- 2-
nitrobenzoik asit (TNB)’ye doniismesinin dl¢iilmesine dayanmaktadir. Uretilen
disiilfir GSTNB (GSH ve TNB arasinda), GSH’yi geri dontistiirmek ve daha fazla
TNB iiretmek amaciyla GR tarafindan indirgenmektedir (Sekil 3.6.). Uretilen TNB
orani dogrudan bu geri doniisim reaksiyonu ve dolayisiyla ornekteki GSH
konsantrasyonu ile orantilidir. TNB’nin absorbansinin 414 nm’de o6lgiilmesi ile

ornekteki GSH diizeyi belirlenebilmektedir.

Glutatyon Rediiktaz 2

GSSG GSH

TNB N GSH DTNB
glutatyon (rediiktaz

GSTNB TNB

Sekil 3.6. GSH dongiisii.
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Yontemin Uygulanisi:

1. Kuyucuklara 50 ul GSSG standart ¢ozeltisi eklenmistir.
2. Kuyucuklara kontrol HepG2 hiicre lizatlar1 ve BPA, MEHP ve BPA+ MEHP

ile muamele edilmis HepG?2 hiicre lizatlarindan 50 pl eklenmistir.
3. Deney kokteyli, 20 m1’lik vialde, MES tamponu (11,25 ml), ko-faktor karigimi
(0,45 ml), enzim karisimi (2,1 ml), distile su (2,3 ml) ve DTNB (0,45 ml)

karistirilarak hazirlanmastir.

4. Kuyucuklara taze olarak hazirlanmis deney kokteylinden 150 pl eklenmistir.

5. Hicre kiiltiir plagi calkalayicida i1siktan korunarak 25 dakika inkiibe

edilmistir.

6. Orneklerin absorbans degerleri 414 nm’de Slciilmiistiir.

Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmasi:

GSSG standartlarinin konsantrasyonlarina karsi standartlara ait absorbans

degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.7.) Orneklerdeki total GSH

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.

Absorbans (414 nm)
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Sekil 3.7. GSSG Standart Egrisi.
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3.5.12. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Malondialdehit, lipit peroksidasyonunun dogal olarak meydana gelen
iriiniidiir. Yontem, malondialdehit ve tiyobarbitiirik asidin yliksek sicaklik ve asidik
kosullar altinda reaksiyonu ile olusan MDA-TBA kompleksinin kolorimetrik veya

florometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.8.).

o
o o s N\ OH HO. N\/SH
H)\/\H‘ZQ 'T/ /‘ + 2H,0
o N S "X CH—CH=CH NP
OH OH
MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.8. MDA-TBA kompleksinin olusumu.
Yontemin Uygulanisi:

1. 100 pl seyreltilmis standart ¢dzeltisi veya hiicre lizatlar1 Sml’lik cam tiiplere
eklenmis ve her tiipe 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenerek hizlica karigtirilmigtir.

2. Her cam tiipe 4 ml renk reaktifi eklenerek karistirilmistir.

3. Tipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletilmistir. Bir saat
sonunda cam tiipler kaynayan sudan hizlica alinarak buzda 10 dakika siire ile
inkiibe edilmistir.

4. Tipler 3500 devir/dak 10 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

5. Tiiplerden 150 pl alinarak hiicre kiiltiir plagina eklenmistir.

6. Orneklerin absorbans degerleri 530 nm’de Slciilmiistiir.

MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Her standart ve 0rnegin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 uM
standard1 kendi absorbans degerinden ve diger absorbans degerlerinden (standartlar)
cikartilarak dogru absorbans degerleri elde edilmistir. Bu degerler MDA
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ¢izdirilmis, standart egri (Sekil 3.9.) elde
edilmis, MDA diizeyleri uM cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein

cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.9. MDA Standart Egrisi.
3.5.13. Karbonil Grubu Diizeylerinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi:

Protein oksidasyonunun en genel gostergesi protein karbonilleridir. Fe™ ve
Cu'? gibi redoks dongiisii katyonlari, proteinler iizerindeki katyon baglama bolgelerine
baglanmakta ve H202 veya O,’nin yardimu ile birka¢ aminoasidin yan zincir amin
gruplarin1  karbonillere doniistiiriilmektedir. 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ve
protein karbonilleri arasindaki reaksiyon sonucu spektrofotometrik olarak analiz

edilebilen hidrazon olugsmaktadir.
Yontemin Uygulanisi:

1. 200 pl hiicre lizat1 ve 200 pl hiicre lizati-kontrol hazirlanmastir.

2. Ornek gruplarina 800 ul DNPH, kontrol gruplarina ise 800 pl HCI (2,5 M)
eklenmistir.

3. Ornek ve kontrol gruplar1 oda sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince, her 15 dakikada bir érnek ve kontrol
tiiplerine vorteks uygulanmstir.

4. Tiplere %20’1lik TCA (1 ml) eklenmis, tlipler vortekslenmis ve buzda 5 dakika

inkiibe edilmistir.
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5. Tipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

6. Tiplerden siipernatan uzaklastirilmis ve hiicre pelleti 1 ml TCA (%10) ile
siispande edilmistir. Takiben tiipler buzda 5 dakika inkiibe edilmistir.

7. Tipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

8. Tiplerden siipernatan uzaklastirilmis ve hiicre pelleti 1 ml (1:1) etanol/etil
asetat karigimu ile siispande edilmistir. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire
ile 4°C’de santrifiij edilmistir. Bu islem iki kere daha tekrarlanmistir.

9. Protein pelletleri 500 pl guanidin hidroklorit ile siispande edilmistir.

10. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika stire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

11. Ornek ve kontrol tiiplerinden 220 pl 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir.

12. Orneklerin absorbans degerleri 360 nm’de dl¢iilmiistiir.
Karbonil Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kontrol gruplarinin absorbans degerleri ile 6rnek gruplarinin absorbans
degerleri arasindaki fark hesaplanmistir (CA). Asagidaki formiil ile karbonil
konsantrasyonlar:t nmol/ml cinsinden belirlenmistir.

Protein Karbonil (nmol/m