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OZET

Tuzcuoglu, P. (2016). Bisfenol A'nin Toksisitesinde Epigenetik Mekanizmalarin Rolii.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Sentetik monomer olarak endustride polikarbonat plastik ve epoksi reginesinin
tiretiminde kullanilan bisfenol A (BPA), endokrin bozucu 6zelliginden dolay1 6zellikle
insan sagliginda yiliksek risk olusturmaktadir. Normal kosullarda BPA'nin plastik
tastyicilardan gida, icecek ve cevreye salinimi sdz konusu olmakta ve bu durum da
insanlarin bu kimyasala maruziyetine yol agmaktadir. Son zamanlarda endokrin etkiler
gosteren cevresel kimyasallarin gen ifadesindeki degisiklikler tizerindeki rolinin
epigenetik mekanizmalar ile iligkili olabilecegi alternatif bir yol olarak ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle, epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonunun endokrin
bozucu kimyasallarin toksisitelerinde 6nemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.
Tez caligmasinin amaci; sican bobrek hiicrelerinde (NRK-52E) BPA'nin doza baglh
olarak gelisen toksisitesinde global DNA hipometilasyonu ve bazi genlerin CpG adasi
promotor hipermetilasyonu ve ekspresyonlarinin roliiniin arastirilmasidir. BPA’nin
NRK-52E hicreleri iizerine sitotoksik etkisi MTT ve NRU testleriyle arastirilmis olup,
24 saatlik maruziyette ICso degeri sirastyla 105 uM ve 88 uM olarak bulunmustur.
DNA metilasyonu analizinde NRK-52E hiicreleri doza bagl toksisiteyi incelemek i¢in 1
nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM ve 10 pM konsantrasyonlarda 24 saat ve siireye bagimli
toksisiteyi incelemek icin ise 100 nM konsantrasyonda 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gun sure
ile BPA’ya maruz birakildi. Global 5-metilsitozin (5-mC) duzeyi Eliza Kkitler
kullanilarak 6l¢iildii ve 100 nM konsantrasyonunda 24, 48, 72 ve 96 saat BPA ile
maruziyetlerinde azalma gozlendi. BPA ile maruz birakilmis NRK-52E hcrelerinde
bistilfit doniistimiinii takiben metilasyona 6zgl polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda
Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bolgelerinde metilasyonda ve ekspresyonlarinda
degisiklikler gozlendi. Sonu¢ olarak, BPA toksisitesinde bir epigenetik mekanizma
olarak global ve gene-6zgii DNA metilasyonunun rolii olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, DNA metilasyonu, Epigenetik mekanizmalar, NRK-
52E hicreleri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 40333.
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ABSTRACT

Tuzcuoglu, P. (2016). The Role of Epigenetic Mechanism in Bisphenol A Toxicity.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical
Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Bisphenol A (BPA), as synthetic monomer used in industry in the production of
polycarbonate plastic and epoxy resins, has endocrine disruptor properties and high risk
on human health. Under normal circumstances, the release of BPA from plastic carrier
being concerned and especially new born babies in intensive care units are exposed to
high amounts of BPA. It is shown to have estrogenic properties for BPA that transferred
to the baby through breast milk, and also during pregnancy the fetus has high risk by
trans-placental route. However, more recently, epigenetic-induced alteration in gene
expression has emerged as an alternative way in which environmental compounds may
exert endocrine effects. Therefore, epigenetic events such as DNA methylation may
play an important role in the toxicity of endocrine disrupting chemicals. The aim of this
study is to investigate the effects of BPA in global DNA methylation, CpG promoter
DNA methylation and gene expressions in rat kidney epithelial cells (NRK-52E). 1Cso
value of BPA was determined as 105 mM and 88 mM in NRK-52E cells by MTT and
NRU test, respectively. For DNA methylation analysis, NRK-52E cells were treated
with BPA to investigate dose-dependent toxicity at 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM and 10
MM concentrations for 24 hours, and to investigate time-dependent toxicity at 100 nM
concentration for 24, 48, 72, 96 hours and 6 days. It was observed that decrease in
global DNA methylation at the concentration of 100 nM BPA after 24, 48, 72 and 96
hours by using 5-methylcytosine Elisa kit. It has been observed alterations on CpG
island promoter methylation by methylation specific polymerase chain reaction
following bisulfite conversion and expression profile of Rassf-1 and c-myc genes after
BPA exposure in NRK-52E cells. In conclusion, it has been suggested that global and
gene-specific DNA methylation have a role on BPA'’s toxicity as epigenetic mechanism.

Key Words: Bisphenol A, DNA methylation, Epigenetic mechanisms, NRK-52E cells
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1. GIRIS VE AMAC

Bisfenol A (BPA; [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan]), iki fenol ve polikarbonat
molekiillerinin birlesmesiyle elde edilen bir tiir organik bilesiktir. Polikarbonat plastik
ve epoksi reginesi liretiminde hammadde olarak kullanilan bisfenol A (BPA) yiiksek

miktarlarda Uretilen bir kimyasal maddedir.

Insanlarn BPA hakkindaki endisesi BPA’ya maruziyetin yaygin olmasindan
kaynaklanir. BPA’nin endokrin bozucu o6zelliginden dolay1 insan sagligindaki riski
biiyiik 6nem arz eder (Wolstenholme ve ark., 2011). BPA’nin, ¢esitli dokularda enzim
aktivitesini ve metabolizmay1 etkiledigi, hedef dokularda hormon reseptorlerinin
sayisinda ve hormon reseptdr geni aktivitesinde degisiklige yol actigi ve endokrin
sistemi bozdugu bir ¢ok caligmada ortaya ¢ikmistir. Calismalar 6zellikle dstrojenik ve
antiandrojenik etkileri iizerine yogunlasmistir (EFSA, 2008). Yapilan g¢aligmalarda
diisiik doz BPA’nin, gelismekte olan fare ve sican beyninin yapisini, gelisimini ve
davraniglarini etkiledigi goriilmiistiir (Richter ve ark., 2007). BPA'nin disi farelerdeki

epigenetik etkilerinin kusaklararasi stirdiigii gériilmiistiir (Singh ve ark., 2012).

BPA bir polikarbonattir ve islenmesi, kaliplanmasi ve 1s1l olarak sekillenmesi
oldukca kolay oldugundan kullanim1 ¢ok yaygindir. BPA, gozliik lenslerinde, medikal
malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve icecek kutularinin i¢ kaplamalarinda, cep
telefonlarinda, bilgisayarlarda, termal faks kagitlarinda, giivenlik kasklarinda, kursun
gecirmez malzemelerde, PVC pencerelerde, otomobil parcalarinda, koruyucu giysilerde,
toz boyalarda, polikarbonat siseler ve kaplarda (siit ve su siseleri, bebek biberonlari),
elektrik malzemeleri ve elektronik parcalarin kaplamalarinda, dis dolgu malzemelerinde
ve yapigkanlar gibi bir¢ok iirliniin bilesiminde bulunmaktadir (Olea ve ark., 1996;
Meyer, 1997). BPA’nin materyallerden ¢ok kiigiik miktarlarda yiyecek ve iceceklere
gecebildigi  goriilmiistiir. Normal kosullarda dahi BPA'min plastik tastyicilardan
saliniminin s6z konusu oldugu belirtilmektedir. Ayrica, yazar kasa fislerinde kullanilan
termal kagitlar araciligiyla deri yolu ile de yaygin bir maruziyet séz konusudur (Singh
ve Li, 2012). Ozellikle yeni dogan yogun bakim iinitelerinde bebekler yiiksek miktarda
BPA’ya maruz kalmaktadir. Ostrojenik 6zellikte olan BPA’nin anne siitii ile bebege
aktarilirken gebelikte de transplesental yol ile fetiise ulastigi bilinmektedir (Zama ve

Uziimcii, 2010; LeBaron ve ark., 2010). Canli organizma iizerinde yaptig1 toksik etkileri



ve endokrin sistemi bozdugundan dolayt BPA’min  kullanimina  siipheyle

yaklagilmaktadir (EFSA 2006).

Son yillarda BPA’nin diyabet, obezite, iireme bozukluklari, kardiyovaskuler
bozukluklar, dogum anomalileri, kronik solunum ve bdbrek bozukluklar1 ve meme
kanseri gibi bircok kronik hastaligin etiyolojisinde roliiniin olabilecegi {izerinde
durulmaktadir. BPA’nin toksisitesinin degerlendirilmesinde bir¢ok ¢alisma yapilmakta
olup, cesitli sistemler iizerinde toksik etkilerinin degerlendirilmesinde epigenetik
mekanizmalarin da roliiniin olabilecegi yapilan arastirmalarda 6nemle vurgulanmaktadir

(Kundakovic ve Champagne, 2011: Rezg ve ark., 2014).

Tez c¢alismasinda, insanlarin ¢esitli yollar ile maruz kaldigt BPA’nin
toksisitesinde DNA metilasyonunun rolii arastirilmistir. Kimyasallarin sebep oldugu
epigenetik degisikliklerin incelenmesinde In vitro test sistemlerinin kullanilmasi risk
degerlendirmeside tehlikenin tanimlanmasi asamasinda farkli sistemlerin kullanilmasi
bakimindan 6nemlidir. Tez calismasinda elde edilecek sonuglarin, risk degerlendirme
siirecinde endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar molekiiler

mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik

Epigenetik terimi 1940’larda Conrad Waddington tarafindan ilk olarak
kullanilmistir. Epigenetik “DNA dizisindeki degisimlerle aciklanamayan, mitoz ve/veya
mayoz boliinme ile kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak

tanimlanmaktadir.

Epigenetik degisiklikler genetik modifikasyonlardan farkli olarak; geri
doniisebilme potansiyellerine sahip olma, genomda yakinindaki bir diger gen grubunu
etkileyebilme ve cevre ile modifiye edebilme gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (Feinberg,
2004). Epigenetik olaylar, ozellikle canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru
ilerleyen gelisim siirecinde gozlenen, hiicre farklilasmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen
ifadesindeki degisikliklerde 6nemli rol oynamaktadir. Gen ifadesindeki bu degisiklikler,
DNA’nin segici olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina

paketlenmesiyle ortaya ¢cikmaktadir (Syzf, 2011).

Epigenetik  degisiklikler; DNA  metilasyonu, histon modifikasyonlari,
mikroRNA’larin (miRNA) regiilasyonu olmak {izere baslica ii¢ mekanizma ile
aciklanmaktadir (Sekil 2-1) (Zaidi ve ark.,, 2010). Bu mekanizmalarin herhangi
birindeki hata, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya baskilanmasina sebep olarak

epigenetik hasarlara neden olmaktadir.

Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinin kovalent post translasyonel
degisimleri olarak tanimlanir. Histonlarin N-terminal uglarinda meydana gelen bu
modifikasyonlar; asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikutinasyon seklindedir.
Histon modifikasyonlar1 kromatin yapisini degistirerek gen ifadesinin kontroliinde rol
oynamaktadir. Histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun birlikte
caligarak gen ifadesinin durumunu etkiledigi ve bu sekilde hiicrenin yazgisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir. Kodlanmayan RNA’lar
epigenetik mekanizmalar arasinda son yillarda ortaya ¢ikmakta olup, miRNA’lar olarak
da bilinmektedir. miRNA'lar kii¢lik, kodlamayan RNA molekiilleridir. Bazt miRNA'lar
epigenetik mekanizmalar ile kontrol edilirken, bazilar1 da dogrudan veya dolayli olarak

epigenetik mekanizmalarda rol oynayan faktorleri hedef alirlar. DNA metilasyonu, CpG



(sitozin fosfat guanin) dintkleotidleri iginde bulunan sitozinlerin metilasyonu olup,

epigenetik mekanizmalar arasinda en yaygin olanidir.

Kromozom

Histon Modifikasyonlan

Niikleozom

" Kardes
Kromatidler

Mikio-RNA 4 NANANAN : \ : . |
NANNA 2\

DMNA Metilasyonu

Sekil 2-1: Baslica epigenetik mekanizmalar (Zaidi ve ark., 2010).

2.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu genomun dogal bir modifikasyon mekanizmasi olup CpG
diniikleotitlerinde gerceklesir (Herman ve Baylin, 2003). DNA metilasyonu gen
ifadesinin, kromozomal biitiinliiglin ve rekombinasyonel olaylarin kontroliinde rol
oynamaktadir. DNA metilasyon paternleri embriyojenezin erken evrelerinde sifirlanir
ve gelisimin erken donemlerinde yeniden kurulur. Bundan sonra, nispeten sabit kaldigi

diistiniilmektedir.

Sitozin ve guaninin genomik bdlgelerde tekrarlanan sekillerde bulundugu
bolgeler CpG adalari olarak adlandirilir. CpG adaciklari 1-2 kb uzunlugunda kisa DNA
bolgeleridir ve genomun yaklasik olarak %2’sini olusturmaktadir. CpG adalar1 genlerin
promotdr bolgelerinde ve ilk ekzonlarinda bulunur ve bu bolgeler %60-70 oraninda
guanin ve sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir. CpG adalar1 genellikle tiim normal
dokularda metile degil iken; impirinting genler ve inaktif X kromozom genlerinde ise

metile halde bulunur. Metillenmemis durumunda bulunan CpG adalarindaki yeniden



metillenmeler yaslanma siireci ve kanser gibi bazi hastaliklarin ortaya cikmasinda
onemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, genom boyunca bulunan CpG
dinlkleotidlerinin ise %70-80’i metile haldedir, ¢ogunlukla tekrarlayan genomik
bolgelerde bulunur ve kromatinin yeniden diizenlenmesine aracilik etmektedir (Herman

ve Baylin, 2003).

DNA metilasyonununda DNA metiltransferaz (DNMT) ve s-adenozil metiyonin
(SAM) o6nemli rol oynamaktadir. Simdiye kadar memelilerde 5 tip DNMT enzimi
saptanmis olup; bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve onun izoformu olan
DNMT3L’dir (Robertson, 2002). DNMT’ler, SAM (S-Adenozil Metiyonin) tarafindan
saglanan metil grubunu sitozinin 5. konumundaki karbona aktaran enzimlerdir. Genin
promotor bolgesinde CpG adalarindaki DNA dizisinde guaninin Onilinde yerlesmis
sitozinlerin 5. konumundaki, karbonuna metil grubunun baglanmast DNA

metiltransferaz enzimi araciligi ile gergeklesir (Sekil 2-2).

NH, SAM-CH; SAM NH,

N{’ﬁ U Nf/f‘j/CHE
0PN T PN
H H

. DNMT e

Sitozin 5-Metilsitozin

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

Memeli genomunda sitozinlerin yaklagik %2-5'1 metillenmis ve guanin ile baz
¢ifti olusturmus durumdadir (Bombail ve ark., 2004). ilgili genin promotdr bdlgesinin
metillenmesiyle gen ifadesinde degisimler meydana gelir. Bununla birlikte, DNA
metilasyonu embriyonik gelisme, X kromozom inaktivasyonu, ve genomik impirinting
gibi bir¢ok normal hiicresel olay ile iligkili halindedir. Kanser olaylarinda, gene 6zgii
hipermetilasyon ve global hipometilasyon olmak Gzere DNA metilasyonu
degisimlerinin 2 tipi gozlenmektedir. Basta tiimor baskilayict genler olmak iizere
genomda hayati fonksiyona sahip olan pek ¢cok genin (DNA onarim genleri, hiicre siklus
reglilatorleri, apoptozis ve detoksifikasyonla iligkili genler gibi) gene 0Ozgi
hipermetilasyon ile sessizlestirilerek fonksiyonlar1  bozulur. Global DNA

hipometilasyonunda ise hipermetilasyonun aksine tiim genomdaki metil gruplarinin



sayist azalir, buna bagli olarak hipometilasyon genomun stabilizasyonu bozar ve
protoonkogenlerin giiclii bir sekilde anlatimina sebep olarak istenmeyen durumlara yol
acar. Boylece gene 6zgu hipermetilasyon ve global DNA hipometilasyonu karsinojenez

olusumuna zemin hazirlar (Jones ve Baylin, 2002).

2.2.1. DNA Metilasyonu ve Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda goriilen DNA metilasyonu,
kromatin yapisinin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontroliinde o6nemli rol
oynamaktadir. Aktif kromatinin (agik yap1) yani transkripsiyon faktorlerinin ve diger
koaktivatorlerin promotore baglanabildigi kromatin yapis1 metillenmemis CpG
diniikleotidleri igerir. Buna karsin, inaktif kromatin (kapali yap1) yani transkripsiyon
faktorlerinin promotore baglanamadigi kromatin yapisi metillenmis CpG diniikleotidleri
icerir (Sekil 2-3) (Esteller, 2007). Bir genin metillenme derecesi ile ifade edilme
derecesi arasinda ters bir ilisiki vardir. Yani, disiik derecedeki metilasyon yliksek
oranda gen ifadesi ile ve yiiksek derecedeki metilasyon ise diisiik oranda gen ifadesi ile
baglantilidir. Hiicre farklilasmasiyla beraber farkli dokularda farkli genlerin ifade
edilmesinin temelinde bu diizenlenme yatmaktadir. Ayrica metilasyon dokuya 6zgiidiir
ve bir kere gergeklesince o dokunun biitlin hiicrelerine aktarilir. Sekil 2-4’te Normal ve
kanserli hiicrelerde DNA metilasyon modelleri gosterilmistir (Varela-Rey ve ark.,
2011).

DNA metilasyonu ile transkripsiyonel baskilanmada ¢esitli mekanizmalarin rol
oynadigl one siiriilmiistiir. Bunlardan ilki, promotor bolgelerinde taninma alanlarinda
spesifik transkripsiyon faktorlerinin direkt baglanmasinin 6nlenmesini igerir. Bazi
transkripsiyon faktorleri (Ap-2, c-Myc/Myn, E2F) CpG kalintilarini igeren dizileri tanir
ve bunlarin herbirine baglanmanin metilasyon ile inhibe edildigi gosterilmistir (Das ve
Singal, 2004). Pek ¢ok transkripsiyon faktoriiniin metilasyon tanima bdlgelerinin
bulundugu ve metilasyona duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Ancak, daha sonra
metilasyon tanima bdlgeleri bulunmayan ve metilasyona duyarsiz transkripsiyon
faktorleri de kesfedilmistir. Diger bir mekanizma ise; spesifik transkripsiyonel
baskilayicilarin metillenmis DNA’ya direkt olarak baglanmasini igerir. Yani, promotore
baglanacak transkripsiyon faktorlerinin taniyacagi bolgeler, metilsitozine baglanan
proteinler (‘metil baglayici protein’, MBD) tarafindan maskelenir. Bu proteinlerin en iyi

taninmis 6rnekleri MeCP2, MBD2 ve MBD3’tlir. Bu proteinler histon deasetilazlar
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Sekil 2-4: Normal ve kanserli hiicrelerde DNA metilasyon modelleri (Varela-Rey ve ark.,
2011).



(HDAC1 ve HDAC?2) ile ve kromatin yeniden modellenme aktiviteleri ile birlikte
caligirlar. Tim bu kompleksler kompakt bir kromatin yapisi meydana getirerek,
transkripsiyonu baskilarlar. Boylece, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve

kromatin yapisini da etkiler ve bu da gen ifadesinin degismesiyle ortaya c¢ikar (Das ve

Singal, 2004).

2.2.2. DNA Metilasyonu ve Kanser

DNA metilasyonu; ti¢ farkli mekanizma ile incelenebilir: 5-metilsitozinin
deaminasyonu sonucu mutasyon olusmasi; genomun global hipometilasyonu ve tumor
baskilayic1 genlerinin promotor bdlgelerinde CpG adalarinda hipermetilasyon ile
baskilanmasidir (Gonzalgo ve Jones, 1997). Bununla birlikte, DNA metilasyonu
embriyonik gelisme, X kromozom inaktivasyonu, ve genomik impirinting gibi bircok
normal hiicresel olay ile de iliski halindedir. CpG diniikleotidlerindeki DNA kaybi1
kanser hiicrelerinde tanimlanmis ilk epigenetik anormalligidir. Normal ve kanserli
hicrelerin DNA metilasyonu ile iligkisi Sekil 2-5°de gosterilmistir (Esteller ve Herman,
2002).

Hipometilasyon

Normal DNA metilasyonu diizeylerindeki azalisa hipometilasyon denir. DNA
hipometilasyonu kanser ile iligkilendirilir ve tiimor arastirmalarinin odak noktasi
olmustur. Genom boyunca ¢ogunlukla tekrarlayan genomik bolgelerde bulunan CpG
dindkleotidlerinin  %70-80’i metile haldedir. Kanserin erken asamasinda sitozin
metilasyonunda global bir azalma gosterilmistir. Hipometilasyon kromozomal
instabiliteye, retrotranspozon! aktivasyonu ve bazi protoonkogenlerin ekspresyonunda
artisa sebep olmaktadir (Das ve Singal, 2004). DNA hipometilasyonunun potansiyel
nedenleri ve sonuglar1 Sekil 2-6’da gosterilmistir. DNA hipometilasyonu genleri aktive
edebilecek 6zellige sahiptir. Kanserli hiicre ve normal hiicre arasindaki farki arastiran
Feinberg ve Vogelstein (1982) DNA metilasyonunun doku spesifik gen sessizlesmesi
ile iliskisinin oldugunu gostermistir. DNA’y1 analiz etmek icin metilasyona 0zgii

restriksiyon enzimleri ile Southern blot teknigini kullanarak CpG diniikleotidlerin

! Hareket edebilen genetik elemanlar



normal hiicrelerde Onemli oraninin metillenmis ve kanserli hiicrelerde ise

metillenmemis olarak bulundugu gosterilmistir (Feinberg ve Tycko, 2004).
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Sekil 2-5: Normal ve kanserli hiicrelerin DNA metilasyonu ile iliskisi (Esteller ve Herman,
2002).

DNA metilasyonu DNA’nin sik1 bir sekilde paketlenmesinde rol oynamaktadir.
Bu siki paketlenmeden dolayr ornegin, transpozonlarin genom igerisinde hareket
etmeleri engellenmis olmaktadir. Ancak, metilasyon kaybi ile DNA siki bir sekilde
paketlenemeyeceginden transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal
instabiliteye neden olmaktadir. Ayrica, DNA onarim genlerindeki anomaliler de

kromozomal instabiliteye neden olmaktadir (Singal ve Ginder, 1999).

Proto-onkogenlerden biri olan c-myc bir transkripsiyon faktorini kodlamakta

olup, hiicre ¢ogalmasini kontrol eder. c-myc Geninde meydana gelen hipometilasyon ile
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genin ekspresyonu artar ve bu da karaciger ve bobrek kanserlerinde hiicre gogalmasi ile
iligkilidir (Du ve ark., 2009; Tao ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005).

DNA hipometilasyonu
Sebepler Sonuclar

Bozulmus DNMT aktivitesi Anormal gen ekspresyonu

Histon modifikasyonlar
= trimetilasyon kaybi

y e W T
=il X7
= asetilasyon artig LD /
Dis kaynakli hasarlar (T o'y -
. L
L]

Gen tanimlama kaybi

——3 Mikrosatelit kararsizhik

Geriye transpozon aktivasyonu
* insersiyonel mutajenite
* rckombinasyon

Kromozomak kararsizlik ve
anormallikler

beslenme

cevresel
+ enfeksiyon

Kodlanmanus RNA /
Kusurlu DNA onarim

Sekil 2-6: DNA hipometilasyonunun potansiyel nedenleri ve sonuclari1 (Wilson ve ark.,
2007).

Hipermetilasyon

Normal DNA metilasyonu seviyelerindeki artisa hipermetilasyon denir.
Promotor bolgelerde CpG adasi hipermetilasyonu, normalde metillenmemis olarak
bulunan basta tiimor baskilayici genler olmak iizere genomda hayati fonksiyonu olan
pek c¢ok genin (DNA tamir genleri, hucre siklus regulatorleri, apoptozis ve
detoksifikasyonla iligkili genler gibi) hipermetilasyon ile sessizlestirilerek
fonksiyonlarinin kaybina sebep olur. Kanserde hipermetilasyonda rol oynayan genler;
hicre siklusunun regilasyonu (p16, pl5, Rb, pl14), DNA tamir sistemi (BRCAL,
MGMT(O(6)-metilguanin-DNA metiltransferaz), apoptozis (6liimle iligkili protein
kinaz-DAPK), transmembran segmenti-TMS1), ilac direnci, detoksifikasyon, anjiogenez
ve metastaz gibi olaylardan sorumludur. Bununla birlikte; Rasffla ve p16 gibi belirli
genler bir ¢cok cesit kanserde siklikla metile halde iken, diger genler ise sadece spesifik

bazi kanserlerde metiledir.
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CpG dalarmin metilasyonunun tiimor gelisiminin 6zellikle erken donemlerinde
onemli oldugu, kanser i¢in bir nevi zemin hazirladigi, kanserin prognoz, ve yayilim
hizina etki ettigi diistiniilmektedir. Bu durum bir tiimor gdstergesi olarak metilasyonun

Onemini vurgulamaktadir.

2.2.3. DNA Metilasyonu ve Cevresel Faktorler

Beslenme, sigara, fiziksel aktivite gibi yasamsal faktorler kanser sebeplerinin
ana temellerini olusturur. Bazi veriler fiziksel aktivite ve enerji dengesi ile DNA
metilasyonunun baglantisin1 desteklemektedir. DNA metilasyonu gevresel karsinojenler

ve bulasici ajanlar tarafindan da modifiye edilebilir (Lim ve Song, 2012).

Baz1 c¢alismalarda non-genotoksik Kkarsinojenlere maruziyet ile DNA
metilasyonundaki degisiklikler arasinda yakin bir iliski gézlenmis ve farkli
karsinojenler tarafindan deneysel olarak tiimdr gelismesinin erken safhalarinda DNA
hipometilasyonunun indiiklendigi gésterilmistir. Ornegin, Pereira ve arkadaslar1 non-
genotoksik  karsinojenlerin  (safra asitleri, rutin, bromdiklorometan, 5-aza-2-
deoksisitidin) fare ve sican bagirsak kolonunda hipometilasyona sebep oldugunu
saptamiglardir (Pereira ve ark., 2004). Benzer olarak, tekrarlanan dozlarda dikloroasetik
asit ve trikloroasetik asidin fare karacigerinde DNA hipometilasyonuna sebep oldugu

gosterilmistir (Ge ve ark., 2001).

Farelere oral yol ile verilen trihalometanlarin (kloroform, bromodiklorometan,
klorodibromometan, bromoform) karaciger DNA’sinda 5-metilsitozin dizeylerinde
azalmaya ve c-myc geninin promotor bolgelerinde de hipometilasyona sebep oldugu
gosterilmistir (Coffin ve ark., 2000). Tao ve arkadaslarinin yaptiklar1 diger bir
calismada da kloroform, bromodiklorometan, dikloroasetik asit, trikloroasetik asitin de
sigan ve fare bobreklerinde global DNA hipometilasyonuna ve c-myc geninde de
hipometilasyona sebep olduklar1 gosterilmis olup, DNA hipometilasyonunun bu
maddelerin bobrek iizerindeki karsinojenik mekanizmalarda rol aldig1 ve karaciger ve
kolon kanserlerinin de bu mekanizma ile iliskili oldugunu gostermislerdir (Tao ve ark.,

2005).

Metapirilen uygulanmis sicanlarda yapilan arastirmalarda karaciger DNA’sinda
S-metilsitozin diizeyi yiiksek bulunmus olup, yapilan gen anlatimi tayinininde de bir
degisiklik olmadig1 bildirilmistir (Hernandez ve ark., 1991). Hepa 1clc7 hiicreleri

lizerinde yapilan bagka bir arastirmada TCDD’nin ¢esitli genler {izerindeki etkisinde
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hiicresel DNA metilasyonunun etkili oldugu gosterilmistir (Jin ve ark., 2004). Krom
indiiklii akciger kanserinde pl16 (Kondo ve ark., 2005) ve MLH1 (Takahashi ve ark.,
2005) genlerinde hipermetilasyon oldugu; daha yeni bir c¢alismada ise A549
hlcrelerinde histon metilasyonu ile birlikte MLH1 geninin ifadesinde azalma oldugu
(Sun ve ark., 2009) gosterilmis olup, kromozomun karsinojenik etkisinde epigenetik

mekanizmalarin rolii olabilecegi one siiriilmektedir.

Zhang ve ark. (2011), ilag indiiklii epigenetik degisikliklere dikkat ¢ekmistir.
Non-genotoksik sigan karaciger karsinojeni olarak kabul edilen izoniyazid ile yapilan
bir ¢alismada; 42 giin siire ile 10 mg/kg izoniyazid maruziyetinin sican karacigerinde
global DNA metilasyonunda azalmaya ve LINE-1 gibi tekrarlanan dizilerde ise
hipometilasyona sebep oldugu gosterilmis ve bu durumun da genomik stabiliteyi

bozabilecegi ileri siiriilmiistiir (Zhang ve ark., 2011).

2.3. Bisfenol A

1950'lerden itibaren endustride polikarbonat plastik ve epoksi recinesinin
iiretiminde sentetik monomer olarak kullanilan BPA, endokrin bozucu 6zelliginden
dolay1 6zellikle insan saglig1 agisindan yiiksek risk olusturmaktadir (Wolstenholme ve
ark., 2011). BPA’nin yiiksek tretim hacmi, plastiklerin yaygin kullanimi ve saglik
acisindan yan etkileri nedeniyle bilimsel ¢evreler, diizenleyici otoriteler ve halkin

dikkatini cekmektedir (Halden, 2010).

2.3.1. BPA’min Kimyasal Yapisi

BPA [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan] iki molekul fenoltn bir molekil aseton ile
diisiik pH’da ve basingta ve yiiksek sicaklikta kondensasyonu ile elde edilen bir
bilesiktir. 1891 yilinda Kimyager A. P. Dianin tarafindan ilk defa sentezi
gerceklestirilen (Lintelmann ve ark., 2003) BPA %99-99,8 oranindaki saflikta
olmaktadir (Prokop ve ark., 2004). Sanayide bircok amacla dretilen Grtnlerde ham

madde olarak kullanilan bir maddedir.

BPA, doymamis iki fenol halka icermesi bakimindan giiclii sentetik Ostrojen
olarak bilinen dietilstilbestrol (DES)’e benzer kimyasal yapiya sahiptir. Ancak endojen
Ostrojen hormonu olan 17 B-6stradiol ile kimyasal yapilari karsilagtirildiginda aralarinda
hi¢cbir benzerlik olmadigi gériilmektedir (Gaido ve ark., 1997). Sekil 2-7’de BPA, DES

ve 17 B-6stradiol’lin kimyasal yapis1 gosterilmistir.



CH,

-0
Cll'i3
Bisfenol A

CH,CH;

CH,CH,

Dietilstilbestrol (DES)
OH

HO
17- B-Ostradiol

Sekil 2-7: BPA, DES ve 17 pB-ostradiol’iin kimyasal yapisi.

2.3.2. BPA’nin Fizikokimyasal Ozellikleri
BPA’nin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2-1’de verilmistir.



Tablo 2-1: BPA’nin genel ézellikleri (Sigma-Aldrich Uriin Giivenlik Bilgi Formu, 2014).

Genel Adi

Bisfenol A

IUPAC adlandirmasi

CAS numarasi

Endeks numaras1

Gorliniis

Koku

Kimyasal formuli

Yapisal formiilii
Molekiiler agirlig

Erime sicakligi

Donma sicakligi

Kaynama sicakligi

Su igerisindeki ¢oziiniirliigi
Uguculugu

Log Kow

Log Pow (21,5°C)

Sudaki ¢oziintirliigii (25°C)
Bagil yogunluk (su=1)

2,2-bis(4-hidroksifenil)propan
80-05-7

604-030-00-0

Fiziksel hal: kristal; Renk: bej
Kokusuz

CisH160;
(CH3)2-C(CsH4-OH),

228,9 g/mol

158-159°C-lit

-156,5°C

220°C (0,5 kPa)

25°C’de 0,298 g/L

193°C (1 atm basingta)

3,32

3,32

120 mg/L

1,2g/L

14

BPA hem asit hem de alkaliyle katalizlenebilen reaksiyon sonucu olussa da yan

lirlin miktarinin ve sayisinin minimuma indirilmesi i¢in endiistriyel iiretimde asitle

(hidroklorik asit) katalizleme tercih edilmektedir. Reaksiyon sonucu, daha diisiik

saflikta ve epoksi recine imalatinda kullanilan BPA ve yiiksek saflikta ve polikarbonat

imalatinda kullanilan BPA olmak {izere iki farkli kalitede iiriin olusmaktadir (Yildiz,

2009).

2.3.3. BPA’nin Kullamim Alanlan
BPA, 1930’lu yillarda Dodds ve Lawson tarafindan sentetik Ostrojen olarak

sentezlenmis, ancak Ostrojenik etkinliginin az olmasi nedeniyle kullanima girmemistir

(Frederick ve ark, 2004 ve Dodds ve ark. 1936). 1950’li yillarda polikarbonatlarin

tiretiminde kullanilmaya baslanmistir. BPA diinya genelinde en fazla Uretilen kimyasal

maddelerden biridir. Yillik {iretimi 2-3 milyon tonu agmaktadir.
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BPA, gozlik lenslerinde, medikal malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve
icecek kutularinin i¢ kaplamalarinda, cep telefonlarinda, bilgisayarlarda, termal faks
kagitlarinda, giivenlik kasklarinda, kursun gegirmez malzemelerde, PVC pencerelerde,
otomobil parcalarinda, koruyucu giysilerde, toz boyalarda, polikarbonat siseler ve
kaplarda (siit ve su siseleri, bebek biberonlari), elektrik malzemeleri ve elektronik
parcalarin kaplamalarinda, dis dolgu malzemelerinde ve yapigkanlar gibi pek ¢ok alanda

yaygin olarak kullanildig1 bildirilmistir (Olea ve ark., 1996).

2.3.4. BPA’ya Maruziyet
Gida ve igeceklerin insan maruziyetinin temel nedeni oldugu diistiniilmektedir.
Normal kosullarda dahi BPA'nin plastik tastyicilardan saliniminin s6z konusu oldugu
belirtilmektedir. Ozellikle yeni dogan yofun bakim iinitelerinde bebekler yiiksek
miktarda BPA’ya maruz kalmaktadir. Ayrica, yazar kasa fislerinde kullanilan termal
kagitlar araciligiyla deri yolu ile de yaygin bir maruziyet s6z konusudur (Singh ve Li,

2012).

BPA polikarbonat igecek siselerinde yapisal bir bilesendir. Aym1 zamanda bu
bilesen yiyecekleri koruyabilmek icin metal kutular1 kaplamada kullanilmaktadir. BPA
1960’lardan beri yiyecek paketlemede kullanilmaktadir. Cogu zaman yiyecekler bazi
ambalaj materyalleri ile indirekt temasta oldugundan, ambalajlama materyallerinden

kiiciik fakat 6lctilebilir miktarda yiyeceklere gegip bozulmalarina sebep olabilmektedir.

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

BPA’nin insan serumu, idrari, amniyotik sivisi, folikiiler sivisi, plesental
dokular1, gobek kordonu kaninda 6lgiilebilir oldugu gosterilmistir (Vandenberg ve ark.,

2007).

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

BPA insan viicuduna en ¢ok oral yolla alimir (Volkel ve ark. 2002). BPA oral
yolla alindiktan sonra sindirim sisteminden hizlica emilir. Oral ve intravenfz
uygulamalardan sonra total BPA plazma konsantrasyon-zaman grafiklerinde egrinin
altindaki alan incelendiginde, sindirim yolundan yiiksek miktarda (sican ve
maymunlarda %85-86’ya kadar ¢ikabilen) emilimin gergeklestigi gosterilmistir. Benzer
olarak insanlarla yapilan c¢alismalarda da diisiik dozda oral yolla alinan BPA’nin
tamamen emildigini gosterilmektedir (EU-RAR, 2003, 2008). BPA yagda ¢oziinebilen
bir maddedir (Fernandez ve ark. 2007). Bu yiizden viicutta yag tabakasinda ve yagdan
zengin dokular iizerinde biriktigi diisiiniilmektedir.

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

Yapilan ¢alismalada 24 saat icerisinde perkiitan yol ile alinan BPA’nin insan
derisinden % 2.3-8.6 oraninda gectigini gostermistir.

BPA’nin anne siitii ile bebege aktarilirken gebelikte de transplesental yol ile
fetiise ulast1g1 bilinmektedir (Zama ve Uziimcii, 2010; LeBaron ve ark., 2010). BPA’ya
maruz kalmis disi sicanlarin siitiinde konjuge olmayan ve konjuge olan BPA formlarinin
her ikisinin de varlig1 gdzlemlenmistir. Insan siitiinde ise konjuge olmayan BPA varlig

rapor edilmistir.

2.3.6. BPA’min Toksik Etkileri
Son yillarda BPA’nin diyabet, obezite, iireme bozukluklari, kardiyovaskiiler
bozukluklar, dogum anomalileri, kronik solunum ve bdbrek bozukluklart ve meme

kanseri gibi bircok kronik hastaligin etiyolojisinde roliiniin olabilecegi {izerinde
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durulmaktadir. BPA maruziyeti ve kronik hastaliklar ile iligkisinde rol oynayan
mekanizmlarin oksidatif stress, mitokondriyal bozukluklar, hiicre sinyal yolaklarim
kapsayan genetik, epigenetik ve endokrin bozucu mekanizmalar ile iliskili olabilecegi

gosterilmistir (Rezg ve ark., 2014).

BPA’nin ¢esitli dokularda enzim aktivitesini ve metabolizmay1 etkiledigi, hedef
dokularda hormon reseptorlerinin sayisinda ve hormon reseptor geni aktivitesinde
degisiklige yol actig1, ozellikle zayif Ostrojenik etkileri sebebiyle endokrin sistem
lizerine zararli etkileri c¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (EFSA, 2008). BPA’nin
oOstrojen reseptor o ve B’ya (ERa ve ERp) baglanarak hedef genlerde aktivasyona ya da
baskilanmaya sebep oldugu belirtilmistir (Stanisic ve ark., 2010). Bu mekanizmalar da
hormon bagh kanserler kadar dogum kusurlari, lireme, gelisim, metabolik, immiin ve

norodavranigsal bozukluklar1 kapsayan saglik sorunlarina yol agmaktadir.

Calismalarda diisik doz BPA’nin, gelismekte olan fare ve sigan beyninin
yapisini, gelisimini ve davranislarini etkiledigi gosterilmistir (Richter ve ark., 2007).
Farelerde dogum sonrast uzun siireli BPA maruziyetinde ¢ift cinsiyet, beyin
fonksiyonlarinin etkilenmesi ve yetiskinlerde noéronal fenotiplerde degisimler
gozlenmistir (Patisual ve Polston, 2008). Maternal diisik doz BPA ile maruziyet
sonrasinda dogan erkek fare yavrularinda prostat hiperplazisinin arttigi, anogenital
uzakligin olustugu ve epididimal agirligin azaldig1 gosterilmis olup, prostat hiperplazisi
ile ER arasinda iliski bulunmus ve bunun antidstrojenlerle bloke edildigi belirtilmistir

(Timms ve ark. 2005; Gupta, 2000).

BPA sinir sistemi Uzerinde direkt ve indirekt etkilere sahiptir. Cinsiyet
hormonlar1 néronlarin isleyisini diizenleyen norotrofik faktorlerle baglantili
caligmaktadirlar. Bu nedenle BPA nin cinsiyet hormonlarini etkilemesi beyin gelisimini
de etkilemektedir. Tiroid hormonlar 6zellikle fetal donemde ve yenidoganda beyin
gelisimine dogrudan etki ettiginden BPA’nin tiroid fonksiyonlar1 {izerindeki olumsuz
etkileri, sinir sistemi gelisimini de bozmaktadir. BPA’nin oksidatif stres yarattigi ve
sinir hiicrelerinde apoptoza sebep oldugu diisiintilmektedir. (Lin ve ark. 2006). BPA

direkt olarak nérodejenerasyona sebep olmaktadir (Carlisle ve ark. 2009).

Tiroid hormonlar tiroksin (T3) ve triiodotironin (T4) viicutta beyin gelisimi,
biyimu hormononunu uyararak blyimenin kontrol edilmesi, lipid ve karbonhidrat

metabolizmalarinin  diizenlenmesi ve bazal metabolizma hizinin ayarlanmasindan
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sorumludur. BPA gibi ¢evresel kimyasallar tiroid aktivitesini bozabilirler. Sican
karaciger hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismada BPA’nin tiroid reseptorlerine etki ettigi
ve T3 stimiile edici cevab1 baskiladigin1 gosterilmistir (Moriyama ve ark., 2002). Buna
bagli olarak BPA’nin T3’iin yerine reseptorlere baglanarak gen baskilanmasina neden
olabilecegini anlagilmistir. BPA bir tiroid hormonu reseptorii antagonistidir (Zoeller ve
ark., 2005; Zoeller, 2007) ve gen ekspresyonu Uzerindeki tiroid hormonu etkisini
onleyebilir (Moriyama ve ark., 2002). BPA’nin serum T4 konsantrasyonunu da
arttirdigr ve artisin sebebi BPA’nin T4 ile yarisarak tiroid reseptdrlerine baglanmasi

olarak agiklanmistir (Zoeller ve ark., 2005).

Immiin sistem viicudun mikroorganizmalara karsi sahip oldugu temel savunma
mekanizmasidir. immiin sistemin baskilanmasi savunmanin zayiflamasina ve viicudun
enfeksiyonlara agik hale gelmesine sebep olurken immiin sistemin asir1 uyarilmasi da
saglikli hiicrelerin 6liimii gibi hasarlara sebep olmaktadir. Immiin sistemdeki regiilasyon
bozukluklar1 otoimmiin hastaliklara yol agabilir. Glinlimiizde sahip olunan veriler
BPA’nin immiin sistemin ¢alisma diizenini bozabilecegini; buna bagl olarak savunma
mekanizmasinin  zayiflayabilecegini ya da immiin fonksiyonlarin asir1 stimile
edilebilecegini gostermistir. BPA nin immiin sisteme etkisinin direkt veya néroendokrin
sisteme etki yoluyla indirekt olabilecegi bildirilmistir. Immiin sistemin kontroliinde
tiroid ve endokrin hormonlarimin rolii bilyiiktiir. BPA’ nin bu hormonlara etkisi immiin

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

Hormonlar adipoz dokunun olusumunda ve devamliliginda 6nemli yere sahiptir.
Steroid yapidaki cinsiyet hormonlar1 ve biiyiime hormonu anti-adipoz etki gosterirken
kortizol ve instlin lipojenik etki gosterir. Yag hiicrelerindeki lipoprotein lipaz salinimini
inhibe ederek lipojenezi azaltmak yag hiicrelerinden salinan Ostojenin 6nemli
gorevlerinden biridir. BPA 0Ostrojen reseptorlerine agonist etki gosterir, bu durumda
reseptorler aktive olur, ancak ostrojen salinamaz. BPA’nin bu mekanizmaya bagl
obeziteyi tetikledigi goriilmiistir. 20 obez kadin iizerinde yapilan c¢alismada bu
kadinlarin  %355’inin  adipoz doku Orneklerinde oraninda BPA’ya rastlanmistir

(Fernandez ve ark., 2007).

6-18 yas arasindaki erkek cocuklarda yapilan bir calismada ¢ocuklarin
idrarlarinda saptanan BPA miktarlar1 obezite ile iliskilendirilmistir. En diisiik BPA
seviyesine sahip grup (<1,5 ng/mL) en yiiksek BPA seviyesine sahip grupla kiyaslanmig
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(>5,4 ng/mL) ve yiksek BPA konsantrasyonu gortilen gocuklardaki obezite oraninin
diisik BPA seviyesine sahip gruptaki c¢ocuklardan 2,55 kat daha fazla oldugu
bulunmustur (Bhandari ve ark., 2013).

BPA’nin beyindeki dopamine sistemi iizerine etkileri konusunda da ¢aligsmalar
yapilmustir. Ik ¢alisma dopamin reseptorleri, dopamin tastyicilart ve G-proteini (guanin
nikleotid-baglayici protein) sinyalizasyonunun uyarilmis dopamin aktivasyonu iizerine
olmustur (Suzuki ve ark., 2003). Hiicre membranlarinda nérotransmitter reseptorlerinin
aktivasyonlarin1 modifiye eden G-proteinine bagli membran reseptOriiniin aksine
BPA’nin klasik bir Ostrojen reseptorii gibi davranip diisik dozda etki yaratmadig
konusunda hipotezler vardir. Sonraki ¢alismalarda, dopamine bagli G-protein
aktivasyonu lizerinde BPA’nin etkisi teyit edilmistir (Mizuo ve ark., 2004; Narita ve
ark., 2006, 2007). Gelisimsel olarak maruz birakilan farelerde (Mizuo ve ark., 2004) ve
in vitro caligmalarda (Miyatake ve ark., 2006) gen ekspresyonunda degisiklik
olmaksizin D3 reseptorlerinin baglanmasindaki degisim bu degisikligi raporlayan

calisma ile desteklenmistir.

In vitro ¢alismalar, BPA’nin DNA adduktlar1, andploidi olusumu ve insanlarda
kisirlik, disiik ve 6lii dogumlarla iliskisi olan mutajeniteyi indiikledigini gostermistir
(George ve ark., 2008; Johnson ve Parry, 2008; Takahashi ve ark., 2001). Kemirgen
modelleri ve insan prostat hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalarda BPA’nin karsinojenezi
etkileyebilecegi, prostat kanser hiicresi proliferasyonunu degistirebilecegi ve bazi
tiimorler i¢in progresyonu uyarict olabilecegi gdsterilmistir. Yayimnlanan raporlar
BPA’ya erken maruziyetin prostat bezinde karsinojeneze duyarliligi arttirabilecegini
kanitlamigtir (Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008). Uluslararasi Kanser Arastirma
Merkezi (IARC), BPA diglisidil eter’i “insandaki karsinojenik etkileri yoéninden

smiflandirilabilir olmayanlar: Higbir gruba girmeyen etkenler
siiflandirmigtir (IARC, 1989; 1999).

(Grup 3)’ grubunda

Akut toksisitesi ile 1ilgili insanlarda kaydadeger bir maruziyet etkisi
belirtilmemesine ragmen, sigan ve farelerde oral LDso degeri 2.000 mg/kg’in iizerinde
ve tavsanlarda dermal LDsp degeri de 2.000 mg/kg’in {izerinde bulunmustur (EU Risk
Assesment, 2003). 6 saatlik 170 mg/m® BPA tozuna solunum yolu ile maruz
kalindiginda burun epitel tabakasinda gecici ve hafif enflamasyon ve oranazal boruda da
ilserasyon goriilmiistiir (NTP-CERHR Monografi, 2008).
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2.3.7. BPA’min Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkisi

BPA’nin toksisitesinin degerlendirilmesinde belirtildigi gibi bircok ¢alisma
yapilmakta olup, c¢esitli sistemler {iizerinde toksik etkilerinin degerlendirilmesinde
epigenetik mekanizmalarin da roliiniin olabilecegi son yillarda yapilan aragtirmalarda

onemle vurgulanmaktadir (Kundakovic ve Champagne, 2011: Rezg ve ark., 2014).

Son arastirmalarda ¢evresel kimyasal ksenobiyotiklere maruziyet ile epigeentik
etkinin tetiklenmesi arasindaki iliski siklikla incelemektedir ve pek ¢ok toksik maddenin
epigenetik mekanizmalar1 modifiye etmede potansiyel bir rolii oldugu bildirilmistir (Liu
ve ark., 2008). BPA’ya maruziyetin de epigenetik mekanizmalar araciligiyla gelisimsel

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

Diisiik dozlarda BPA’nin rahim icgine ve yenido§an maruziyeti sonucu bazi
genlerin promotor bolge CpG adalarinda DNA hipermetilasyonu ve hipometilasyonuna,
histon modifikasyonlarina ve miRNA’lar1 iceren kodlanmayan RNA’larin ifadesinde
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Bu epigenetik degisikliklerin gen ifadelerini
yasam boyu degistirebilecegi ve bunun da bir takim saglik problemlerini beraberinde
getirebilecegi gosterilmektedir. Erken gelisimsel donemde BPA maruziyetinin
epigenom degisimi araciligiyla yavru fenotipini degistirebildigi gosterilmistir. (Dolinoy

ve ark., 2007).

Perinatal ve trans-jenerasyonal BPA maruziyetinin kalic1 etkilerinin gelisimsel,
kanser, davranigsal ve iireme fonksiyonlarinda rol oynayan genlerin ekspresyonunun
epigenetik programlamasinda olast bozucu etkisinin oldugu o©ne siiriilmektedir.
Calismalar BPA maruziyetinin DNA metilasyonu ve spesifik gen veya genlerin
ekspresyonunda degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Ortaya ¢ikan bu BPA-
aracilt metilasyon degisikliklerinin BPA’nin 0Ostrojenik aktivitesiyle iligkili olup
olmadigi heniiz netlige kavusmamistir. Yine de son zamanlarda yapilan caligmalar
BPA’'nin  sebep oldugu metilasyonun regiilasyonunda rol oynayan DNA
metiltransferazlarin DNMT-1 ve DNMT-3a ekspresyonunun BPA-ERa regiilasyonu

araciligiyla olabilecegini gostermistir (Kundakovic ve ark, 2013).

Neonatal BPA maruziyetinin erkek farelerde DNMT-3a ve DNMT-3b
ekspresyonu ve erkek farelerin testislerinde ERo ve ERB’nin promoter bolgelerinde

metilasyon arttirdigr gosterilmistir (Doshi ve ark, 2011). Farkli bagimsiz gruplarda
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DNMT’lerde ve metil-CpG baglayict protein 2 (MECP2) seviyelerinde BPA’dan
kaynaklanan degisiklikler rapor edilmistir (Doshi ve ark, 2012; Yeo ve ark, 2013).

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidogan sigan testislerinde Ostrojen
reseptorlerinin - promotor bolgelerinde hipermetilasyonda artis tespit edilmis,
spermatojenez ve fertilite Uzerine advers etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (Doshi
ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptigi bir ¢alismada primer epitel meme
hiicrelerinde diisik doz BPA maruziyetinin lizozom iligkili membran protein
(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarinda DNA
metilasyonunda artisa sebep oldugu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskiladigi
ve bu durumun meme kanseri riskini arttirabildigi gosterilmistir. Ayrica BPA'nin disi
farelerdeki epigenetik etkilerinin kugaklararasi siirebilecegi belirtilmistir. Diger taraftan,
gelismekte olan hipotalamik hiicrelerin BPA maruziyetinde doza bagli olarak (0,02—200
uM) BPA’nin DNA metiltransferazlar, metil CpG baglayict protein 2 (‘methyl-CpG
binding protein 2°, MECP2) gibi epigenetik duzenleyici faktorlerin gen ekspresyonunu
degistirdigi bildirilmistir. Bu calismadan BPA’nin epigenetik gen regiilasyonunun
stabilitesini ve esnekligini bozdugu sonucuna varilmistir (Warita ve ark., 2013).

Gebe disi farelerin BPA’ya gecici maruziyetinin 3. kusak jenerasyonda DNA
metilasyonunda degisikliklere sebep olabilecegi gosterilmistir. (Singh ve Li, 2012).
Yenidogan si¢anlarin BPA’ya maruziyetinin prostat neoplazinin siklifinda artisa ve
prostat dokularinda metilasyon degisikliklerine (6rn: phosphodiesterase type 4 variant 4,
Pde4d4 geninde hipometilasyon ve gen ifadesinde artis) sebep oldugu gosterilmistir
(Conti ve ark., 2003; Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008). Ayrica, yenidogan
siganlarin BPA’ya maruziyetinin nukleozom binding protein-1 (Nsbpl) ve hippocalcin-
like 1 (Hpcall) genlerinin metilasyonunda ve ifadesinde degisikliklere sebep oldugu
bildirilmistir (Tang ve ark., 2011).

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

Insan meme epitel hiicrelerinde 1 hafta siire ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM)

timor ile iliskili genlerde (BRCA1l, CCNA1, pl6, THBS1, TNFRSF10C ve
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TNFRSF10D) metilasyonu arttirdigi gosterilmis olup, BPA’nin genetik ve epigenetik
degisikliklere sebep olarak meme epitel hiicre fonksiyonlarina zarar verdigi ve bunun
hiicre ¢ogalmas1 ve yaslanma ile iliskili olabilecegi ve bunun sonucunda memelerde
karsinojeneze sebep olabilecegi bildirilmistir (Qin ve ark. 2012). insan meme epitel
hiicrelerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise; DNA onarim genlerinin (BRCAL, BRCAZ2,
BARD1, CtIP, RAD51, ve BRCC3) ifadelerinin arttig1 ve apoptoz ile iligskili PDCDS5 ve
BCL2L11 genlerinin ise ifadelerinin azaldig1 gosterilmistir.

Insan meme kanseri hiicrelerinde ve sigan meme bezlerinde gen ifadesinde
anahtar bir molekil olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indiiklendigi
gosterilmis olup, aynt zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu)
modifikasyonuna sebep olarak gen aktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir (Bhan ve
ark., 2014). Dhimolea ve ark. (2014) da siganlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme
bezlerinde genom diizeyinde epigenetik degisikliklere sebep oldugunu gostermistir.
Uzun sureli BPA maruziyetinin N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor seviyelerini
ve yetigkin fare hipokampiisiindeki histon deasetilaz 2 (HDAC2) ekspresyon ve
fonksiyonlarini arttirdig1 gosterilmistir (Zhang ve ark, 2014). Prenatal BPA maruziyetli
Wistar-Furth si¢anlarina postnatal 4. giinde a-laktalbimin promotor bolgesinde histon
H3K4 trimetilasyon pro-aktivasyonunda artis olmus ve meme bezinde a-laktalbliminin

mRNA ekspresyonu artmistir (Dhimolea ve ark, 2014).

2.3.8. BPA ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

Diinyada BPA’nin halk saghigi fizerine riskleri konusunda birgok risk
degerlendirme otoriteleri rapor yayinlamigtir.

EFSA Gida ile temas eden Gida Katki Maddeleri, Tat vericiler ve Ambalaj
Materyelleri Paneli (‘Scientific Panel on Food Additives, Flavourings, Processing Aids
and Materials in Contact with Food’, AFC) 2006 yilinda yayinladigi raporda cesitli
populasyon gruplari icin BPA’nin tolere edilebilir giinliikk alim degerini (‘tolerable daily
intake’, TDI) 50 pg/kg viicut agirligr olarak belirlemistir (EFSA, 2006). EFSA AFC
Panelinde bildirilen BPA’nin giinliik tiiketim maruziyetleri Tablo 2.5’de gosterilmistir
(EFSA, 2006). EFSA AFC Paneli 2008’de ve 2010 yilinda EFSA Gida ile temas eden
Maddeler, Enzimler, Tat vericiler ve Islem Yardimcilari Paneli (Food Contact
Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids, CEF) Paneli’nde de BPA’nin
TDI degeri 50 ug/kg viicut agirligr olarak bildirilmistir. EFSA CEF Paneli 2015°de
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yayinladigt son raporda ise gecici tolare edilebilir giinliik degeri (t-TDI: temporary
Tolerable Daily Intake) 4 pg/kg viicut agirhigi’na diisiirmistiir. EFSA bu degisikligi
yeni veriler ve risk degerlendirmesi ve 6zellikle de meme bezi, iireme, metabolik,
norodavranissal ve immiin sistemler hakkindaki veritabanlarindaki belirsizlikler
yiiziinden gerceklestirmistir. Sonu¢ olarak, EFSA gida maddelerinden alinan BPA
seviyelerinin giinliik maruziyet seviyesinden ¢ok daha diisiik olmasindan dolay1
BPA’nin insan saglig iizerinde risk olusturmadig1 sonucuna varmistir. Ayrica, bunun

hamile bayan ve yaslilar i¢in de uygun oldugunu bildirmislerdir (EFSA, 2015).

Tablo 2-2: EFSA AFC Panelinde bildirilen BPA’min giinliik tiiketim maruziyetleri (EFSA,
2015).

Mikrogram/kg viicut agirhgy/giinliik olarak
Tiiketici Yas1 Tuketilen Yiyecek / Icecek BPA’nin korunumlu go¢ degerine bagh
gunlik tiketim maruziyeti

3 aylik yenidogan bebek Sadece anne siiti 0,2

PC igermeyen sise veya

3 aylik yenidogan bebek cam sl bebek ple: 2,3

3 aylik yenidogan bebek PC sisede bebek mamasi 11%* (4%)
r PC sisede bebek mamasi ve * ”

6 aylik yenidogan bebek hazr yiyecek/igecek 13* (8,3%)

1,5 yasindaki gocuk 2 kg hazir yiyecek/igecek 53

Yetiskin 3 kg hazir yiyecek/igecek 1,5

* 50 mgBPA/litre’de bebek mamasina bagli en yiiksek deger
#10 mgBPA/litre’de bebek mamasina bagl tipik deger

28 Ocak 2011 tarihli Avrupa Birligi Direktifi'nde (Commision Directive
2011/8/EU) 1 Mart’tan itibaren tiim Avrupa Birligi iliye iilkelerinde BPA igeren
polikarbonat biberonlarin iiretiminin artik miimkiin olmayacagi ve 1 Haziran ve
sonrasinda ise bu maddeyi iceren biberonlarin ithal edilmesine de izin verilmeyecegi
bildirilmistir (Avrupa Birligi Komisyonu, 2011). 2008 yil1 Nisan ayinda Kanada’da ve
2010 yili Nisan aymmda Danimarka’da BPA iceren bebek biberonlarinin kullanimi
yasaklanmastir.

7 Subat 2011 tarihli ve 27839 sayili Resmi Gazetede yayimlanan “Emzik,
Biberon, Biberon Bagligi, Alistirma Bardagi, Alistirma Bardagi Kapagi ve Benzeri
Uriinlerin Uretimi, Ithalati ve Bildirim Esaslarina Dair” Teblig’in ekinde bu tip
urtinlerin teknik dosyasinda bulunmasi gereken spesifikasyonlar arasinda polikarbonat

iceren termoplastik biberonlarda BPA miktar1 da yer almaktadir. (27839 sayili Resmi
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Gazete, 2011). Daha sonra 31 Ekim 2013 tarihli ve 28807 sayili Resmi Gazete’de
Teblig yayinlanmistir. (28807 sayili Resmi Gazete, 2013) Bdoylelikle bu {iriinlerin halk
sagligina ve ¢evreye zarar vermesini engellemek, topluma giivenli sekilde ulagmasini
teminen piyasaya arz edilmeden 6nce Bakanliga yapilacak bildirimin usul ve esaslari

belirlenmistir.

Turkiye’de 2013/34 Tiirk Gida Kodeksi Gida Ile Temas Eden Plastik Madde Ve
Malzemeler Tebliginde TGK-Bebek Formdilleri ve TGK-Devam Formulleri
Tebliglerinde bebek olarak tanimlanan tiiketici grubu ig¢in kullanilan, polikarbonat
madde ve malzemelerin liretiminde kullanilamaz kisitlamasi getirilmistir. Spesifik

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

2.4. Hucre Kulturi

Hucrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle
muamele edilerek tek hiicre veya kiiciik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir
besiyeri ortaminda doku ile baglantis1 olmadan in vitro olarak ¢ogaltilmasina hiicre
kalturd adi verilmektedir (Davis, 1996). Hiicre kiiltiirii ilk kez Harrison tarafindan
kurbaganin sinir hiicrelerinin arastirilmasinda 1907 yilinda kullanigmastir. 1912 yilinda
Burrows Carrel tarafindan tavuk embriyosu dokusunun eksplanti elde edilmistir.
1943°te Earle ve ark. fare lenfosit hiicre dizisinin gelistirilmesi yapilmistir. 1948 yilinda
Keilova tarafindan ilk kez hiicre kiiltiirii dokularinda antibiyotik kullanilmistir. 1952°de
insan serviks karsinomasindan ilk devamli hiicre kiiltiirii (HeLa) elde edilmistir. 1955—
1960 yillar1 arasinda, hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda ¢ok Onemli bir adim atilarak
giiniimiizde kullanilan anlamda temel hiicre kiiltiirii vasatlar1 hazirlanmistir (Freshney,
1986). Son 20 yildir hiicre kiiltiirii, yalnizca spesifik arastirmalar i¢in kullanilan bir arag
olmaktan ¢ikarak, diinyanin en hizli gelisen endiistri alanlarindan biri olan

biyoteknolojinin temel taglarindan biri haline gelmistir.

Hicre kultlru, toksikolojide, kanser aragtirmalarinda, sitogenetik, biyokimyasal
ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda, kok hiicre ¢alismalarinda ve birgok biyolojik
caligmalarda tan1 veya arastirma amaciyla kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda, hiicre
kltrleri hayvan deneylerinin yerini almast yolunda alternatif uygulamalar olarak da

son yillarda oldukc¢a 6nem kazanmastir.

Doku kiiltiirii primer hiicre kiiltiirii olup canli organizmalardan alinan organ veya

doku pargalarinin in vitro ortamda ¢alisilmasidir. Hiicre kiiltiirii ise tek bir hiicre veya
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hiicrelerin doku ile baglantis1 olmadan ¢ogatilarak elde edilmesidir. Bu amagla gesitli
canlilarin (insan, maymun, fare, tavsan gibi) cesitli dokular1 (bobrek, akciger, tiimor,

amniyon zarlar1) pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar.

Hicre kiltiirii galismalarinda iki tip hiicre kullanilir. Bunlar primer hiicreler ve
devaml1 hiicre dizileridir. Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan ayrilan hiicrelerin
24 saatten daha uzun sure kdltir edilmesiyle elde edilir. Primer hiicre kultlrlerinde
cogalan hiicreler buradan alinip baska kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir. Bu sekilde
elde edilen ilk alt kdltlrlere sekonder hicre kilttrleri denir ve bir seri kiltur
islemlerinden sonra devamli hiicre hatlar1 elde edilir. Fakat primer kiiltiirlerin insandan
izole edilmesi ve kiiltiiriiniin yapilmas: olduk¢a zordur. Primer kiiltiirler farkli
bireylerden alindig1 i¢in fonksiyonel durumlari yansitmasi farklidir. Primer hicre
kiiltiirleri, tiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler olmalarina, calisma
esnasinda ortaya cikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece giic olmasina
ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle deger kazanmistir (Browne,

1988; Mjor, 1983; Ozdemir, 2007).

Devamli hiicre hatlar1 siiresiz ¢ogalabilme Ozelligine sahip transformasyona
ugramis primer hiicrelerdir ve daha stabil bir fenotipe sahiptir. Devamli hiicre hatlari
kolaylikla cogaltilabilir. Transformasyonlar1 nedeniyle fizyolojik 6zelliklerini
koruyamamaktadirlar. Tiimér dokusundan alinan hiicrelerden de elde edilirler. Ug giin
ara ile en az 70 defa pasaji yapilan hiicre dizileri ‘devamli hiicre dizisi’ olarak kabul
edilmektedirler. Hiicre dizilerinin primer kiiltiirlerden farklari; kiiltiirde yiiksek
yogunluga ulasabilmeleri, biiylime faktorleri ve seruma daha az gereksinim gostermeleri

ve sonsuz ¢ogalma yetenekleri olarak siralanabilir.

Hiicre kiiltiirii  tiretmek i¢in kullanilan ortamlarda hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi amaciyla gerekli maddeler ortama ilave
edilir. Hiicre iiretme ortamlari, hiicrenin organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi
olusana kadar hucrelerin Gretilmesi igin kullanilmakta ve genel olarak serumla birlikte
hlcrelerin ¢abuk tremelerini saglayan diger maddeleri icermektedir. Ortam icerisinde;
glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve

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

Gunumuzde, hicre kultlrleri tek tabaka ve stuspansiyon halinde hiicre kalturleri

olmak 0zere iki yolla Uretilmektedir. Tek tabaka hiucre kulturleri; cam veya plastik
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zemin (zerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve ireyen hiicrelerdir. Hiicre
kiiltlir malzemesinin yiizeyi, hiicrelerin tutunma ve c¢ogalmalarint kolaylastirmak
amaciyla cesitli makromolekiiller ile kaplanabilir. Bunlar, hiicrelerin yiizeylerinde
eksprese olan integrin proteinleri ile etkileserek dokuda var olan hiicrelerarasi matrikse
benzer etki gosterirler. Suspansiyon halindeki huicre kultirlerinde ise; hlcreler yasamsal
islev ve tiremelerini slispansiyon halinde bulunduklari ortamda siirdiirebilir. Kan, dalak,
kemik iligi kiiltiirleri ve olgunlasmamis hiicreler bu sekilde kiiltiire edilir. Bugiin i¢in
artik tek tabakali ve siispansiyon hiicre kiiltiirlerini ele alarak klinik faydalarini en {ist
diizeye ¢ikarmak {izere orijinal doku mikro g¢evre Ozelliklerini yansitan ¢ boyutlu
kultir metodlart da gelistirilmistir. Bunlarin en 6nemli avantajlari arasinda orijinal doku

ozelliklerini yansitmalar1 sayilabilir (Bilir, 2004).

2.4.1. Hucre Kultlrlerinin Avantajlar

Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagh olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen ve
karbondioksit kismi basinglari gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiiriinde daha kolay
saglanirken, canli viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak bir takim testleri yapmak daha
zordur. Aym1 zamanda hucre kalturleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri,
materyaller arasinda parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme
Ozellikleri, ¢alisma kosullarmin standardize edilebilmesi gibi nedenlerden dolay1 da
tercih edilmektedir. (Schmalz, 1994; Schmalz, 1997; Browne, 1988). Buna karsin, hiicre
kiiltiirii testleri ile sadece materyallerin ilk toksisite reaksiyonlart konusunda bilgi
edinilebilmekte, materyalin uzun siireli doku temasinda olusturacagr sitotoksisite diizeyi

konusunda ise veri elde edilememektedir.

Hiicre kiiltiirlerinde 6rnek homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Hiicre
kiiltiirii teknikleri ile deney hayvani kullaniminin da sayis1 azalarak alternatif yontemler

gelistirilmektedir.

2.4.2. Hucre Kultlrlerinin Dezavantajlar

Primer kiiltir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilagsmakta ve her zaman bir miktar Olim gerceklesmektedir. Yani hiicre
kiiltiirlerinde zamana bagli bir kararsizlik s6z konusu olabilir. Hicre Kdlturlerinde

hijyen ¢ok onemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde edildigi doku ve bunlarin
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bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir. Hucre kiltiri kontaminasyona

hassasiyeti ¢cok yuksektir.

2.5. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite  molekiiler ~ olaylar  sonucu  g¢esitli  makromolekilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve
yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak bir diger deyisle, hucresel
aktivitenin geri doniisiimsiiz olarak durdurulmasi ve hiicresel yapinin onarilamaz
bozuklugu olarak tanimlanabilir. Sitotoksisite testleri, test maddesinin uygun hicre
kiiltiirlerindeki hiicre biiyiime oran1 ve morfolojik 6zellikleri {izerine etkisinin negatif ve
pozitif kontrol gruplar1 kullanilarak degerlendirilmesi amaciyla yapilmaktadir (1ISO

7405, 1SO 10993).

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

uzerindeki etkileri él¢tlr.

Bir materyalin sitotoksik etkisinin  belirlenmesinde kullanilan testler;
tekrarlanabilir olmali, test edilen konsantrasyonlari i¢in doz-cevap egrisini vermeli,
hiicre say1s1 ve test cevabi arasinda dogrusal iligki olmal1 ve test sonucunda elde edilen
veriler in vivo kosullara yorumlanabilmelidir (Schmalz 1997).

In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlari:

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

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

o Kantitatif sonuclara ulasilabilir.

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

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

e Kiiltiir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarinin olmamasidir (Schmalz
1997).

Sitotoksisite c¢alismalar1 icin genellikle hiicre metabolizmasinda olusan

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

yontemlerdir.

In vitro hiicre toplulugunda, %350 oraninda hiicre o&liimiine neden olan
konsantrasyon %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICso) olarak ifade edilir ve

sitotoksisitenin gosterilme bicimidir.

2.5.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi)
Kolorimetrik sitotoksite degerlendirme yontemi olan laktat dehidrogenaz (LDH)
test yonteminde hiicrede membran hasar1 veya sitoliz durumunda agiga cikan sitozolik

bir enzim olan LDH 6lglimu yapilirak sitotoksisite belirlenir.

LDH, tim hicrelerde var olan stabil bir sitoplazmik enzimdir ve hticre lizisi
veya membran hasar1 olustugunda hizlica hiicre kiiltiirii siipernatantina salinir. Bir test
materyeli ile inkiibasyon sonrasi, plazma membranindaki degisimleri belirleyen hizli ve
basit bir testtir. LDH, nikotinamid adenine dinlkleotidin (NADH) NAD"’ye
oksidasyonu ile piruvatt laktata indirger (Formil 2-1). NADH tlketimi
spektrofotometrede 340 nm’deki diisiis ile Olgiilir. LDH testi ile maddenin ICso,
membran Dbiitiinliigli ve hiicre canlilig1 iizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek

mUmkuanddr.

LDH
Pirtvat + NADH + H* » Laktat+ NAD*

(Formdil 2-1)

2.5.2. MTT Testi

Kolorimetrik 3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) testi sitotoksisite degerlendirmelerinde ¢ok sik kullanilir. Bu testin esasi,
MTT’yi mavi, ¢bzinmeyen formazan bilesigine doniistiirebilen dehidrogenaz enzim
aktivitesini 0lgmektedir. Test, canli hiicrelerde MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin
mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi
esasina dayanir. Uygulanan materyalin sitotoksik etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz

aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli formazan olusmamakta, formazan
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olusumu yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Canli
hicrelerde soluk sar1 renkli MTT tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu suda
¢coziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine doniistir (Kawahara ve ark.
1968). Canli ve mitokondriyal fonksiyonlart1 bozulmamis hiicreler mavi-mor renkli
formazan Urindnd olustururken, 6lit ve mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler
mavi-mor renkli formazan Urinind olusturmaz. Olusan mavi-mor renkli Kristaller
isopropil alkol veya dimetilsiilfoksit ile c¢oziindiiriilerek olusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 590 nm’de o6lgulur. Boylece, hiicre canliligindaki degisim
formazan miktarinda da degisime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde edilen
deger, %100 canliligr gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi
belirlenir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van
Meerloo ve ark., 2011).

2.5.3. XTT Testi

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan 2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5- sulfofenil]-2H-
tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT), MTT testinde oldugu gibi metabolik olarak aktif
hicrelerin mitokondrilerindeki stiksinat tetrazolyum rediktaz enzim sistemi araciligiyla
suda ¢oziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniisiir ve elde edilen sonuglar
450-490 nm’de spektrofotometrede olculiir. MTT testindeki gibi ¢6ziindiirme asamasini
icermeyen bu test giiniimiizde hiicre ¢ogalmasi ve canliligimin belirlenmesinde ve
sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Smith ve Williams 2001,
Wataha 2001). XTT testi ile maddenin ICsg, metabolik toksisite ve solunum zinciri

tizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir.

2.5.4. Notral kirnizi ahm (NRU) testi

Notral kirmizi vital bir boyadir. Canli hiicrelerin igerisinde birikir ve bu sayede
yasayan hiicrelerin tespitinde kullanilir. Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi
boyasini tutma kapasitesine sahiptirler. Boylece, hiicre canlili§i nétral kirmizi boyasini
tutma kapasitelerinin inhibisyonu ile Ol¢iiliir. Notral kirmizi zayif katyonik bir boya
oldugundan kolaylikla hiicre mebranina penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak
birikir (lizozomal pH < sitoplazmik pH) ve oradaki anyonik bdlgelerle lizozomal
matrikse baglanir. Hiicre yiizeyinde ya da duyarli lizozomal membrandaki degisiklikler
notral kirmizi boyasimin alinmasin1 ve baglanmasii azaltir. Boylelikle canli hiicreler

boyay1 tutarken, zarar gérmiis ya da Olii hiicreleri tutmazlar. Boyanin niifuz ettigi
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hiicrelerde olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak 540 nm’de 6l¢iiliir (Fotakis ve

Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 2008).
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Tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Sodyum klortr

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

bromur (MTT)

Si1gir serum albumini
Tris hidroklorir

5-mC DNA ELISA Kit
Absolut alkol

Bisfenol A (%99)

cDNA sentez Kiti
Dimetil sulfoksit (DMSO)
DNA izolasyon kiti

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

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)

Fetal s1g1r serumu (FBS)

Fosfat tamponu (PBS-CMF) (kalsiyum ve
magnezyumsuz) (10X)

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

‘Real Time ready custom single assays’

Gen ekspresyonu probu (c-myc)

‘RealTime ready custom single assays’

J. T. Baker 0278
Biomatik A3338

Applichem A7906
Applichem A3452
Zymo Research D5326
Sigma-Aldrich 32221
Sigma-Aldrich 239658
Roche Life Science
05091284001
Biomatik A2424
Roche Life Science
11796828001

Wisent-Multicell 319020CL

Sigma E5134

Wisent-Multicell 080110
Wisent-Multicell 311012CL

Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 500152
Roche Life Science
05532957001
Assay ID: 505886
Roche Life Science
05532957001



Glasiyel asetik asit

Notral kirmizi

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

cozeltisi
Proteaz inhibitor kokteyli

RNA izolasyon Kiti

Sodyum dodesil sulfat (SDS)
Tripan mavisi
Tripsin (1:250)

Klorofom:izoamil alkol ¢ozeltisi (24:1)

Hot-start PCR master karigimi
Etidyum bromur

DNA gostergesi (50 bg)
DNA gostergesi (100 bg)

Cinko klortr

Bisulfit modifikasyon Kiti
CpG Metiltransferaz (M.Sssl)

Amonyum asetat

Amonyum bikarbonat

Amonyum persulfat
Tetra etil metilen diamin (TEMED)
Poliakrilamid/bis-akrilamid ¢ozeltisi (29:1)

Agaroz

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir otomatik pipetler

(0,1-2,5uL; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 uL; 100-1000 L)

Assay ID: 502650
Riedel-de Haen 27225
Sigma-Aldrich N7005

Wisent-Multicell 450201EL

Sigma P2714-1BTL
Roche Life Science
11828665001
Sigma-Aldrich L5750
Fluka 93595

Biomatic A4027
Sigma C0549

NEB M04842
Sigma E8751

Fermentas SM0371
Fermentas SM0321

Merck 7815

Zymo Research D5005

NEB M0226S
Zymo Research E2011

Riedel 25006

Sigma-Aldrich A6141
Sigma-Aldrich 248614

AppliChem A1148
Sigma A2792

Sigma A5093

Eppendorf



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

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

(30-300 pL)
Blok 1s1tic1

Buzdolab1 (+4°C)
CO2’li inklbator

Calkalamali blok 1s1tic1

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

Etav

Faz-kontrast invert mikroskop
Hassas terazi

Laminar kabin (‘Biosafety Level 27)

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Mikrodalga firin
Mikrosantrifuj aleti
Mini orbital galkalayict

Dikey Elektroforez Jel Tank1

Otomatik pipetor

Otomatik Hiicre Sayimi1 Cihaz1

Otoklav

pH metre

Bidistile su cihaz1
Sogutmalir mikrosantrifiij

Goruntuleme cihazi

Goriintiileme cihazi yazilim programi

Eppendorf
Eppendorf

Stuart SBH130D
Arcelik 5231 NFY

Thermo-Scientific Heracell
150i

Biosan TS-100C
Arcelik 2041 D
Daihan-Scientific Wisecry
Precisa XB 220 A
Nive

Olympus CKX4
Mettler H20
Tezsan

Epoch Biotek
Beko MD 1510 S
Hettich Micro 120
Stuart SSMI
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Life Technologies Invitrogen

Mini Gel Tank A25977
Eppendorf

Luna Automated Cell Counter

(Logos model: L10001)
Hirayama HV-50L
Hanna HI 1131 B
Millipore Gradient
Hettich Micro 200R

Kodak Gel Logic System 1500

Carestream



Su banyosu

Blok Isitict
Elektroforez gii¢c kaynagi

Spin santrifij

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

Es zamanli-termal dongii cihaz

(‘Real-time PCR, RT-PCR)
Jel gérintuleme sistemi
Mikrodalga firin

UV transilluminator

Yatay elektroforez sistemi

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

DNA saklama kutusu

Enjektor (10 mL; 50mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 pum naylon)
Falkon tip (15 mL; 50 mL)

Falkon tupler icin uygun portip
Filtre kagidi (110 mm)

Hiicre kiiltiirii flask1 (25 cm?; 75 cm?)
Ince duvarli PCR tiipii (0,2 mL)

Kryo vial (2 mL)

Lateks eldiven

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu)
Mikrotip (0,5 mL; 1,5 mL)

34

Memmert WB14
Techne Dri-Block DB-2D

EC 300 XL2-Thermo-Scientific

Labnet C1301B

Applied Biosystems 9700
Axygen Therm-1000

NC 28405-1ka

Roche Life Science
Lightcycler 480-11

QuantumST4-Vilber Lourmat
MD 1510 S-Beko

Bencthop 3UV-UVP

Owl P81-Thermo-Scientific

Greiner bio-one
Set inject
Minisart-Sartorius
Citotest

Greiner bio-one
Schleicher&Schvell
Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Broche

Nest

Greiner bio-one
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Mikrotupler icin uygun portip Greiner bio-one
Nitril eldiven Broche
Otoklav bandi Sussex

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

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

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

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hicre kdlturleri  non-genotoksik  karsinojenlerin  etki mekanizmalarinin
arastirtlmasi amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir. Tez caligmasinda sigan bobrek
epitel hicrelerinin (NRK-52E) kullanilmasi planlandi. Bu amagla ticari olarak satilan

hiicreler kullanilarak deneysel ¢alismalar yapildi.

3.4.1. Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi
Deneyler 1. U. Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Hiicre

Kiiltiirii Laboratuvarinda gergeklestirildi.

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

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

Hiicre kiiltiiri laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisama Oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiirti laboratuavar1 ve laminar kabinin UV lambalar agilarak ortamin sterilizasyonu

saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda calisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
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kullanildi, laboratuvar oOnliiklerinin ise baska c¢alismalarda kullanilmamasina 6zen

gosterildi.

3.4.2. Hucre Dizilerinin Temini
Normal sigan bobrek epitel hiicreleri (NRK-52E) Amerika Hucre Kualtar
Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi. Hiicre

dizileri kriyovialler igerisinde -196°C de s1v1 azot tanki igerisinde saklandi.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
Tripsin/EDTA ¢0zeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda c¢ozindirildi. Otoklavda 120°C’de 15 dk. steril edildi.

Porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Fetal sigwr serumu (FBS): Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56°C’de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi ve daha sonra

kullanildi. FBS, besiyerine eklenmeden once 0,2 um steril filtreden gecirilerek steril

edildi. -20 °C’de sakland1 ve 37 °C’de ¢oziindiriilerek kullanildi.

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

Hlcre dondurma cozeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %11’lik
antibiyotik cozeltisi hicreler icin uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

Bobrek epitel hicreleri igin besiyeri: DMEM (4,5 g glukoz iceren) besiyerine
10 mL inaktive edilmis FBS (%10), 1 mL %1’lik antibiyotik c¢ozeltisi eklenerek 100
mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Calismaya baslamadan once besiyeri 37°C’de %5
CO2’li inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze

olarak hazirlandu.

3.4.4. Hiicre Dizisinin Acilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Sivi azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik su banyosunda
1-2 dk. ¢oziilene kadar bekletildi. Vial kapaginin su ile temas etmemesi i¢in dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler, %10 FBS

igeren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde siispande edildi ve
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1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar suspande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar
edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
hiicreler stispanse edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25cm?’lik ya da 75 cm?’lik flasklara
ekildi. Flasklar 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatorde inklibasyona birakildilar (Sekil 3-1).

Sekil 3-1: Hiicre kiiltiirii ortamlariin flasklardaki goriiniisii

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhli@inin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tiim yiizeyini kaplamis halde bulunan yogunlagmis
hicreler icin ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandilar. Pasajlama i¢in flask inkiibatérden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokildi. Hucrelerin yizeyi 2 mL kalsiyum-magnezyum icermeyen
fosfat tampon ¢ozeltisi (CMF-PBS) ile yikandi. Bu adim, tripsin aktivitesini azaltacak
serum protein kalintilarin1 uzaklastirmak amacli yapilir. Yikama isleminden sonra PBS
dokaldi ve 2 mL tripsinf/EDTA cozeltisi ilave edildi, flask 37°C’de %5CO:2’li
inkibatorde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile hiicrelerin flaskin yilizeyinden ayrilmasi
saglanir. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden fazla beklememesi i¢in mikroskop ile
yiizeyden ayrilip ayrilmadiklar kontrol edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak
amaciyla flaska 2-3 mL besiyeri eklendi, pipetleme yapildi ve hiicreler 15 mL’lik falkon
tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre
pellet 2 mL besiyeri ile slispande edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik
10° hiicre/mL olacak sekilde igerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90
bagil nem, 37°C’de %5CO2’li inkubatorde inkiibe edildiler. Hicre dizisinin

devamliliginin saglanmasi i¢in pasajlama islemi ortalama haftada 2 kez tekrarlandi.
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3.4.6. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiiriinde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklar ile
dondurularak saklandilar. Elde edilen hiicre pelletinin iizerine 800 uL FBS, 200 uL
55°C’ye 1sitilmis gliserin eklendi. Pastor pipeti ile pipetleme yapilarak karistirildi.
Yaklasik 107 hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklari soguga dayanikli
kriyoviallere aktarildi, sirasiyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de 16-24 saat bekletildikten

sonra s1v1 azot tankina kaldirilarak saklanda.

3.4.7. Hucrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayimi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini hiicre igine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan
boyayi hiicre igerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
canlt hiicrelerin sadece membranlart mavi renkli gozlenirken, 6li hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazi ile gergeklestirildi (Sekil 3-2).
Ayrica, kontrol etme amaciyla hiicre sayimi thoma lami (hemositometre) adi verilen 1
mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan &zel sayim lamlar:
kullanilarak da 151k mikroskobunda gerceklestirildi (Sekil 3-3). Hicre suspansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayisim1 hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi

(Formdil 3-1):

Toplam hiicre say1si/mL = Sayim sonucu x Seyreltme faktorii x 10*x Besiyeri miktar: (mL)
(Formul 3-1)

Sekil 3-2: Luna Otomatik Hiicre Sayim cihaz slayti.
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0.1 mm
ornek derinligi

Sekil 3-3: a) Hemasitometre lami. b) Hemasitometre laminda hiicrelerin mikroskop
altindaki goriintiileri.

3.5. Sitotoksiste Testleri
BPA’ya maruz birakilan hiicrelerin canliliginin tespiti MTT ve NRU testi

uygulanarak gerceklestirildi.

3.5.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlerinin mikroplakalara uygulanmas1 esnasinda kuyucuklarda
dizensiz hicre yogunlugu gergeklesebilir. Hiicre siispansiyonunun homojen
oldugundan emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Ayni
zamanda, testin uygun hassasiyette olmasi i¢in test esnasinda hiicrelerin yakin
bitisiklikte olmas1 gerekir. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip
dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklari mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kilttrleri

asagida belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

1. Bir rezervuar igerisine steril bidistile su konuldu ve inkiibasyon sirasinda
kiiltiir besiyerinin buharlasmasini azaltmak amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakanin A ve
H siralari ile 1. ve 12. siitunlarindaki her bir kuyucuguna 100 pL su dagitildi (Sekil 3-4).

2. Her bir kuyucukta 10* hiicre 100 pL besiyeri icinde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalara hiicreler dagitildi: 6,5 x 10° hiicre 6,5 mL besiyerinde
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stispande edildi ve steril rezervuar icerisine hiicre stspansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu
mikroplakalara Sekil 3.4’de gosterildigi sekilde 100 pL hiicre siispansiyonu dagitildu.
3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hiicre slspansiyonu 37°C’de %5 CO2’li

inkiibatorde 24 saat sire ile inklbe edildi.

1 23 4 53867 8 91071 12
............ . 200 pl steril su
MR I I M INI & 200 pl hiicre siispansivonu

G Mmoo | >
000000
000000

H 000000000000

Sekil 3-4: 96 kuyucuklu mikroplakaya hicre ekimi.

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

¢oOziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

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

maruziyet sirasinda konsantrasyonunun %1 olmas1 saglandi.

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

tamamlandi.

%0,1’lik SDS c¢alisma c¢ozeltisinin hazirlanisi: %1’lik SDS ana stok
cozeltisinden 1 mL aliip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalaria
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hlcrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~ICs0) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢0Ozelti icindeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandi.
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BPA’nin  ¢oziindiriildiigii DMSO’nun  hiicrelere  maruziyet sirasinda
konsantrasyonunun  %1°’1 ge¢gmemesi gerektiginden dolayr BPA 100 kati
konsantrasyonda stok ¢6zeltisi halinde DMSO igerisinde hazirlandi. Daha sonra BPA
¢oOzeltisinin farkli konsantrasyonlar1 besiyerinde seyreltilerek asagida belirtildigi sekilde
hazirlandi:

BPA c¢ozeltisinin seyreltilmesi

Stok BPA c¢ozeltisi 96 kuyucuklu mikroplakada 1/10 oraninda besiyeri ile
seyreltildi. Daha sonra hazirlanan bu c¢ozeltiden 1/2 oraninda seyreltme yapilarak
toplam 6 konsantrasyonda BPA standard g¢ozeltileri hazirlandi. Seyreltme islemi igin

uygulanan plaka diizeni Sekil 3-5’de gosterildi:

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

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

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

hazirlanmis oldu.

1. kuvucuk 172 172 12 172 172

pUAYAYAYAYAYA
A O0REEEE®®OO0

1
BPA Besiyeri

Sekil 3-5: BPA’nmin 1/2 oraninda seyreltilmesi.

3.5.3. Hucre Kaltaranin BPA’ya Maruz Birakilmasi
1. Bolum 3.5.1°de belirtilen 24 saatlik inkibasyonun sonunda hiicre kalttr
mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H sirasi hari¢) 8 kanalli pipet kullanilarak

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

edilmelidir).

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

engellemek icin hizli yapilmalidir).

4. Maruziyet mikroplakas1 Sekil 3.6’te gosterildigi sekilde diizenlendi:

- 0000000 0000@
» @@OO®EEEO@O®®
¢ @@OOOEE®EE@@O®
» @@WOOO®EE®E@O®®
¢ @RO®O@WEEE@@OE®
F QOOEOE®®E@E®
¢ ®O®O@®EE®O@OE®
" 900000000000

A + H siralart: Steril bidistile su

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

GC: Kltdr besiyeri + hiicre (hiicre bilyime kontrolil)

SC: Kltdr besiyeri + hiicre + DMSO (%1) (¢6zict kontroli)
PC: Kltdr besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)

Al A2, ..., A6:  Kiiltiir besiyeri + hiicre + BPA’nin 6 farkli konsantrasyonu

Sekil 3-6: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka dizeni.

5. 1 ve 12. Siitunlarin B-G kuyucuklarina 10 pL %10°lik DMSO igeren besiyeri

konuldu (blank, negatif kontrol).

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarina 10 pL hicre kaltr besiyeri konuldu (hiicre
biytmesi kontroli, GC).

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarina 10 pL %10’luk DMSO ¢dzeltisi
konuldu (¢6ziicl kontroli, SC).

8. E11, F11 ve GI11 kuyucuklarina 10 pL %0,1’lik SDS c¢o6zeltisi konuldu
(pozitif kontrol, PC).

9. A1-A6 seklinde isaretlenmis kuyucuklara BOlum 3.5.2°da belirtildigi iizere
seyreltmeleri yapilmis BPA ¢ozeltilerinden 10°ar pL tatbik edildi (6 konsantrasyon, her

konsantrasyon igin 3 tekrar yapildi). Her test 1 mikroplakada 24 saatlik maruziyet i¢in
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hazirlandi. Ayn diizende 2. farkli bir giinde ¢alisilmak {izere toplam her konsantrasyon
icin 6 tekrar yapildi.

10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe
edildi.

MTT testi ve notral kirmizi testleri i¢in yukarda belirtildigi sekilde ayri
maruziyet plakalari olusturuldu.

NRK-52E hiicreleri i¢in yukarida belirtilen kosullarda ¢aligildi.

3.5.4. MTT Testi

3.5.4.1. MTT Testinin Esasi

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli
hicrede soluk sar1 renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu
koyu mavi-mor renkli ¢6zinmeyen formazan {irliniine doniisiir. Boylece canli ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6l0 ve
mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hucreler organik ¢oztict (6rn.
isopropanol, DMSO) ile ¢ozunduruldiikten sonra, olusan formazan ¢ozeltisine ait rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)
olcalir. MTT nin rediksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde meydana
gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla olgtliir (Alley ve ark., 1988;
Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van Meerloo ve ark., 2011).

3.5.4.2. MTT Testi Protokolu
MTT cozeltisinin hazirlanigi: 5 mg MTT, 1 mL 1 x CMF-PBS iginde
¢ozindurildu. Cozelti +4°C’de karanlikta saklandi.

Deneyin yapilisi:

1. Bolim 3.5.3’de anlatildig1 gibi BPA ile inklbe edilen hiicre kiltirind igeren
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 uL MTT ¢0zeltisi eklendi.

2. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.
3. 37°C’de %5 CO2’li inkubatorde 3 saat inktibe edildi.

4. Kuyucuklardaki tistteki sivi atildi ve kuyucuklara 100 puL %2100’k DMSO

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

6. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 6lculdu.

3.5.5. Notral kirnizi1 alhhm (NRU) testi

3.5.5.1. NRU Testinin Esasi

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine
sahiptirler. Boylece, hiicre canlilig1 ndtral kirmizi boyasini tutma kapasitesi ile olguldr.
Notral kirmizi boyast zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla hiicre mebranina
penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH < sitoplazmik pH)
ve oradaki anyonik bolgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre yilzeyinde ya da
duyarl lizozomal membrandaki degisiklikler notral kirmizi boyasinin alinmasini ve
baglanmasini azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyay: tutarken, zarar gérmiis ya da 6li
hicreleri tutamazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde oOlusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 540 nm’de 6lgilur (Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto ve ark.,
2008).

3.5.5.2. NRU Testi icin Cozeltilerin Hazirlanisi

Nétral kirmizi boyast ana stok ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 mg notral kirmizisi
boyast 10 mL hiicre kiiltiirii besiyerinde ¢o6ziildii. Cozelti steril 0,22 pum naylon enjektor
ucu filtreden gegirildi. Porsyonlanarak -20°C’de saklandi. Boya kristallerinin iyi
¢oziindiiriilmesi icin ¢ozelti ¢calisma giinlinden 6nce 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

Notral kirmizi boyast calisma ¢ézeltisinin hazirlanigi: 100 plL nétral kirmizi
ana stok ¢ozeltisinden alindi, hiicre kiiltiiri besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi ve 0,22
pm naylon enjektor ucu filtreden gegirildi (Bu asamada boya kristallerinin iyi
¢oOziindiiriilmesi saglanmalidir).

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

Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmali ve 1 saat igerisinde kullanilmalidir.

3.5.5.3. NRU Testi Protokolu

1. Bolim 3.5.3’de anlatildig1 gibi BPA ile inkiibe edilen hiicre kiiltiiriinii igeren
96 kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarindaki besiyeri atildi ve kuyucuklar 150 pL
PBS ile yikandi.
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2. Her kuyucuga 100 pL nétral kirmizi boyast galisma ¢Ozeltisi eklendi ve

37°C*de 3 saat inkube edildi.

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

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

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

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

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

degeri ile kiyaslanarak % cinsinden hesaplandi.

2. Cozucu kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanin sag ve sol kenarinda
bulunmasi sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi igin, sag
ve sol taraftaki ¢cozicl kontrollerin ortalamalari ile tiim ¢0zlicli kontrollerin ortalamalari

arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre blytme kontrolleri (GC) ¢6zucinin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢ozlcu kontrollerin degerleri hiicre blyiime kontrolleri ile belirgin bir fark gosterirse,
test bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir

¢ozlcu secilmelidir.

4. Testin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla her maruziyet mikroplakasina
SDS ¢ozeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde) eklenerek pozitif kontrol
grubu (PC) olusturuldu. Calisilan kosullarda, SDS ¢ozeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre
Oliimiiniin yaklasik %50 olmas1 gerekir (ISO-10993-5).

5. Her ¢oziicii kontrol (SC) ve ornek absorbans degerlerinden, blank (B)
degerlerine ait ortalama absorbans degeri ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri
elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢06ziicii kontrol (diizeltilmis ODsc) ve ornek (dizeltilmis

ODormnek) absorbans degerlerinin ortalamasi alindi.
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7. % Relatif inhibisyon (% hicre 6lumu) degeri asagidaki formiile gore
hesaplandi (Formiil 3-2):

% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. ODomek X 100 / diizeltilmis ort. ODsc)

(Formiil 3-2)

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

9. Egriden %50 inhibisyona (huicre 6lumune) karsilik gelen konsantrasyon

hesaplanarak calisilan maddelerin ICsp (%50 oraninda hiicre Oliimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.

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

1 mM BPA c¢ozeltisinin hazirlanigi: Cam vial icinde 10 mM BPA ¢6zeltisinden
1 mL alinarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi.

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

0,01 mM BPA c¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 0,1 mM BPA
cozeltisinden 1 mL alinarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi.

0,001 mM BPA ¢izeltisinin hazirlanisi: Cam vial icinde 0,01 mM BPA

cozeltisinden 1 mL alinarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi.

Her bir 25cm?’lik flaska 1,5x 108 hiicre 5 mL besiyeri icinde ekildi. CO2’li
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Flaskin igindeki besiyeri dokiildi ve tekrar 5 mL taze
besiyeri konuldu. Asagida belirtildigi sekilde BPA maruziyetleri gerceklestirildi:

10 uM BPA maruziyeti: 5 uL 10 mM BPA cozeltisi igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

1 uM BPA maruziyeti: 5 pL 1 mM BPA c¢0zeltisi igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.
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100 nM BPA maruziyeti: 5 pL 0,1 mM BPA ¢0zeltisi igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

10 nM BPA maruziyeti: 5 uL 0,01 mM BPA c¢0zeltisi icerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

1 nM BPA maruziyeti: 5 pL 0,001 mM BPA ¢0zeltisi igerisinde 5 mL besiyeri

bulunan flaska konuldu.

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

konuldu.

Bu sekilde BPA 1, 10, 100 nM ve 1, 10 pM konsantrasyonlarda olacak sekilde
NRK-52E hiicrelerine uygulandi ve 24 saat maruz birakildi. Ayrica, zamana baglh
degisimi gormek amaciyla 100 nm konsantrasyondaki BPA 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gin
olarak maruz birakildi. 48 ve 96 saatlik maruziyetler icin 48. saatte maruziyet
flasklarindaki BPA igeren besiyeri yenisi ile degistirildi. Ayni ortam kosullarinda
kontrol gruplar1 da olusturuldu. BPA’in her bir konsantrasyonda maruziyeti i¢in 3’ser
adet flaska ekim yapildi ve deneyler 2. farkli bir giinde tekrar edildi. En son maruziyet
siireleri tamamlandiktan sonra BPA’ya maruz birakilan hiicreler pasajlandi ve sayildi.
Besiyeri icindeki hicreler 4°C’de 1000 x g’de 5 dk. santriftj edildi, Ustteki besiyeri
atild1 ve hiicreler PBS ile yikanarak 4°C’de 1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifiij edildi.
Hicreler PBS’de stispande edildi ve DNA ve RNA izolasyonunu yapabilmek amaciyla
yaklasik 1x10° sayida hiicre 200 pL PBS iginde olacak sekilde kisimlara ayrildi.

3.7. DNA Metilasyonu Analizi

3.7.1. DNA izolasyonu

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

Kit Icerigi:

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HCI / 10 mM dre / 10 mM Tris HCI / % 20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4.4).

Proteinaz K

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

Yikama tamponu: 2 mM Tris HCI / alkol (pH 7.5).
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Eltsyon tamponu: 4 M tire / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH 7.4).

Filtreli tip, toplama tupl

Deney protokoli:

1. Bolim 3.6°da belirtildigi lizere hazirlanan 1x10° hiicre 200 pl PBS iginde
stspande edildi.

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

3. Uzerine 100 pL isoproponal eklendi ve iyice karistirildi.

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

5. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tlpe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki s1v1 atildi.

6. Filtreli tipe 500 pL inhibitor temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1
dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki siv1 atildi.

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

8. Yikama tamponunun kalintilarim1 temizlemek {iizere bir kez daha 10 sn.
santrifiij edildi.

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

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

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

3.7.2. DNA’nmin Saflik ve Miktar Tayini

0,1-10 pM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda NRK-52E
hicrelerinden izole edilen DNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak
mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de Olculdu. 260 nm’de Olculen absorbans
degerleri olduk¢a saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng ya da pg dizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280
nm ve 230 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig
hakkinda bilgi verir. Saflastirilmis DNA’da A2e0/A280 Ve Azeo/A23o orani yaklasik 1,75-

1,8 lizerinde olmalidir.
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3.7.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini

5-metilsitozin (5-mC) igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki
degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullaniligh bir parametredir (Christman, 1982;
Ramsahoye, 2002; Fuke ve ark. 2004). Bu amacgla, DNA’da 5-mC’nin tayini 5-mC
DNA Eliza kit (Zymo Research) ile firetici firmanin vermis kullanim talimatlari
uygulanarak gerceklestirildi.

Kit Icerigi

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

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

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

saklanmalidir.
Sekonder antikor (1 pg/pL, 30 pL): 4°C’de saklanmalidir.
HRP gelistirici (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.
Negatif kontrol (100 ng/pL, 50 pL): - 20°C’de saklanmalidir.
Pozitif kontrol (100 ng/uL, 50 pL): - 20°C’de saklanmalidir.
96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sicakliginda saklanmalidir.

Deneyin esasi

5-mC DNA Eliza kitinin temeli dolayli eliza teknigidir. Denatiire, tek zincirli
DNA 6rnekleri 5-mC kaplama tampon iginde mikroplaka kuyucuk yiizeylerine kaplanir.
Anti-5mC monoklonal antikoru ve HRP bagli sekonder antikor 5-mC Eliza tamponunda
hazirlanir ve kuyucuklara eklenir. HRP gelistiricinin eklenmesi sonucu olusan rengin

spektrofotometrik olarak 6l¢ilmesi ile 5-mC tayini gerceklestirilir (Sekil 3-7) .

/ Sekon, . /k
’7( /K Ntiko,
Tek zincirli DNA

Kuyucuk yiizeyi
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Sekil 3-7: 5-mC DNA Eliza kitinin temeli.

Deneyin yapilisi

Bolim 3.7.1°de izole edilen ve Bolim 3.7.2’de miktar1 tespit edilen DNA
ornekleri 100 ng konsantrasyonda olacak sekilde 100 uL 5-mC kaplama tampon icinde
hazirlandi.

DNA ornekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen negatif kontrol (100 ng/100 pL)
ve pozitif kontrollerin (100 ng/100 pL) karisimiyla hazirlanan metilasyon standardlari
(% 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oraninda 5-mC) da parallel olarak calisildi. Blank olarak
herhangi bir DNA 6rnegi icermeyen 100 pL 5-mC kaplama tamponu kullanildi.

DNA baglama

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

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

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

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

Bloklama

5. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve tim kuyucuklar 200 uL. 5-mC Eliza
tamponu ile 3 kez yikanda.

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

Antikor eklenmesi

7. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi.

8. Antikor karisimi asagidaki gibi hazirland1 (18 kuyucuk i¢in):

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

9. Kuyucuklara antikor karigimimdan 100 pL eklendi ve {izeri mikroplaka filmi
ile kapatildi. Mikroplaka 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Renk geligimi
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10. Antikor karigimi kuyucuklardan uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar 200 pL 5-
mC Eliza tamponu ile 3 kez yikandi.

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

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

Sonuclarin degerlendirilmesi

13. Metilasyon standardlar1t (%0, %S5, %10, %25, %50, %75, %100) ile
hazirlanan ol¢ii egrisi yardimiyla DNA orneklerindeki metilasyon orami % olarak

belirlendi.

3.7.4. Gene-0zgu DNA Metilasyonunun Arastirilmasi

3.7.4.1. Bisulfit DNA Modifikasyonu

DNA 6rneklerinin bisulfit modifikasyonu, ilk olarak Frommer ve ark. (1992)
tarafindan tarif edilen ve Clark ve ark. (1994) tarafindan modifiye edilen yontem esas
alinarak yapildi. Yontemin esasi, tek iplikli DNA’daki tiim metillenmemis sitozinleri
sodyum bisiilfitin urasile deamine etmesine dayanir. Diger yandan, metillenmis
sitozinler degismeden kalir (Sekil 3-8). Boylece metillenmis ve metillenmemis DNA’lar
arasindaki dizi farkliliklarindan yola c¢ikilarak tayin yapilabilmektedir. Daha sonra,
modifiye edilmis DNA, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢in 6zgiin olan primer

cifti kullanilarak PCR ile amplifiye edilir.
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NH, Siilfonasyon NH, NH,
N HN CH,
‘ N5% N~ NaHSO,, pH 5.0
F— ’ s ]
oﬁK OH
N 0 S0, o +
H H N
Sitozin Sitozin
Siilfonat S-metilsitozin

HO
Hidrolik
NHq4 deaminasyon
Alkali

Desiilfonasyon

J\

Urasil Urasil silfonat

Sekil 3-8: Sitozinin bilsulfit ile deaminasyonu reaksiyonu.

Bisulfit modifikasyonu ‘EZ DNA Methylation Gold Kit’ (Zymo Research-
D5005) kullanilarak yapildi (Sekil 3-9).

Kit icerigi

Baglama tamponu

CT Doniisiim (modifikasyon) belirtecinin hazirlanmasi: Kit i¢inde bulunan toz
halindeki CT Doniistim belirteci asagidaki sekilde hazirlandi:

900 pL su

300 pL M-seyreltme tamponu CT doniisim belirteci  tiipiline
eklendi.

50 pL M-¢0ziicl tampon

Vorteks ile oda sicakliginda karistirildi ya da 10 dk. ¢alkalandi.

M-Y1ikama tamponunun hazirlanmasi: 24 mL %100’liik etanol 6 mL M-yikama

tamponuna eklendi ve karistirildi.
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Hiicre kiiltiirii

43

DNA izolasyonu

EZ DNA Methylation Gold Kit

DNA denatiirasyonunu takiben
CT doniisiism reaksiyvonu

inkiibasyon

Q Desiilfonasyon ve saflastirma

¢
PCR icin hazir

Sekil 3-9: Kit ile bisiilfit DNA modifikasyonunun sematik gosterimi.

Deney Protokolu

1. 0,5 mL mikrotipe 20 uL DNA 6rnegi (0,05 pg/ul) ve 130 pL CT doniisiim
belirteci eklendi. Eger DNA 06rneginin hacmi 20 pL den az ise aradaki fark su ile
tamamlanmalidir.

2. Ornek tiipleri, 1sitic1 blokta 98°C*de 10 dk. ve 64°C de 2.5 saat stire ile inkiibe
edildi.

3. Filtreli tiip toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 600 PL baglayic1 tampon
kondu.

4. Ikinci basamakta inkiibasyon sonrasi elde edilen &rnek baglayici tampon
iceren filtreli tiipe kondu. Toplama tiipiiniin kapagi kapatildi ve alt iist edilerek
karistirildi.

5. 14.000 x rpm*de 30 sn. santrifiij edildi. “Toplama tipiniin igindeki siv1 atildi.

6. 100 pL yikama tamponu filtreli tiip eklendi. 14.000 x rpm*“de 30 sn. santrifij
edildi.
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7. 200 pL desiilfonasyon tamponu filtreli tiipe eklenir ve oda sicakliginda (20-
30°C) 15-20 dk. bekletildi. inkiibasyondan sonra 14.000 x rpm“de 30 sn. santrifiij edildi.

8. 200 pl yitkama tamponu filtreli tiipe eklendi. 14.000 x rpm’de 30 sn. santrifij
edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.

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

10. 10 pL elusyon tamponu direkt olarak filtreli tipe eklendi. 14.000 x rpm’de
30 sn. santrifuj edildi.

11. Elde eldilen bisiilfit modifiye DNA’lar daha sonraki asamalarda kullanilmak
tizere 20°C’de saklandi.

3.7.4.2. In Vitro DNA Metilasyonu

Pozitif kontrol olarak in vitro metillenmis DNA; genomik DNA’nin Sssl-CpG
metiltransferaz enzimi (Zymo Research; New England Biolabs) katalizorliigiinde
SAM’1 substrat olarak kullanarak in vitro metillenmesi ile hazirlandi.

Reaksiyon Bilesenleri:

10 x CpG Reaksiyon tampon 2 uL
20 x SAM (12 mM) 1L
DNA (1pg/pL) lpuL
CpG Metilaz (4 unite/pL) 1puL
Nikleaz-free su 15 uL

Sirasiyla yukaridaki reaksiyon igerikleri mikrosantrifiij tiibiine konuldu. 30°C’de 1 gece

inkiibasyon gerceklestirildi.

In vitro Metillenmis DNA’nin Saflastirilmasi

Sodyum asetat ¢ozeltisi: 2,4 g sodyum asetat tartilarak 10 mL bidistile suda
cozildii. pH asetik asit ile 6.0’ya ayarlandi. 0,2 pm steril filtreden gegirilerek steril
edildi. +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

1. 20 pL in vitro metile edilmis DNA ¢6zeltisine 20 pL nikleaz-free su eklendi.

2. Igerisinde jel bulunan 1,5 mL’lik tiip (‘phase lock gel light’) kullanilmadan
once 11.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve DNA c¢ozeltisi jelin tizerine konuldu.

3. Uzerine 1 hacim (40 pl) kloroform:izoamil alkol (24:1) karisimi eklendi.

4. 1 dk. boyunca c¢alkaland1 ve 11.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

5. Ustteki s1v1 (40 pL) jel tabakasina degmeden yeni bir ependorf tiibiine alind.
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6. Uzerine 0,1 hacim (4 pL) 3M sodyum asetat (pH=6) tamponu ve 2 hacim (80
uL) soguk absoliit etanol eklendi. -80°C*de 1 saat ya da -20°C*de 1 gece bekletildi.

7. 4°C’de, 10.000 x g’de 30 dk. santriftyj edildi.

8. Ustteki s1v1 kisim atildi.

9. DNA pelleti %90°lik soguk etanol ile yikand1 ve 4°C’de 10.000 x g’de 30 dk.
santrifiij edildi.

10. Oda sicakliginda 10 dk. kurutuldu.

11. DNA pelleti tizerine 20 pL nikleaz-free su eklendi ve 55°C’de 1 saat inkiibe
edildi.

12. Metillenmis DNA sonraki asamalarda kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.

3.7.4.3. Primer Ciftleri

Baz1 genlere ait primer giftleri, “Methyl Primer Ekspres (Applied Biosystems)”
ve “Meth Primer” gibi metilasyon analizleri i¢in 6zgiin primer tasarim programlari
kullanilarak, metillenmis ve metillenmemis diziler i¢in genlerin promotor bolgelerinde
CpG adalarindaki dizilere uygun olarak tasarlandi. Kullanilan primer ¢iftleri Tablo 3-
1°de gosterilmistir. Primer ciftleri Elips firmas1 aracilifiyla saglandi (Integrated DNA
Technologies, Amerika Birlesik Devletleri). Tim primerler 100 pmol/pL
konsantrasyonunda olacak sekilde niikleaz-free suda c¢Ozulerek stok c¢ozeltiler
hazirlandi. Daha sonra PCR uygulamalarinda kullanilmak Gzere 10 pmol/uL olacak

sekilde seyreltildi ve porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklandh.

Tablo 3-1: MSP i¢in kullanilacak primer c¢iftleri

Annealing
Primer set ileri primer 5" — 3 Geri primer 3" - 5’ Sicakhigi  Kaynak
(°C)
Rassf-1 - M ggg ttt tgc gag agc gcg gct aac aaa cgc gaa ccg 64 xizl;rilims
Rassf-1 - U ggt ttt gtg aga gtg tgt tta g cac taa caa aca caa acc aaa ca 59 2006 a
c-myc-M ttt gtt ttt tcg att tta gag aga ¢ tta tcc tac gta tat taa tca ccg ¢ 55 F'\’/:iertrllzr
c-myc-U tot ttt ttt gat ttt aga gag atg a  ctt atc cta cat ata tta atc acc aca 55 Design

3.7.4.4. Metilasyona-0zgi PCR (MSP)
Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bolgelerindeki CpG adalarinda metilasyon

tayini, Herman ve ark., 1996 tarafindan tarif edilen yontem esas alinarak yapildi. Bu
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yontemde bisiilfit modifikasyonu ile urasile doniisen sitozinler PCR sirasinda adeninle
eslesirler. Metilllenmis ve metillenmemis dizilere uygun primer ¢iftleri ile hot-start PCR
amplifikasyonu, bislfit ile modifiye edilmis DNA (50ng) kullanilarak yapildi. Olusan
PCR f{iriinii, poliakrilamid jel elektroforezi (etidyum bromiir ile boyanmis) ile

yiirtiltiildiikten sonra jel goriintiileme sisteminde UV 15181 altinda bakilarak analiz edildi.

Metodun o6zglinliigiini konfirme etmek igin, genomik DNA Sssl-CpG
metiltransferaz enzimi (New Englands Biolab) katalizérliigiinde s-adenozil metiyonini
substrat olarak kullanilarak in-vitro olarak metillenecektir. Metillenmis DNA PCR
amplifikasyonunda metillenmis primer c¢ifti i¢in pozitif kontrol olarak kullanacaktir.
Negatif kontrol olarak ise, her iki primer ¢ifti (metillenmis ve metillenmemis) i¢in PCR
uygulamasi bisiilfit modifikasyonu yapilmamis DNA'lar kullanilarak yapilacak ve
boylece tamamlanmamis modifikasyon durumunda modifiye olmamis DNA'lar kontrol

edilecektir.

Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bdlgelerindeki CpG adalarinda
metilasyon tayini, Herman ve ark. (1996) tarafindan tarif edilen yontem esas alinarak
yapilmistir. Bu yontemde bisiilfit modifikasyonu ile urasile dontisen sitozinler PCR

sirasinda adeninle eslesirler (Sekil 3-10).

—(@G—CG— DNA
_G&_GO_ fragmanlar

Denatiirasyon
Y
m

Sodyum bisiilfit
uygulama

Y
_&1G_UG_ Metile olmayan sitozinler

urasile déniisiir
l PCR’mm 1. siklusu

—CG——UG—
+— GC—AC—

l PCR

— TG ==
-+ GC—AC—

Sekil 3-10: Bisiilfite modifikasyonu ve PCR amplifikasyonunun metillenmis ve
metillenmemis dizide sematik olarak gosterilmesi (Zilberman and Henikoff, 2007).
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3.7.4.5. PCR Uygulamasi

50 ng bisiilfit ile modifiye edilmis DNA’dan (1000 ng/20 pL) 1 pL alindi,
uzerine 12,5 pL hot-start PCR master karisimi, 2°ser uL 10 pmol “ileri” ve “geri”
primerler ve 7,5 pL su eklenerek PCR amplifikasyonu baglatildi.

PCR kosullart:

Enzim aktivasyonu 95 °C 4 dk.
Parcalanma 95 °C 30s.

Annealing * 30s. 35siklus
Uzama 72 °C 30s.

Final uzama 72 °C 7dk.  1siklus

~ 9

* Her gene ait “annealing sicakligi” Tablo 3-1’de verilmistir.

Her bir PCR 0riinl (10 pL) %5 lik poliakrilamid jellerde yiratildi ve etidyum

bromdir ile boyanarak UV transluminator ve jel gortnttileme sisteminde incelendi.

PCR uygulamasi, pozitif kontrol 6rnekleri kullanilarak her gene ait metillenmis
(M) ve metillenmemis (U) primer giftleri ile farkli annealing sicakliklar1 denenerek
optimize edildi. Her gen i¢in PCR metodu optimize edildikten sonra; BPA uygulanmis
NRK-52E hucrelerinden izole edilen DNA 6rneklerine MSP uygulamalar 2’ser tekrarl
olarak yapildi.

Metodun 6zgiinliiglinii konfirme etmek amaciyla; her PCR uygulamasinda hem
metillenmis (M), hem de metillenmemis (U) primer ¢iftleri i¢in, pozitif kontrol olarak in
vitro metillenmis DNA, negatif kontrol olarak ise bisiilfit modifikasyonu yapilmamis
DNA kullanildi.

3.7.4.6. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel yukleme tamponu: 0,25 g Brom fenol mavisi, 0,25 g ksilen siyanol
tartildi. 30 mL Gliserin ve 70 mL steril su ilave edilerek karistirildi. Oda sicakliginda

saklandi.

10 x TBE ¢0zeltisi: 108 g Trizma baz, 55 g borik asit, 9.3 g EDTA tartilarak
1000 mL’ye bidistile su ile tamamlandi. Otoklavda 120°C’de 15 dk. steril edildi. Oda

sicakliginda sakland.

1 x TBE ¢ozeltisi: 10xTBE tamponundan 100 mL alinip 1000 mL’ye steril su ile

tamamlanda.
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Etidyum bromur: 10 mg etidyum bromir 10 mL bidistile suda ¢ézundaralda.
+4°C’ de saklandi.

DNA gostergeleri: Calismada 50 ve 100 b¢’lik DNA gostergeleri kullanildi. 4
uL DNA gostergesi, 1 pL 6xDNA yiikleme boyast ve 1 pL steril su 0,5 mL’lik
mikrotiipte karistirildi. +4 °C’de saklandi.

Agaroz jel (%1,5) hazirlamisi: 0,75 g Agaroz tartilip 50 mL’ye 1xTBE ile
tamamlanip, mikrodalga firinda ¢6ziindiirtildi. Ilikken, PCR {irtinlerini gorinir hale
getirmek icin, 2 uL etidyum bromiir eklenip karistirildi ve taraklar konulmus olan plaga
dokiildii. Jellerin donmasi i¢in 20 dk. beklendi. Taraklar gikartilarak jeller hemen
kullanild: ya da +4°C’de saklandh.

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklesip gerceklesmediginin

kontrolii igin 6rnekler, PCR islemi bitiminde %1,5°1ik rutin agaroz jellere tatbik edildi.

Agaroz jele uygulama: Her 7 pL PCR fiiriini i¢in 2 pL yiikleme tamponu ilave
edildi. Jel, 1xTBE tamponu igeren elektroforez tankina alindi. Yiikleme tamponu ile
karistirtlmis olan PCR firiinleri, tarak disleri sayesinde olusan bosluklara teker teker
uygulandi. 1 Jele 13 6rnek ve olusan iirliniin biiytikliiglinii 6lgebilmek i¢in uygun DNA
gostergesi uygulandi. Yatay elektroforez, gii¢ kaynagina takilarak PCR iirtinleri direkt
olarak 150 volt, 85 miliamper varliginda 40 dk. yiiriitiildii. Islem sonunda amplifiye
edilen genlerin spesifik bantlar1 UV-transilluminatorde 254 veya 301 nm'de

goruntdlendi ve jel dokiimantasyon sistemi ile elde edilen resimler kaydedildi

3.8. Gen Ekspresyonlarin Tayini

3.8.1. Total RNA izolasyonu

Hicre kultirtinden total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit* (Roche
Life Science) ile Uretici firmanin vermis kullanim talimatlari1 uygulanarak gergeklestirildi.

Kit icerigi

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

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

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

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

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

Ellisyon tamponu: PCR kalitede su.

Filtreli tup, toplama tlpa

Deney protokolt
1. Boliim 3.6°da belirtildigi iizere hazirlanan 1x108 hiicre 200 puL PBS iginde
stispande edildi.

2. Uzerine 200 pL baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karistirildi.

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

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

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

6. 100 uL DNaz | ¢ozeltisi filtreli tlpin Ost yizeyine konuldu. 15-25°C’de 15
dk. inkube edildi.

7. Filtreli tipe 500 pL Yikama tamponu I eklendi ve 8000 g’'de 15 sn santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki siv1 atild1.

8. Filtreli tiipe 500 puL Yikama tamponu II eklendi ve 8000 g'de 15 sn. santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki sivi1 atildi.

9. Filtreli tiipe 200 uL Yikama tamponu II eklendi ve en yiiksek devirde
(yaklasik 13000 g) 2 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipii i¢cindeki sivi ile
birlikte atild1.

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

11. Eltisyon tamponundan 50 pL filtreli tlpe eklendi. 8000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi.

12. Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi i¢in -80°C’de saklandi.

3.8.2. RNA’min Saflik ve Miktar Tayini
0,1-10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda NRK-52E
hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktart ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak

mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de o6lcildid. 260 nm’deki 6lciimler RNA
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miktarinin belirlenmesinde kullanildi. RNA’nin safliinin belirlenmesinde kullanilan

A260/Azg0 orani ise yaklasik 1,95+ 0,1 olmalidur.

3.8.3. cDNA Sentezi

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

Olciim sonucunda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi icin total 500 ng
olacak sekilde ‘Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit’ (Roche Life Science) ile

tiretici firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Kitin icerigi

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

Transkriptor ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x5): 1 mL; 250 mM Tris-HCI,
150 mM KCI, 40 mM MgCl2 (pH 8,5)

Koruyucu RNaz inhibit6ri: 50 pL; 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM
ditiyotreitol, %50 gliserol (pH 7,6)

Deoksintkleotid karisimi: 200 uL; 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP

Anchored-oligo (dT)1s primer: 100 pL

Random heksamer primer: 100 pL

Kontrol RNA: 20 pL

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

PCR kalitede su

Deney protokol

1. Steril, niikleaz icermeyen, ince duvarli PCR tiipii buz ic¢ine konuldu ve
icerisinde kalip primer karigimi hazirlandi:
Toplam RNA: 1000 ng
Anchored-oligo(dT)1s primer (vial 5): 1 pL
Random heksamer primer (vial 6): 1 pL

Su (vial 8): Reaksiyonun toplam hacmi 13 pL olacak sekilde su eklendi.
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2. Kalip primer karisimini1 denatiire etmek i¢in karisim 65°C’de 10 dk. inkiibe
edildi ve tiip hizl1 bir sekilde buz iistiine alindu.
3. Kalip primer karisimini igeren tiipe ters transkriptaz karistminin geri kalan
bilesenleri agsagidaki belirtildigi sirayla eklendi:
Ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x 5): 4 uL

Koruyucu RNaz inhibitori: 0,5 pL
Deoksiniikleotid karigima: 2 uL
Transkriptoz ters transkriptaz: 0,5 uL
Toplam hacim: 20 puL

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

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

6. Transkriptoz ters transkriptaz 85°C’de 5 dk inkiibe edilerek inactive edildi.

7. Tiip buz iistiine alinarak reaksiyon durduruldu.

8. cDNA saflastirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak

Uzere -20°C’de saklanda.

3.8.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Tayini

Rassf1 ve c-myc genlerinin ekspresyonlari ‘Real Time ready custom single assays’
primer prob karisimi kullanilarak RT-PCR ile gerceklestirildi.

Gereken malzemeler:

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

‘RealTime ready custom single assays’ primer prob karigimi

PCR kalitede su

Deney protokolt

1. Malzemeler agilmadan once dikkatlice spin yapildi. Calisma buz iizerinde
gergeklestirildi.

2. PCR primerleri ve hidroliz probu iceren x10 konsantrasyonlu cozelti
hazirlandi.

3. Buz iistiindeki her bir 1.5 mL’lik reaksiyon tiipline asagidaki gosterildigi gibi
uygun miktarlarda bilesenler ilave edilerek PCR karisimi hazirlandi ve dikkatlice

pipetleme yapildi:


https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=RealTime+ready+Custom+qPCR+Assays+and+Panels&applicationOverview=1&categoryId=10509&langId=-1&storeId=20861
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‘RealTime ready custom single assays’ primer prob karigimi: 2 pLL

‘LightCycler 480 Probes Master’ PCR karigima: 10 pL
PCR kalitede su: 3 uL
Toplam hacim: 15 uL

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

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

6. Hazirlanan cDNA oOrneklerinden 5 upL her bir kuyucuga eklendi ve
mikroplakanin {izeri mikroplaka filmi ile kapatildi.

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

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

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

Program adi Siklus  Analiz modu Sicakhk °C  Sdre
Pre-inkubasyon 1 None 95 5 dk.
95 10 sn.
Amplifikasyon 45  Quantification 50 15 sn.
72 1sn.
Soguma 1 None - 10 sn.

3.9. istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak
“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi.  TUm
parametreler i¢in Oncelikle normalite testi ve varyanslarin homojenligi testi
uygulandiktan sonra, normal dagilim gosteren veriler igin ‘Tek YOnli Varyans’
(ANOVA) analizi ile goklu karsilastirma ve ikili gruplar arasinda ise bagimsiz t-testi
kullanild1. p<0,001 ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.


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

4.1. BPA’min NRK-52E Hucrelerinde Sitotoksisite Uzerine Etkileri
BPA’nin NRK-52E hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi hiicre canliliginin

kantitatif 6lcimune dayanan MTT ve NRU testi ile gergeklestirildi (Sekil 4-1).

BPA maruziyeti sonras1 konsantrasyona karst MTT ve NRU testleri ile % hicre
Olimii grafigi NRK-52E hiicrelerinde Sekil 4.1°de gosterilmistir. BPA’nin 0; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 ve 1000 puM konsantrasyonlarindaki maruziyetinin NRK-52E
hiicrelerinde MTT ve NRU testlerine gore IC50 degerleri sirasi ile 105 ve 88 uM olarak

belirlendi.

120

MTT —=—NR

100

80

60

% Hiicre 6limi

40

20

3125 62,5 125 250 500 1000
BPA konsantrasyonu (uM)

Sekil 4-1: NRK-52E hucrelerine 0-1000 pM konsantrasyonlarinda BPA maruziyeti sonucu
MTT ve NRU testi sonuglari.

4.2. NRK-52E Hiicrelerinden izole Edilen DNA’larin Miktarlar1 ve Safliklari
1,10, 100 nM ve 1, 10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda NRK-

52E hucrelerinden izole edilen DNA’lar bisulfit modifikasyonu oncesinde miktar1 ve
safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de dl¢uldu.
Izole edilen DNA’larin A260/A280 ve A260/A230 oranlarinda safliklarinin iyi oldugu

goraldi (Tablo 4-1) ve DNA metilasyonu analizleri igin uygulamalara baslanda.



Tablo 4-1: 1, 10, 100 nM ve 1, 10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda

NRK-52E hiicrelerinden izole edilen DNA’larin miktar ve safliklar:
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BPA'ya Ornek "
Maru2|yet No Ornek Grubu AzeolAzgo AzgolAzzo ng/uL

Siresi
1 Kontrol 1,892 1,785 170,815
2 Kontrol 1,879 1,755 125,73
3 Kontrol 2,011 1,974 120,737
4 1nM 1,92 1,67 108,304
5 1nM - - -
6 1nM 1,938 1,753 138,963
7 10 nM 1,901 1,682 152,482
8 10 nM 1,965 1,968 117,334
9 10 nM 1,931 1,728 202,637

24 saat
10 100 nM 1,984 1,79 209,306
11 100 nM 1,938 1,903 226,176
12 100 nM 1,942 1,863 144,79
13 1uM 1,953 1,937 138,997
14 1uM 1,868 1,734 205,744
15 1uM 1,924 1,848 226,737
16 10 uM 1,953 1,792 169,381
17 10 uM 1,923 1,922 410,357
18 10 uM 1,786 1,773 167,06
19 Kontrol 1,886 1,94 154,169
20 Kontrol 1,877 2,105 216,312

48 saat 21 Kontrol 1,881 1,794 196,076
22 100 nM 1,884 1,853 157,637
23 100 nM 1,887 1,67 115,298
24 100 nM 1,899 1,764 145,708
25 Kontrol 1,894 2,117 167,148
26 Kontrol 1,832 1,775 115,202

79 saat 27 Kontrol 1,91 1,765 164,414
28 100 nM 1,897 1,946 90,015
29 100 nM 1,825 1,887 113,42
30 100 nM 1,741 1,705 7,241
31 Kontrol 1,847 2,027 131,115
32 Kontrol 1,838 1,22 147,511
33 Kontrol 1,824 2,181 172,09

96 saat 34 Kontrol 1,834 2,077 180,772
35 100 nM 1,955 1,632 127,006
36 100 nM 1,822 1,977 158,932
37 100 nM 1,865 1,653 114,374
38 Kontrol 1,888 2,022 130,916
39 Kontrol 1,857 1,989 131,31

6 giin 40 Kontrol 1,884 1,909 137,017

41 100 nM 1,931 2,267 143,676
42 100 nM 1,941 2,035 117,351
43 100 nM 1,967 2,257 141,986
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4.3. Global DNA Metilasyonu Sonuglari
Global 5-mC tayini Eliza kiti kullanilarak yapildi. Boliim 3.7.3’de anlatildig

sekilde %5-mC miktar1 kit ile temin edilen standartlar ile hazirlanan standart egri
tizerinden hesaplandi (Sekil 4-2). Sekil 4-3’de 100 nM konsantrasyonda 24 saat-6 gun
BPA uygulanan NRK-52E hucrelerinde %5-mC seviyeleri gosterilmistir. %5-mC
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 100 nM 24, 48, 72, 96 saat ve 6 glin BPA uygulanan
NRK-52E hiicrelerinde sirasiyla %14,08; %19,76; %23,13; %25,3; %?23,50 oraninda

azaldig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4-2: 5-mC Standardina ait kalibrasyon egrisi.

% DNA metilasyonu
- [[%] (3] I o

o

Kontrol BPA |Kontrol BPA |Kontrol BPA [Kontrol BPA |Kontrol BPA
100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 6 gln

Konsantrasyon

Sekil 4-3: 100 nM konsantrasyon araliginda 24 saat - 6 giin BPA ile maruz birakilan NRK-
52E hicrelerinde % 5-mC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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4.4. Gene-ozgii Metilasyon PCR (MSP) Tayini Sonuclari

Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bélgelerindeki CpG adalarinda metilasyon
tayini BPA uygulanan NRK-52E hucrelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde MSP
yontemi ile yapildi. MSP tayini her bir 6rnek i¢cin hem metillenmis (M), hem de

metillenmemis (U) primer ¢iftleri kullanilarak yapildi.

Rassf-1 geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon NRK-52E
hlcrelerinde kontrol 6rneklerinde gézlenmemistir. 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 24
saat BPA uygulanan NRK-52E huicrelerinde Rassf-1 geninde metilasyon gozlendi (Sekil
4-4). Ayrica, 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 giin BPA maruziyetinin de
Rassfl geninde metilasyona sebep oldugu gosterildi (Sekil 4-
4).

Rassf1

Kontrol BPA Konsantrasyonu (24 saat)
Marker K1 K2 1nM 10 nm 100nM 1pM 10 pm
U M U M U M U M U M U M U M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (48 saat)
L} I 1
K1 K2 100nM (1) 100nM (2) 100 nM (3)
Marker —; M U MU MU M U M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (72 saat)
K1 K2 100nM (1) 100 nM (2) 100 nM (3)
Marker U M u M U M U M u M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (96 saat)
K1 K2 100 nM (1) 100 nM (2) 100 nM (3)
Marker uU M u M u M U M u M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (6 glin)
L} I 1
K1 K2 100nM (1) 100 nM (2) 100 nM (3)
Marker U M u M U M u M

150 bp
100 bp

=
c

Sekil 4-4: Rassf-1 genine ait kontrol ve BPA uygulanmms NRK-52E hicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuclar.

c-myc geninin promotor bdlgesindeki CpG adalarinda metilasyon NRK-52E
hicrelerinde kontrol drneklerinde gézlenmemistir. 1 ve 10 pM konsantrasyonlarda 24

saat BPA uygulanan NRK-52E hiicrelerinde c-myc geninde metilasyon gozlendi (Sekil
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4-5). Ayrica, 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 giin BPA maruziyetinin de
c-myc geninde metilasyona sebep oldugu gosterildi (Sekil 4-5).

¢-myc Kontrol BPA Konsantrasyonu (24 saat)
Marker. K1 K2 1nM 10 nMm 100 nm 1pM 10 um
M U M U M U M U M U M U M
150 bp
100bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (48 saat)
L} I 1
Marl K1 K2 100nM (1) 100nM (2) 100 nM (3)
ey M U MU M U M U M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (72 saat)
K1 K2 100nM (1)  100nM (2) 100 nM (3)
Marker U M U M u M u M U M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (96 saat)
K1 K2 100nM (1) 100nM (2) 100 nM (3)
Marker U M U M u M U M u M
150 bp
100 bp
Kontrol BPA Konsantrasyonu (6 giin)
K1 K2 100nM (1) 100 nM (2) 100 nM (3)
Marker U M u M u M u u M

150 bp
100bp

|g

PCR {iriinii biytikligii: 127 baz ¢ifti (bp).

Sekil 4-5: c-myc Genine ait control ve BPA uygulanmis NRK-52E hiicrelerinde
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) primerler ile uygulanan MSP sonuclar.

4.5. NRK-52E Hiicrelerinden izole Edilen RNA’larin Miktarlar

1, 10, 100 nM ve 1, 10 uM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda
NRK-52E hiicrelerinden RNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen RNA’larin miktar1
ve safligt ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de
olgiildii. izole edilen RNA’larm A260/A280 oraninda safliklarinin iyi oldugu goriildii
(Tablo 4-2) ve cDNA sentezi yapildi.
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Tablo 4-2: 1, 10, 100 nM ve 1, 10 pM Kkonsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasinda
NRK-52E hicrelerinden izole edilen RNA’larim Ae/A2s orammndaki miktarlari
ve safliklar:.

BPA’ya
Maruziyet Ornek No Ornek Grubu Ao/ Azso ng/uL

Siresi
1 Kontrol 2,037 641,877
2 Kontrol 1,912 491,656
3 Kontrol 2,043 482,539
4 1nM 2,05 330,944
5 1nM 1,987 334,004
6 1nM 2,057 344,778
7 10 nM 2,071 412,43
8 10 nM 2,066 325,998

24 saat 9 10 nM 2,05 262,531
10 100 nM 2,059 342,946
11 100 nM 2,043 299,493
12 100 nM 2,041 324,193
13 1uM 2,06 206,776
14 1uM 2,032 244,794
15 1uM 2,05 306,044
16 10 uM 1,999 406,884
17 10 uM 2,039 170,542
18 10 uM 2,065 308,939
19 Kontrol 1,953 265,749
20 Kontrol 2,054 529,1

48 saat 21 Kontrol 2,004 412,678
22 100 nM 2,001 466,225
23 100 nM 2,013 317,158
24 100 nM 2,008 484,235
25 Kontrol 2,047 759,984
26 Kontrol 2,071 710,707

79 saat 27 Kontrol 1,998 828,508
28 100 nM 2,025 858,449
29 100 nM 1,968 659,988
30 100 nM 2,018 582,687
31 Kontrol 2,07 483,016
32 Kontrol 2,047 675,928
33 Kontrol 2,064 268,529

96 saat 34 Kontrol 2,048 454,345
35 100 nM 2,065 393,101
36 100 nM 2,063 481,489
37 100 nM 2,086 347,305
38 0 nM 2,078 209,39
39 0nM 2,065 250,287

6 giin 40 0nM 2,049 148,581

41 100 nM 2,054 174,904
42 100 nM 2,01 204,659
43 100 nM 2,047 279,07
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4.6. Gen ekspresyonu
Rassfl ve c-myc genlerine 6zgii hazir problar kullanilarak gen ekspresyonlari

RT-PCR’da tayin edildi. Referans gen olarak S-aktin kullanildi. 24 saatlik maruziyette 1
MM konsantrasyonda Rassfl ve c-myc geninin ekspresyonunda sirasiyla %26,66 ve
%37,3 oraninda azalma go6zlenirken ve 10 uM konsantrasyonda Rassfl ve c-myc
geninin ekspresyonunda sirastyla %25,11 ve %22,24 oraninda azalma gdzlendi (Sekil 4-
6). Siireye bagli maruziyetlerde ise; 100 nM 48, 72 ve 96 saatlik BPA maruziyetinin her
iki genin ekspresyonunda kontrole gore istatistiksel olarak azalmaya sebep oldugu

gosterilirken, 6 giinliik maruziyette ise anlamli olmayan bir artig gézlendi (Sekil 4-7).

ERassfl Be-mye

=1

Re latife kspresyon
& &

- & %

Kontral 1 oM 10 mh 100 oM 1 uM 10 whd
BPA konsantrasyonu, 24 saat

Sekil 4-6: Rassf-1 ve c-myc genlerine ait 24 saatlik BPA maruziyetine ugramis NRK-52E
hiicrelerinin gen ekspersyonu sonuclari.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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ERassfl Be-myc

=y

Relatife kspresyon
o M m m

Kontral BPA (Kontrol EBPA (Kontrol EBPA |Kontrdl BPA | Eontrol BEA

BPA maruziyveti
Sekil 4-7: Rassf-1 ve c-myc genlerine ait 24, 48, 72, 96 saat ve 6 ginlik BPA maruziyetine
ugramis NRK-52E hiicrelerinin gen ekspersyonu sonuclari.
Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

Sonug olarak;

NRK-52E hiicrelerinde MTT ve NRU testleriyle BPA’nin ICso degeri sirasiyla
105 pM ve 88 uM bulundu.

5-mC Elisa kiti kullanilarak 100 nM BPA konsantrasyonunda 24, 48, 72, 96 saat

ve 6 giin BPA maruziyeti sonucunda global DNA metilasyonunda azalma gézlendi.

24 saatlik yuksek konsantrasyonlarda ve 100 nM 48, 72 ve 96 saat BPA
maruziyetinde NRK-52E hiicrelerinde bisiilfit doniisiimiine takiben MSP teknigi
kullanilarak Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bolgelerinde metilasyonda artis

gosterildi.

24 saatlik yuksek konsantrasyonlarda ve 100 nM 48, 72 ve 96 saat BPA
maruziyetinde NRK-52E hucrelerinde Rassf-1 ve c-myc genlerinin ekspresyonunda

azalma gosterildi.
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5. TARTISMA

Polikarbonat plastik ve epoksi recinesi liretiminde hammadde olarak kullanilan
bisfenol A (BPA) yiiksek miktarlarda iiretilen bir kimyasal maddedir. insanlarin BPA
hakkindaki endisesi BPA’ya maruziyetin yaygin olmasindan kaynaklanir. BPA’nin
endokrin bozucu oOzelliginden dolayr insan saglifindaki riski biiyiik 6nem arz eder
(Wolstenholme ve ark., 2011). BPA’nin, cesitli dokularda enzim aktivitesini ve
metabolizmay1 etkiledigi, hedef dokularda hormon reseptdrlerinin sayisinda ve hormon
reseptor geni aktivitesinde degisiklige yol actigi ve endokrin sistemi bozdugu bir ¢ok
calismada ortaya c¢ikmistir. Calismalar 6zellikle Ostrojenik ve antiandrojenik etkileri

tizerine yogunlasmistir (EFSA, 2008).

Son yillarda BPA’nin diyabet, obezite, iireme bozukluklari, kardiyovaskiiler
bozukluklar, dogum anomalileri, kronik solunum ve bdbrek bozukluklari ve meme
kanseri gibi bircok kronik hastaligin etiyolojisinde roliiniin olabilecegi {izerinde
durulmaktadir. BPA’nin toksisitesinin degerlendirilmesinde bir¢ok calisma yapilmakta
olup, cesitli sistemler iizerinde toksik etkilerinin degerlendirilmesinde epigenetik
mekanizmalarin da roliiniin olabilecegi yapilan aragtirmalarda 6nemle vurgulanmaktadir

(Kundakovic ve Champagne, 2011: Rezg ve ark., 2014).

Tez caligmasinda, insanlarin c¢esitli yollar ile maruz kaldigi BPA’nin
toksisitesinde DNA metilasyonunun rolii aragtirillmistir. Bu kapsamda; BPA’ nin global
DNA metilasyonu ve ve hiicre siklusu regulasyonunda énemli rol oynayan c-myc ve
Rassf-1 genlerinin promotor bdlgelerinde CpG adalarindaki metilasyonu ve gen
ekspresyonlart in vitro kosullarda NRK-52E hticrelerinde arastirildi.

Tez galismasinda, BPA’ya maruz birakilmig NRK-52E hicrelerinde global DNA
metilasyonu tayini DNA Eliza kit ile gergeklestirilmis olup, 5-mC seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla 100 nM 24, 48, 72, 96 saat ve 6 giin BPA uygulanan NRK-52E
hicrelerinde azaldigr goriilmiistir. Yapilan literatiir taramalari neticesinde tez
caligmasinin BPA’nin bobrek hiicrelerinde global DNA metilasyonu iizerine yapilan ilk

calisma oldugu goriilmektedir.

Proto-onkogenlerden biri olan c-myc bir transkripsiyon faktérinu kodlamakta
olup, hiicre ¢ogalmasimi kontrol eder. c-myc Geninde meydana gelen hipometilasyon
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ile genin ekspresyonu artar ve bu da karaciger ve bobrek kanserlerinde hicre
cogalmasi ile iligkilidir (Du ve ark., 2009; Tao ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005).
Yapilan calismalarda global DNA metilasyonu ve c-myc geninde hipometilasyon
arasinda bir iliski olabilecegi gosterilmistir. Rassf-1 de bir onkogendir ve hicre
¢ogalmasi kontroliinde gorev alir. NRK-52E hticrelerinde Rassf-1 ve c-myc genlerinin
promotor bolgelerindeki CpG adalarindaki metilasyonda 1 ve 10 upM
konsantrasyonlarda 24 saat BPA uygulanan NRK-52E hiicrelerinde metilasyon
gbzlendi. Ayrica 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 giin BPA maruziyetinin
de Rassfl ve c-myc genlerinde metilasyona sebep oldugu gosterildi. Ayni1 zamanda, bu
genlerin ekspreyonlarinda da degisiklikler saptanmis olup, ekspresyonlardaki azalmanin

promotor bélge metilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir.

Insan meme epitel hiicrelerinde 1 hafta siire ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM)
timor ile iligkili genlerde (BRCA1l, CCNA1, p16, THBS1l, TNFRSF10C ve
TNFRSF10D) metilasyonu arttirdigi gosterilmis olup, BPA’nin genetik ve epigenetik
degisikliklere sebep olarak meme epitel hiicre fonksiyonlarina zarar verdigi ve bunun
hiicre ¢ogalmasi ve yaglanma ile iliskili olabilecegi ve bunun sonucunda memelerde
karsinojeneze sebep olabilecegi bildirilmistir (Qin ve ark. 2012). insan meme epitel
hiicrelerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise; DNA onarim genlerinin (BRCAL, BRCAZ2,
BARD1, CtIP, RAD51, ve BRCC3) ifadelerinin arttig1 ve apoptoz ile iligskili PDCDS5 ve
BCL2L11 genlerinin ise ifadelerinin azaldigi gosterilmistir (Fernandez ve ark, 2012).
Insan meme kanseri hiicrelerinde ve sican meme bezlerinde gen ifadesinde anahtar bir
molekil olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indiiklendigi gosterilmis
olup, ayn1 zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu) modifikasyonuna
sebep olarak gen aktivasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (Bhan ve ark., 2014). Dhimolea
ve ark. (2014) da sigcanlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme bezlerinde genom

diizeyinde epigenetik degisikliklere sebep oldugunu gostermistir.

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidogan si¢an testislerinde Ostrojen
reseptorlerinin - promotor bolgelerinde hipermetilasyonda artis tespit edilmis,
spermatojenez ve fertilite lizerine advers etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (Doshi
ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptigi bir ¢alismada primer epitel meme
hiicrelerinde diistik doz BPA maruziyetinin lizozom iligkili membran protein

(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarinda DNA
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metilasyonunda artisa sebep oldugu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskiladigi
ve bu durumun meme kanseri riskini arttirabildigi gosterilmistir. Yenidogan si¢anlarin
BPA’ya maruziyetinin prostat neoplazinin sikliginda artisa ve prostat dokularinda
metilasyon degisikliklerine (6rn: phosphodiesterase type 4 variant 4, Pde4d4 geninde
hipometilasyon ve gen ifadesinde artis) sebep oldugu gosterilmistir (Conti ve ark., 2003;
Ho ve ark.,, 2006; Prins ve ark., 2008). Ayrica, yenidogan siganlarin BPA’ya
maruziyetinin (10 ug/kg viicut agirligl) nukleozom binding protein-1 (Nsbpl) ve
hippocalcin-like 1 (Hpcall) genlerinin metilasyonunda ve ifadesinde degisikliklere
sebep oldugu bildirilmistir (Tang ve ark., 2011). Bu calisma ile yasamin erken
evrelerindeki BPA maruziyetin dlzenleyici genlerin ekspresyon ve metilasyon

durumlarini degistirdigi goriilmiistiir (Tang ve ark., 2011).

Yukarida da belirtildigi {izere BPA’nin ¢esitli dokularda hiicre fonksiyonunda
onemli role sahip genlerde DNA metilasyonuna sebep oldugu gosterilmektedir. Tez
calismasinda elde edilen bulgular dogrultusunda; BPA’nin in vitro olarak NRK-52E
hlcrelerine maruziyeti sonucunda kanserle iligkili olan bazi genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adalarinda metilasyonda ve gen ekspresyonlarinda degisikliklere
sebep oldugu gosterilmistic. Bu  sonuclardan hareketle, BPA’nin toksisitesinde
epigenetik bir mekanizma olarak DNA metilasyonundaki degisikliklerin rolinun
olabilecegi One surtlmektedir. Sonug¢ olarak BPA’nin toksisitesinde DNA
metilasyonunun gen ifadesi ve histon modifikasyonlar1 ile iligkisi konulari Uzerine

caligmalar yapilmasinin gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir.

Ayrica, devamli hiicre kultirleri kanser c¢alismalarinda ve hatta epigenetik
mekanizmalarin aydinlatilmasinda siklikla kullanilmaktadirlar. NRK-52E  hucreleri
nefrotoksik ajanlarin hedef aldigi proksimal tibil epitel hicrelerinin  karakteristik
Ozelliklerine sahiptirler, bu hicre sistemlerinde epigenetik calismalarin yapilmasi ve
in vitro modellerin olusturulmasi toksikoloji alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Tez
calismasinda, normal hticre kdltirlerinde kanserde rol oynayan oOnemli genlerin
metilasyonlarinin belirlenmesinin gelecekte yapilacak olan epigenetik ¢alismalara
katki saglayacagi diisiinlilmektedir. Ayni zamanda kimyasallarin sebep oldugu
epigenetik degisikliklerin incelenmesinde in vitro test sistemlerinin kullanilmasi risk
degerlendirmeside tehlikenin tanimlanmasi asamasinda farkli sistemlerin kullanilmasi

bakimindan 6nemlidir.



74

KAYNAKLAR

ANSES (Agence Nationale de Sécurité sanitaire, de I’alimentation, de I’environement et
du travail), (2011). Effets sanitaires du bisphénol A and Connaissances relatives aux
usages du bisphénol A. 383 pp.

Alley, M.C., Scudiero, D.A., Monks, A., Hursey, M.L., Czerwinski, M.J., Fine, D.L.,
Abbott, B.J., Mayo, J.G., Shoemaker, R.H., & Boyd, M.R. (1988). Feasibility of drug
screening with panels of human tumor cell lines using a microculture tetrazolium
assay. Cancer Research, 48(3), 589-601.

Bhan, A., Hussain, ., Ansari, K.1., Bobzean, S.A., Perrotti, L.I., & Mandal, S.S. (2014).
Bisphenol-A and diethylstilbestrol exposure induces the expression of breast cancer
associated long noncoding RNA HOTAIR in vitro and in vivo. The Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 141, 160-170.

Bhandari R, Xiao J, Shankar A. (2013). Urinary Bisphenol A and Obesity in US
Children, American Journal of Epidemiology, 177,1263-1270

Bilir, A., Solakoglu, S., Ahishali, B. (2004). Uygulamali Flow Sitometri-PCR ve Hiicre
Kiiltiirii Kursu, Istanbul.

Bombail, V., Moggs, J.G., Orphanides, G. (2004). Perturbation of epigenetic status
by toxicants. Toxicology Letters, 149(1-3), 51-58.

Browne, R.M. (1988). The In Vitro Assessment of the Cytotoxicity of Dental Materials
- Does It Have a Role? International Endodontic Journal, 21, 50-58.

Carlisle, J., Chan, D., Golub, M., Henkel, S., Painter, P., Lily W.K. (2009).
Toxicological Profile for Bisphenol A. September 2009. Office of Environmental
Health Hazard Assessment Ocean Protection Council under an Interagency
Agreement, Number 07-055.

Clark, S.J., Harrison, J., Paul, C.L., Frommer, M. (1994). High sensitivity mapping of
methylated cytosines. Nucleic Acids Research, 22(15), 2990-2997.

Coffin, J.C., Ge, R,, Yang, S., Kramer, P.M., Tao, L. ve Pereira, M.A. (2000). Effect
of trihalomethanes on cell proliferation and DNA methylation in female B6C3F1
mouse liver. Toxicological Sciences, 58(2), 243-252.

Conti, M., Richter, W., Mehats, C., Livera, G., Park, J.Y., & Jin, C. (2003). Cyclic
AMP-specific PDE4 phosphodiesterases as critical components of cyclic AMP
signaling. Journal of Biological Chemistry, 278(8), 5493-5496.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&amp;cmd=Retrieve&amp;dopt=AbstractPlus&amp;list_uids=15093248&amp;query_hl=14&amp;itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11099637?ordinalpos=1&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

75

Das, P.M., Singal, R. (2004). DNA Methylation and Cancer. Journal of Clinical
Oncology, 22, 4632-4642.

Davis, J.M. (1996). Basic Cell Culture. A Practical Approach. Oxford University Press
INC., New York

Dhimolea, E., Wadia, P.R., Murray, T.J., Settles, M. L., Treitman, J.D., Sonnenschein,
C., Shioda, T., & Soto, A.M. (2014). Prenatal exposure to BPA alters the epigenome
of the rat mammary gland and increases the propensity to neoplastic development.
PLoS One, Doi: 10.1371/journal.pone.0099800.

Dodds EC, Lawson W. (1936). Synthetic oestrogenic agents without phenanthrene
nucleus. Nature; 137:996-7.

Doherty, L.F., Bromer, J.G., Zhou, Y., Aldad, T.S., & Taylor, H.S. (2010). In utero
exposure to diethylstilbestrol (DES) or bisphenol-A (BPA) increases EZH2
expression in the mammary gland: an epigenetic mechanism linking endocrine
disruptors to breast cancer. Hormones and Cancer, 1(3), 146-155.

Dolinoy, D.C., Huang, D., & Jirtle, R.L. (2007). Maternal nutrient supplementation
counteracts  bisphenol  A-induced DNA  hypomethylation in  early
development. Proceedings of the National Academy of Sciences, 104(32), 13056-
13061.

Doshi, T., D'Souza, C., Dighe, V., & Vanage, G. (2012). Effect of neonatal exposure on
male rats to bisphenol a on the expression of DNA methylation machinery in the
postimplantation embryo. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, 26(9),
337-343.

Doshi, T., Mehta, S. S., Dighe, V., Balasinor, N., & Vanage, G. (2011).
Hypermethylation of estrogen receptor promoter region in adult testis of rats exposed
neonatally to bisphenol A. Toxicology, 289(2), 74-82.

Du, Y.P., Peng, J.S., Sun, A., Tang, Z.H., Ling, W.H. ve Zhu, H.L. (2009). Assessment
of the effect of betaine on p16 and c-myc DNA methylation and mRNA expression
in a chemical induced rat liver cancer model. BMC Cancer., 9, 261.

Earle, W. R. (1943) Production of malignancy in vitro. IV. The mouse fibroblast
cultures and changes seen in the living cells. J. Nat. Cancer Inst., 4, 165-212.

EFSA (European Food Safety Authority). (2006). Opinion of the Scientific Panel on

Food Additives, Flavourings, Processing Aids and Materials in Contact with Food on



76

a request from the Commission related to 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane
(Bisphenol A). The EFSA Journal, 428, 1-75.

EFSA (European Food Safety Authority). (2008). Scientific Opinion of the Panel on
Food additives, Flavourings, Processing aids and Materials in Contact with Food
(AFC) on a request from the Commission on the toxicokinetics of Bisphenol A. The
EFSA Journal, 759, 1-10 pp.

EFSA Panel on Food Contact Materials Enzymes Flavourings and Processing Aids
(CEF). (2010). Scientific Opinion on bisphenol A: evaluation of a study investigating
its neurodevelopmental toxicity, review of recent scientific literature on its toxicity

and advice on the Danish risk assessment of bisphenol A. EFSA Journal, 8(9):1829,

110 pp.
EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids
(CEF). (2015). Bisphenol A (BPA) in foodstuffs: PART Il - Toxicological

assessment and risk characterisation. EFSA Journal, 13(1):3978.

Esteller, M. (2007). Cancer epigenomics: DNA methylomes and histone-
modification maps. Nature Reviews Genetics, 8(4), 286-298.

Esteller, M. ve Herman, J.G.(2002). Cancer as an epigenetic disease: DNA
methylation and chromatin alterations in human tumours. The Journal of
Pathology, 196(1), 1-7.

EU-RAR (European Union Risk Assessment Report). (2003). European Union Risk
Assessment Report: 4,4’-1sopropylenediphenol (bisphenol-A). EUR - Scientific and
Technical Research Reports, 37, 1-302.

Feinberg, A.P. (2004). The epigenetics of cancer etiology. Semin Cancer Biology,
14(6), 427-432

Feinberg, A.P. ve Vogelstein, B. (1983). Hypomethylation distinguishes genes of
some human cancers from their normal counterparts. Nature, 301, 89-92.

Fernandez MF, Arrebola JP, Taoufiki J, ve ark. (2007). Bisphenol-A and chlorinated
derivatives in adipose tissue of women. Reprod Toxicol; 24: 259-264.

Fotakis, G., & Timbrell, J.A. (2006). In vitro cytotoxicity assays: comparison of LDH,
neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to
cadmium chloride. Toxicology Letters, 160(2), 171-177.

Frederick S. vom Saal, Catherine A. Richter, Rachel R. Ruhlen, Susan C. Nagel, and
Wade V. Welshons. (2004). Disruption of Laboratory Experiments Due to Leaching


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&amp;Cmd=Search&amp;Term=%22Esteller%20M%22%5BAuthor%5D&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Esteller%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11748635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herman%20JG%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11748635

77

of Bisphenol A from Polycarbonate Cages and Bottles and Uncontrolled Variability
in Components of Animal Feed. Disruption of Laboratory Experiments Due to
Leaching of Bisphenol A from Polycarbonate Cages and Bottles and Uncontrolled
Variability in Components of Animal Feed.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK25416/

Freshney R.l. (1986). Animal cell culture: A practical approach. Oxford: IRL Press
Limited.

Frommer, M., McDonald, L.E., Millar, D.S., Collis, C.M., Watt, F., Grigg, G.W. ve
ark. (1992). A genomic sequencing protocol that yields a positive display of 5-
methylcytosine residues in individual DNA strands. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 89(5), 1827-1831.

Gaido, K. W., Leonard, L. S., Lovell, S., Gould, J. C., Babai, D., Portier, C. J., and
McDonnell, D. P. (1997) Evaluation of chemicals with endocrine modulating activity
in a yeast-based steroid hormone receptor gene transcription assay. Toxicol Appl
Pharmacol 143(1):205-12

Ge, R., Wang, W., Kramer, P.M., Yang, S., Tao, L. ve Pereira, M.A. (2001). Wy-
14,643-induced hypomethylation of the c-myc gene in mouse liver. Toxicological
Sciences, 62(1), 28-35.

Gonzalgo, M.L. ve Jones, P.A. (1997). Rapid quantitation of methylation differences
at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide primer extension
(Ms-SNUPE). Nucleic Acids Research, 25(12), 2529-2531.

Gupta, C. (2000). Reproductive malformation of the male offspring following maternal
exposure to estrogenic chemicals. Proceedings of the Society for Experimental
Biology and Medicine, 224(2), 61-68.

Halden, R.U. (2010). Plastics And Health Risks. Annual Review Of Public Health, 31,
179-94.

Herman, J.G., Graff, J.R., Myohénen, S., Nelkin, B.D. ve Baylin, S.B. (1996).
Methylation-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG islands.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
93(18), 9821-9826.

Herman, J.G. ve Baylin, S.B. (2003). Gene silencing in cancer in association with
promoter hypermethylation. The New England Journal of Medicine, 349(21), 2042-
2054.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1542678?ordinalpos=12&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1542678?ordinalpos=12&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1542678?ordinalpos=12&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

78

Herman, J.G., Graff, J.R., Myo6hédnen, S., Nelkin, B.D. ve Baylin, S.B. (1996).
Methylation-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG
islands. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 93(18), 9821-9826.

Hernandez, L., Petropoulos, C.J., Hughes, S.H. ve Lijinsky, W. (1991). DNA
methylation and oncogene expression in methapyrilene-induced rat liver tumors and
in treated hepatocytes in culture. Moecular Carcinogenesis, 4(3), 203-2009.

Ho, S.M., Tang, W.Y., de Frausto, J.B., & Prins, G.S. (2006). Developmental exposure
to estradiol and bisphenol A increases susceptibility to prostate carcinogenesis and
epigenetically regulates phosphodiesterase type 4 variant 4. Cancer Research, 66(11),
5624-5632.

IARC, 1989. Some Organic Solvents, Resin Monomers and Related Compounds,
Pigments and Occupational Exposures in Paint Manufacture and Painting. IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Vol: 47, Lyon,
France.

IARC, 1999. Re-evaluation of Some Organic Chemicals, Hydrazine and Hydrogen
Peroxide. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans.
Vol: 71, Lyon, France.

Jin, B., Kim, G., Par,k D.W. ve Ryu, D.Y. (2004). Microarray analysis of gene
regulation in the Hepalclc7 cell line following exposure to the DNA
methylation inhibitor 5-aza-2'-deoxycytidine and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin. Toxicology In Vitro, 18(5), 659-664.

Jones, P.A. ve Baylin, S.B., (2002). The fundamental role of epigenetic events in
cancer. Nature Reviews Genetics, 3(6), 415-428.

Jun, Z., Jing, Z., MenglJie, L., YouJun, W., YingYing, F., Yang, Z. ve ark. (2011).
Methylation of RAR-52, RASSF1A, and CDKN2A genes induced by nickel subsulfide
and nickel-carcinogenesis in rats. Biomedical and Environmental Sciences,
24(2),163-171.

Kawahara, H., Yamagami, A. ve Nakamura, M. (1968). Biological testing of dental
materials by means of tissue culture. Journal of Dental Hygiene, 18, 443-467.

Kehe, K., Reichl, F.X., Durner, J., Walther, U., Hickel, R. ve Forth, W. (2001).
Cytotoxicity of dental compositecomponents and mercury compounds in

pulmonary cells. Biomaterials, 22, 317-322.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&amp;Cmd=Search&amp;Term=%22Petropoulos%20CJ%22%5BAuthor%5D&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&amp;Cmd=Search&amp;Term=%22Hughes%20SH%22%5BAuthor%5D&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&amp;Cmd=Search&amp;Term=%22Lijinsky%20W%22%5BAuthor%5D&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15251184?ordinalpos=9&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12042769?ordinalpos=4&amp;itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

79

Kostka, G., Olejnik, K.U. ve Wiadrowska, B. (2010). Di-butyl phthalate- induced
hypomethylation of the c-myc gene in rat liver. Toxicology and Industrial Health,
26(7) 407-416

Kundakovic, M., Gudsnuk, K., Franks, B., Madrid, J., Miller, R.L., Perera, F.P.,, &
Champagne, F.A. (2013). Sex-specific epigenetic disruption and behavioral changes
following low-dose in utero bisphenol A exposure.Proceedings of the National
Academy of Sciences, 110(24), 9956-9961.

Kundakovic, M., Champagne, F.A. (2011). Epigenetic perspective on the
developmental effects of bisphenol A. Brain, Behavior, and Immunity, 25(6), 1084-
1093.

LeBaron M.J., Rasoulpour R.J., Klapacz J., Ellis-Hutchings R.G., Hollnagel H.M.,
Gollapudi B.B. (2010) Epigenetics and chemical safety assessment. Mutat
Res.;705(2):83-95.

Lintelmann, J., Katayama, A., Kurihara, N., Shore, L., & Wenzel, A.(2003). Endocrine
disruptors in the environment (IUPAC Technical Report). Pure. Appl. Chem., 75,
631-681.

Liu, G.F., Ma, J., Guan, C.Y., Li, X. C,, Qin, Q.D., & Li, G.B. (2008). Study on
adsorption of bisphenol A from aqueous solution on modified activated
Carbons. Huan jing ke xue= Huanjing kexue/[bian ji, Zhongguo ke xue yuan huan
jing ke xue wei yuan hui* Huan jing ke xue" bian ji wei yuan hui.], 29(2), 349-355.

Miyatake, M., Miyagawa, K., Mizuo, K., Narita, M., & Suzuki, T. (2006). Dynamic
Changes in Dopaminergic Neurotransmission Induced by a Low Concentration of
Bisphenol-A in Neurones and Astrocytes. Journal of Neuroendocrinology, 18(6),
434-444,

Mizuo, K., Narita, M., Yoshida, T., Narita, M., & Suzuki, T. (2004). Functional changes
in dopamine D3 receptors by prenatal and neonatal exposure to an endocrine
disruptor bisphenol-A in mice. Addiction Biology, 9(1), 19-25.

Mjor, LLA. ve Hensten-Pettersen A. (1983). The Biological Compatibility of
Alternative Alloys. The International Dental Journey, 33, 35-40.

Moriyama, K., Tagami, T., Akamizu, T., Usui, T., Saijo, M., Kanamoto, N., Hayata, Y.,
Shimatsu, A., Kuzuya, H., & Nakao, K. (2002). Thyroid hormone action is disrupted
by bisphenol A as an antagonist. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 87(11), 5185-5190.



80

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological
Methods, 65(1), 55-63.

Narita, M., Miyagawa, K., Mizuo, K., Yoshida, T., & Suzuki, T. (2006). Prenatal and
neonatal exposure to low-dose of bisphenol-A enhance the morphine-induced
hyperlocomotion and rewarding effect. Neuroscience Letters, 402(3), 249-252.

Narita, M., Miyagawa, K., Mizuo, K., Yoshida, T., & Suzuki, T. (2007). Preclinical
Study: Changes in central dopaminergic systems and morphine reward by prenatal
and neonatal exposure to bisphenol-A in mice: evidence for the importance of
exposure period. Addiction Biology, 12(2), 167-172.

NTP-CERHR (National Toxicological Program - Center for the Evaluation of Risks to
Human Reproduction). (2008). Monograph on the potential human reproductive and
developmental effects of bisphenol A. NTP CERHR MON, 22, No. 08-5994, v, vii-iX,
1-64 passim.

Olea N., Pulgar R., Perez P., Olea-Serrano F., Rivas A., Novillo-Fertrell A., Pedraza V.,
Soto, A.M., Sonnenschein C., Estrogenicity of Resin-Based Composites and Sealants
Used in Dentistry. Environ. Health Perspect., 104(1996) 298-305.

Ozdemir, G.K. (2007). Farkli yumusak astar mataryellerinin sitotoksisitelerinin fare
fibroblastlar1 Uzerinde hticre kalturd yontemi ile in vitro olarak degerlendirilmesi.
Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii. Ankara Universitesi. Ankara

Palmke, N., Santacruz, D. ve Walter, J. (2011). Comprehensive analysis of DNA-
methylation in mammalian tissues using MeDIP-chip. Methods, 53(2):175-184.

Patisaul, H.B., & Polston, E.K. (2008). Influence of endocrine active compounds on the
developing rodent brain. Brain Research Reviews, 57(2), 352-362.

Pereira, M.A., Wang, W., Kramer, P.M. ve Tao, L. (2004). DNA hypomethylation
induced by non genotoxic carcinogens in mouse and rat colon. Cancer Letters, 212(2),
145-151.

Prins, G.S., Tang, W.Y., Belmonte, J., & Ho, S.M. (2008). Developmental exposure to
bisphenol A increases prostate cancer susceptibility in adult rats: epigenetic mode of

action is implicated. Fertility and Sterility, 89(2 Suppl), e41.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20638478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20638478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20638478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&amp;cmd=Search&amp;itool=pubmed_AbstractPlus&amp;term=%22Pereira%2BMA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&amp;cmd=Search&amp;itool=pubmed_AbstractPlus&amp;term=%22Wang%2BW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&amp;cmd=Search&amp;itool=pubmed_AbstractPlus&amp;term=%22Kramer%2BPM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&amp;cmd=Search&amp;itool=pubmed_AbstractPlus&amp;term=%22Tao%2BL%22%5BAuthor%5D

81

Prins, G.S., Tang, W.Y., Belmonte, J., & Ho, S.M. (2008). Perinatal exposure to
oestradiol and bisphenol A alters the prostate epigenome and increases susceptibility
to carcinogenesis. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 102(2), 134-138.

Prokop, Z., Hankova, L., & Jetabek, K. (2004). Bisphenol A synthesis—modeling of
industrial reactor and catalyst deactivation. Reactive and Functional Polymers, 60,
77-83.

Qin, X.Y., Fukuda, T., Yang, L., Zaha, H., Akanuma, H., Zeng, Q., Yoshinaga, J., &
Sone, H. (2012). Effects of bisphenol A exposure on the proliferation and senescence
of normal human mammary epithelial cells. Cancer Biology & Therapy, 13(5), 296-
306.

Repetto, G., del Peso, A., & Zurita, J.L. (2008). Neutral red uptake assay for the
estimation of cell viability/cytotoxicity. Nature Protocols, 3(7), 1125-1131.

Rezg R, El-Fazaa S, Gharbi N, Mornagui B. (2014). Bisphenol A and human chronic
diseases: current evidences, possible mechanisms, and future perspectives. Environ
Int;64:83-90.

Richter CA, Birnbaum LS, Farabollini F, Newbold RR, Rubin BS, Talsness CE,
Vandenbergh JG, Walser-Kuntz DR, Vom Saal FS (2007). In Vivo Effects of
Bisphenol A in Laboratory Rodent Studies, Reprod Toxicol; 24:199-224

Roche High Pure PCR Template Preparation Kit Instruction Manual Version 16.0

Roche High Pure RNA Isolation Kit Instruction Manual Version 12

Roche LightCycler 480 Probes Master Instruction Manual Version 9.0

Roche Transcriptor Firs Strand cDNA Synthesis Kit Instruction Manual Version 6.0

Schmalz, G. (1994). Use of cell cultures for toxicity testing of dental materials-
advantages and limitations. Journal of Dentistry, 22, 6-11.

Schmalz, G. (1997). Concepts in biocompatibility testing of dental restorative
materials. Clinical Oral Investigations, 1, 154-162.

Sheehan, D.M. (2000). Activity of environmentally relevant low doses of endocrine
disruptors and the bisphenol A controversy: initial results confirmed. Experimental
Biology and Medicine, 224(2), 57-60.

Sigma-Aldrich Bisfenol A Uriin Giivenlik Bilgi Formu (2014), Aldrich 239658

Singal, R. ve Ginder, G.D. (1999). DNA methylation. Blood, 93, 4059-4070.

Singh S, Shoei-Lung Li S. (2012)Epigenetic Effects of Environmental Chemicals
Bisphenol A and Phthalates. Int. J. Mol. Sci., 13, 10143-10153



82

Smith, D.C. ve Williams, D.F. (2001). Biocompatibility of dental materials. (ol II).
Florida: Boca Raton Crc.

Stanisic, V., Lonard, D.M., & O’Malley, B.W. (2010). Modulation of steroid hormone
receptor activity. Progress in Brain Research, 181, 153-176.

Staples, C.A., Dome, P.B., Klecka, G.M., Oblock, S.T., & Harris, L.R. (1998). A review
of the environmental fate, effects, and exposures of bisphenol
A. Chemosphere, 36(10), 2149-2173.

Sun, H., Zhou, X., Chen, H., Li, Q. ve Costa, M. (2009). Modulation of histone
methylation and MLH1 gene silencing by hexavalent chromium. Toxicology and
Applied Pharmacology, 15, 237(3), 258-266.

Suzuki, K., Hirai, H., Murata, H., & Nishida, T. (2003). Removal of estrogenic
activities of 17p-estradiol and ethinylestradiol by ligninolytic enzymes from white
rot fungi. Water Research, 37(8), 1972-1975.

Szyf, F.M. (2011). The implications of DNA methylation for toxicology: toward
toxicomethylomics, the toxicology of DNA methylation, Toxicological Sciences,
120(2), 235-255.

Takahashi, O., & Oishi, S. (2001). Testicular toxicity of dietary 2, 2-bis (4-
hydroxyphenyl) propane (bisphenol A) in F344 rats. Archives of Toxicology, 75(1),
42-51.

Takahashi, Y., Kondo, K., Hirose, T., Nakagawa, H., Tsuyuguchi, M., Hashimoto,
M. ve ark. (2005). Microsatellite instability and protein expression of the DNA
mismatch repair gene, hMLH1, of lung cancer in chromate-exposed workers.
Molecular Carcinogenesis, 42(3), 150-158

Tang, W.Y., Morey, L.M., Cheung, Y.Y., Birch, L., Prins, G.S., & Ho, S. M. (2011).
Neonatal Exposure to Estradiol/Bisphenol A Alters Promoter Methylation and
Expression of Nsbpl and Hpcall Genes and Transcriptional Programs of Dnmt3a/b
and Mbd2/4 in the RatProstate Gland Throughout Life. Endocrinology, 153(1), 42-55.

Tao, L., Wang, W., Li, L., Kramer, P.K. ve Pereira, M.A. (2005). DNA
hypomethylation induced by drinking water disinfection by-products in mouse and
rat kidney. Toxicological Sciences, 87, 344-352.

Tao, L., Yang, S., Xie, M., Kramer, P.M. ve Pereira, M.A. (2000). Hypomethylation

and overexpression of c-jun and c-myc protooncogenes and increased DNA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19376149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19376149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15605365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15605365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15605365

83

methyltransferase activity in dichloroacetic and trichloroacetic acid-promoted
mouse liver tumors. Cancer Letters, 158, 185-193.

Timms, B.G., Howdeshell, K.L., Barton, L., Bradley, S., Richter, C.A., & Vom Saal,
F.S. (2005). Estrogenic chemicals in plastic and oral contraceptives disrupt
development of the fetal mouse prostate and urethra. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 102(19), 7014-7019.

T.C. Resmi Gazete, 31 Ekim 2013. Sayi: 28807. Emzik, Biberon, Biberon Basligi,
Alistirma Bardagi, Alistirma Bardagi Kapagi Ve Benzeri Uriinlerin Uretimi, Ithalati,
Piyasa Gozetimi Ve Denetimi Ile Bildirim Esaslarina Dair Teblig.

T.C. Resmi Gazete, 7 Subat 2011. Sayr: 27839. Emzik, Biberon, Biberon Basligi,
Alistirma Bardagi, Alistirma Bardag1 Kapag1 ve Benzeri Uriinlerin Uretimi, Ithalati
ve Bildirim Esaslarina Dair Teblig.

Tiirk Gida Kodeksi, 17 Temmuz 2013. Say1: 28710. Tiirk Gida Kodeksi Gida ile Temas
Eden Plastik Madde Ve Malzemeler Tebligi. Teblig No: 2013/34.

Ushijima, T. ve Okochi, T.E. (2005). Aberrant methylations in cancer cells: where do
they come from?. Cancer Science, 96(4), 206-211.

Van Meerloo, J., Kaspers, G.J., & Cloos, J. (2011). Cell sensitivity assays: the MTT
assay. In Cancer Cell Culture (pp. 237-245). Humana Press.

Vanderberg LN, Hauser R, Marcus M, Olea N, Welshons WV. (2007). Human
Exposure of Bisphenol A. Reprod Toxicol. 24; 139-77

Varela-Rey, M., Woodhoo, A., Martinez-Chantar, M.L., Mato, J.M., Lu, S.C. (2011).
Alcohol, DNA Methylation, and Cancer. Alcohol Research: Current Reviews,
Volume 35, Issue Number 1

Volkel, W., Colnot, T., Csanady, G.A., Filser, J.G., & Dekant, W. (2002). Metabolism
and kinetics of bisphenol A in humans at low doses following oral
administration. Chemical Research in Toxicology, 15(10), 1281-1287.

Warita, K., Mitsuhashi, T., Ohta, K. 1., Suzuki, S., Hoshi, N., Miki, T., & Takeuchi, Y.
(2013). In vitro evaluation of gene expression changes for gonadotropin-releasing
hormone 1, brain-derived neurotrophic factor and neurotrophic tyrosine kinase,
receptor, type 2, in response to bisphenol A treatment. Congenital Anomalies, 53(1),
42-45.

Wataha, J.C. (2001). Principles of biocompatibility for dental practitioners.
Journal of Prosthetic Dentistry, 86, 203-209.



84

Weng, Y.l., Hsu, P.Y., Liyanarachchi, S., Liu, J., Deatherage, D.E., Huang, Y. W., Zuo,
T., Rodriguez, B., Lin, C.H., Cheng, A. L., & Huang, T.H.M. (2010). Epigenetic
influences of low-dose bisphenol A in primary human breast epithelial
cells. Toxicology and Applied Pharmacology, 248(2), 111-121.

Williams MD, Chakravarti N, Kies MS, Maruya S, Myers JN, Haviland JC, Weber
RS, Lotan R, EI-Naggar AK. (2006). Implications of methylation patterns of cancer
genes in salivary gland tumors. Clin Cancer Res. 12(24):7353-8.

Wolstenholme, J.T., Rissman, E.F., Connelly, J.J., The role of Bisphenol A in shaping
the brain, epigenome and behavior. Hormones and Behavior 59 (2011) 296-305.

Zaidi, S.K.,Young, D.W., Montecino, M., Lian, J.B., Stein, J.L., van Wijnen, A.J. ve
Stein G.S. (2010) Architectural epigenetics: mitotic retention of mammalian
transcriptional regulatory information. Mol Cell Biol., 30(20):4758-66.

Zama, A.M., Uzumcu, M. (2010). Epigenetic effects of endocrine-disrupting chemicals
on female reproduction: an ovarian perspective. Front Neuroendocrinol.;31(4):420-
39.

Zhang X, Ho SM (2011) Epigenetics meets endocrinology. J Mol Endocrinol 46:R11-
R32

Zhang, Q., Xu, X., Li, T., Lu, Y., Ruan, Q., Lu, Y., Ruan, Q., Lu, Y., Wang, Q., Dong,
F., Yang, Y., & Zhang, G. (2014). Exposure to bisphenol-A affects fear memory and
histone acetylation of the hippocampus in adult mice. Hormones and
Behavior, 65(2), 106-113.

Zoeller RT, Bansal R, Parris C. (2005). Bisphenol-A, an environmental contaminant
that acts as a thyroid hormone receptor antagonist in vitro, increases serum
thyroxine, and alters RC3/neurogranin expression in the developing rat brain.
Endocrinology 146 (2): 607-612.

Zoeller, R. T. (2007). Environmental chemicals impacting the thyroid: targets and
consequences. Thyroid 17(9): 811-7.

ZYMO Research 5-mC DNA ELISA Kit Instruction Manual Version 1.2.0

ZYMO Research ZymoTaqg DNA Polymerase Kit Instruction Manual Version 1.0.3

ZYMO Research EZ DNA Methylation Gold Kit Instruction Manual Version 2.1.3


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kies%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maruya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myers%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haviland%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lotan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Naggar%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17189407

86

burs saglanmistir.) 2014 EUROTOX Edinburgh Kongresi. 7- 10 Eylul 2014
Edinburgh, Iskogya.

Tuzcuoglu P, Abuyyak M. Kozmetik ve Kisisel Bakim Uriinlerinin
Giivenilirliklerinin Degerlendirilmesinde In Vitro Toksisite Testleri, 111. Kozmetik
Kongresi, Antalya (TUBITAK tarafindan kongreye katilim igin burs saglamistir.),
2013.

Polat S, Tuzcuoglu P, Aroguz AZ. Politiyofen Nanopartikillerinin Hazirlanmast ve
Optik Ozelliklerinin Incelenmesi, Balikesir Ill. Fiziksel Kimya Giinleri Kongresi,
2012.

Tuzcuoglu P, Aroguz AZ. Ikili Biyopolimer Karisimlar1 Uzerinde Pantoprazol
llagaktif Maddesinin Salim Profilinin incelenmesi, Balikesir IIl. Fiziksel Kimya
Gunleri Kongresi, 2012,

Uluslararast Katilimlari

1.

Eastern Partnership: European Youth's Perspectives, EU Youth in Action Programi,
Kdoln, Almanya, 16.03.2013-23.03.2013.

Grenzerfahrung fangt an, wo andere aufhoren!, AEGEE-Europe, Aachen,
ALMANYA, 17.08.2012 - 01.09.2012, Language Course Plus (LC+) Theme ist
Erlebe deutsche Sprache unter den besonderen Aspekten des Rheinlandes, der
Euregio und des Ruhrgebietes als Grenzregionen.

English Plus Course (IELTS), The New School of English, Cambridge, Ingiltere,
23.10.2011-17.12.2011.

Gender Equality and Diversity in European Youth Initiatives, EU Youth inAction
Programi, Schoorl, Hollanda, 20.11.2011 - 27.11.2011.

Clash of the PEIRans: HERA's Revenge, AEGEE-Europe, Atina ve Girit,
Yunanistan, 14.07.2011 - 28.07.2011, Travel Summer University.

So Far, So Close, EU Youth in Action Program:, Strumica, Makedonya, 22.02.2009
- 03.03.2009.

Action 3.1 partnership building activity project, EU Youth in Action Program:,
Bakdi, Azerbaycan, 21.11.2008 - 25.11.2008.

General English Language, St. Clare's , Oxford, Ingiltere 17.08.2008 - 31.08.2008 —
British Council Bursu.

Ozel Ilgi Alanlar1 (Hobileri)

Yiizme, paten, inline hokey, buz hokeyi, tiiplii dalis, piyano, gitar, snowboard



	T.C.
	istanbul üniversitesi
	sağlık bilimleri enstitüsü
	( yüksek lisans TEZİ )
	BİSFENOL A'NIN TOKSİSİTESİNDE EPİGENETİK MEKANİZMALARIN ROLÜ
	FARMASÖTİK TOKSİKOLOJİ ANABİLİM DALI
	FARMASÖTİK TOKSİKOLOJİ PROGRAMI
	danışman
	DOÇ. DR. SİBEL ÖZDEN
	İSTANBUL-2016
	PINAR TUZCUOĞLU
	Tez onayı
	beyan
	ithaf
	teşekkür
	içindekiler
	tablolar listesi
	şekiller listesi
	SEMBOLLER / kısaltmalar listesi
	özet
	abstract
	1. giriş ve amaç
	2. genel bilgiler
	2.1. Epigenetik
	2.2. DNA Metilasyonu
	2.2.1. DNA Metilasyonu ve Gen İfadesinin Düzenlenmesi
	2.2.2. DNA Metilasyonu ve Kanser
	2.2.3. DNA Metilasyonu ve Çevresel Faktörler

	2.3. Bisfenol A
	2.3.1. BPA’nın Kimyasal Yapısı
	2.3.2. BPA’nın Fizikokimyasal Özellikleri
	2.3.3. BPA’nın Kullanım Alanları
	2.3.4. BPA’ya Maruziyet
	2.3.5. BPA’nın Toksikokinetiği
	2.3.6. BPA’nın Toksik Etkileri
	2.3.7. BPA’nın Epigenetik Mekanizmalar Üzerine Etkisi
	2.3.8. BPA ile İlgili Yasal Düzenlemeler

	2.4. Hücre Kültürü
	2.4.1. Hücre Kültürlerinin Avantajları
	2.4.2. Hücre Kültürlerinin Dezavantajları

	2.5. Sitotoksisite Testleri
	2.5.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi)
	2.5.2. MTT Testi
	2.5.3. XTT Testi
	2.5.4. Nötral kırmızı alım (NRU) testi


	3. gereç ve yöntem
	3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Kitler
	3.2. Kullanılan Alet ve Cihazlar
	3.3. Kullanılan Sarf Malzemeler
	3.4. Hücre Kültürü Çalışmaları
	3.4.1. Ortamının ve Kullanılan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizliği
	3.4.2. Hücre Dizilerinin Temini
	3.4.3. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler
	3.4.4. Hücre Dizisinin Açılması ve Kültüre Alınması
	3.4.5. Hücre Kültürünün Devamlılığının Sağlanması (Pasajlama)
	3.4.6. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması
	3.4.7. Hücrelerin Sayılması

	3.5. Sitotoksiste Testleri
	3.5.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hücre Kültürlerinin Hazırlanması
	3.5.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Çözeltilerinin Hazırlanması
	3.5.3. Hücre Kültürünün BPA’ya Maruz Bırakılması
	3.5.4. MTT Testi
	3.5.4.1. MTT Testinin Esası
	3.5.4.2. MTT Testi Protokolü

	3.5.5. Nötral kırmızı alım (NRU) testi
	3.5.5.1. NRU Testinin Esası
	3.5.5.2. NRU Testi için Çözeltilerin Hazırlanışı
	3.5.5.3. NRU Testi Protokolü

	3.5.6. Sonuçların Değerlendirilmesi

	3.6. BPA’nın Hücre Dizilerine Maruziyeti
	3.7. DNA Metilasyonu Analizi
	3.7.1. DNA İzolasyonu
	3.7.2. DNA’nın Saflık ve Miktar Tayini
	3.7.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini
	3.7.4. Gene-özgü DNA Metilasyonunun Araştırılması
	3.7.4.1. Bisülfit DNA Modifikasyonu
	3.7.4.2. İn Vitro DNA Metilasyonu

	İn vitro Metillenmiş DNA’nın Saflaştırılması
	3.7.4.3. Primer Çiftleri
	3.7.4.4. Metilasyona-özgü PCR (MSP)
	3.7.4.5. PCR Uygulaması
	3.7.4.6. Agaroz Jel Elektroforezi


	3.8. Gen Ekspresyonların Tayini
	3.8.1. Total RNA İzolasyonu
	3.8.2. RNA’nın Saflık ve Miktar Tayini
	3.8.3. cDNA Sentezi
	3.8.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Tayini

	3.9. İstatistiksel Değerlendirme

	4. bulgular
	4.1. BPA’nın NRK-52E Hücrelerinde Sitotoksisite Üzerine Etkileri
	4.2. NRK-52E Hücrelerinden İzole Edilen DNA’ların Miktarları ve Saflıkları
	4.3. Global DNA Metilasyonu Sonuçları
	4.4. Gene-özgü Metilasyon PCR (MSP) Tayini Sonuçları
	4.5. NRK-52E Hücrelerinden İzole Edilen RNA’ların Miktarları
	4.6. Gen ekspresyonu

	5. tartışma
	kaynaklar
	özgeçmiş



