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ÖZET 

Tuzcuoğlu, P. (2016). Bisfenol A'nın Toksisitesinde Epigenetik Mekanizmaların Rolü. 
İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Farmasötik Toksikoloji Anabilim Dalı. 
Yüksek Lisans Tezi. İstanbul. 

 

Sentetik monomer olarak endüstride polikarbonat plastik ve epoksi reçinesinin 
üretiminde kullanılan bisfenol A (BPA), endokrin bozucu özelliğinden dolayı özellikle 
insan sağlığında yüksek risk oluşturmaktadır. Normal koşullarda BPA'nın plastik 
taşıyıcılardan gıda, içecek ve çevreye salınımı söz konusu olmakta ve bu durum da 
insanların bu kimyasala maruziyetine yol açmaktadır. Son zamanlarda endokrin etkiler 
gösteren çevresel kimyasalların gen ifadesindeki değişiklikler üzerindeki rolünün 
epigenetik mekanizmalar ile ilişkili olabileceği alternatif bir yol olarak ortaya 
çıkmaktadır. Bu nedenle, epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonunun endokrin 
bozucu kimyasalların toksisitelerinde önemli bir rol oynayabileceği düşünülmektedir. 
Tez çalışmasının amacı; sıçan böbrek hücrelerinde (NRK-52E) BPA'nın doza bağlı 
olarak gelişen toksisitesinde global DNA hipometilasyonu ve bazı genlerin CpG adası 
promotor hipermetilasyonu ve ekspresyonlarının rolünün araştırılmasıdır. BPA’nın 
NRK-52E hücreleri üzerine sitotoksik etkisi MTT ve NRU testleriyle araştırılmış olup, 
24 saatlik maruziyette IC50 değeri sırasıyla 105 µM ve 88 µM olarak bulunmuştur. 
DNA metilasyonu analizinde NRK-52E hücreleri doza bağlı toksisiteyi incelemek için 1 
nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM ve 10 µM konsantrasyonlarda 24 saat ve süreye bağımlı 
toksisiteyi incelemek için ise 100 nM konsantrasyonda 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gün süre 
ile BPA’ya maruz bırakıldı. Global 5-metilsitozin (5-mC) düzeyi Eliza kitler 
kullanılarak ölçüldü ve 100 nM konsantrasyonunda 24, 48, 72 ve 96 saat BPA ile 
maruziyetlerinde azalma gözlendi. BPA ile maruz bırakılmış NRK-52E hücrelerinde 
bisülfit dönüşümünü takiben metilasyona özgü polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda 
Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotör bölgelerinde metilasyonda ve ekspresyonlarında 
değişiklikler gözlendi. Sonuç olarak, BPA toksisitesinde bir epigenetik mekanizma 
olarak global ve gene-özgü DNA metilasyonunun rolü olabileceği ortaya çıkmaktadır.  

 

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

Tuzcuoğlu, 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). IC50 
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 µM and 10 
µM 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Bisfenol A (BPA; [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan]), iki fenol ve polikarbonat 

moleküllerinin birleşmesiyle elde edilen bir tür organik bileşiktir. Polikarbonat plastik 

ve epoksi reçinesi üretiminde hammadde olarak kullanılan bisfenol A (BPA) yüksek 

miktarlarda üretilen bir kimyasal maddedir.  

İnsanların BPA hakkındaki endişesi BPA’ya maruziyetin yaygın olmasından 

kaynaklanır. BPA’nın endokrin bozucu özelliğinden dolayı insan sağlığındaki riski 

büyük önem arz eder (Wolstenholme ve ark., 2011).  BPA’nın, çeşitli dokularda enzim 

aktivitesini ve metabolizmayı etkilediği, hedef dokularda hormon reseptörlerinin 

sayısında ve hormon reseptör geni aktivitesinde değişikliğe yol açtığı ve endokrin 

sistemi bozduğu bir çok çalışmada ortaya çıkmıştır. Çalışmalar özellikle östrojenik ve 

antiandrojenik etkileri üzerine yoğunlaşmıştır (EFSA, 2008). Yapılan çalışmalarda 

düşük doz BPA’nın, gelişmekte olan fare ve sıçan beyninin yapısını, gelişimini ve 

davranışlarını etkilediği görülmüştür (Richter ve ark., 2007). BPA'nın dişi farelerdeki 

epigenetik etkilerinin kuşaklararası sürdüğü görülmüştür (Singh ve ark., 2012). 

BPA bir polikarbonattır ve işlenmesi, kalıplanması ve ısıl olarak şekillenmesi 

oldukça kolay olduğundan kullanımı çok yaygındır. BPA, gözlük lenslerinde, medikal 

malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve içecek kutularının iç kaplamalarında, cep 

telefonlarında, bilgisayarlarda, termal faks kağıtlarında, güvenlik kasklarında, kurşun 

geçirmez malzemelerde, PVC pencerelerde, otomobil parçalarında, koruyucu giysilerde, 

toz boyalarda, polikarbonat şişeler ve kaplarda (süt ve su şişeleri, bebek biberonları), 

elektrik malzemeleri ve elektronik parçaların kaplamalarında, diş dolgu malzemelerinde 

ve yapışkanlar gibi birçok ürünün bileşiminde bulunmaktadır (Olea ve ark., 1996; 

Meyer, 1997). BPA’nın materyallerden çok küçük miktarlarda yiyecek ve içeceklere 

geçebildiği görülmüştür. Normal koşullarda dahi BPA'nın plastik taşıyıcılardan 

salınımının söz konusu olduğu belirtilmektedir. Ayrıca, yazar kasa fişlerinde kullanılan 

termal kağıtlar aracılığıyla deri yolu ile de yaygın bir maruziyet söz konusudur (Singh 

ve Li, 2012). Özellikle yeni doğan yoğun bakım ünitelerinde bebekler yüksek miktarda 

BPA’ya maruz kalmaktadır. Östrojenik özellikte olan BPA’nın anne sütü ile bebeğe 

aktarılırken gebelikte de transplesental yol ile fetüse ulaştığı bilinmektedir (Zama ve 

Üzümcü, 2010; LeBaron ve ark., 2010). Canlı organizma üzerinde yaptığı toksik etkileri 
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ve endokrin sistemi bozduğundan dolayı BPA’nın kullanımına şüpheyle 

yaklaşılmaktadır (EFSA 2006).    

Son yıllarda BPA’nın diyabet, obezite, üreme bozuklukları, kardiyovasküler 

bozukluklar, doğum anomalileri, kronik solunum ve böbrek bozuklukları ve meme 

kanseri gibi birçok kronik hastalığın etiyolojisinde rolünün olabileceği üzerinde 

durulmaktadır. BPA’nın toksisitesinin değerlendirilmesinde  birçok çalışma yapılmakta 

olup, çeşitli sistemler üzerinde toksik etkilerinin değerlendirilmesinde epigenetik 

mekanizmaların da rolünün olabileceği yapılan araştırmalarda önemle vurgulanmaktadır 

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

Tez çalışmasında, insanların çeşitli yollar ile maruz kaldığı BPA’nın 

toksisitesinde DNA metilasyonunun rolü araştırılmıştır. Kimyasalların sebep olduğu 

epigenetik değişikliklerin incelenmesinde in vitro test sistemlerinin kullanılması risk 

değerlendirmeside tehlikenin tanımlanması aşamasında farklı sistemlerin kullanılması 

bakımından önemlidir. Tez çalışmasında elde edilecek sonuçların, risk değerlendirme 

sürecinde endokrin bozucu kimyasalların toksisitesinde ortaya çıkan anahtar moleküler 

mekanizmaların daha iyi anlaşılmasına katkı sağlaması beklenmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Epigenetik 
Epigenetik terimi 1940’larda Conrad Waddington tarafından ilk olarak 

kullanılmıştır. Epigenetik “DNA dizisindeki değişimlerle açıklanamayan, mitoz ve/veya 

mayoz bölünme ile kalıtılabilinen, gen fonksiyonundaki değişiklikler” olarak 

tanımlanmaktadır.  

Epigenetik değişiklikler genetik modifikasyonlardan farklı olarak; geri 

dönüşebilme potansiyellerine sahip olma, genomda yakınındaki bir diğer gen grubunu 

etkileyebilme ve çevre ile modifiye edebilme gibi ortak özelliklere sahiptirler (Feinberg, 

2004). Epigenetik olaylar, özellikle canlıların embriyodan yetişkin bireye doğru 

ilerleyen gelişim sürecinde gözlenen, hücre farklılaşmaları sırasında ortaya çıkan gen 

ifadesindeki değişikliklerde önemli rol oynamaktadır. Gen ifadesindeki bu değişiklikler, 

DNA’nın seçici olarak, farklı epigenetik durumlarda bulunan farklı kromatin yapılarına 

paketlenmesiyle ortaya çıkmaktadır (Syzf, 2011).  

Epigenetik değişiklikler; DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, 

mikroRNA’ların (miRNA) regülasyonu olmak üzere başlıca üç mekanizma ile 

açıklanmaktadır (Şekil 2-1) (Zaidi ve ark., 2010). Bu mekanizmaların herhangi 

birindeki hata, genlerin ifadesinin aşırı artmasına veya baskılanmasına sebep olarak 

epigenetik hasarlara neden olmaktadır. 

Histon modifikasyonları, histon proteinlerinin kovalent post translasyonel 

değişimleri olarak tanımlanır. Histonların N-terminal uçlarında meydana gelen bu 

modifikasyonlar; asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikutinasyon şeklindedir. 

Histon modifikasyonları kromatin yapısını değiştirerek gen ifadesinin kontrolünde rol 

oynamaktadır. Histonlardaki modifikasyonların ve DNA metilasyonunun birlikte 

çalışarak gen ifadesinin durumunu etkilediği ve bu şekilde hücrenin yazgısının 

belirlenmesinde önemli rol oynadığı kabul edilmektedir. Kodlanmayan RNA’lar 

epigenetik mekanizmalar arasında son yıllarda ortaya çıkmakta olup, miRNA’lar olarak 

da bilinmektedir. miRNA'lar küçük, kodlamayan RNA molekülleridir. Bazı miRNA'lar 

epigenetik mekanizmalar ile kontrol edilirken, bazıları da doğrudan veya dolaylı olarak 

epigenetik mekanizmalarda rol oynayan faktörleri hedef alırlar. DNA metilasyonu, CpG 
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(sitozin fosfat guanin) dinükleotidleri içinde bulunan sitozinlerin metilasyonu olup, 

epigenetik mekanizmalar arasında en yaygın olanıdır. 

 

Şekil 2-1: Başlıca epigenetik mekanizmalar (Zaidi ve ark., 2010). 

 

2.2. DNA Metilasyonu 
DNA metilasyonu genomun doğal bir modifikasyon mekanizması olup CpG 

dinükleotitlerinde gerçekleşir (Herman ve Baylin, 2003). DNA metilasyonu gen 

ifadesinin, kromozomal bütünlüğün ve rekombinasyonel olayların kontrolünde rol 

oynamaktadır. DNA metilasyon paternleri embriyojenezin erken evrelerinde sıfırlanır 

ve gelişimin erken dönemlerinde yeniden kurulur. Bundan sonra, nispeten sabit kaldığı 

düşünülmektedir. 

Sitozin ve guaninin genomik bölgelerde tekrarlanan şekillerde bulunduğu 

bölgeler CpG adaları olarak adlandırılır. CpG adacıkları 1-2 kb uzunluğunda kısa DNA 

bölgeleridir ve genomun yaklaşık olarak %2’sini oluşturmaktadır. CpG adaları genlerin 

promotör bölgelerinde ve ilk ekzonlarında bulunur ve bu bölgeler %60-70 oranında 

guanin ve sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir. CpG adaları genellikle tüm normal 

dokularda metile değil iken; impirinting genler ve inaktif X kromozom genlerinde ise 

metile halde bulunur. Metillenmemiş durumunda bulunan CpG adalarındaki yeniden 
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metillenmeler yaşlanma süreci ve kanser gibi bazı hastalıkların ortaya çıkmasında 

önemli rol oynamaktadır. Bununla birlikte, genom boyunca bulunan CpG 

dinükleotidlerinin ise %70-80’i metile haldedir, çoğunlukla tekrarlayan genomik 

bölgelerde bulunur ve kromatinin yeniden düzenlenmesine aracılık etmektedir (Herman 

ve Baylin, 2003).  

DNA metilasyonununda DNA metiltransferaz (DNMT) ve s-adenozil metiyonin 

(SAM) önemli rol oynamaktadır. Şimdiye kadar memelilerde 5 tip DNMT enzimi 

saptanmış olup; bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve onun izoformu olan 

DNMT3L’dir (Robertson, 2002). DNMT’ler, SAM (S-Adenozil Metiyonin) tarafından 

sağlanan metil grubunu sitozinin 5. konumundaki karbona aktaran enzimlerdir. Genin 

promotör bölgesinde CpG adalarındaki DNA dizisinde guaninin önünde yerleşmiş 

sitozinlerin 5. konumundaki, karbonuna metil grubunun bağlanması DNA 

metiltransferaz enzimi aracılığı ile gerçekleşir (Şekil 2-2).  

 

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

 

Memeli genomunda sitozinlerin yaklaşık %2-5'i metillenmiş ve guanin ile baz 

çifti oluşturmuş durumdadır (Bombail ve ark., 2004). İlgili genin promotör bölgesinin 

metillenmesiyle gen ifadesinde değişimler meydana gelir. Bununla birlikte, DNA 

metilasyonu embriyonik gelişme, X kromozom inaktivasyonu, ve genomik impirinting 

gibi birçok normal hücresel olay ile ilişkili halindedir. Kanser olaylarında, gene özgü 

hipermetilasyon ve global hipometilasyon olmak üzere DNA metilasyonu 

değişimlerinin 2 tipi gözlenmektedir. Başta tümör baskılayıcı genler olmak üzere 

genomda hayati fonksiyona sahip olan pek çok genin (DNA onarım genleri, hücre siklus 

regülatörleri, apoptozis ve detoksifikasyonla ilişkili genler gibi) gene özgü 

hipermetilasyon ile sessizleştirilerek fonksiyonları bozulur. Global DNA 

hipometilasyonunda ise hipermetilasyonun aksine tüm genomdaki metil gruplarının 
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sayısı azalır, buna bağlı olarak hipometilasyon genomun stabilizasyonu bozar ve 

protoonkogenlerin güçlü bir şekilde anlatımına sebep olarak istenmeyen durumlara yol 

açar. Böylece gene özgü hipermetilasyon ve global DNA hipometilasyonu karsinojenez 

oluşumuna zemin hazırlar (Jones ve Baylin, 2002).  

2.2.1. DNA Metilasyonu ve Gen İfadesinin Düzenlenmesi 
Genlerin promotor bölgelerindeki CpG adacıklarında görülen DNA metilasyonu, 

kromatin yapısının organizasyonunda ve gen ifadesinin kontrolünde önemli rol 

oynamaktadır. Aktif kromatinin (açık yapı) yani transkripsiyon faktörlerinin ve diğer 

koaktivatörlerin promotore bağlanabildiği kromatin yapısı metillenmemiş CpG 

dinükleotidleri içerir. Buna karşın, inaktif kromatin (kapalı yapı) yani transkripsiyon 

faktörlerinin promotore bağlanamadığı kromatin yapısı metillenmiş CpG dinükleotidleri 

içerir (Şekil 2-3) (Esteller, 2007). Bir genin metillenme derecesi ile ifade edilme 

derecesi arasında ters bir ilişiki vardır. Yani, düşük derecedeki metilasyon yüksek 

oranda gen ifadesi ile ve yüksek derecedeki metilasyon ise düşük oranda gen ifadesi ile 

bağlantılıdır. Hücre farklılaşmasıyla beraber farklı dokularda farklı genlerin ifade 

edilmesinin temelinde bu düzenlenme yatmaktadır. Ayrıca metilasyon dokuya özgüdür 

ve bir kere gerçekleşince o dokunun bütün hücrelerine aktarılır. Şekil 2-4’te Normal ve 

kanserli hücrelerde DNA metilasyon modelleri gösterilmiştir (Varela-Rey ve ark., 

2011).  

DNA metilasyonu ile transkripsiyonel baskılanmada çeşitli mekanizmaların rol 

oynadığı öne sürülmüştür. Bunlardan ilki, promotor bölgelerinde tanınma alanlarında 

spesifik transkripsiyon faktörlerinin direkt bağlanmasının önlenmesini içerir. Bazı 

transkripsiyon faktörleri (Ap-2, c-Myc/Myn, E2F) CpG kalıntılarını içeren dizileri tanır 

ve bunların herbirine bağlanmanın metilasyon ile inhibe edildiği gösterilmiştir (Das ve 

Singal, 2004). Pek çok transkripsiyon faktörünün metilasyon tanıma bölgelerinin 

bulunduğu ve metilasyona duyarlı oldukları tespit edilmiştir. Ancak, daha sonra 

metilasyon tanıma bölgeleri bulunmayan ve metilasyona duyarsız transkripsiyon 

faktörleri de keşfedilmiştir. Diğer bir mekanizma ise; spesifik transkripsiyonel 

baskılayıcıların metillenmiş DNA’ya direkt olarak bağlanmasını içerir. Yani, promotore 

bağlanacak transkripsiyon faktörlerinin tanıyacağı bölgeler, metilsitozine bağlanan 

proteinler (‘metil bağlayıcı protein’, MBD) tarafından maskelenir. Bu proteinlerin en iyi 

tanınmış örnekleri MeCP2, MBD2 ve MBD3’tür. Bu proteinler histon deasetilazlar       
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Şekil 2-3: Tümör oluşumunda DNA metilasyonu değişimleri (Esteller, 2007). 

 

 

Şekil 2-4: Normal ve kanserli hücrelerde DNA metilasyon modelleri (Varela-Rey ve ark., 
2011). 
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(HDAC1 ve HDAC2) ile ve kromatin yeniden modellenme aktiviteleri ile birlikte 

çalışırlar. Tüm bu kompleksler kompakt bir kromatin yapısı meydana getirerek, 

transkripsiyonu  baskılarlar.  Böylece,  DNA  metilasyonu,  histon  modifikasyonları  ve 

kromatin yapısını da etkiler ve bu da gen ifadesinin değişmesiyle ortaya çıkar (Das ve 

Singal, 2004).  

2.2.2. DNA Metilasyonu ve Kanser 

DNA metilasyonu; üç farklı mekanizma ile incelenebilir: 5-metilsitozinin 

deaminasyonu sonucu mutasyon oluşması; genomun global hipometilasyonu ve tümör 

baskılayıcı genlerinin promotor bölgelerinde CpG adalarında hipermetilasyon ile 

baskılanmasıdır (Gonzalgo ve Jones, 1997). Bununla birlikte, DNA metilasyonu 

embriyonik gelişme, X kromozom inaktivasyonu, ve genomik impirinting gibi birçok 

normal hücresel olay ile de ilişki halindedir. CpG dinükleotidlerindeki DNA kaybı 

kanser hücrelerinde tanımlanmış ilk epigenetik anormalliğidir. Normal ve kanserli 

hücrelerin DNA metilasyonu ile ilişkisi Şekil 2-5‘de gösterilmiştir (Esteller ve Herman, 

2002). 

Hipometilasyon 

Normal DNA metilasyonu düzeylerindeki azalışa hipometilasyon denir. DNA 

hipometilasyonu kanser ile ilişkilendirilir ve tümör araştırmalarının odak noktası 

olmuştur. Genom boyunca çoğunlukla tekrarlayan genomik bölgelerde bulunan CpG 

dinükleotidlerinin %70-80’i metile haldedir. Kanserin erken aşamasında sitozin 

metilasyonunda global bir azalma gösterilmiştir. Hipometilasyon kromozomal 

instabiliteye, retrotranspozon1 aktivasyonu ve bazı protoonkogenlerin ekspresyonunda 

artışa sebep olmaktadır (Das ve Singal, 2004). DNA hipometilasyonunun potansiyel 

nedenleri ve sonuçları Şekil 2-6’da gösterilmiştir. DNA hipometilasyonu genleri aktive 

edebilecek özelliğe sahiptir. Kanserli hücre ve normal hücre arasındaki farkı araştıran 

Feinberg ve Vogelstein (1982) DNA metilasyonunun doku spesifik gen sessizleşmesi 

ile ilişkisinin olduğunu göstermiştir. DNA’yı analiz etmek için metilasyona özgü 

restriksiyon enzimleri ile Southern blot tekniğini kullanarak CpG dinükleotidlerin 

1 Hareket edebilen genetik elemanlar 
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normal hücrelerde önemli oranının metillenmiş ve kanserli hücrelerde ise 

metillenmemiş olarak bulunduğu gösterilmiştir (Feinberg ve Tycko, 2004). 

 

 

Şekil 2-5: Normal ve kanserli hücrelerin DNA metilasyonu ile ilişkisi (Esteller ve Herman, 
2002). 

 

DNA metilasyonu DNA’nın sıkı bir şekilde paketlenmesinde rol oynamaktadır. 

Bu sıkı paketlenmeden dolayı örneğin, transpozonların genom içerisinde hareket 

etmeleri engellenmiş olmaktadır. Ancak, metilasyon kaybı ile DNA sıkı bir şekilde 

paketlenemeyeceğinden transpozonlar genomda rahatlıkla hareket ederek kromozomal 

instabiliteye neden olmaktadır. Ayrıca, DNA onarım genlerindeki anomaliler de 

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

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

olup, hücre çoğalmasını kontrol eder. c-myc Geninde meydana gelen hipometilasyon ile 
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genin ekspresyonu artar ve bu da karaciğer ve böbrek kanserlerinde hücre çoğalması ile 

ilişkilidir (Du ve ark., 2009; Tao ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005). 

 
 

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

 

Hipermetilasyon 

Normal DNA metilasyonu seviyelerindeki artışa hipermetilasyon denir. 

Promotor bölgelerde CpG adası hipermetilasyonu, normalde metillenmemiş olarak 

bulunan başta tümör baskılayıcı genler olmak üzere genomda hayati fonksiyonu olan 

pek çok genin (DNA tamir genleri, hücre siklus regülatörleri, apoptozis ve 

detoksifikasyonla ilişkili genler gibi) hipermetilasyon ile sessizleştirilerek 

fonksiyonlarının kaybına sebep olur. Kanserde hipermetilasyonda rol oynayan genler; 

hücre siklusunun regülasyonu (p16, p15, Rb, p14), DNA tamir sistemi (BRCA1, 

MGMT(O(6)-metilguanin-DNA metiltransferaz), apoptozis (ölümle ilişkili protein 

kinaz-DAPK), transmembran segmenti-TMS1), ilaç direnci, detoksifikasyon, anjiogenez 

ve metastaz gibi olaylardan sorumludur. Bununla birlikte; Rasff1a ve p16 gibi belirli 

genler bir çok çeşit kanserde sıklıkla metile halde iken, diğer genler ise sadece spesifik 

bazı kanserlerde metiledir. 
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CpG dalarının metilasyonunun tümör gelişiminin özellikle erken dönemlerinde 

önemli olduğu, kanser için bir nevi zemin hazırladığı, kanserin prognoz, ve yayılım 

hızına etki ettiği düşünülmektedir. Bu durum bir tümör göstergesi olarak metilasyonun 

önemini vurgulamaktadır.  

2.2.3. DNA Metilasyonu ve Çevresel Faktörler  
Beslenme, sigara, fiziksel aktivite gibi yaşamsal faktörler kanser sebeplerinin 

ana temellerini oluşturur. Bazı veriler fiziksel aktivite ve enerji dengesi ile DNA 

metilasyonunun bağlantısını desteklemektedir. DNA metilasyonu çevresel karsinojenler 

ve bulaşıcı ajanlar tarafından da modifiye edilebilir (Lim ve Song, 2012).  

Bazı çalışmalarda non-genotoksik karsinojenlere maruziyet ile DNA 

metilasyonundaki değişiklikler arasında yakın bir ilişki gözlenmiş ve farklı 

karsinojenler tarafından deneysel olarak tümör gelişmesinin erken safhalarında DNA 

hipometilasyonunun indüklendiği gösterilmiştir. Örneğin, Pereira ve arkadaşları non- 

genotoksik karsinojenlerin (safra asitleri, rutin, bromdiklorometan, 5-aza-2- 

deoksisitidin) fare ve sıçan bağırsak kolonunda hipometilasyona sebep olduğunu 

saptamışlardır (Pereira ve ark., 2004). Benzer olarak, tekrarlanan dozlarda dikloroasetik 

asit ve trikloroasetik asidin fare karaciğerinde DNA hipometilasyonuna sebep olduğu 

gösterilmiştir (Ge ve ark., 2001).  

Farelere oral yol ile verilen trihalometanların (kloroform, bromodiklorometan, 

klorodibromometan, bromoform) karaciğer DNA’sında 5-metilsitozin düzeylerinde 

azalmaya ve c-myc geninin promotor bölgelerinde de hipometilasyona sebep olduğu 

gösterilmiştir (Coffin ve ark., 2000). Tao ve arkadaşlarının yaptıkları diğer bir 

çalışmada da kloroform, bromodiklorometan, dikloroasetik asit, trikloroasetik asitin de 

sıçan ve fare böbreklerinde global DNA hipometilasyonuna ve c-myc geninde de 

hipometilasyona sebep oldukları gösterilmiş olup, DNA hipometilasyonunun bu 

maddelerin böbrek üzerindeki karsinojenik mekanizmalarda rol aldığı ve karaciğer ve 

kolon kanserlerinin de bu mekanizma ile ilişkili olduğunu göstermişlerdir (Tao ve ark., 

2005). 

Metapirilen uygulanmış sıçanlarda yapılan araştırmalarda karaciğer DNA’sında 

5-metilsitozin düzeyi yüksek bulunmuş olup, yapılan gen anlatımı tayinininde de bir 

değişiklik  olmadığı  bildirilmiştir  (Hernandez  ve  ark.,  1991).  Hepa  1c1c7  hücreleri 

üzerinde yapılan başka bir araştırmada TCDD’nin çeşitli genler üzerindeki etkisinde 
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hücresel DNA metilasyonunun etkili olduğu gösterilmiştir (Jin ve ark., 2004). Krom 

indüklü akciğer kanserinde p16 (Kondo ve ark., 2005) ve MLH1 (Takahashi ve ark., 

2005) genlerinde hipermetilasyon olduğu; daha yeni bir çalışmada ise A549 

hücrelerinde histon metilasyonu ile birlikte MLH1 geninin ifadesinde azalma olduğu 

(Sun ve ark., 2009) gösterilmiş olup, kromozomun karsinojenik etkisinde epigenetik 

mekanizmaların rolü olabileceği öne sürülmektedir. 

Zhang ve ark. (2011), ilaç indüklü epigenetik değişikliklere dikkat çekmiştir. 

Non-genotoksik sıçan karaciğer karsinojeni olarak kabul edilen izoniyazid ile yapılan 

bir çalışmada; 42 gün süre ile 10 mg/kg izoniyazid maruziyetinin sıçan karaciğerinde 

global DNA metilasyonunda azalmaya ve LINE-1 gibi tekrarlanan dizilerde ise 

hipometilasyona sebep olduğu gösterilmiş ve bu durumun da genomik stabiliteyi 

bozabileceği ileri sürülmüştür (Zhang ve ark., 2011). 

2.3. Bisfenol A  
1950'lerden itibaren endüstride polikarbonat plastik ve epoksi reçinesinin 

üretiminde sentetik monomer olarak kullanılan BPA, endokrin bozucu özelliğinden 

dolayı özellikle insan sağlığı açısından yüksek risk oluşturmaktadır (Wolstenholme ve 

ark., 2011). BPA’nın yüksek üretim hacmi, plastiklerin yaygın kullanımı ve sağlık 

açısından yan etkileri nedeniyle bilimsel çevreler, düzenleyici otoriteler ve halkın 

dikkatini çekmektedir (Halden, 2010).  

2.3.1. BPA’nın Kimyasal Yapısı 
BPA [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan] iki molekül fenolün bir molekül aseton ile 

düşük pH’da ve basınçta ve yüksek sıcaklıkta kondensasyonu ile elde edilen  bir 

bileşiktir. 1891 yılında Kimyager A. P. Dianin tarafından ilk defa sentezi 

gerçekleştirilen (Lintelmann ve ark., 2003) BPA %99-99,8 oranındaki saflıkta 

olmaktadır (Prokop ve ark., 2004). Sanayide birçok amaçla üretilen ürünlerde ham 

madde olarak kullanılan bir maddedir.  

BPA, doymamış iki fenol halka içermesi bakımından güçlü sentetik östrojen 

olarak bilinen dietilstilbestrol (DES)’e benzer kimyasal yapıya sahiptir. Ancak endojen 

östrojen hormonu olan 17 β-östradiol ile kimyasal yapıları karşılaştırıldığında aralarında 

hiçbir benzerlik olmadığı görülmektedir (Gaido ve ark., 1997). Şekil 2-7’de BPA, DES 

ve 17 β-östradiol’ün kimyasal yapısı gösterilmiştir.  
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Şekil 2-7: BPA, DES ve 17 β-östradiol’ün kimyasal yapısı. 

 

2.3.2. BPA’nın Fizikokimyasal Özellikleri 
BPA’nın fizikokimyasal özellikleri Tablo 2-1’de verilmiştir. 
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Tablo 2-1: BPA’nın genel özellikleri (Sigma-Aldrich Ürün Güvenlik Bilgi Formu, 2014). 

Genel Adı Bisfenol A 

IUPAC adlandırması 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan 

CAS numarası 80-05-7 

Endeks numarası 604-030-00-0 

Görünüş Fiziksel hal: kristal; Renk: bej 

Koku Kokusuz 

Kimyasal formülü C15H16O2 

Yapısal formülü (CH3)2-C(C6H4-OH)2 

Moleküler ağırlığı 228,9 g/mol  

Erime sıcaklığı 158-159°C-lit 

Donma sıcaklığı -156,5°C 

Kaynama sıcaklığı 220°C (0,5 kPa) 

Su içerisindeki çözünürlüğü 25°C’de  0,298 g/L  

Uçuculuğu 193°C (1 atm basınçta) 

Log Kow 3,32 

Log Pow (21,5°C) 3,32 

Sudaki çözünürlüğü (25°C) 120 mg/L 

Bağıl yoğunluk (su=1) 1,2 g/L 

 

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

ürün miktarının ve sayısının minimuma indirilmesi için endüstriyel üretimde asitle 

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

saflıkta ve epoksi reçine imalatında kullanılan BPA ve yüksek saflıkta ve polikarbonat 

imalatında kullanılan BPA olmak üzere iki farklı kalitede ürün oluşmaktadır (Yıldız, 

2009).  

2.3.3. BPA’nın Kullanım Alanları  
BPA, 1930’lu yıllarda Dodds ve Lawson tarafından sentetik östrojen olarak 

sentezlenmiş, ancak östrojenik etkinliğinin az olması nedeniyle kullanıma girmemiştir 

(Frederick ve ark, 2004 ve Dodds ve ark. 1936). 1950’li yıllarda polikarbonatların 

üretiminde kullanılmaya başlanmıştır. BPA dünya genelinde en fazla üretilen kimyasal 

maddelerden biridir. Yıllık üretimi  2-3 milyon tonu aşmaktadır.  
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BPA, gözlük lenslerinde, medikal malzemelerde, CD ve DVD’lerde, yiyecek ve 

içecek kutularının iç kaplamalarında, cep telefonlarında, bilgisayarlarda, termal faks 

kağıtlarında, güvenlik kasklarında, kurşun geçirmez malzemelerde, PVC pencerelerde, 

otomobil parçalarında, koruyucu giysilerde, toz boyalarda, polikarbonat şişeler ve 

kaplarda (süt ve su şişeleri, bebek biberonları), elektrik malzemeleri ve elektronik 

parçaların kaplamalarında, diş dolgu malzemelerinde ve yapışkanlar gibi pek çok alanda 

yaygın olarak kullanıldığı bildirilmiştir (Olea ve ark., 1996).  

2.3.4. BPA’ya Maruziyet 
Gıda ve içeceklerin insan maruziyetinin temel nedeni olduğu düşünülmektedir. 

Normal koşullarda dahi BPA'nın plastik taşıyıcılardan salınımının söz konusu olduğu 

belirtilmektedir. Özellikle yeni doğan yoğun bakım ünitelerinde bebekler yüksek 

miktarda BPA’ya maruz kalmaktadır. Ayrıca, yazar kasa fişlerinde kullanılan termal 

kağıtlar aracılığıyla deri yolu ile de yaygın bir maruziyet söz konusudur (Singh ve Li, 

2012).  

BPA polikarbonat içecek şişelerinde yapısal bir bileşendir. Aynı zamanda bu 

bileşen yiyecekleri koruyabilmek için metal kutuları kaplamada kullanılmaktadır. BPA 

1960’lardan beri yiyecek paketlemede kullanılmaktadır. Çoğu zaman yiyecekler bazı 

ambalaj materyalleri ile indirekt temasta olduğundan, ambalajlama materyallerinden 

küçük fakat ölçülebilir miktarda yiyeceklere geçip bozulmalarına sebep olabilmektedir.  

Avrupa Gıda Güvenliği Uzmanlar Kurulu’nun (European Food Safety 

Authority, EFSA) BPA maruziyeti ve toksisitesini değerlendirmesi sonucunda; BPA’nın 

mevcut maruziyet seviyelerinin herhangi bir yaş grubunda risk oluşturmadığı 

bildirilmiştir. EFSA araştırmalarının sonucunda BPA’nın geçici tolore edilebilir günlük 

alım seviyesinin (‘temporary tolerable daily intake’, t-TDI) 50 µg/kg vücut 

ağırlığı’ından  4 µg/kg vücut ağırlığı’na indirildiğini vurgulamıştır (EFSA, 2015).  

BPA’nın insan serumu, idrarı, amniyotik sıvısı, foliküler sıvısı, plesental 

dokuları, göbek kordonu kanında ölçülebilir olduğu gösterilmiştir (Vandenberg ve ark., 

2007).  

BPA’nın çok geniş kullanım alanının olması günlük hayatta kişilerin BPA ile 

temas etme risklerini arttırmaktadır (Staples ve ark. 1998; Sheedan, 2000). 
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2.3.5. BPA’nın Toksikokinetiği 
BPA insan vücuduna en çok oral yolla alınır (Völkel ve ark. 2002). BPA oral 

yolla alındıktan sonra sindirim sisteminden hızlıca emilir. Oral ve intravenöz 

uygulamalardan sonra total BPA plazma konsantrasyon-zaman grafiklerinde eğrinin 

altındaki alan incelendiğinde, sindirim yolundan yüksek miktarda (sıçan ve 

maymunlarda %85-86’ya kadar çıkabilen) emilimin gerçekleştiği gösterilmiştir. Benzer 

olarak insanlarla yapılan çalışmalarda da düşük dozda oral yolla alınan BPA’nın 

tamamen emildiğini gösterilmektedir (EU-RAR, 2003, 2008). BPA yağda çözünebilen 

bir maddedir (Fernandez ve ark. 2007). Bu yüzden vücutta yağ tabakasında ve yağdan 

zengin dokular üzerinde biriktiği düşünülmektedir. 

Oral emilimi takiben BPA polimorfik bir enzim olan UDP-glukuroniltransferaz 

tarafından bağırsak duvarında ve karaciğerde (ilk geçiş etkisi) hızlıca suda çözünür 

metaboliti olan BPA-glukronid’e dönüşür ve 6 saatten kısa süre içerisinde renal yolla 

atılmaktadır (Völkel ve ark. 2002). Oral maruziyetten sonra ilk geçiş etkisinden dolayı 

insanlarda kandaki konjuge olmayan BPA seviyesi genellikle çok düşük olarak rapor 

edilmiştir (konjuge olmayan BPA insanlarda ve maymunlarda total serumun %5’inden 

azdır). İnsanlarda oral dozun %75-85’i beş saat içinde idrara geçmektedir. BPA-

glukuronid, BPA’nın östrojen reseptörlerindeki inaktif formudur. BPA ayrıca düşük 

oranda sülfat ile konjugasyona da uğrar. İnsanlarda kemirgenlere benzer olarak sülfat 

konjugasyonunun sülfotrasferaz enzimleri tarafından sağlandığı gözlenmiştir. (EFSA, 

2008; EURAR, 2003, 2008; ANSES, 2011, 2013; EFSA CEF Panel, 2010). 

Yapılan çalışmalada 24 saat içerisinde perkütan yol ile alınan BPA’nın insan 

derisinden % 2.3-8.6 oranında geçtiğini göstermiştir. 

BPA’nın anne sütü ile bebeğe aktarılırken gebelikte de transplesental yol ile 

fetüse ulaştığı bilinmektedir (Zama ve Üzümcü, 2010; LeBaron ve ark., 2010). BPA’ya 

maruz kalmış dişi sıçanların sütünde konjuge olmayan ve konjuge olan BPA formlarının 

her ikisinin de varlığı gözlemlenmiştir. İnsan sütünde ise konjuge olmayan BPA varlığı 

rapor edilmiştir. 

2.3.6. BPA’nın Toksik Etkileri 
Son yıllarda BPA’nın diyabet, obezite, üreme bozuklukları, kardiyovasküler 

bozukluklar, doğum anomalileri, kronik solunum ve böbrek bozuklukları ve meme 

kanseri gibi birçok kronik hastalığın etiyolojisinde rolünün olabileceği üzerinde 
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durulmaktadır. BPA maruziyeti ve kronik hastalıklar ile ilişkisinde rol oynayan 

mekanizmların oksidatif stress, mitokondriyal bozukluklar, hücre sinyal yolaklarını 

kapsayan genetik, epigenetik ve endokrin bozucu mekanizmalar ile ilişkili olabileceği 

gösterilmiştir (Rezg ve ark., 2014). 

BPA’nın çeşitli dokularda enzim aktivitesini ve metabolizmayı etkilediği, hedef 

dokularda hormon reseptörlerinin sayısında ve hormon reseptör geni aktivitesinde 

değişikliğe yol açtığı, özellikle zayıf östrojenik etkileri sebebiyle endokrin sistem 

üzerine zararlı etkileri çeşitli araştırmalarda gösterilmiştir (EFSA, 2008). BPA’nın 

östrojen reseptör α ve β’ya (ERα ve ERβ) bağlanarak hedef genlerde aktivasyona ya da 

baskılanmaya sebep olduğu belirtilmiştir (Stanisic ve ark., 2010). Bu mekanizmalar da 

hormon bağlı kanserler kadar doğum kusurları, üreme, gelişim, metabolik, immün ve 

nörodavranışsal bozuklukları kapsayan sağlık sorunlarına yol açmaktadır. 

Çalışmalarda düşük doz BPA’nın, gelişmekte olan fare ve sıçan beyninin 

yapısını, gelişimini ve davranışlarını etkilediği gösterilmiştir (Richter ve ark., 2007). 

Farelerde doğum sonrası uzun süreli BPA maruziyetinde çift cinsiyet, beyin 

fonksiyonlarının etkilenmesi ve yetişkinlerde nöronal fenotiplerde değişimler 

gözlenmiştir (Patisual ve Polston, 2008). Maternal düşük doz BPA ile maruziyet 

sonrasında doğan erkek fare yavrularında prostat hiperplazisinin arttığı, anogenital 

uzaklığın oluştuğu ve epididimal ağırlığın azaldığı gösterilmiş olup, prostat hiperplazisi 

ile ER arasında ilişki bulunmuş ve bunun antiöstrojenlerle bloke edildiği belirtilmiştir 

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

BPA sinir sistemi üzerinde direkt ve indirekt etkilere sahiptir. Cinsiyet 

hormonları nöronların işleyişini düzenleyen nörotrofik faktörlerle bağlantılı 

çalışmaktadırlar. Bu nedenle BPA’nın cinsiyet hormonlarını etkilemesi beyin gelişimini 

de etkilemektedir. Tiroid hormonları özellikle fetal dönemde ve yenidoğanda beyin 

gelişimine doğrudan etki ettiğinden BPA’nın tiroid fonksiyonları üzerindeki olumsuz 

etkileri, sinir sistemi gelişimini de bozmaktadır. BPA’nın oksidatif stres yarattığı ve 

sinir hücrelerinde apoptoza sebep olduğu düşünülmektedir. (Lin ve ark. 2006). BPA 

direkt olarak nörodejenerasyona sebep olmaktadır (Carlisle  ve ark. 2009). 

Tiroid hormonları tiroksin (T3) ve triiodotironin (T4) vücutta beyin gelişimi, 

büyümü hormononunu uyararak büyümenin kontrol edilmesi, lipid ve karbonhidrat 

metabolizmalarının düzenlenmesi ve bazal metabolizma hızının ayarlanmasından 
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sorumludur. BPA gibi çevresel kimyasallar tiroid aktivitesini bozabilirler. Sıçan 

karaciğer hücreleri üzerinde yapılan çalışmada BPA’nın tiroid reseptörlerine etki ettiği 

ve T3 stimüle edici cevabı baskıladığını gösterilmiştir (Moriyama ve ark., 2002). Buna 

bağlı olarak BPA’nın T3’ün yerine reseptörlere bağlanarak gen baskılanmasına neden 

olabileceğini anlaşılmıştır. BPA bir tiroid hormonu reseptörü antagonistidir (Zoeller ve 

ark., 2005; Zoeller, 2007) ve gen ekspresyonu üzerindeki tiroid hormonu etkisini 

önleyebilir (Moriyama ve ark., 2002).  BPA’nın serum T4 konsantrasyonunu da 

arttırdığı ve artışın sebebi BPA’nın T4 ile yarışarak tiroid reseptörlerine bağlanması 

olarak açıklanmıştır (Zoeller ve ark., 2005).   

İmmün sistem vücudun mikroorganizmalara karşı sahip olduğu temel savunma 

mekanizmasıdır. İmmün sistemin baskılanması savunmanın zayıflamasına ve vücudun 

enfeksiyonlara açık hale gelmesine sebep olurken immün sistemin aşırı uyarılması da 

sağlıklı hücrelerin ölümü gibi hasarlara sebep olmaktadır. İmmün sistemdeki regülasyon 

bozuklukları otoimmün hastalıklara yol açabilir. Günümüzde sahip olunan veriler 

BPA’nın immün sistemin çalışma düzenini bozabileceğini; buna bağlı olarak savunma 

mekanizmasının zayıflayabileceğini ya da immün fonksiyonların aşırı stimüle 

edilebileceğini göstermiştir. BPA’nın immün sisteme etkisinin direkt veya nöroendokrin 

sisteme etki yoluyla indirekt olabileceği bildirilmiştir. İmmün sistemin kontrolünde 

tiroid ve endokrin hormonlarının rolü büyüktür. BPA’ nın bu hormonlara etkisi immün 

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

Hormonlar adipoz dokunun oluşumunda ve devamlılığında önemli yere sahiptir. 

Steroid yapıdaki cinsiyet hormonları ve büyüme hormonu anti-adipoz etki gösterirken 

kortizol ve insülin lipojenik etki gösterir. Yağ hücrelerindeki lipoprotein lipaz salınımını 

inhibe ederek lipojenezi azaltmak yağ hücrelerinden salınan östojenin önemli 

görevlerinden biridir. BPA östrojen reseptörlerine agonist etki gösterir, bu durumda 

reseptörler aktive olur, ancak östrojen salınamaz. BPA’nın bu mekanizmaya bağlı 

obeziteyi tetiklediği görülmüştür. 20 obez kadın üzerinde yapılan çalışmada bu 

kadınların %55’inin adipoz doku örneklerinde oranında BPA’ya rastlanmıştır 

(Fernandez ve ark., 2007).  

6-18 yaş arasındaki erkek çocuklarda yapılan bir çalışmada çocukların 

idrarlarında saptanan BPA miktarları obezite ile ilişkilendirilmiştir. En düşük BPA 

seviyesine sahip grup (<1,5 ng/mL) en yüksek BPA seviyesine sahip grupla kıyaslanmış 
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(>5,4 ng/mL) ve yüksek BPA konsantrasyonu görülen çocuklardaki obezite oranının 

düşük BPA seviyesine sahip gruptaki çocuklardan 2,55 kat daha fazla olduğu 

bulunmuştur (Bhandari ve ark., 2013).  

BPA’nın beyindeki dopamine sistemi üzerine etkileri konusunda da çalışmalar 

yapılmıştır. İlk çalışma dopamin reseptörleri, dopamin taşıyıcıları ve G-proteini (guanin 

nükleotid-bağlayıcı protein) sinyalizasyonunun uyarılmış dopamin aktivasyonu üzerine 

olmuştur (Suzuki ve ark., 2003). Hücre membranlarında nörotransmitter reseptörlerinin 

aktivasyonlarını modifiye eden G-proteinine bağlı membran reseptörünün aksine 

BPA’nın klasik bir östrojen reseptörü gibi davranıp düşük dozda etki yaratmadığı 

konusunda hipotezler vardır. Sonraki çalışmalarda, dopamine bağlı G-protein 

aktivasyonu üzerinde BPA’nın etkisi teyit edilmiştir (Mizuo ve ark., 2004; Narita ve 

ark., 2006, 2007). Gelişimsel olarak maruz bırakılan farelerde (Mizuo ve ark., 2004) ve 

in vitro çalışmalarda (Miyatake ve ark., 2006) gen ekspresyonunda değişiklik 

olmaksızın D3 reseptörlerinin bağlanmasındaki değişim bu değişikliği raporlayan 

çalışma ile desteklenmiştir.  

İn vitro çalışmalar, BPA’nın DNA adduktları, anöploidi oluşumu ve insanlarda 

kısırlık, düşük ve ölü doğumlarla ilişkisi olan mutajeniteyi indüklediğini göstermiştir 

(George ve ark., 2008; Johnson ve Parry, 2008; Takahashi ve ark., 2001). Kemirgen 

modelleri ve insan prostat hücre dizilerinde yapılan çalışmalarda BPA’nın karsinojenezi 

etkileyebileceği, prostat kanser hücresi proliferasyonunu değiştirebileceği ve bazı 

tümörler için progresyonu uyarıcı olabileceği gösterilmiştir. Yayınlanan raporlar 

BPA’ya erken maruziyetin prostat bezinde karsinojeneze duyarlılığı arttırabileceğini 

kanıtlamıştır (Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008). Uluslararası Kanser Araştırma 

Merkezi (IARC), BPA diglisidil eter’i “İnsandaki karsinojenik etkileri yönünden 

sınıflandırılabilir olmayanlar: Hiçbir gruba girmeyen etkenler ” (Grup 3)’ grubunda 

sınıflandırmıştır (IARC, 1989; 1999). 

Akut toksisitesi ile ilgili insanlarda kaydadeğer bir maruziyet etkisi 

belirtilmemesine rağmen,  sıçan ve farelerde oral LD50 değeri 2.000 mg/kg’ın üzerinde 

ve tavşanlarda dermal LD50 değeri de 2.000 mg/kg’ın üzerinde bulunmuştur (EU Risk 

Assesment, 2003). 6 saatlik 170 mg/m3 BPA tozuna solunum yolu ile maruz 

kalındığında burun epitel tabakasında geçici ve hafif enflamasyon ve oranazal boruda da 

ülserasyon görülmüştür (NTP-CERHR Monografı, 2008). 
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2.3.7. BPA’nın Epigenetik Mekanizmalar Üzerine Etkisi 
BPA’nın toksisitesinin değerlendirilmesinde belirtildiği gibi birçok çalışma 

yapılmakta olup, çeşitli sistemler üzerinde toksik etkilerinin değerlendirilmesinde 

epigenetik mekanizmaların da rolünün olabileceği son yıllarda yapılan araştırmalarda 

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

Son araştırmalarda çevresel kimyasal ksenobiyotiklere maruziyet ile epigeentik 

etkinin tetiklenmesi arasındaki ilişki sıklıkla incelemektedir ve pek çok toksik maddenin 

epigenetik mekanizmaları modifiye etmede potansiyel bir rolü olduğu bildirilmiştir (Liu 

ve ark., 2008). BPA’ya maruziyetin de epigenetik mekanizmalar aracılığıyla gelişimsel 

yolaklar ve hücresel süreçleri değiştirdiği bildirilmiştir (Singh ve Li, 2012).  

Düşük dozlarda BPA’nın rahim içine ve yenidoğan maruziyeti sonucu bazı 

genlerin promotör bölge CpG adalarında DNA hipermetilasyonu ve hipometilasyonuna, 

histon modifikasyonlarına ve miRNA’ları içeren kodlanmayan RNA’ların ifadesinde 

değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir. Bu epigenetik değişikliklerin gen ifadelerini 

yaşam boyu değiştirebileceği ve bunun da bir takım sağlık problemlerini beraberinde 

getirebileceği gösterilmektedir. Erken gelişimsel dönemde BPA maruziyetinin 

epigenom değişimi aracılığıyla yavru fenotipini değiştirebildiği gösterilmiştir. (Dolinoy 

ve ark., 2007).  

Perinatal ve trans-jenerasyonal BPA maruziyetinin kalıcı etkilerinin gelişimsel, 

kanser, davranışsal ve üreme fonksiyonlarında rol oynayan genlerin ekspresyonunun 

epigenetik programlamasında olası bozucu etkisinin olduğu öne sürülmektedir. 

Çalışmalar BPA maruziyetinin DNA metilasyonu ve spesifik gen veya genlerin 

ekspresyonunda değişikliklere neden olduğunu göstermektedir. Ortaya çıkan bu BPA-

aracılı metilasyon değişikliklerinin BPA’nın östrojenik aktivitesiyle ilişkili olup 

olmadığı henüz netliğe kavuşmamıştır. Yine de son zamanlarda yapılan çalışmalar 

BPA’nın sebep olduğu metilasyonun regülasyonunda rol oynayan DNA 

metiltransferazların DNMT-1 ve DNMT-3a ekspresyonunun BPA-ERα regülasyonu 

aracılığıyla olabileceğini göstermiştir (Kundakovic ve ark, 2013). 

Neonatal BPA maruziyetinin erkek farelerde DNMT-3a ve DNMT-3b 

ekspresyonu ve erkek farelerin testislerinde ERα ve ERβ’nin promoter bölgelerinde 

metilasyon arttırdığı gösterilmiştir (Doshi ve ark, 2011). Farklı bağımsız gruplarda 
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DNMT’lerde ve metil-CpG bağlayıcı protein 2 (MECP2) seviyelerinde BPA’dan 

kaynaklanan değişiklikler rapor edilmiştir (Doshi ve ark, 2012; Yeo ve ark, 2013).  

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidoğan sıçan testislerinde östrojen 

reseptörlerinin promotor bölgelerinde hipermetilasyonda artış tespit edilmiş, 

spermatojenez ve fertilite üzerine advers etkilere sebep olabileceği bildirilmiştir (Doshi 

ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptığı bir çalışmada primer epitel meme 

hücrelerinde düşük doz BPA maruziyetinin lizozom ilişkili membran protein 

(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarında DNA 

metilasyonunda artışa sebep olduğu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskıladığı 

ve bu durumun meme kanseri riskini arttırabildiği gösterilmiştir. Ayrıca BPA'nın dişi 

farelerdeki epigenetik etkilerinin kuşaklararası sürebileceği belirtilmiştir. Diğer taraftan, 

gelişmekte olan hipotalamik hücrelerin BPA maruziyetinde doza bağlı olarak (0,02–200 

μM) BPA’nın DNA metiltransferazlar, metil CpG bağlayıcı protein 2 (‘methyl-CpG 

binding protein 2’, MECP2) gibi epigenetik düzenleyici faktörlerin gen ekspresyonunu 

değiştirdiği bildirilmiştir. Bu çalışmadan BPA’nın epigenetik gen regülasyonunun 

stabilitesini ve esnekliğini bozduğu sonucuna varılmıştır (Warita ve ark., 2013).  

Gebe dişi farelerin BPA’ya geçici maruziyetinin 3. kuşak jenerasyonda DNA 

metilasyonunda değişikliklere sebep olabileceği gösterilmiştir. (Singh ve Li, 2012). 

Yenidoğan sıçanların BPA’ya maruziyetinin prostat neoplazinin sıklığında artışa ve 

prostat dokularında metilasyon değişikliklerine (örn: phosphodiesterase type 4 variant 4, 

Pde4d4 geninde hipometilasyon ve gen ifadesinde artış) sebep olduğu gösterilmiştir 

(Conti ve ark., 2003; Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008). Ayrıca, yenidoğan 

sıçanların BPA’ya maruziyetinin nukleozom binding protein-1 (Nsbp1) ve hippocalcin-

like 1 (Hpcal1) genlerinin metilasyonunda ve ifadesinde değişikliklere sebep olduğu 

bildirilmiştir (Tang ve ark., 2011).   

BPA’ya maruz kalmış insan meme kanseri MCF7 hücrelerinin ve in utero 

BPA’ya maruziyet sonucu 6 haftalık farelerin meme bezlerinde histon metiltransferaz 

Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) ifadesinde artış olduğu bildirilmiştir. Aynı 

zamanda bu enzimin katalize etttiği gen ifadesi ile ilişkili olan histon modifikasyonu 

H3K27 metilasyonunda da BPA’nın artışa sebep olduğu gösterilmiştir (Bhan ve ark. 

2014; Doherty ve ark., 2010). 

İnsan meme epitel hücrelerinde 1 hafta süre ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM) 

tümör ile ilişkili genlerde (BRCA1, CCNA1, p16, THBS1, TNFRSF10C ve 
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TNFRSF10D) metilasyonu arttırdığı gösterilmiş olup, BPA’nın genetik ve epigenetik 

değişikliklere sebep olarak meme epitel hücre fonksiyonlarına zarar verdiği ve bunun 

hücre çoğalması ve yaşlanma ile ilişkili olabileceği ve bunun sonucunda memelerde 

karsinojeneze sebep olabileceği bildirilmiştir (Qin ve ark. 2012). İnsan meme epitel 

hücrelerinde yapılan diğer bir çalışmada ise; DNA onarım genlerinin (BRCA1, BRCA2, 

BARD1, CtIP, RAD51, ve BRCC3) ifadelerinin arttığı ve apoptoz ile ilişkili PDCD5 ve 

BCL2L11 genlerinin ise ifadelerinin azaldığı gösterilmiştir.  

İnsan meme kanseri hücrelerinde ve sıçan meme bezlerinde gen ifadesinde 

anahtar bir molekül olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indüklendiği 

gösterilmiş olup, aynı zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu) 

modifikasyonuna sebep olarak gen aktivasyonuna yol açtığı gösterilmiştir (Bhan ve 

ark., 2014). Dhimolea ve ark. (2014) da sıçanlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme 

bezlerinde genom düzeyinde epigenetik değişikliklere sebep olduğunu göstermiştir.  

Uzun süreli BPA maruziyetinin N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptör seviyelerini 

ve yetişkin fare hipokampüsündeki histon deasetilaz 2 (HDAC2) ekspresyon ve 

fonksiyonlarını arttırdığı gösterilmiştir (Zhang ve ark, 2014). Prenatal BPA maruziyetli 

Wistar-Furth sıçanlarına postnatal 4. günde α-laktalbümin promotör bölgesinde histon 

H3K4 trimetilasyon pro-aktivasyonunda artış olmuş ve meme bezinde α-laktalbüminin 

mRNA ekspresyonu artmıştır (Dhimolea ve ark, 2014).  

2.3.8. BPA ile İlgili Yasal Düzenlemeler 
Dünyada BPA’nın halk sağlığı üzerine riskleri konusunda birçok risk 

değerlendirme otoriteleri rapor yayınlamıştır.  

EFSA Gıda ile temas eden Gıda Katkı Maddeleri, Tat vericiler ve Ambalaj 

Materyelleri Paneli (‘Scientific Panel on Food Additives, Flavourings, Processing Aids 

and Materials in Contact with Food’, AFC) 2006 yılında yayınladığı raporda çeşitli 

populasyon grupları için BPA’nın tolere edilebilir günlük alım değerini (‘tolerable daily 

intake’, TDI) 50 µg/kg vücut ağırlığı olarak belirlemiştir (EFSA, 2006). EFSA AFC 

Panelinde bildirilen BPA’nın günlük tüketim maruziyetleri Tablo 2.5’de gösterilmiştir 

(EFSA, 2006). EFSA AFC Paneli 2008’de ve 2010 yılında EFSA Gıda ile temas eden 

Maddeler, Enzimler, Tat vericiler ve İşlem Yardımcıları Paneli (Food Contact 

Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids, CEF) Paneli’nde de BPA’nın 

TDI değeri 50 µg/kg vücut ağırlığı olarak bildirilmiştir. EFSA CEF Paneli 2015’de 
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yayınladığı son raporda ise geçici tolare edilebilir günlük değeri (t-TDI: temporary 

Tolerable Daily Intake) 4 µg/kg vücut ağırlığı’na düşürmüştür. EFSA bu değişikliği 

yeni veriler ve risk değerlendirmesi ve özellikle de meme bezi, üreme, metabolik, 

nörodavranışsal ve immün sistemler hakkındaki veritabanlarındaki belirsizlikler 

yüzünden gerçekleştirmiştir. Sonuç olarak, EFSA gıda maddelerinden alınan BPA 

seviyelerinin günlük maruziyet seviyesinden çok daha düşük olmasından dolayı 

BPA’nın insan sağlığı üzerinde risk oluşturmadığı sonucuna varmıştır. Ayrıca, bunun 

hamile bayan ve yaşlılar için de uygun olduğunu bildirmişlerdir (EFSA, 2015). 

 
Tablo 2-2: EFSA AFC Panelinde bildirilen BPA’nın günlük tüketim maruziyetleri (EFSA, 

2015). 

Tüketici Yaşı Tüketilen Yiyecek / İçecek 
Mikrogram/kg vücut ağırlığı/günlük olarak 

BPA’nın korunumlu göç değerine bağlı 
günlük tüketim maruziyeti 

3 aylık yenidoğan bebek Sadece anne sütü 0,2 

3 aylık yenidoğan bebek PC içermeyen şişe veya                                                  
cam şişede bebek maması 2,3 

3 aylık yenidoğan bebek PC şişede bebek maması 11* (4#) 

6 aylık yenidoğan bebek PC şişede bebek maması ve 
hazır yiyecek/içecek 13* (8,3#) 

1,5 yaşındaki çocuk 2 kg hazır yiyecek/içecek 5,3 
Yetişkin 3 kg hazır yiyecek/içecek 1,5 

* 50 mgBPA/litre’de bebek mamasına bağlı en yüksek değer 
# 10 mgBPA/litre’de bebek mamasına bağlı tipik değer 

 

28 Ocak 2011 tarihli Avrupa Birliği Direktifi’nde (Commision Directive 

2011/8/EU) 1 Mart’tan itibaren tüm Avrupa Birliği üye ülkelerinde BPA içeren 

polikarbonat biberonların üretiminin artık mümkün olmayacağı ve 1 Haziran ve 

sonrasında ise bu maddeyi içeren biberonların ithal edilmesine de izin verilmeyeceği 

bildirilmiştir (Avrupa Birliği Komisyonu, 2011). 2008 yılı Nisan ayında Kanada’da ve 

2010 yılı Nisan ayında Danimarka’da BPA içeren bebek biberonlarının kullanımı 

yasaklanmıştır.  

7 Şubat 2011 tarihli ve 27839 sayılı Resmi Gazetede yayınlanan “Emzik, 

Biberon, Biberon Başlığı, Aliştirma Bardağı, Alıştırma Bardağı Kapağı ve Benzeri 

Ürünlerin Üretimi, İthalati ve Bildirim Esaslarına Dair” Tebliğ’in ekinde bu tip 

ürünlerin teknik dosyasında bulunması gereken spesifikasyonlar arasında polikarbonat 

içeren termoplastik biberonlarda BPA miktarı da yer almaktadır. (27839 sayılı Resmi 
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Gazete, 2011). Daha sonra 31 Ekim 2013 tarihli ve 28807 sayılı Resmi Gazete’de 

Tebliğ yayınlanmıştır. (28807 sayılı Resmi Gazete, 2013) Böylelikle bu ürünlerin halk 

sağlığına ve çevreye zarar vermesini engellemek, topluma güvenli şekilde ulaşmasını 

teminen piyasaya arz edilmeden önce Bakanlığa yapılacak bildirimin usul ve esasları 

belirlenmiştir. 

Türkiye’de 2013/34 Türk Gıda Kodeksi Gıda İle Temas Eden Plastik Madde Ve 

Malzemeler Tebliğinde TGK-Bebek Formülleri ve TGK-Devam Formülleri 

Tebliğlerinde bebek olarak tanımlanan tüketici grubu için kullanılan, polikarbonat 

madde ve malzemelerin üretiminde kullanılamaz kısıtlaması getirilmiştir. Spesifik 

migrasyon limit değeri 0,6 mg/kg olarak belirlenmiştir. 

2.4. Hücre Kültürü 
Hücrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle 

muamele edilerek tek hücre veya küçük kümeler halinde ayrıştırılmasına ve bunların bir 

besiyeri ortamında doku ile bağlantısı olmadan in vitro olarak çoğaltılmasına hücre 

kültürü adı verilmektedir (Davis, 1996). Hücre kültürü ilk kez Harrison tarafından 

kurbağanın sinir hücrelerinin araştırılmasında 1907 yılında kullanışmıştır. 1912 yılında 

Burrows Carrel tarafından tavuk embriyosu dokusunun eksplantı elde edilmiştir. 

1943‘te Earle ve ark. fare lenfosit hücre dizisinin geliştirilmesi yapılmıştır. 1948 yılında 

Keilova tarafından ilk kez hücre kültürü dokularında antibiyotik kullanılmıştır. 1952’de 

insan serviks karsinomasından ilk devamlı hücre kültürü (HeLa) elde edilmiştir. 1955–

1960 yılları arasında, hücre kültürü çalışmalarında çok önemli bir adım atılarak 

günümüzde kullanılan anlamda temel hücre kültürü vasatları hazırlanmıştır (Freshney, 

1986). Son 20 yıldır hücre kültürü, yalnızca spesifik araştırmalar için kullanılan bir araç 

olmaktan çıkarak, dünyanın en hızlı gelişen endüstri alanlarından biri olan 

biyoteknolojinin temel taşlarından biri haline gelmiştir. 

Hücre kültürü, toksikolojide, kanser araştırmalarında, sitogenetik, biyokimyasal 

ve moleküler biyoloji çalışmalarında, kök hücre çalışmalarında ve birçok biyolojik 

çalışmalarda tanı veya araştırma amacıyla kullanılmaktadır. Aynı zamanda, hücre 

kültürleri hayvan deneylerinin yerini alması yolunda alternatif uygulamalar olarak da 

son yıllarda oldukça önem kazanmıştır.  

Doku kültürü primer hücre kültürü olup canlı organizmalardan alınan organ veya 

doku parçalarının in vitro ortamda çalışılmasıdır. Hücre kültürü ise tek bir hücre veya 
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hücrelerin doku ile bağlantısı olmadan çoğatılarak elde edilmesidir. Bu amaçla çeşitli 

canlıların (insan, maymun, fare, tavşan gibi) çeşitli dokuları (böbrek, akciğer, tümör, 

amniyon zarları) parçalanarak tek tek hücrelere ayrılırlar. 

Hücre kültürü çalışmalarında iki tip hücre kullanılır. Bunlar primer hücreler ve 

devamlı hücre dizileridir. Primer hücre kültürleri doku ve organlardan ayrılan hücrelerin 

24 saatten daha uzun süre kültür edilmesiyle elde edilir. Primer hücre kültürlerinde 

çoğalan hücreler buradan alınıp başka kültürlere ekilebilir ve çoğaltılabilir. Bu şekilde 

elde edilen ilk alt kültürlere sekonder hücre kültürleri denir ve bir seri kültür 

işlemlerinden sonra devamlı hücre hatları elde edilir. Fakat primer kültürlerin insandan 

izole edilmesi ve kültürünün yapılması oldukça zordur. Primer kültürler farklı 

bireylerden alındığı için fonksiyonel durumları yansıtması farklıdır. Primer hücre 

kültürleri, üretim aşamalarının zor olmasına, hassas hücreler olmalarına, çalısma 

esnasında ortaya çıkabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece güç olmasına 

rağmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle değer kazanmıştır  (Browne, 

1988; Mjör, 1983; Özdemir, 2007).  

Devamlı hücre hatları süresiz çoğalabilme özelliğine sahip transformasyona 

uğramış primer hücrelerdir ve daha stabil bir fenotipe sahiptir. Devamlı hücre hatları 

kolaylıkla çoğaltılabilir. Transformasyonları nedeniyle fizyolojik özelliklerini 

koruyamamaktadırlar. Tümör dokusundan alınan hücrelerden de elde edilirler. Üç gün 

ara ile en az 70 defa pasajı yapılan hücre dizileri ‘devamlı hücre dizisi’ olarak kabul 

edilmektedirler. Hücre dizilerinin primer kültürlerden farkları; kültürde yüksek 

yoğunluğa ulaşabilmeleri, büyüme faktörleri ve seruma daha az gereksinim göstermeleri 

ve sonsuz çoğalma yetenekleri olarak sıralanabilir. 

Hücre kültürü üretmek için kullanılan ortamlarda hücresel metabolizma 

faaliyetlerinin devamı ve hücrelerin çoğalması amacıyla gerekli maddeler ortama ilave 

edilir. Hücre üretme ortamları, hücrenin organlardan ayrılmasından sonra doku tabakası 

oluşana kadar hücrelerin üretilmesi için kullanılmakta ve genel olarak serumla birlikte 

hücrelerin çabuk üremelerini sağlayan diğer maddeleri içermektedir. Ortam içerisinde; 

glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, şeker, tuz ve 

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

Günümüzde, hücre kültürleri tek tabaka ve süspansiyon halinde hücre kültürleri 

olmak üzere iki yolla üretilmektedir. Tek tabaka hücre kültürleri; cam veya plastik 
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zemin üzerine tutunarak yaşayan, işlevlerini sürdüren ve üreyen hücrelerdir. Hücre 

kültür malzemesinin yüzeyi, hücrelerin tutunma ve çoğalmalarını kolaylaştırmak 

amacıyla çeşitli makromoleküller ile kaplanabilir. Bunlar, hücrelerin yüzeylerinde 

eksprese olan integrin proteinleri ile etkileşerek dokuda var olan hücrelerarası matrikse 

benzer etki gösterirler. Süspansiyon halindeki hücre kültürlerinde ise; hücreler yaşamsal 

işlev ve üremelerini süspansiyon halinde bulundukları ortamda sürdürebilir. Kan, dalak, 

kemik iliği kültürleri ve olgunlaşmamış hücreler bu şekilde kültüre edilir. Bugün için 

artık tek tabakalı ve süspansiyon hücre kültürlerini ele alarak klinik faydalarını en üst 

düzeye çıkarmak üzere orijinal doku mikro çevre özelliklerini yansıtan üç boyutlu 

kültür metodları da geliştirilmiştir. Bunların en önemli avantajları arasında orijinal doku 

özelliklerini yansıtmaları sayılabilir (Bilir, 2004). 

2.4.1. Hücre Kültürlerinin Avantajları 
Hücre kültürü ortamında fizikokimyasal çevre ve buna bağlı olarak fizyolojik 

koşullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sıcaklık, pH, osmotik basınç, oksijen ve 

karbondioksit kısmi basınçları gibi fizikokimyasal koşullar hücre kültüründe daha kolay 

sağlanırken, canlı vücudunda sabit bir çevre oluşturarak bir takım testleri yapmak daha 

zordur. Aynı zamanda hücre kültürleri; bireysel faktörlerden etkilenmemeleri, 

materyaller arasında parametrik karşılaştırmalara olanak tanımaları, tekrarlanabilme 

özellikleri, çalışma koşullarının standardize edilebilmesi gibi nedenlerden dolayı da 

tercih edilmektedir. (Schmalz, 1994; Schmalz, 1997; Browne, 1988). Buna karşın, hücre 

kültürü testleri ile sadece materyallerin ilk toksisite reaksiyonları konusunda bilgi 

edinilebilmekte, materyalin uzun süreli doku temasında oluşturacağı sitotoksisite düzeyi 

konusunda ise veri elde edilememektedir. 

Hücre kültürlerinde örnek homojenitesinin kontrolü sağlanabilmektedir. Hücre 

kültürü teknikleri ile deney hayvanı kullanımının da sayısı azalarak alternatif yöntemler 

geliştirilmektedir.  

2.4.2. Hücre Kültürlerinin Dezavantajları 
Primer kültür ile başlandığında, birbirini izleyen pasajlarda hücreler 

farklılaşmakta ve her zaman bir miktar ölüm gerçekleşmektedir. Yani hücre 

kültürlerinde zamana bağlı bir kararsızlık söz konusu olabilir. Hücre kültürlerinde 

hijyen çok önemli olduğundan primer kültürlerin elde edildiği doku ve bunların 
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bulunduğu koşullar hücre kültürlerini etkilemektedir. Hücre kültürü kontaminasyona 

hassasiyeti çok yüksektir.  

2.5. Sitotoksisite Testleri 
Sitotoksisite moleküler olaylar sonucu çeşitli makromolekülerin 

sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bağlı olarak hücrenin fonksiyonlarında ve 

yapısında belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak bir diğer deyişle, hücresel 

aktivitenin geri dönüşümsüz olarak durdurulması ve hücresel yapının onarılamaz 

bozukluğu olarak tanımlanabilir. Sitotoksisite testleri, test maddesinin uygun hücre 

kültürlerindeki hücre büyüme oranı ve morfolojik özellikleri üzerine etkisinin negatif ve 

pozitif kontrol grupları kullanılarak değerlendirilmesi amacıyla yapılmaktadır (ISO 

7405, ISO 10993).  

Sitotoksisite testleri ile genellikle maddelerin; hücre sayısı veya büyümesi, hücre 

membran bütünlüğü, biyosentez veya enzim aktivitesi ve hücre genetik materyali 

üzerindeki etkileri ölçülür. 

Bir materyalin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanılan testler; 

tekrarlanabilir olmalı, test edilen konsantrasyonları için doz-cevap eğrisini vermeli, 

hücre sayısı ve test cevabı arasında doğrusal ilişki olmalı ve test sonucunda elde edilen 

veriler in vivo koşullara yorumlanabilmelidir (Schmalz 1997).  

İn vitro sitotoksisite testlerinin avantajları: 

• Diğer metabolik olaylardan farklı olarak hücre metabolizmasındaki spesifik bir 

fonksiyon değerlendirilir.  

• Çok sayıda örnek kısa zamanda ve ekonomik olarak incelenebilir.  

• Kantitatif sonuçlara ulaşılabilir. 

• Test yöntemleri standardize edilebilir. 

İn vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajları: 

• Her test için bir tür hücre kullanılması, 

• Kültür hücrelerinin konak hücrelerinden farklı olması, 

• Kültür ortamında doku koruyucu mekanizmalarının olmamasıdır (Schmalz 

1997). 

Sitotoksisite çalışmaları için genellikle hücre metabolizmasında oluşan 

değişikliklerin tespit edildiği testler kullanılır. Metabolizma testlerinde 96-kuyucuklu 
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mikroplakalara yerleştirilmiş hücrelerin canlılıkları mikroplaka okuyuculu 

spektrofotometre yardımıyla tespit edilir. Bu yöntemler çok sayıda örneğin 

incelenmesine olanak veren, hızlı, besiyeri ortamı ve kullanılan plastik malzeme 

miktarını azalttığı için ucuz olan ve genellikle tayinleri kolorimetrik olarak yapılan 

yöntemlerdir.   

In vitro hücre topluluğunda, %50 oranında hücre ölümüne neden olan 

konsantrasyon %50 inhibisyon konsantrasyonu (IC50) olarak ifade edilir ve 

sitotoksisitenin gösterilme biçimidir. 

2.5.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi) 
Kolorimetrik sitotoksite değerlendirme yöntemi olan laktat dehidrogenaz (LDH) 

test yönteminde hücrede membran hasarı veya sitoliz durumunda açığa çıkan sitozolik 

bir enzim olan LDH ölçümü yapılırak sitotoksisite belirlenir.  

LDH, tüm hücrelerde var olan stabil bir sitoplazmik enzimdir ve hücre lizisi 

veya membran hasarı oluştuğunda hızlıca hücre kültürü süpernatantına salınır. Bir test 

materyeli ile inkübasyon sonrası, plazma membranındaki değişimleri belirleyen hızlı ve 

basit bir testtir. LDH, nikotinamid adenine dinükleotidin (NADH) NAD+’ye 

oksidasyonu ile piruvatı laktata indirger (Formül 2-1). NADH tüketimi 

spektrofotometrede 340 nm’deki düşüş ile ölçülür. LDH testi ile maddenin IC50, 

membran bütünlüğü ve hücre canlılığı üzerine etkisi hakkında bilgi edinmek 

mümkündür. 

  (Formül 2-1) 

 

2.5.2. MTT Testi 
Kolorimetrik 3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) testi sitotoksisite değerlendirmelerinde çok sık kullanılır. Bu testin esası,  

MTT’yi mavi, çözünmeyen formazan bileşiğine dönüştürebilen dehidrogenaz enzim 

aktivitesini ölçmektedir. Test, canlı hücrelerde MTT bileşiğinin tetrazolyum halkasının 

mitokondriyal bir enzim olan süksinat dehidrojenaz enzimi ile formazana dönüşmesi 

esasına dayanır. Uygulanan materyalin sitotoksik etkisi nedeniyle hücrede dehidrogenaz 

aktivitesinin etkilendiği durumlarda mavi renkli formazan oluşmamakta, formazan 
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oluşumu yalnızca aktif mitokondrinin bulunduğu canlı hücrelerde görülmektedir. Canlı 

hücrelerde soluk sarı renkli MTT tetrazolyum halkasının parçalanması sonucu suda 

çözünmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine dönüşür (Kawahara ve ark. 

1968). Canlı ve mitokondriyal fonksiyonları bozulmamış hücreler mavi-mor renkli 

formazan ürününü oluştururken, ölü ve mitokondriyal fonksiyonu bozulmuş hücreler 

mavi-mor renkli formazan ürününü oluşturmaz. Oluşan mavi-mor renkli kristaller 

isopropil alkol veya dimetilsülfoksit ile çözündürülerek oluşan rengin şiddeti 

spektrofotometrik olarak 590 nm’de ölçülür. Böylece, hücre canlılığındaki değişim 

formazan miktarında da değişime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde edilen 

değer, %100 canlılığı gösteren değer ile kıyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi 

belirlenir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van 

Meerloo ve ark., 2011). 

2.5.3. XTT Testi 
Sarı renkli bir tetrazolyum tuzu olan 2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5- sulfofenil]-2H-

tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT), MTT testinde olduğu gibi metabolik olarak aktif 

hücrelerin mitokondrilerindeki süksinat tetrazolyum redüktaz enzim sistemi aracılığıyla 

suda çözünebilen turuncu renkli bir formazan boyaya dönüşür ve elde edilen sonuçlar 

450-490 nm’de spektrofotometrede ölçülür. MTT testindeki gibi çözündürme aşamasını 

içermeyen bu test günümüzde hücre çoğalması ve canlılığının belirlenmesinde ve 

sitotoksisite analizlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Smith ve Williams 2001, 

Wataha 2001). XTT testi ile maddenin IC50, metabolik toksisite ve solunum zinciri 

üzerine etkisi hakkında bilgi edinmek mümkündür. 

2.5.4. Nötral kırmızı alım (NRU) testi 
Nötral kırmızı vital bir boyadır. Canlı hücrelerin içerisinde birikir ve bu sayede 

yaşayan hücrelerin tespitinde kullanılır. Canlı hücreler lizozomlarında nötral kırmızı 

boyasını tutma kapasitesine sahiptirler. Böylece, hücre canlılığı nötral kırmızı boyasını 

tutma kapasitelerinin inhibisyonu ile ölçülür. Nötral kırmızı zayıf katyonik bir boya 

olduğundan kolaylıkla hücre mebranına penetre olur ve lizozomlarda intraselüler olarak 

birikir (lizozomal pH ˂ sitoplazmik pH) ve oradaki anyonik bölgelerle lizozomal 

matrikse bağlanır. Hücre yüzeyinde ya da duyarlı lizozomal membrandaki değişiklikler 

nötral kırmızı boyasının alınmasını ve bağlanmasını azaltır. Böylelikle canlı hücreler 

boyayı tutarken, zarar görmüş ya da ölü hücreleri tutmazlar. Boyanın nüfuz ettiği 
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hücrelerde oluşan rengin şiddeti spektrofotometrik olarak 540 nm’de ölçülür (Fotakis ve 

Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 2008). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez çalışması, İstanbul Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Toksikoloji 

Anabilim Dalı Hücre Kültürü ve Araştırma Laboratuvarlarında gerçekleştirildi. 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Kitler 
Sodyum klorür J. T. Baker 0278 

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

bromür (MTT) 

Biomatik A3338 

Sığır serum albumini Applichem A7906 

Tris hidroklorür Applichem A3452 

5-mC DNA ELISA Kit Zymo Research D5326 

Absolut alkol Sigma-Aldrich 32221 

Bisfenol A (%99) Sigma-Aldrich 239658 

cDNA sentez kiti 
Roche Life Science 

05091284001 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Biomatik A2424 

DNA izolasyon kiti 
Roche Life Science 

11796828001 

Dubelco’nun modifiye edilmiş eagle besiyeri 

(DMEM) (4,5 g glukoz içeren) 

Wisent-Multicell 319020CL  

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA) Sigma E5134 

Fetal sığır serumu (FBS) Wisent-Multicell 080110 

Fosfat tamponu (PBS-CMF) (kalsiyum ve 

magnezyumsuz) (10X) 

Wisent-Multicell 311012CL                                                                                                                     

Gen ekspresyonu probu (Actb) 

‘RealTime ready custom single assays’  

Roche Life Science 

05532957001 

Assay ID: 500152 

Gen ekspresyonu probu (Rassf1) 

‘RealTime ready custom single assays’  

Roche Life Science 

05532957001 

Assay ID: 505886 

Gen ekspresyonu probu (c-myc) 

‘RealTime ready custom single assays’  

Roche Life Science 

05532957001 
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Assay ID: 502650 

Glasiyel asetik asit Riedel-de Haen 27225 

Nötral kırmızı  Sigma-Aldrich N7005 

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

çözeltisi 

Wisent-Multicell 450201EL 

Proteaz inhibitor kokteyli    Sigma P2714-1BTL 

RNA izolasyon kiti 
Roche  Life Science 

11828665001 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma-Aldrich L5750 

Tripan mavisi Fluka 93595 

Tripsin (1:250) Biomatic A4027 

Klorofom:izoamil alkol çözeltisi (24:1)   Sigma C0549 

Hot-start PCR master karışımı   NEB M04842 
Etidyum bromür   Sigma E8751 

DNA göstergesi (50 bç)   Fermentas SM0371 

DNA göstergesi (100 bç)  Fermentas SM0321 

Çinko klorür   Merck 7815 

Bisulfit modifikasyon kiti Zymo Research D5005 

CpG Metiltransferaz (M.SssI) NEB M0226S 
Zymo Research E2011 

Amonyum asetat  Riedel 25006 

Amonyum bikarbonat Sigma-Aldrich A6141 
Amonyum persülfat Sigma-Aldrich 248614 

Tetra etil metilen diamin (TEMED) AppliChem A1148 

Poliakrilamid/bis-akrilamid çözeltisi (29:1)   Sigma A2792 

Agaroz  Sigma A5093 

3.2. Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Ayarlanabilir otomatik pipetler   

(0,1-2,5µL; 0,5-10 µL; 2-20 µL; 20-200 µL; 100-1000 µL) 

Eppendorf 
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Ayarlanabilir 8 kanallı pipetler (1-10 µL; 30-300 µL) Eppendorf 

Ayarlanabilir 8 kanallı otomatik dispenser pipet                

(30-300 µL) 

Eppendorf 

Blok ısıtıcı Stuart SBH130D 

Buzdolabı (+4°C) Arçelik 5231 NFY 

CO2’li inkübatör 
Thermo-Scientific Heracell 

150i 

Çalkalamalı blok ısıtıcı Biosan TS-100C 

Derin dondurucu (-20 °C) Arçelik 2041 D 

Derin dondurucu (-80 °C)  Daihan-Scientific Wisecry 

Elektronik hassas terazi Precisa XB 220 A 

Etüv Nüve 

Faz-kontrast invert mikroskop Olympus CKX4 

Hassas terazi Mettler H20 

Laminar kabin (‘Biosafety Level 2’) Tezsan 

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Epoch Biotek 

Mikrodalga fırın Beko MD 1510 S 

Mikrosantrifüj aleti  Hettich Micro 120 

Mini orbital çalkalayıcı Stuart SSMI 

Dikey Elektroforez Jel Tankı Life Technologies İnvitrogen 
Mini Gel Tank A25977 

Otomatik pipetör Eppendorf 

Otomatik Hücre Sayımı Cihazı Luna Automated Cell Counter 

(Logos model: L10001) 

Otoklav Hirayama HV-50L 

pH metre Hanna HI 1131 B 

Bidistile su cihazı Millipore Gradient 

Soğutmalı mikrosantrifüj  Hettich Micro 200R 

Görüntüleme cihazı  Kodak Gel Logic System 1500 

Görüntüleme cihazı yazılım programı  Carestream  
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Su banyosu Memmert WB14 

Blok Isıtıcı Techne Dri-Block  DB-2D  

Elektroforez güç kaynağı  EC 300 XL2-Thermo-Scientific  

Spin santrifüj Labnet C1301B 

Termal döngü cihazı-Altın blok Applied Biosystems 9700 

Termal döngü cihazı-Gradient Axygen Therm-1000 

Vorteks NC 28405-Ika 

Eş zamanlı-termal döngü cihazı  

(‘Real-time PCR, RT-PCR) 

Roche Life Science 

Lightcycler 480-II 

Jel görüntüleme sistemi   QuantumST4-Vilber Lourmat 

Mikrodalga fırın   MD 1510 S-Beko 

UV transilluminator  Bencthop 3UV-UVP 

Yatay elektroforez sistemi  Owl P81-Thermo-Scientific 

3.3. Kullanılan Sarf Malzemeler 

DNA saklama kutusu Greiner bio-one 

Enjektör (10 mL; 50mL) Set inject 

Enjektör ucu steril filtre (0,22 µm naylon) Minisart-Sartorius 

Falkon tüp (15 mL; 50 mL) Citotest 

Falkon tüpler için uygun portüp Greiner bio-one 

Filtre kağıdı (110 mm) Schleicher&Schvell  

Hücre kültürü flaskı (25 cm2; 75 cm2) Nest 

İnce duvarlı PCR tüpü (0,2 mL) Greiner bio-one 

Kryo vial (2 mL) Greiner bio-one 

Lateks eldiven  Broche 

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu) Nest 

Mikrotüp (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner bio-one 
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Mikrotüpler için uygun portüp Greiner bio-one 

Nitril eldiven  Broche 

Otoklav bandı  Sussex 

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

Pastör pipeti (2 mL) Greiner bio-one 

Pipet ucu (0,1-10 µl; 30-300 µl) Eppendorf 

Pipet ucu (0,5-10 µl; 2-20 µl; 20-200 µl; 100-1000 µl) Nest 

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

 
3.4. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürleri non-genotoksik karsinojenlerin etki mekanizmalarının 

araştırılması amacıyla yoğun olarak kullanılmaktadır. Tez çalışmasında sıçan böbrek 

epitel hücrelerinin (NRK-52E) kullanılması planlandı. Bu amaçla ticari olarak satılan 

hücreler kullanılarak deneysel çalışmalar yapıldı.   

3.4.1. Ortamının ve Kullanılan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizliği 
Deneyler İ. Ü. Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Toksikoloji Anabilim Dalı Hücre 

Kültürü Laboratuvarında gerçekleştirildi. 

Cam malzemeler musluk altında 7-8 defa bol su ile çalkalandılar ve sodyum 

hipoklorit (çamaşır suyu) içeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildiler. Ertesi gün 

tekrar musluk altında 7-8 defa yıkanarak çamaşır suyunun malzemelerden tamamen 

uzaklaştırılması sağlandı ve 1 gece distile su içeren kovada bekletildi. 40°C’lik etüvde 

kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat süre ile kuru-sıcak hava sterilizasyonuna 

tabi tutuldular. Isıya dayanıklı pipet uçları, mikrotüpler, schott şişelerin kapakları gibi 

plastik malzemelerin ve hazırlanan çözeltilerin sterilizasyonu otoklavda 121°C’de 3 atm 

basınçta 15 dk.da gerçekleştirildi. Besiyeri ve serum gibi ısıya dayanıksız çözeltiler ise 

0,22 μm’lik steril filtrelerden geçirilerek steril edildi. 

Hücre kültürü laboratuvarı çalışma alanları ve laminar kabinin içi %70’lik alkol 

ile düzenli olarak temizlendi. Çalışama öncesi ve sonrasında belli süreler ile hücre 

kültürü laboratuavarı ve laminar kabinin UV lambaları açılarak ortamın sterilizasyonu 

sağlandı. Hücre kültürü laboratuvarında çalışırken tek kullanımlık galoş ve eldiven 
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kullanıldı, laboratuvar önlüklerinin ise başka çalışmalarda kullanılmamasına özen 

gösterildi. 

3.4.2. Hücre Dizilerinin Temini 
 Normal sıçan böbrek epitel hücreleri (NRK-52E) Amerika Hücre Kültür 

Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasından satın alındı. Hücre 

dizileri kriyovialler içerisinde -196ºC de sıvı azot tankı içerisinde saklandı. 

3.4.3. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler 
Tripsin/EDTA çözeltisi (%0,2 / %0,04):  0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartılarak 

100 mL bidistile suda çözündürüldü. Otoklavda 120°C’de 15 dk. steril edildi. 

Porsiyonlanarak -20°C’de saklandı. 

Fetal sığır serumu (FBS): Hazır inaktive edilmiş FBS kullanıldı. Ancak, FBS 

inaktive edilmemiş ise; 56ºC’de 30 dk. inkübe edilerek inaktive edildi ve daha sonra 

kullanıldı. FBS, besiyerine eklenmeden önce 0,2 µm steril filtreden geçirilerek steril 

edildi. -20 ºC’de saklandı ve 37 ºC’de çözündürülerek kullanıldı.  

Antibiyotik çözeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 µg/mL) %1]: 1 mL 

penisilin (100U) / streptomisin (100 µg/mL) ana stok çözeltisinden alınır, 100 mL’ye 

CMF-PBS ile tamamlanır. 

Hücre dondurma çözeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %1’lik 

antibiyotik çözeltisi hücreler için uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak 

hazırlandı. 

Böbrek epitel hücreleri için besiyeri: DMEM (4,5 g glukoz içeren) besiyerine 

10 mL inaktive edilmiş FBS (%10), 1 mL %1’lik antibiyotik çözeltisi eklenerek 100 

mL’ye tamamlanarak hazırlandı. Çalışmaya başlamadan önce besiyeri 37°C’de %5 

CO2’li inkübatörde 15 dk. inkübe edilerek pH ve sıcaklık ayarlaması yapıldı. Taze 

olarak hazırlandı.  

3.4.4. Hücre Dizisinin Açılması ve Kültüre Alınması 
Sıvı azot tankından çıkarılan donmuş haldeki hücreler 37°C’lik su banyosunda 

1-2 dk. çözülene kadar bekletildi. Vial kapağının su ile temas etmemesi için dikkat 

edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin içine alındı. Hücreler, %10 FBS 

içeren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tüpe aktarıldı, besiyerinde süspande edildi ve 
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1500 rpm’de 3 dk. santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı, hücre pelleti besiyerinde 

tekrar süspande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amacıyla işlem tekrar 

edildi. Daha sonra, hücre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavaşca pipetleme yapılarak 

hücreler süspanse edildi ve 7-10 mL besiyeri içeren 25cm2’lik ya da 75 cm2’lik flasklara 

ekildi. Flasklar 37 °C’de % 5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldılar (Şekil 3-1). 

 

Şekil 3-1: Hücre kültürü ortamlarının flasklardaki görünüşü 

 

3.4.5. Hücre Kültürünün Devamlılığının Sağlanması (Pasajlama) 
Hücre kültür flasklarının tüm yüzeyini kaplamış halde bulunan yoğunlaşmış 

hücreler için ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanılır. Hücreler konfluent duruma 

geldiğinde pasajlandılar. Pasajlama için flask inkübatörden alındı, laminar kabinde flask 

içerisindeki besiyeri döküldü. Hücrelerin yüzeyi 2 mL kalsiyum-magnezyum içermeyen 

fosfat tampon çözeltisi (CMF-PBS) ile yıkandı. Bu adım, tripsin aktivitesini azaltacak 

serum protein kalıntılarını uzaklaştırmak amaçlı yapılır. Yıkama işleminden sonra PBS 

döküldü ve 2 mL tripsin/EDTA çözeltisi ilave edildi, flask 37°C’de %5CO2’li 

inkübatörde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile hücrelerin flaskın yüzeyinden ayrılması 

sağlanır. Hücrelerin tripsin içinde gereğinden fazla beklememesi için mikroskop ile 

yüzeyden ayrılıp ayrılmadıkları kontrol edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak 

amacıyla flaska 2-3 mL besiyeri eklendi, pipetleme yapıldı ve hücreler 15 mL’lik falkon 

tüpe aktarıldı. 1500 rpm’de 3 dk. santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre 

pellet 2 mL besiyeri ile süspande edildi. Hücreler hemasitometrede sayılarak, yaklaşık 

105 hücre/mL olacak şekilde içerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 

bağıl nem, 37°C’de %5CO2’li inkübatörde inkübe edildiler. Hücre dizisinin 

devamlılığının sağlanması için pasajlama işlemi ortalama haftada 2 kez tekrarlandı.  
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3.4.6. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 
Hücre kültüründe meydana gelebilecek risklere karşı hücreler belli aralıklar ile 

dondurularak saklandılar. Elde edilen hücre pelletinin üzerine 800 μL FBS, 200 μL 

55°C’ye ısıtılmış gliserin eklendi. Pastör pipeti ile pipetleme yapılarak karıştırıldı. 

Yaklaşık 107 hücre/mL olacak şekilde hazırlanan hücre stokları soğuğa dayanıklı 

kriyoviallere aktarıldı, sırasıyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de 16-24 saat bekletildikten 

sonra sıvı azot tankına kaldırılarak saklandı. 

3.4.7. Hücrelerin Sayılması  
Hücrelerin sayımı tripan mavisi testi ile yapıldı. Test, canlı hücrelerin tripan 

mavisi boyasını hücre içine almazken, ölü hücrelerin bozulmuş hücre membranlarından 

boyayı hücre içerisine alabilmeleri esasına dayanır. Işık mikroskobu ile incelendiğinde; 

canlı hücrelerin sadece membranları mavi renkli gözlenirken, ölü hücreler tamamıyla 

mavi renge boyanmış halde gözlenirler.  

Hücre sayımı otomatik hücre sayım cihazı ile gerçekleştirildi (Şekil 3-2). 

Ayrıca, kontrol etme amacıyla hücre sayımı thoma lamı (hemositometre) adı verilen 1 

mm2 alana ve 0,1 mm derinliğe sahip 4x16 küçük kareden oluşan özel sayım lamları 

kullanılarak da ışık mikroskobunda gerçekleştirildi (Şekil 3-3). Hücre süspansiyonun 

mililitresindeki toplam hücre sayısını hesaplamak için aşağıdaki formül kullanıldı 

(Formül 3-1): 

Toplam hücre sayısı/mL = Sayım sonucu x Seyreltme faktörü x 104 x Besiyeri miktarı (mL) 
          (Formül 3-1) 

 

Şekil 3-2: Luna Otomatik Hücre Sayımı cihazı slaytı.  
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Şekil 3-3: a) Hemasitometre lamı. b) Hemasitometre lamında hücrelerin mikroskop 
altındaki görüntüleri. 

3.5. Sitotoksiste Testleri 
BPA’ya maruz bırakılan hücrelerin canlılığının tespiti MTT ve NRU testi 

uygulanarak gerçekleştirildi.  

3.5.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hücre Kültürlerinin Hazırlanması 
 Hücre kültürlerinin mikroplakalara uygulanması esnasında kuyucuklarda 

düzensiz hücre yoğunluğu gerçekleşebilir. Hücre süspansiyonunun homojen 

olduğundan emin olunmalı ve hücre topaklarının oluşumu engellenmelidir. Aynı 

zamanda, testin uygun hassasiyette olması için test esnasında hücrelerin yakın 

bitişiklikte olması gerekir. Hücrelerin kuyucuklar arasında düzenli ve eşit dağılıp 

dağılmadıkları ve sağlıklı olup olmadıkları mikroskopta incelenmelidir. Hücre kültürleri 

aşağıda belirtildiği şekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazırlandı: 

1. Bir rezervuar içerisine steril bidistile su konuldu ve inkübasyon sırasında 

kültür besiyerinin buharlaşmasını azaltmak amacıyla 96 kuyucuklu mikroplakanın A ve 

H sıraları ile 1. ve 12. sütunlarındaki her bir kuyucuğuna 100 µL su dağıtıldı (Şekil 3-4).  

2. Her bir kuyucukta 104 hücre 100 µL besiyeri içinde olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplakalara hücreler dağıtıldı: 6,5 x 105 hücre 6,5 mL besiyerinde 

a 

b 
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süspande edildi ve steril rezervuar içerisine hücre süspansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu 

mikroplakalara Şekil 3.4’de gösterildiği şekilde 100 µL hücre süspansiyonu dağıtıldı. 

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hücre süspansiyonu 37ºC’de %5 CO2’li 

inkübatörde 24 saat süre ile inkübe edildi. 

 

 

Şekil 3-4:  96 kuyucuklu mikroplakaya hücre ekimi. 

  

3.5.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Çözeltilerinin Hazırlanması  
Sitotoksisite testleri için BPA stok çözeltisinin hazırlanışı: 100 mM 

konsantrasyonda olacak şekilde cam vial içinde 22,829 mg BPA 1 mL DMSO’da 

çözülerek stok çözelti hazırlandı.  

  %10’luk DMSO çözeltisinin hazırlanışı: 10 mL DMSO besiyeri ile 100 mL’ye 

tamamlandı. Maruziyet plakalarına uygulama sırasında 1/10 oranında seyreltilerek 

maruziyet sırasında konsantrasyonunun %1 olması sağlandı. 

%1’lik SDS ana stok çözeltisinin hazırlanışı: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye 

tamamlandı.  

%0,1’lik SDS çalışma çözeltisinin hazırlanışı: %1’lik SDS ana stok 

çözeltisinden 1 mL alınıp besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandı. Maruziyet plakalarına 

uygulama sırasında 1/10 oranında seyreltilerek hücrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda 

SDS (~IC50)  pozitif kontrol olarak uygulandı (ISO-10993-5) ve çözelti içindeki PBS 

konsantrasyonunun da %1 olması sağlandı. 
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 BPA’nın çözündürüldüğü DMSO’nun hücrelere maruziyet sırasında 

konsantrasyonunun %1’i geçmemesi gerektiğinden dolayı BPA 100 katı 

konsantrasyonda stok çözeltisi halinde DMSO içerisinde hazırlandı. Daha sonra BPA 

çözeltisinin farklı konsantrasyonları besiyerinde seyreltilerek aşağıda belirtildiği şekilde 

hazırlandı: 

BPA çözeltisinin seyreltilmesi 

Stok BPA çözeltisi 96 kuyucuklu mikroplakada 1/10 oranında besiyeri ile 

seyreltildi. Daha sonra hazırlanan bu çözeltiden 1/2 oranında seyreltme yapılarak 

toplam 6 konsantrasyonda BPA standard çözeltileri hazırlandı. Seyreltme işlemi için 

uygulanan plaka düzeni Şekil 3-5’de gösterildi: 

1. A sırasındaki 1. kuyucuğa 270 µL besiyeri 2.-6. kuyucuklara  150 µL  

besiyeri konuldu. 

2. A sırasındaki 1. kuyucuğa BPA’nın DMSO içinde hazırlanan çözeltisinden 30 

µL konuldu ve iyice karıştırıldı.  

3. 1. kuyucuktan 150 µL alınarak 2. kuyucuğa aktarıldı (1/2 oranında 

seyreltme), iyice karıştırıldı ve bu kuyucuktan 150 µL alınarak 3. kuyucuğa aktarıldı. 

Bu işlem 5. kuyucuk da dahil olmak üzere yapıldı. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150 

µL atıldı. Bu şekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak üzere BPA seyreltmeleri 

hazırlanmış oldu.  

 

 

Şekil 3-5: BPA’nın 1/2 oranında seyreltilmesi.  
 

3.5.3. Hücre Kültürünün BPA’ya Maruz Bırakılması 
1. Bölüm 3.5.1’de belirtilen 24 saatlik inkübasyonun sonunda hücre kültür 

mikroplakasındaki kuyucuklardan (A ve H sırası hariç) 8 kanallı pipet kullanılarak 

kültür besiyeri uzaklaştırıldı. 
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2. Bu kuyucuklara 50 µL PBS ilave edilerek yıkama işlemi gerçekleştirildi 

(kuyucuk yüzeyine tutunmuş olan hücrelerin kazınmamasına, zarar görmemesine dikkat 

edilmelidir). 

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuğa 90 µL taze hücre kültürü besiyeri 

eklendi (hücre katmanının kurumasından dolayı oluşabilecek hücre ölümü veya stresini 

engellemek için hızlı yapılmalıdır).  

4. Maruziyet mikroplakası Şekil 3.6’te gösterildiği şekilde düzenlendi: 

 
A + H sıraları:  Steril bidistile su 
B:  Kültür besiyeri + hücre yok)  (blank, negatif kontrol) 
GC: Kültür besiyeri + hücre (hücre büyüme kontrolü) 
SC: Kültür besiyeri + hücre + DMSO (%1)  (çözücü kontrolü) 
PC: Kültür besiyeri + hücre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol) 
A1, A2, ....., A6: Kültür besiyeri + hücre + BPA’nın 6 farklı konsantrasyonu  

Şekil 3-6: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka düzeni.        

    

5. 1 ve 12. Sütunların B-G kuyucuklarına 10 µL %10’lik DMSO içeren besiyeri 

konuldu (blank, negatif kontrol).  

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarına 10 µL hücre kültürü besiyeri konuldu (hücre 

büyümesi kontrolü, GC). 

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarına 10 µL %10’luk DMSO çözeltisi 

konuldu (çözücü kontrolü, SC).   

8. E11, F11 ve G11 kuyucuklarına 10 µL %0,1’lik SDS çözeltisi konuldu 

(pozitif kontrol, PC).   

9. A1-A6 şeklinde işaretlenmiş kuyucuklara Bölüm 3.5.2’da belirtildiği üzere 

seyreltmeleri yapılmış BPA çözeltilerinden 10’ar µL tatbik edildi (6 konsantrasyon, her 

konsantrasyon için 3 tekrar yapıldı). Her test 1 mikroplakada 24 saatlik maruziyet için 
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hazırlandı. Aynı düzende 2. farklı bir günde çalışılmak üzere toplam her konsantrasyon 

için 6 tekrar yapıldı.  

10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37oC’de %5 CO2’li inkübatörde 24 saat inkübe 

edildi. 

MTT testi ve nötral kırmızı testleri için yukarda belirtildiği şekilde ayrı 
maruziyet plakaları oluşturuldu.  

NRK-52E hücreleri için yukarıda belirtilen koşullarda çalışıldı.  

3.5.4. MTT Testi 

3.5.4.1. MTT Testinin Esası 
MTT bileşiğinin tetrazolyum halkasının hücredeki (canlı ve mitokondriyal 

fonksiyonları bozulmamış) mitokondriyal bir enzim olan süksinat dehidrojenaz enzimi 

ile formazana dönüşmesi esasına dayanır (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canlı 

hücrede soluk sarı renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasının parçalanması sonucu 

koyu mavi-mor renkli çözünmeyen formazan ürününe dönüşür. Böylece canlı ve 

mitokondriyal fonksiyonları bozulmamış hücreler mor renkte boyanırken, ölü ve 

mitokondriyal fonksiyonu bozulmuş hücreler boyanmaz. Hücreler organik çözücü (örn. 

isopropanol, DMSO) ile çözündürüldükten sonra, oluşan formazan çözeltisine ait rengin 

şiddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karşı) 

ölçülür. MTT’nin redüksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hücrelerde meydana 

gelir ve bu aktivitenin seviyesi hücrelerin canlılıklarıyla ölçülür (Alley ve ark., 1988; 

Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van Meerloo ve ark., 2011).  

3.5.4.2. MTT Testi Protokolü 
MTT çözeltisinin hazırlanışı: 5 mg MTT, 1 mL 1 x CMF-PBS içinde 

çözündürüldü. Çözelti +4ºC’de karanlıkta saklandı. 

Deneyin yapılışı:  

1. Bölüm 3.5.3’de anlatıldığı gibi BPA ile inkübe edilen hücre kültürünü içeren 

96 kuyucuklu mikroplakanın her kuyucuğuna 20 µL MTT çözeltisi eklendi.  

2. 150 rpm’de inkübatör dışında 5 dk. orbital çalkalayıcıda bekletildi.  

3. 37°C’de %5 CO2’li inkübatörde 3 saat inkübe edildi. 

4. Kuyucuklardaki üstteki sıvı atıldı ve kuyucuklara 100 µL %100’lük DMSO 

ilave edildi.  
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5. 150 rpm’de inkübatör dışında 5 dk. orbital çalkalayıcıda bekletildi. 

6. Oluşan rengin şiddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karşı) 

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede ölçüldü.  

3.5.5. Nötral kırmızı alım (NRU) testi 

3.5.5.1. NRU Testinin Esası 
Canlı hücreler lizozomlarında nötral kırmızı boyasını tutma kapasitesine 

sahiptirler. Böylece, hücre canlılığı nötral kırmızı boyasını tutma kapasitesi ile ölçülür. 

Nötral kırmızı boyası zayıf katyonik bir boya olduğundan kolaylıkla hücre mebranına 

penetre olur ve lizozomlarda intraselüler olarak birikir (lizozomal pH ˂ sitoplazmik pH) 

ve oradaki anyonik bölgelerle lizozomal matrikse bağlanır. Hücre yüzeyinde ya da 

duyarlı lizozomal membrandaki değişiklikler nötral kırmızı boyasının alınmasını ve 

bağlanmasını azaltır. Böylelikle canlı hücreler boyayı tutarken, zarar  görmüş ya da ölü 

hücreleri tutamazlar. Boyanın nüfuz ettiği hücrelerde oluşan rengin şiddeti 

spektrofotometrik olarak 540 nm’de ölçülür (Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 

2008). 

3.5.5.2. NRU Testi için Çözeltilerin Hazırlanışı 
Nötral kırmızı boyası ana stok çözeltisinin hazırlanışı: 100 mg nötral kırmızısı 

boyası 10 mL hücre kültürü besiyerinde çözüldü. Çözelti steril 0,22 µm naylon enjektör 

ucu filtreden geçirildi. Porsyonlanarak -20oC’de saklandı. Boya kristallerinin iyi 

çözündürülmesi için çözelti çalışma gününden önce 37ºC’de 1 gece inkübe edildi. 

Nötral kırmızı boyası çalışma çözeltisinin hazırlanışı: 100 µL nötral kırmızı 

ana stok çözeltisinden alındı, hücre kültürü besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandı ve 0,22 

µm naylon enjektör ucu filtreden geçirildi (Bu aşamada boya kristallerinin iyi 

çözündürülmesi sağlanmalıdır). 

Nötral kırmızı boyası çözündürme çözeltisinin hazırlanışı: 150 µL glasiyel 

asetik asit, 7,35 mL distile su ve 7,5 mL absolu alkol karıştırılarak hazırladı. 

Kullanmadan hemen önce hazırlanmalı ve 1 saat içerisinde kullanılmalıdır. 

3.5.5.3. NRU Testi Protokolü 
1. Bölüm 3.5.3’de anlatıldığı gibi BPA ile inkübe edilen hücre kültürünü içeren 

96 kuyucuklu mikroplakanın kuyucuklarındaki besiyeri atıldı ve kuyucuklar 150 µL 

PBS ile yıkandı. 
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2. Her kuyucuğa 100 µL nötral kırmızı boyası çalışma çözeltisi eklendi ve 

37°C‘de 3 saat inkübe edildi.  

3. Mikroplakanın kuyucuklarındaki boya çözeltisi atıldı ve 150 µL PBS ile 

dikkatlice yıkandı (nötral kırmızı boyası çalışma çözeltisinden kaynaklanabilecek boya 

kristallerinin kalmamasına dikkat edildi). 

4. Her kuyucuğa 150 µL nötral kırmızı çözündürme çözeltisi eklendi. 

5. 150 rpm’de 10 dk. inkübatör dışında orbital çalkalayıcıda bekletildi.  

6. Oluşan rengin şiddeti 540 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 

ölçüldü.  

3.5.6. Sonuçların Değerlendirilmesi 
1. Çözücü kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans değeri %100 canlılığı 

ifade eder.  Örneklerde canlı hücre oranı, çözücü kontrol grubunun (SC) absorbans 

değeri ile kıyaslanarak % cinsinden hesaplandı.   

2. Çözücü kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanın sağ ve sol kenarında 

bulunması sistematik hataların belirlenmesini sağlar. Testin anlamlı olabilmesi için, sağ 

ve sol taraftaki çözücü kontrollerin ortalamaları ile tüm çözücü kontrollerin ortalamaları 

arasında %15’ten fazla fark olmaması gerekir. 

3. Hücre büyüme kontrolleri (GC) çözücünün etkisini belirlemeyi sağlar. Eğer 

çözücü kontrollerin değerleri hücre büyüme kontrolleri ile belirgin bir fark gösterirse, 

test bileşiklerinin inhibisyon değerleri dikkatle yorumlanmalı, mümkünse farklı bir 

çözücü seçilmelidir.   

4. Testin doğruluğunu kontrol etmek amacıyla her maruziyet mikroplakasına 

SDS çözeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak şekilde) eklenerek pozitif kontrol 

grubu (PC) oluşturuldu. Çalışılan koşullarda, SDS çözeltisine (0,1 mg/mL) ait hücre 

ölümünün yaklaşık %50 olması gerekir (ISO-10993-5).                 

5. Her çözücü kontrol (SC) ve örnek absorbans değerlerinden, blank (B) 

değerlerine ait ortalama absorbans değeri çıkarılarak düzeltilmiş absorbans değerleri 

elde edildi.  

6. Düzeltilmiş çözücü kontrol (düzeltilmiş ODSC) ve örnek (düzeltilmiş 

ODÖrnek) absorbans değerlerinin ortalaması alındı.  
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7. % Relatif inhibisyon (% hücre ölümü) değeri aşağıdaki formüle göre 

hesaplandı (Formül 3-2):  

% Relatif inhibisyon = 100 - (düzeltilmiş ort. ODÖrnek x 100 / düzeltilmiş ort. ODSC)          

          (Formül 3-2)         

8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (% 

hücre ölümü) olacak şekilde excel programı kullanılarak konsantrasyona karşı % 

inhibisyon (% hücre ölümü) eğrisi çizildi.  

9. Eğriden %50 inhibisyona (hücre ölümüne) karşılık gelen konsantrasyon 

hesaplanarak çalışılan maddelerin IC50 (%50 oranında hücre ölümüne sebep olan 

konsantrasyon) değeri belirlendi.  

3.6. BPA’nın Hücre Dizilerine Maruziyeti  
10 mM BPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 22,829 mg BPA 10 mL 

DMSO’da çözülerek hazırlandı.  

1 mM BPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 10 mM BPA çözeltisinden 

1 mL alınarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandı.  

0,1 mM BPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 1 mM BPA çözeltisinden 

1 mL alınarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandı.  

0,01 mM BPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 0,1 mM BPA 

çözeltisinden 1 mL alınarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandı.  

0,001 mM BPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 0,01 mM BPA 

çözeltisinden 1 mL alınarak DMSO ile 10 mL’ye tamamlandı.  

Her bir 25cm2’lik flaska 1,5x 106 hücre 5 mL besiyeri içinde ekildi. CO2’li 

inkübatörde 24 saat bekletildi. Flaskın içindeki besiyeri döküldü ve tekrar 5 mL taze 

besiyeri konuldu. Aşağıda belirtildiği şekilde BPA maruziyetleri gerçekleştirildi: 

10 µM BPA maruziyeti: 5 µL 10 mM BPA çözeltisi içerisinde 5 mL besiyeri 

bulunan flaska konuldu.  

1 µM BPA maruziyeti: 5 µL 1 mM BPA çözeltisi içerisinde 5 mL besiyeri 

bulunan flaska konuldu.  
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100 nM BPA maruziyeti: 5 µL 0,1 mM BPA çözeltisi içerisinde 5 mL besiyeri 

bulunan flaska konuldu.  

10 nM BPA maruziyeti: 5 µL 0,01 mM BPA çözeltisi içerisinde 5 mL besiyeri 

bulunan flaska konuldu.  

1 nM BPA maruziyeti: 5 µL 0,001 mM BPA çözeltisi içerisinde 5 mL besiyeri 

bulunan flaska konuldu.  

Kontrol grupları: 5 µL %100 DMSO içerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska 

konuldu.  

Bu şekilde BPA 1, 10, 100 nM ve 1, 10 µM konsantrasyonlarda olacak şekilde 

NRK-52E hücrelerine uygulandı ve 24 saat maruz bırakıldı. Ayrıca, zamana bağlı 

değişimi görmek amacıyla 100 nm konsantrasyondaki BPA 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gün 

olarak maruz bırakıldı. 48 ve 96 saatlik maruziyetler için 48. saatte maruziyet 

flasklarındaki BPA içeren besiyeri yenisi ile değiştirildi. Aynı ortam koşullarında 

kontrol grupları da oluşturuldu. BPA’in her bir konsantrasyonda maruziyeti için 3’şer 

adet flaska ekim yapıldı ve deneyler 2. farklı bir günde tekrar edildi. En son maruziyet 

süreleri tamamlandıktan sonra BPA’ya maruz bırakılan hücreler pasajlandı ve sayıldı. 

Besiyeri içindeki hücreler 4oC’de 1000 x g’de 5 dk. santrifüj edildi, üstteki besiyeri 

atıldı ve hücreler PBS ile yıkanarak 4oC’de 1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifüj edildi. 

Hücreler PBS’de süspande edildi ve DNA ve RNA izolasyonunu yapabilmek amacıyla 

yaklaşık 1x106 sayıda hücre 200 µL PBS içinde olacak şekilde kısımlara ayrıldı. 

3.7. DNA Metilasyonu Analizi 

3.7.1. DNA İzolasyonu 
Hücre kültüründen genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template 

Preparation Kit’ (Roche Life Science) ile üretici firmanın vermiş kullanım talimatları 

uygulanarak gerçekleştirildi.  

Kit İçeriği: 

Bağlama tamponu: 6 M Guanidin HCl / 10 mM üre / 10 mM Tris HCl / % 20 

Triton-X 100 (v/v) (pH 4.4). 

Proteinaz K 

İnhibitör temizleme: 5 M Guanidin HCl / 20 mM Tris HCl / alkol (pH 6.6). 

Yıkama tamponu: 2 mM Tris HCl / alkol (pH 7.5). 
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Elüsyon tamponu: 4 M üre / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH 7.4).  

Filtreli tüp, toplama tüpü 

Deney protokolü:  

1. Bölüm 3.6’da belirtildiği üzere hazırlanan 1x106 hücre 200 µl PBS içinde 

süspande edildi. 

2. Üzerine 200 µL bağlama tamponu, 40 µL proteinaz K eklendi. Hemen 

karıştırıldı ve 70ºC’de 10 dk. inkübe edildi. 

3. Üzerine 100 µL isoproponal eklendi ve iyice karıştırıldı. 

4. Kitin içerisinden çıkan toplama tüpüne filtreli tüp yerleştirildi. 

5. Yukarıda hazırlanan çözelti filtreli tüpe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk. 

santrifüj edildi.  Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. 

6. Filtreli tüpe 500 µL inhibitör temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 

dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. 

7. Filtreli tüpe 500 µL yıkama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. Bu işlem iki kez tekrarlandı. 

8. Yıkama tamponunun kalıntılarını temizlemek üzere bir kez daha 10 sn. 

santrifüj edildi. 

9. Toplama tüpü atıldı, filtreli tüp 1,5 mL’lik mikrotüp içine yerleştirildi.   

10. Önceden 70°C’ye getirilmiş elüsyon tamponundan 100 µL filtreli tüpe 

eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifüj edildi. 

11. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki aşamalarda kullanılmak -20°C’de 

buzdolabında saklandı. 

3.7.2. DNA’nın Saflık ve Miktar Tayini 
0,1-10 µM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında NRK-52E 

hücrelerinden izole edilen DNA’ların miktarı ve saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak 

mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de ölçüldü. 260 nm’de ölçülen absorbans 

değerleri oldukça saf olarak izole edilen nükleik asitlerin ng ya da µg düzeyinde 

miktarlarının belirlenmesinde kullanılır.  260 nm dalga boyunda okunan değer ile 280 

nm ve 230 nm dalga boylarında okunan değerler arasındaki oran nükleik asitlerin saflığı 

hakkında bilgi verir. Saflaştırılmış DNA’da A260/A280 ve A260/A230 oranı yaklaşık 1,75-

1,8 üzerinde olmalıdır.  
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3.7.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini 
5-metilsitozin (5-mC) içeriğinin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki 

değişiklikleri tayin etmede hızlı ve kullanılışlı bir parametredir (Christman, 1982; 

Ramsahoye, 2002; Fuke ve ark. 2004). Bu amaçla, DNA’da 5-mC’nin tayini 5-mC 

DNA Eliza kit (Zymo Research) ile üretici firmanın vermiş kullanım talimatları 

uygulanarak gerçekleştirildi.  

Kit İçeriği 

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

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

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

saklanmalıdır. 

Sekonder antikor (1 µg/µL, 30 µL): 4°C’de saklanmalıdır. 

HRP geliştirici (15 mL): 4°C’de saklanmalıdır. 

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

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

96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sıcaklığında saklanmalıdır. 

Deneyin esası 

5-mC DNA Eliza kitinin temeli dolaylı eliza tekniğidir. Denatüre, tek zincirli 

DNA örnekleri 5-mC kaplama tampon içinde mikroplaka kuyucuk yüzeylerine kaplanır. 

Anti-5mC monoklonal antikoru ve HRP bağlı sekonder antikor 5-mC Eliza tamponunda 

hazırlanır ve kuyucuklara eklenir. HRP geliştiricinin eklenmesi sonucu oluşan rengin 

spektrofotometrik olarak ölçülmesi ile 5-mC tayini gerçekleştirilir (Şekil 3-7) . 
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Şekil 3-7: 5-mC DNA Eliza kitinin temeli. 

Deneyin yapılışı  

Bölüm 3.7.1’de izole edilen ve Bölüm 3.7.2’de miktarı tespit edilen DNA 

örnekleri 100 ng konsantrasyonda olacak şekilde 100 µL 5-mC kaplama tampon içinde 

hazırlandı.  

DNA örnekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen negatif kontrol (100 ng/100 µL) 

ve pozitif kontrollerin (100 ng/100 µL) karışımıyla hazırlanan metilasyon standardları 

(% 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oranında 5-mC) da parallel olarak çalışıldı. Blank olarak 

herhangi bir DNA örneği içermeyen 100 µL 5-mC kaplama tamponu kullanıldı. 

DNA bağlama 

1. Gerektiği kadar kuyucuk standart ve örnekler için mikroplakadan ayrıldı. 

2. 0,2 µL’lik PCR tüpüne 100 ng örnek DNA’ları ve negatif ve pozitif DNA’lar 

konuldu ve üzerine 100 µL 5-mC kaplama tamponu eklendi.  

3.  DNA’lar 98°C’de 5 dk. denatüre edildi ve denatürasyondan sonra hızlıca 10 

dk. buzda bekletildi. 

4. Denatüre edilmiş DNA‘lar kit ile tedarik edilen mikroplaka kuyucuklarına 

eklendi ve üzeri mikroplaka filmi ile kapatıldı. Mikroplaka 37°C‘de 1 saat inkübe 

edildi. 

Bloklama 

5. Kuyucuklardaki tampon uzaklaştırıldı ve tüm kuyucuklar 200 µL 5-mC Eliza 

tamponu ile 3 kez yıkandı.  

6. Kuyucuklara 200 µL 5-mC Eliza tamponu eklendi ve üzeri mikroplaka filmi 

ile kapatıldı. Mikroplaka 37°C’de 30 dk. inkübe edildi. 

Antikor eklenmesi 

7. Kuyucuklardaki tampon uzaklaştırıldı. 

8. Antikor karışımı aşağıdaki gibi hazırlandı (18 kuyucuk için):  

  5-mC Eliza tamponu   2000 µL 

  Anti-5-metilsitozin         1 µL    

  Sekonder antikor         2 µL 

9. Kuyucuklara antikor karışımından 100 µL eklendi ve üzeri mikroplaka filmi 

ile kapatıldı. Mikroplaka 37°C’de 1 saat inkübe edildi. 

Renk gelişimi 
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10. Antikor karışımı kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve tüm kuyucuklar 200 µL 5-

mC Eliza tamponu ile 3 kez yıkandı.  

11. Kuyucuklara 100 µl HRP geliştirici eklendi. Mikroplaka oda sıcaklığında 

renk gelişimi için 20 dk. bekletildi.   

12. Oluşan rengin şiddeti 405 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 

ölçüldü.  

Sonuçların değerlendirilmesi 

13. Metilasyon standardları (%0, %5, %10, %25, %50, %75, %100) ile 

hazırlanan ölçü eğrisi yardımıyla DNA örneklerindeki metilasyon oranı % olarak 

belirlendi.  

3.7.4. Gene-özgü DNA Metilasyonunun Araştırılması 

3.7.4.1. Bisülfit DNA Modifikasyonu 
DNA örneklerinin bisülfit modifikasyonu, ilk olarak Frommer ve ark. (1992) 

tarafından tarif edilen ve Clark ve ark. (1994) tarafından modifiye edilen yöntem esas 

alınarak yapıldı. Yöntemin esası, tek iplikli DNA’daki tüm metillenmemiş sitozinleri 

sodyum bisülfitin urasile deamine etmesine dayanır. Diğer yandan, metillenmiş 

sitozinler değişmeden kalır (Şekil 3-8). Böylece metillenmiş ve metillenmemiş DNA’lar 

arasındaki dizi farklılıklarından yola çıkılarak tayin yapılabilmektedir. Daha sonra, 

modifiye edilmiş DNA, metillenmiş ve metillenmemiş diziler için özgün olan primer 

çifti kullanılarak PCR ile amplifiye edilir.  
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Şekil 3-8: Sitozinin bilsülfit ile deaminasyonu reaksiyonu. 

 

Bisülfit modifikasyonu ‘EZ DNA Methylation Gold Kit’ (Zymo Research-

D5005) kullanılarak yapıldı (Şekil 3-9).  

Kit içeriği 

Bağlama tamponu 

CT Dönüşüm (modifikasyon) belirtecinin hazırlanması: Kit içinde bulunan toz 

halindeki CT Dönüşüm belirteci aşağıdaki şekilde hazırlandı: 

900 µL su 

300 µL M-seyreltme tamponu            CT dönüşüm belirteci tüpüne 

eklendi. 

  50 µL M-çözücü tampon   

Vorteks ile oda sıcaklığında karıştırıldı ya da 10 dk. çalkalandı. 

M-Yıkama tamponunun hazırlanması: 24 mL %100’lük etanol 6 mL M-yıkama 

tamponuna eklendi ve karıştırıldı. 
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Şekil 3-9: Kit ile bisülfit DNA modifikasyonunun şematik gösterimi. 

 

Deney Protokolü 

1. 0,5 mL mikrotüpe 20 µL DNA örneği (0,05 µg/µL) ve 130 µL CT dönüşüm 

belirteci eklendi. Eğer DNA örneğinin hacmi 20 µL den az ise aradaki fark su ile 

tamamlanmalıdır. 

2. Örnek tüpleri, ısıtıcı blokta 98ºC‘de 10 dk. ve 64ºC de 2.5 saat süre ile inkübe 

edildi. 

3. Filtreli tüp toplama tüpüne yerleştirildi. Üzerine 600 µL bağlayıcı tampon 

kondu. 

4. İkinci basamakta inkübasyon sonrası elde edilen örnek bağlayıcı tampon 

içeren filtreli tüpe kondu. Toplama tüpünün kapağı kapatıldı ve alt üst edilerek 

karıştırıldı. 

5. 14.000 x rpm‘de 30 sn. santrifüj edildi. “Toplama tüpünün içindeki sıvı atıldı.   

6. 100 µL yıkama tamponu filtreli tüp eklendi. 14.000 x rpm‘de 30 sn. santrifüj 

edildi. 
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7. 200 µL desülfonasyon tamponu filtreli tüpe eklenir ve oda sıcaklığında (20-

30ºC) 15-20 dk. bekletildi. İnkübasyondan sonra 14.000 x rpm‘de 30 sn. santrifüj edildi. 

8. 200 µl yıkama tamponu filtreli tüpe eklendi. 14.000 x rpm’de 30 sn. santrifüj 

edildi. Bu işlem iki kez tekrarlandı.  

9. Toplama tüpü atıldı, filtreli tüp 1,5 mL’lik mikrotüp içine yerleştirildi.   

10. 10 µL elüsyon tamponu direkt olarak filtreli tüpe eklendi. 14.000 x rpm’de 

30 sn. santrifüj edildi. 

11. Elde eldilen bisülfit modifiye DNA’lar daha sonraki aşamalarda kullanılmak 

üzere 20°C’de saklandı. 

3.7.4.2. İn Vitro DNA Metilasyonu 
  Pozitif kontrol olarak in vitro metillenmiş DNA; genomik DNA’nın SssI-CpG 

metiltransferaz enzimi (Zymo Research; New England Biolabs) katalizörlüğünde 

SAM’ı substrat olarak kullanarak in vitro metillenmesi ile hazırlandı.  

Reaksiyon Bileşenleri: 

10 x CpG Reaksiyon tampon             2 µL 

20 x SAM (12 mM)   1 µL 

DNA (1µg/µL)   1 µL 

CpG Metilaz (4 unite/µL)  1 µL 

Nükleaz-free su            15 µL 

Sırasıyla yukarıdaki reaksiyon içerikleri mikrosantrifüj tübüne konuldu. 30°C’de 1 gece 

inkübasyon gerçekleştirildi. 

İn vitro Metillenmiş DNA’nın Saflaştırılması 
Sodyum asetat çözeltisi: 2,4 g sodyum asetat tartılarak 10 mL bidistile suda 

çözüldü. pH asetik asit ile 6.0’ya ayarlandı. 0,2 µm steril filtreden geçirilerek steril 

edildi. +4 ºC’de buzdolabında saklandı. 

1. 20 µL in vitro metile edilmiş DNA çözeltisine 20 µL nükleaz-free su eklendi. 

2. İçerisinde jel bulunan 1,5 mL’lik tüp (‘phase lock gel light’) kullanılmadan 

önce 11.000 rpm’de 1 dk. santrifüj edildi ve DNA çözeltisi jelin üzerine konuldu. 

3. Üzerine 1 hacim (40 µl) kloroform:izoamil alkol (24:1) karışımı eklendi. 

4. 1 dk. boyunca çalkalandı ve 11.000 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. 

5. Üstteki sıvı (40 µL) jel tabakasına değmeden yeni bir ependorf tübüne alındı. 
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6. Üzerine 0,1 hacim (4 µL) 3M sodyum asetat (pH=6) tamponu ve 2 hacim (80 

µL) soğuk absolüt 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. santrifüj edildi. 

8. Üstteki sıvı kısım atıldı.   

9. DNA pelleti %90‘lık soğuk etanol ile yıkandı ve 4°C’de 10.000 x g’de 30 dk. 

santrifüj edildi.   

10. Oda sıcaklığında 10 dk. kurutuldu.  

11. DNA pelleti üzerine 20 µL nükleaz-free su eklendi ve 55°C’de 1 saat inkübe 

edildi.  

12. Metillenmiş DNA sonraki aşamalarda kullanılmak üzere -20°C’de saklandı. 

3.7.4.3. Primer Çiftleri 
Bazı genlere ait primer çiftleri, “Methyl Primer Ekspres (Applied Biosystems)” 

ve “Meth Primer” gibi metilasyon analizleri için özgün primer tasarım programları 

kullanılarak, metillenmiş ve metillenmemiş diziler için genlerin promotor bölgelerinde 

CpG adalarındaki dizilere uygun olarak tasarlandı. Kullanılan primer çiftleri Tablo 3-

1’de gösterilmiştir. Primer çiftleri Elips firması aracılığıyla sağlandı (Integrated DNA 

Technologies, Amerika Birleşik Devletleri). Tüm primerler 100 pmol/µL 

konsantrasyonunda olacak şekilde nükleaz-free suda çözülerek stok çözeltiler 

hazırlandı. Daha sonra PCR uygulamalarında kullanılmak üzere 10 pmol/µL olacak 

şekilde seyreltildi ve porsiyonlara ayrılarak -20°C’de saklandı.  

 

Tablo 3-1: MSP için kullanılacak primer çiftleri 

Primer set İleri primer 5´ → 3´ Geri primer 3´ → 5´ 
Annealing  
Sıcaklığı 

(°C) 
Kaynak 

Rassf-1 – M 
Rassf-1 - U 

ggg ttt tgc gag agc gcg 
ggt ttt gtg aga gtg tgt tta g 

gct aac aaa cgc gaa ccg 
cac taa caa aca caa acc aaa ca 

64 
59 

Williams 
ve ark., 
2006 

c-myc – M 
c-myc – U 

ttt gtt ttt tcg att tta gag aga c 
tgt ttt ttt gat ttt aga gag atg a 

tta tcc tac gta tat taa tca ccg c  
ctt atc cta cat ata tta atc acc aca 

55 
55 

Meth-
Primer 
Design 

 

3.7.4.4. Metilasyona-özgü PCR (MSP) 
Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bölgelerindeki CpG adalarında metilasyon 

tayini, Herman ve ark., 1996 tarafından tarif edilen yöntem esas alınarak yapıldı. Bu 
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yöntemde bisülfit modifikasyonu ile urasile dönüşen sitozinler PCR sırasında adeninle 

eşleşirler. Metilllenmiş ve metillenmemiş dizilere uygun primer çiftleri ile hot-start PCR 

amplifikasyonu, bisülfit ile modifiye edilmiş DNA (50ng) kullanılarak yapıldı. Oluşan 

PCR ürünü, poliakrilamid jel elektroforezi (etidyum bromür ile boyanmış) ile 

yürültüldükten sonra jel görüntüleme sisteminde UV ışığı altında bakılarak analiz edildi.  

Metodun özgünlüğünü konfirme etmek için, genomik DNA Sssl-CpG 

metiltransferaz enzimi (New Englands Biolab) katalizörlüğünde s-adenozil metiyonini 

substrat olarak kullanılarak in-vitro olarak metillenecektir. Metillenmiş DNA PCR 

amplifikasyonunda metillenmiş primer çifti için pozitif kontrol olarak kullanacaktır. 

Negatif kontrol olarak ise, her iki primer çifti (metillenmiş ve metillenmemiş) için PCR 

uygulaması bisülfit modifikasyonu yapılmamış DNA'lar kullanılarak yapılacak ve 

böylece tamamlanmamış modifikasyon durumunda modifiye olmamış DNA'lar kontrol 

edilecektir.  

 Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bölgelerindeki CpG adalarında 

metilasyon tayini, Herman ve ark. (1996) tarafından tarif edilen yöntem esas alınarak 

yapılmıştır. Bu yöntemde bisülfit modifikasyonu ile urasile dönüşen sitozinler PCR 

sırasında adeninle eşleşirler (Şekil 3-10). 

 

Şekil 3-10: Bisülfite modifikasyonu ve PCR amplifikasyonunun metillenmiş ve 
metillenmemiş dizide şematik olarak gösterilmesi (Zilberman and Henikoff, 2007).  
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3.7.4.5. PCR Uygulaması 
50 ng bisülfit ile modifiye edilmiş DNA’dan (1000 ng/20 µL) 1 µL alındı, 

üzerine 12,5 µL hot-start PCR master karışımı, 2’şer µL 10 pmol “ileri” ve “geri” 

primerler ve 7,5 µL su eklenerek PCR amplifikasyonu başlatıldı.  

  PCR koşulları:  

Enzim aktivasyonu  95 °C             4 dk. 

  Parçalanma       95 °C   30 s.   

  Annealing *     30 s. 35 siklus 

  Uzama    72 °C  30 s.   

  Final uzama       72 °C            7 dk.      1 siklus 

* Her gene ait “annealing sıcaklığı” Tablo 3-1’de verilmiştir. 

  Her bir PCR ürünü (10 µL) %5 lik poliakrilamid jellerde yürütüldü ve etidyum 

bromür ile boyanarak UV transluminatör ve jel görüntüleme sisteminde incelendi.  

PCR uygulaması, pozitif kontrol örnekleri kullanılarak her gene ait metillenmiş 

(M) ve metillenmemiş (U) primer çiftleri ile farklı annealing sıcaklıkları denenerek 

optimize edildi. Her gen için PCR metodu optimize edildikten sonra; BPA uygulanmış 

NRK-52E hücrelerinden izole edilen DNA örneklerine MSP uygulamalar 2’şer tekrarlı 

olarak yapıldı.  

 Metodun özgünlüğünü konfirme etmek amacıyla; her PCR uygulamasında hem 

metillenmiş (M), hem de metillenmemiş (U) primer çiftleri için, pozitif kontrol olarak in 

vitro metillenmiş DNA, negatif kontrol olarak ise bisülfit modifikasyonu yapılmamış 

DNA kullanıldı.  

3.7.4.6. Agaroz Jel Elektroforezi 
  Agaroz jel yükleme tamponu: 0,25 g Brom fenol mavisi, 0,25 g ksilen siyanol 

tartıldı. 30 mL Gliserin ve 70 mL steril su ilave edilerek karıştırıldı. Oda sıcaklığında 

saklandı. 

  10 x TBE çözeltisi: 108 g Trizma baz, 55 g borik asit, 9.3 g EDTA tartılarak  

1000 mL’ye bidistile su ile tamamlandı.  Otoklavda 120°C’de 15 dk. steril edildi. Oda 

sıcaklığında saklandı.  

  1 x TBE çözeltisi: 10xTBE tamponundan 100 mL alınıp 1000 mL’ye steril su ile 

tamamlandı. 
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 Etidyum bromür: 10 mg etidyum bromür 10 mL bidistile suda çözündürüldü. 

+4°C’ de saklandı. 

DNA göstergeleri: Çalışmada 50 ve 100 bç’lik DNA göstergeleri kullanıldı. 4 

µL DNA göstergesi, 1 µL 6xDNA yükleme boyası ve 1 µL steril su 0,5 mL’lik 

mikrotüpte karıştırıldı. +4 °C’de saklandı. 

  Agaroz jel (%1,5) hazırlanışı: 0,75 g Agaroz tartılıp 50 mL’ye 1xTBE ile 

tamamlanıp, mikrodalga fırında çözündürüldü. Ilıkken, PCR ürünlerini görünür hale 

getirmek için, 2 µL etidyum bromür eklenip karıştırıldı ve taraklar konulmuş olan plağa 

döküldü. Jellerin donması için 20 dk. beklendi. Taraklar çıkartılarak jeller hemen 

kullanıldı ya da +40C’de saklandı.  

 Enzim amplifikasyonunun başarılı bir şekilde gerçekleşip gerçekleşmediğinin 

kontrolü için örnekler, PCR işlemi bitiminde %1,5’lik rutin agaroz jellere tatbik edildi.  

  Agaroz jele uygulama: Her 7 μL PCR ürünü için 2 μL yükleme tamponu ilave 

edildi. Jel, 1xTBE tamponu içeren elektroforez tankına alındı. Yükleme tamponu ile 

karıştırılmış olan PCR ürünleri, tarak dişleri sayesinde oluşan boşluklara teker teker 

uygulandı. 1 Jele 13 örnek ve oluşan ürünün büyüklüğünü ölçebilmek için uygun DNA 

göstergesi uygulandı. Yatay elektroforez, güç kaynağına takılarak PCR ürünleri direkt 

olarak 150 volt, 85 miliamper varlığında 40 dk. yürütüldü. İşlem sonunda amplifiye 

edilen genlerin spesifik bantları UV-transilluminatörde 254 veya 301 nm'de 

görüntülendi ve jel dökümantasyon sistemi ile elde edilen resimler kaydedildi 

3.8. Gen Ekspresyonların Tayini 

3.8.1. Total RNA İzolasyonu 
Hücre kültüründen total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit‘ (Roche 

Life Science) ile üretici firmanın vermiş kullanım talimatları uygulanarak gerçekleştirildi.  

Kit içeriği 

Lizis/Bağlama tamponu: 4,5 M Guanidin-HCl, 50 mM Tris-HCl, %30 Triton X-

100 (ağırlık/hacim) (pH 6,6). 25°C’de saklandı. 

DNaz I (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz I. Çözündürüldükten 

sonra porsyonlarak -20°C’de saklandı. 

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

saklandı. 
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Yıkama tamponu I: 5 M Guanidin-HCl, 20 mM Tris-HCl (pH 6,6). 25°C’de 

saklandı. 

Yıkama tamponu II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl (pH 7,5). 25°C’de saklandı. 

Elüsyon tamponu: PCR kalitede su. 

Filtreli tüp, toplama tüpü 

Deney protokolü 

1. Bölüm 3.6’da belirtildiği üzere hazırlanan 1x106 hücre 200 µL PBS içinde 

süspande edildi. 

2. Üzerine 200 µL bağlama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karıştırıldı. 

3. Kitin içerisinden çıkan toplama tüpüne filtreli tüp yerleştirildi. 

4. Yukarıda hazırlanan çözelti filtreli tüpe konuldu ve 8000 x g’de 15 sn. 

santrifüj edildi.  Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. 

5. Steril bir mikrotüpte her bir örnek için 90 µL DNaz inkübasyon tamponu ve 

10 µL DNaz I eklendi ve karıştırıldı. 

6. 100 µL DNaz I çözeltisi filtreli tüpün üst yüzeyine konuldu. 15-25°C’de 15 

dk. inkübe edildi. 

7. Filtreli tüpe 500 µL Yıkama tamponu I eklendi ve 8000 g ̕de 15 sn santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı.  

8. Filtreli tüpe 500 µL Yıkama tamponu II eklendi ve 8000 g ̕de 15 sn. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı.  

9. Filtreli tüpe 200 µL Yıkama tamponu II eklendi ve en yüksek devirde 

(yaklaşık 13000 g) 2 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpü içindeki sıvı ile 

birlikte atıldı. 

10. Filtreli tüp 1,5 mL’lik mikrotüp içine yerleştirildi.   

11. Elüsyon tamponundan 50 µL filtreli tüpe eklendi. 8000 x g’de 1 dk. 

santrifüj edildi.  

12. Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi için -80°C’de saklandı. 

3.8.2. RNA’nın Saflık ve Miktar Tayini 
0,1-10 µM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında NRK-52E 

hücrelerinden izole edilen RNA’ların miktarı ve saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak 

mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de ölçüldü. 260 nm’deki ölçümler RNA 
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miktarının belirlenmesinde kullanıldı. RNA’nın saflığının belirlenmesinde kullanılan 

A260/A280 oranı ise yaklaşık 1,95± 0,1 olmalıdır. 

3.8.3. cDNA Sentezi 
cDNA tek veya çift sarmallı olabilir ve mRNA kalıbından ters transkriptaz 

enzimi kullanılarak sentezlenir. Eğer yapılan deney çift sarmallı cDNA gerektiriyorsa, 

bir başka DNA sentez basamağı ile gerçekleştirilebilir.  

Ölçüm sonucunda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi için total 500 ng 

olacak şekilde ‘Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit’ (Roche Life Science) ile 

üretici firmanın vermiş olduğu kullanım talimatları uygulanarak gerçekleştirildi.    

Kitin içeriği 

Transkriptör ters transkriptaz: 50 µL; 200 mM potasyum fosfat, 2 mM 

ditiyotreitol, %0,2 Triton X-100, %50 gliserol (pH 7,2) 

Transkriptör ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x5): 1 mL; 250 mM Tris-HCl, 

150 mM KCl, 40 mM MgCl2 (pH 8,5) 

Koruyucu RNaz inhibitörü: 50 µL; 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCl, 8 mM 

ditiyotreitol, %50 gliserol (pH 7,6) 

Deoksinükleotid karışımı: 200 µL; 10 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP 

Anchored-oligo (dT)18  primer: 100 µL 

Random heksamer primer: 100 µL 

Kontrol RNA: 20 µL 

Kontrol primer, insan porfobilinojen deaminaz (PBGD) karışımı: PBGD için 5 

µM ileri ve geri primer 

PCR kalitede su 

Deney protokolü 

1. Steril, nükleaz içermeyen, ince duvarlı PCR tüpü buz içine konuldu ve 

içerisinde kalıp primer karışımı hazırlandı: 

  Toplam RNA: 1000 ng 

  Anchored-oligo(dT)18 primer (vial 5): 1 µL 

  Random heksamer primer (vial 6): 1 µL 

  Su (vial 8): Reaksiyonun toplam hacmi 13 µL olacak şekilde su eklendi. 
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2. Kalıp primer karışımını denatüre etmek için karışım 65°C’de 10 dk. inkübe 

edildi ve tüp hızlı bir şekilde buz üstüne alındı. 

3. Kalıp primer karışımını içeren tüpe ters transkriptaz karışımının geri kalan 

bileşenleri aşağıdaki belirtildiği sırayla eklendi: 

  Ters transkriptaz reaksiyon tamponu (x 5):  4 µL 

  Koruyucu RNaz inhibitörü:     0,5 µL 

  Deoksinükleotid karışımı:     2 µL 

  Transkriptoz ters transkriptaz:    0,5 µL 

  Toplam hacim:               20 µL 

4. Tüp içindeki maddeler dikkatli bir şekilde karıştırıldı ve spin santrifüj yapıldı. 

Vorteks yapılmamalıdır.  

5. Daha sonra ters transkriptaz karışımı 55°C’de 30 dk. boyunca inkübe edildi.  

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

7. Tüp buz üstüne alınarak reaksiyon durduruldu. 

8. cDNA saflaştırmaya gerek olmaksızın PCR reaksiyonlarında kullanılmak 

üzere -20°C’de saklandı. 

3.8.4. Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Tayini 
Rassf1 ve c-myc genlerinin ekspresyonları ‘RealTime ready custom single assays’ 

primer prob karışımı kullanılarak RT-PCR ile gerçekleştirildi.  

Gereken malzemeler: 

‘LightCycler 480 Probes Master’ PCR karışımı, x 2: 1mL; FastStart Taq DNA 

polimeraz reaksiyon tamponu, dNTP karışımı, 6,4 mM MgCl2  

‘RealTime ready custom single assays’ primer prob karışımı  

PCR kalitede su 

Deney protokolü 

1. Malzemeler açılmadan önce dikkatlice spin yapıldı. Çalışma buz üzerinde 

gerçekleştirildi. 

2. PCR primerleri ve hidroliz probu içeren x10 konsantrasyonlu çözelti 

hazırlandı. 

3. Buz üstündeki her bir 1.5 mL’lik reaksiyon tüpüne aşağıdaki gösterildiği gibi 

uygun miktarlarda bileşenler ilave edilerek PCR karışımı hazırlandı ve dikkatlice 

pipetleme yapıldı: 

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 karışımı: 2 µL 

‘LightCycler 480 Probes Master’ PCR karışımı:   10 µL 

PCR kalitede su:                           3 µL 

Toplam hacim:                                                                          15 µL 
4. Hazırlanan PCR karışımından 15 µL mikroplakanın her kuyucuğuna ilave 

edildi. 

5. cDNA örnekleri steril su ile 1:10 oranında seyreltildi. 

6. Hazırlanan cDNA örneklerinden 5 µL her bir kuyucuğa eklendi ve 

mikroplakanın üzeri mikroplaka filmi ile kapatıldı. 

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

8. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazına konularak ölçüm yapıldı. RT-

PCR protokolü Tablo 3-2’de gösterilmiştir. 

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

 

 
 

 

 

 

 

3.9. İstatistiksel Değerlendirme   
Veriler “ortalama ± standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak 

“SPSS 21.0 for Windows” paket programı kullanılarak değerlendirildi.  Tüm 

parametreler için öncelikle normalite testi ve varyansların homojenliği testi 

uygulandıktan sonra, normal dağılım gösteren veriler için ‘Tek Yönlü Varyans’ 

(ANOVA) analizi ile çoklu karşılaştırma ve ikili gruplar arasında ise bağımsız t-testi 

kullanıldı. p<0,001 ve p<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Program adı  Siklus Analiz modu Sıcaklık oC Süre 

Pre-inkübasyon 1 None 95 5 dk. 

Amplifikasyon 45 Quantification 

95 

50 

72 

10 sn. 

15 sn. 

1 sn. 

Soğuma  1 None - 10 sn. 

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’nın NRK-52E Hücrelerinde Sitotoksisite Üzerine Etkileri 
BPA’nın NRK-52E hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi hücre canlılığının 

kantitatif ölçümüne dayanan MTT ve NRU testi ile gerçekleştirildi (Şekil 4-1). 

BPA maruziyeti sonrası konsantrasyona karşı MTT ve NRU testleri ile % hücre 

ölümü grafiği NRK-52E hücrelerinde Şekil 4.1’de gösterilmiştir. BPA’nın 0; 31,25; 

62,5; 125; 250; 500 ve 1000 μM konsantrasyonlarındaki maruziyetinin NRK-52E 

hücrelerinde MTT ve NRU testlerine göre IC50 değerleri sırası ile 105 ve 88 µM olarak 

belirlendi. 

 

Şekil 4-1: NRK-52E hücrelerine 0-1000 µM konsantrasyonlarında BPA maruziyeti sonucu 
MTT ve NRU testi sonuçları.  

 

4.2. NRK-52E Hücrelerinden İzole Edilen DNA’ların Miktarları ve Saflıkları 
1, 10, 100 nM ve 1, 10 µM  konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında NRK-

52E hücrelerinden izole edilen DNA’lar bisülfit modifikasyonu öncesinde miktarı ve 

saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de ölçüldü. 

İzole edilen DNA’ların A260/A280 ve A260/A230 oranlarında saflıklarının iyi olduğu 

görüldü (Tablo 4-1) ve DNA metilasyonu analizleri için uygulamalara başlandı. 
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Tablo 4-1: 1, 10, 100 nM ve 1, 10 µM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında 
NRK-52E hücrelerinden izole edilen DNA’ların miktar ve saflıkları 

BPA’ya 
Maruziyet 

Süresi 

Örnek 
No Örnek Grubu A260/A280 A260/A230 ng/µL 

24 saat 

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 1 nM  1,92 1,67 108,304 
5 1 nM  - - - 
6 1 nM  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 
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 1 µM  1,953 1,937 138,997 
14 1 µM  1,868 1,734 205,744 
15 1 µM  1,924 1,848 226,737 
16 10 µM  1,953 1,792 169,381 
17 10 µM  1,923 1,922 410,357 
18 10 µM  1,786 1,773 167,06 

48 saat 

19 Kontrol 1,886 1,94 154,169 
20 Kontrol 1,877 2,105 216,312 
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 

72 saat 

25 Kontrol 1,894 2,117 167,148 
26 Kontrol 1,832 1,775 115,202 
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 

96 saat 

31 Kontrol  1,847 2,027 131,115 
32 Kontrol 1,838 1,22 147,511 
33 Kontrol 1,824 2,181 172,09 
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 

6 gün 

38 Kontrol 1,888 2,022 130,916 
39 Kontrol 1,857 1,989 131,31 
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 Sonuçları 
Global 5-mC tayini Eliza kiti kullanılarak yapıldı. Bölüm 3.7.3’de anlatıldığı 

şekilde %5-mC miktarı kit ile temin edilen standartlar ile hazırlanan standart eğri 

üzerinden hesaplandı (Şekil 4-2). Şekil 4-3’de 100 nM konsantrasyonda 24 saat-6 gün 

BPA uygulanan NRK-52E hücrelerinde %5-mC seviyeleri gösterilmiştir. %5-mC 

seviyeleri kontrol grubuna kıyasla 100 nM 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gün BPA uygulanan 

NRK-52E hücrelerinde sırasıyla %14,08; %19,76; %23,13; %25,3; %23,50 oranında 

azaldığı görülmüştür. 

 

Şekil 4-2: 5-mC Standardına ait kalibrasyon eğrisi. 

 

 

Şekil 4-3: 100 nM konsantrasyon aralığında 24 saat - 6 gün BPA ile maruz bırakılan NRK-
52E hücrelerinde % 5-mC seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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4.4. Gene-özgü Metilasyon PCR (MSP) Tayini Sonuçları 
Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotor bölgelerindeki CpG adalarında metilasyon 

tayini BPA uygulanan NRK-52E hücrelerinden elde edilen DNA örneklerinde MSP 

yöntemi ile yapıldı. MSP tayini her bir örnek için hem metillenmiş (M), hem de 

metillenmemiş (U) primer çiftleri kullanılarak yapıldı.  

Rassf-1 geninin promotor bölgesindeki CpG adalarında metilasyon NRK-52E 

hücrelerinde kontrol örneklerinde gözlenmemiştir. 1 ve 10 µM konsantrasyonlarda 24 

saat BPA uygulanan NRK-52E hücrelerinde Rassf-1 geninde metilasyon gözlendi (Şekil 

4-4). Ayrıca, 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 gün BPA maruziyetinin de 

Rassf1 geninde metilasyona sebep olduğu gösterildi (Şekil 4-

4).

 

Şekil 4-4: Rassf-1 genine ait kontrol ve BPA uygulanmış NRK-52E hücrelerinde 
metillenmiş (M) ve metillenmemiş (U) primerler ile uygulanan MSP sonuçları. 

  

c-myc geninin promotor bölgesindeki CpG adalarında metilasyon NRK-52E 

hücrelerinde kontrol örneklerinde gözlenmemiştir. 1 ve 10 µM konsantrasyonlarda 24 

saat BPA uygulanan NRK-52E hücrelerinde c-myc geninde metilasyon gözlendi (Şekil 
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4-5). Ayrıca, 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 gün BPA maruziyetinin de 

c-myc geninde metilasyona sebep olduğu gösterildi (Şekil 4-5). 

PCR ürünü büyüklüğü: 127 baz çifti (bp).  

Şekil 4-5: c-myc Genine ait control ve BPA uygulanmış NRK-52E hücrelerinde 
metillenmiş (M) ve metillenmemiş (U) primerler ile uygulanan MSP sonuçları. 

 

4.5. NRK-52E Hücrelerinden İzole Edilen RNA’ların Miktarları  
1, 10, 100 nM ve 1, 10 µM  konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında 

NRK-52E hücrelerinden RNA izolasyon kiti kullanılarak izole edilen RNA’ların miktarı 

ve saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede de 

ölçüldü. İzole edilen RNA’ların A260/A280 oranında saflıklarının iyi olduğu görüldü 

(Tablo 4-2) ve cDNA sentezi yapıldı.  
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Tablo 4-2: 1, 10, 100 nM ve 1, 10 µM konsantrasyonlarda BPA maruziyeti sonrasında 
NRK-52E hücrelerinden izole edilen RNA’ların A260/A280 oranındaki miktarları 
ve saflıkları. 

BPA’ya 
Maruziyet 

Süresi 
Örnek No Örnek Grubu A260/A280 ng/µL 

24 saat 

1 Kontrol 2,037 641,877 
2 Kontrol 1,912 491,656 
3 Kontrol 2,043 482,539 
4 1 nM  2,05 330,944 
5 1 nM  1,987 334,004 
6 1 nM  2,057 344,778 
7 10 nM  2,071 412,43 
8 10 nM  2,066 325,998 
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 1 µM  2,06 206,776 
14 1 µM  2,032 244,794 
15 1 µM  2,05 306,044 
16 10 µM  1,999 406,884 
17 10 µM  2,039 170,542 
18 10 µM 2,065 308,939 

48 saat 

19 Kontrol 1,953 265,749 
20 Kontrol 2,054 529,1 
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 

72 saat 

25 Kontrol 2,047 759,984 
26 Kontrol 2,071 710,707 
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 

96 saat 

31 Kontrol 2,07 483,016 
32 Kontrol 2,047 675,928 
33 Kontrol 2,064 268,529 
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 

6 gün 

38 0 nM  2,078 209,39 
39 0 nM  2,065 250,287 
40 0 nM  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  
Rassf1 ve c-myc genlerine özgü hazır problar kullanılarak gen ekspresyonları 

RT-PCR’da tayin edildi. Referans gen olarak β-aktin kullanıldı. 24 saatlik maruziyette 1 

µM konsantrasyonda Rassf1 ve c-myc geninin ekspresyonunda sırasıyla %26,66 ve 

%37,3 oranında azalma gözlenirken ve 10 µM konsantrasyonda Rassf1 ve c-myc 

geninin ekspresyonunda sırasıyla %25,11 ve %22,24 oranında azalma gözlendi (Şekil 4-

6). Süreye bağlı maruziyetlerde ise; 100 nM 48, 72 ve 96 saatlik BPA maruziyetinin her 

iki genin ekspresyonunda kontrole göre istatistiksel olarak azalmaya sebep olduğu 

gösterilirken, 6 günlük maruziyette ise anlamlı olmayan bir artış gözlendi (Şekil 4-7). 

 

 

Şekil 4-6: Rassf-1 ve c-myc genlerine ait 24 saatlik BPA maruziyetine uğramış NRK-52E 
hücrelerinin gen ekspersyonu sonuçları. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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Şekil 4-7: Rassf-1 ve c-myc genlerine ait 24, 48, 72, 96 saat ve 6 günlük BPA maruziyetine 
uğramış NRK-52E hücrelerinin gen ekspersyonu sonuçları. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

 

Sonuç olarak; 

NRK-52E hücrelerinde MTT ve NRU testleriyle BPA’nın IC50 değeri sırasıyla 

105 µM ve 88 µM bulundu.  

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

ve 6 gün BPA maruziyeti sonucunda global DNA metilasyonunda azalma gözlendi.   

24 saatlik yüksek konsantrasyonlarda ve 100 nM 48, 72 ve 96 saat BPA 

maruziyetinde NRK-52E hücrelerinde bisülfit dönüşümüne takiben MSP tekniği 

kullanılarak Rassf-1 ve c-myc genlerinin promotör bölgelerinde metilasyonda artış 

gösterildi.  

24 saatlik yüksek konsantrasyonlarda ve 100 nM 48, 72 ve 96 saat BPA 

maruziyetinde NRK-52E hücrelerinde Rassf-1 ve c-myc genlerinin ekspresyonunda 

azalma gösterildi. 
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5. TARTIŞMA 

Polikarbonat plastik ve epoksi reçinesi üretiminde hammadde olarak kullanılan 

bisfenol A (BPA) yüksek miktarlarda üretilen bir kimyasal maddedir. İnsanların BPA 

hakkındaki endişesi BPA’ya maruziyetin yaygın olmasından kaynaklanır. BPA’nın 

endokrin bozucu özelliğinden dolayı insan sağlığındaki riski büyük önem arz eder 

(Wolstenholme ve ark., 2011). BPA’nın, çeşitli dokularda enzim aktivitesini ve 

metabolizmayı etkilediği, hedef dokularda hormon reseptörlerinin sayısında ve hormon 

reseptör geni aktivitesinde değişikliğe yol açtığı ve endokrin sistemi bozduğu bir çok 

çalışmada ortaya çıkmıştır. Çalışmalar özellikle östrojenik ve antiandrojenik etkileri 

üzerine yoğunlaşmıştır (EFSA, 2008).  

Son yıllarda BPA’nın diyabet, obezite, üreme bozuklukları, kardiyovasküler 

bozukluklar, doğum anomalileri, kronik solunum ve böbrek bozuklukları ve meme 

kanseri gibi birçok kronik hastalığın etiyolojisinde rolünün olabileceği üzerinde 

durulmaktadır. BPA’nın toksisitesinin değerlendirilmesinde  birçok çalışma yapılmakta 

olup, çeşitli sistemler üzerinde toksik etkilerinin değerlendirilmesinde epigenetik 

mekanizmaların da rolünün olabileceği yapılan araştırmalarda önemle vurgulanmaktadır 

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

Tez çalışmasında, insanların çeşitli yollar ile maruz kaldığı BPA’nın 

toksisitesinde DNA metilasyonunun rolü araştırılmıştır. Bu kapsamda; BPA’nın global 

DNA metilasyonu ve  ve hücre siklusu regülasyonunda önemli rol oynayan c-myc ve 

Rassf-1 genlerinin promotor bölgelerinde CpG adalarındaki metilasyonu ve gen 

ekspresyonları in vitro koşullarda NRK-52E hücrelerinde araştırıldı. 

Tez çalışmasında, BPA’ya maruz bırakılmış NRK-52E hücrelerinde global DNA 

metilasyonu tayini DNA Eliza kit ile gerçekleştirilmiş olup,  5-mC seviyelerinin kontrol 

grubuna kıyasla 100 nM 24, 48, 72, 96 saat ve 6 gün BPA uygulanan NRK-52E 

hücrelerinde azaldığı görülmüştür. Yapılan literatür taramaları neticesinde tez 

çalışmasının BPA’nın böbrek hücrelerinde global DNA metilasyonu üzerine yapılan ilk 

çalışma olduğu görülmektedir. 

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

olup, hücre çoğalmasını kontrol eder. c-myc Geninde meydana gelen hipometilasyon 
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ile genin ekspresyonu artar ve bu da karaciğer ve böbrek kanserlerinde hücre 

çoğalması ile ilişkilidir (Du ve ark., 2009; Tao ve ark., 2000; Tao ve ark., 2005). 

Yapılan çalışmalarda global DNA metilasyonu ve c-myc geninde hipometilasyon 

arasında bir ilişki olabileceği gösterilmiştir. Rassf-1 de bir onkogendir ve hücre 

çoğalması kontrolünde görev alır. NRK-52E hücrelerinde Rassf-1 ve c-myc genlerinin 

promotor bölgelerindeki CpG adalarındaki metilasyonda 1 ve 10 µM 

konsantrasyonlarda 24 saat BPA uygulanan NRK-52E hücrelerinde metilasyon 

gözlendi. Ayrıca 100 nM konsantrasyonda 48, 72, 96 saat ve 6 gün BPA maruziyetinin 

de Rassf1 ve c-myc genlerinde metilasyona sebep olduğu gösterildi. Aynı zamanda, bu 

genlerin ekspreyonlarında da değişiklikler saptanmış olup, ekspresyonlardaki azalmanın 

promotor bölge metilasyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

İnsan meme epitel hücrelerinde 1 hafta süre ile BPA maruziyetinin (10, 100 nM) 

tümör ile ilişkili genlerde (BRCA1, CCNA1, p16, THBS1, TNFRSF10C ve 

TNFRSF10D) metilasyonu arttırdığı gösterilmiş olup, BPA’nın genetik ve epigenetik 

değişikliklere sebep olarak meme epitel hücre fonksiyonlarına zarar verdiği ve bunun 

hücre çoğalması ve yaşlanma ile ilişkili olabileceği ve bunun sonucunda memelerde 

karsinojeneze sebep olabileceği bildirilmiştir (Qin ve ark. 2012). İnsan meme epitel 

hücrelerinde yapılan diğer bir çalışmada ise; DNA onarım genlerinin (BRCA1, BRCA2, 

BARD1, CtIP, RAD51, ve BRCC3) ifadelerinin arttığı ve apoptoz ile ilişkili PDCD5 ve 

BCL2L11 genlerinin ise ifadelerinin azaldığı gösterilmiştir (Fernandez ve ark, 2012). 

Insan meme kanseri hücrelerinde ve sıçan meme bezlerinde gen ifadesinde anahtar bir 

molekül olan kodlanmayan RNA HOTAIR ifadesinin BPA ile indüklendiği gösterilmiş 

olup, aynı zamanda kromatin (histon metilasyonu ve asetilasyonu) modifikasyonuna 

sebep olarak gen aktivasyonuna yol açtığı gösterilmiştir (Bhan ve ark., 2014). Dhimolea 

ve ark. (2014) da sıçanlarda gebelikte BPA’ya maruziyetin meme bezlerinde genom 

düzeyinde epigenetik değişikliklere sebep olduğunu göstermiştir. 

24 saat BPA maruziyetini takiben yenidoğan sıçan testislerinde östrojen 

reseptörlerinin promotor bölgelerinde hipermetilasyonda artış tespit edilmiş, 

spermatojenez ve fertilite üzerine advers etkilere sebep olabileceği bildirilmiştir (Doshi 

ve ark., 2011). Weng ve ark. (2010) yaptığı bir çalışmada primer epitel meme 

hücrelerinde düşük doz BPA maruziyetinin lizozom ilişkili membran protein 

(‘lysosomal associated membrane protein’, LAMP3) geninin CpG adalarında DNA 
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metilasyonunda artışa sebep olduğu ve beraberinde LAMP3 geninin ifadesini baskıladığı 

ve bu durumun meme kanseri riskini arttırabildiği gösterilmiştir. Yenidoğan sıçanların 

BPA’ya maruziyetinin prostat neoplazinin sıklığında artışa ve prostat dokularında 

metilasyon değişikliklerine (örn: phosphodiesterase type 4 variant 4, Pde4d4 geninde 

hipometilasyon ve gen ifadesinde artış) sebep olduğu gösterilmiştir (Conti ve ark., 2003; 

Ho ve ark., 2006; Prins ve ark., 2008). Ayrıca, yenidoğan sıçanların BPA’ya 

maruziyetinin (10 μg/kg vücut ağırlığı) nukleozom binding protein-1 (Nsbp1) ve 

hippocalcin-like 1 (Hpcal1) genlerinin metilasyonunda ve ifadesinde değişikliklere 

sebep olduğu bildirilmiştir (Tang ve ark., 2011). Bu çalışma ile yaşamın erken 

evrelerindeki BPA maruziyetin düzenleyici genlerin ekspresyon ve metilasyon 

durumlarını değiştirdiği görülmüştür (Tang ve ark., 2011).   

Yukarıda da belirtildiği üzere BPA’nın çeşitli dokularda hücre fonksiyonunda 

önemli role sahip genlerde DNA metilasyonuna sebep olduğu gösterilmektedir. Tez 

çalışmasında elde edilen bulgular doğrultusunda; BPA’nın in vitro olarak NRK-52E 

hücrelerine maruziyeti sonucunda kanserle ilişkili olan bazı genlerin promotor 

bölgelerindeki CpG adalarında metilasyonda ve gen ekspresyonlarında değişikliklere 

sebep olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlardan hareketle, BPA’nın toksisitesinde 

epigenetik bir mekanizma olarak DNA metilasyonundaki değişikliklerin rolünün 

olabileceği öne sürülmektedir. Sonuç olarak BPA’nın toksisitesinde DNA 

metilasyonunun gen ifadesi ve histon modifikasyonları ile ilişkisi konuları üzerine 

çalışmalar yapılmasının gerekliliği ortaya çıkmaktadır. 

Ayrıca, devamlı hücre kültürleri kanser çalışmalarında ve hatta epigenetik 

mekanizmaların aydınlatılmasında sıklıkla kullanılmaktadırlar. NRK-52E hücreleri 

nefrotoksik ajanların hedef aldığı proksimal tübül epitel hücrelerinin karakteristik 

özelliklerine sahiptirler, bu hücre sistemlerinde epigenetik çalışmaların yapılması ve 

in vitro modellerin oluşturulması toksikoloji alanında önemli bir yere sahiptir. Tez 

çalışmasında, normal hücre kültürlerinde kanserde rol oynayan önemli genlerin 

metilasyonlarının belirlenmesinin gelecekte yapılacak olan epigenetik çalışmalara 

katkı sağlayacağı düşünülmektedir. Aynı zamanda kimyasalların sebep olduğu 

epigenetik değişikliklerin incelenmesinde in vitro test sistemlerinin kullanılması risk 

değerlendirmeside tehlikenin tanımlanması aşamasında farklı sistemlerin kullanılması 

bakımından önemlidir.  
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