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ÖZET 

 

NONĠLFENOLÜN MALĠGNANT MELANOMA HÜCRESĠ G-361 ÜZERĠNE 

ETKĠSĠ 

 

Nonilfenol en çok kullanılan ve maruz kaldığımız endokrin bozucular arasında yer alır. 

Endokrin bozucuların kanserojen etkileri ile ilgili çok sayıda çalıĢma olmasına rağmen 

antikanser etkilerini kapsayan çalıĢma sayısı azdır. Bu amaçla Nonilfenol‘ün sitotoksik 

ve apoptotik etkileri insan malign melanoma (G-361) hücre hattında araĢtırılmıĢtır. 

Sitotoksitite ölçümü çevresel doz aralığında çalıĢılmıĢtır ve 48 saatlik maruziyet süresi 

değerlendirilmiĢtir. Sitotoksisitenin doza bağımlı olarak azaldığı gözlenmiĢtir. Apoptoz, 

gen düzeyinde gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir. 48 saatlik maruziyet sonucunda; apoptotik genler olan P53, Bax ve 

Kaspaz-3 gen düzeylerinde artma ve P21 ile antiapoptotik gen olan BcL-2 nin gen 

düzeylerinde azalma gözlenmiĢtir. Sonuç olarak belirlenen dozlarda ve belirlenen 

maruziyet süresi sonunda Nonilfenolün G-361 hücre hattında apoptotik etki gösterdiği 

gözlenmiĢtir. ÇalıĢma sonrası elde edilen bulgular, Nonilfenol‘ün hücre içi yolak ile 

apoptozu indüklediğini ve gen düzeyinde etkili olduğunu göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: G-361, Gen Ekspresyonu, Melanoma, MTT, Nonilfenol  
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SUMMARY 

 

EFFECT OF NONYLPHENOL ON MALIGNANT MELANOMA CELL G-361 

 

Nonylphenol is among the most widely used and exposed endocrine disruptors. Although there 

are many studies on the carcinogenic effects of endocrine disruptors, there are few studies 

covering their anticancer effects. For this purpose, the cytotoxic and apoptotic effects of 

Nonylphenol were investigated in human malignant melanoma (G-361) cell line. Cytotoxicity 

measurement was studied in the environmental dose range and exposure time of 48 hours was 

evaluated. It was observed that the cytotoxicity decreased in a dose-dependent manner. 

Apoptosis was assessed using real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) at the gene level. 

As a result of 48 hours of exposure; An increase in the levels of the apoptotic genes P53, Bax 

and Caspase-3, and a decrease in the gene levels of P21 and the antiapoptotic gene BcL-2 were 

observed. As a result, it was observed that Nonylphenol had an apoptotic effect on the G-361 

cell line at the determined doses and at the end of the determined exposure time. Findings 

obtained after the study show that Nonylphenol induces apoptosis with the intracellular pathway 

and is effective at the gene level. 

 

Keywords: G-361, Gene Expression, Melanoma, MTT, Nonylphenol 
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1. GĠRĠġ 

 

1.1. ÇalıĢmada Kullanılan Nonilfenolün Genel Özellikleri  

  

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK) hayvanlarda ve insanlarda fizyolojinin 

sürdürülebilmesi için gerekli olan hormonal dengeyi bozmaları nedeniyle sağlık üzerine 

olumsuz etkilere yol açmaktadırlar (Noorimotlagh vd., 2018).  

 

Alkilfenollerin ve nonilfenol etoksilat bozunmasının son ürünü olan Nonilfenol (NF), 

bir fenol halkasına bağlı bir nonil grubuna sahip kimyasal bileĢiktir (Noorimotlagh vd., 

2018). Maddenin özellikleri nonil grubundaki dallanma derecesine göre değiĢiklik 

gösterebilmektedir (Buitrón vd., 2015). 

 

 

ġekil 1.1. NF‘nin kimyasal yapısı (Sharma vd., 2009). 

 

NF; su, hava, sediment ve toprakta tespit edilebilir deriĢimlerde bulunabilen bir 

kirleticidir ve çevredeki konsantrasyonları ve yarılanma ömrü bulundukları ortamlara 

göre farklılık gösterebilmektedir (Zhang vd., 1997).  

 

Hava, toprak ve insanların günlük olarak tükettiği kimyasallarda bulunmaktadır (Zhang 

vd., 2015). Ġyi emülsifikasyon özelliği dolayısıyla günlük üretimde ve yaĢamda yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Brunelli, 2018). Yer altı ve içme suyu da dâhil olmak üzere 

ortamdaki neredeyse tüm su kaynaklarında bulunmaktadır ve insan sağlığına büyük 

zarar verebilmektedir (Lee vd., 1999; Yang vd., 2020). Ayrıca sebze, süt ve et gibi 

kontamine gıdalar yoluyla besin zincirine de girdiği belirtilmektedir (Jin vd., 2014).  

 

Ġnsanlar deri emilimi, yutma veya soluma yoluyla NF'ye maruz kalabilir ve araĢtırmalar, 

gıda alımının insanda NF'ye maruz kalmanın birincil yolu haline geldiğini 

göstermektedir (Careghini vd., 2015; Lee vd., 2015). EBK‘lar ABD de çevre koruma 

ajansı tarafından Ģu Ģekilde tanımlanır ―vücutta bulunan, üreme ve geliĢim sürecinden 
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sorumlu olan, hormonların sentezine, salgılanmasına, taĢınmasına veya ortadan 

kaldırılmasına müdahale eden dıĢsal bir ajandır‖ (Diamanti-Kandarakis vd., 2009). 

 

Çevresel östrojenler su ortamında yaygın olarak bulunmaktadırlar (Wright ve Volz, 

2009). NF'‘nin lipofilik doğası gereği hayvan dokularında birikebilmektedir 

(Noorimotlagh vd., 2018). Ġnsanlar ve suda yaĢayan yaban hayatı türleri için büyük 

tehlike oluĢturmaktadır (Tan vd., 2003; Cardinali vd., 2004; Yao vd., 2005; El-Dakdoky 

ve Helal, 2007; Wang vd., 2015).  

 

NF‘ler, biyoakümülasyon, düĢük biyoyararlanım özelliği, kanserojenik, teratojenik ve 

mutajenik etkilerinden dolayı önem arz eden bileĢiklerdir (Krupi vd., 2014) ve insan 

sağlığı açısından diyabet, obezite, kardiyovasküler bozukluklar ve karaciğer gibi 

organlarda toksik etkilere neden olabilmektedir (Kazemi vd., 2016). NF, aynı zamanda 

östrojen eylemlerini taklit ederek östrojen reseptörü ile etkileĢime girip cinsel davranıĢ 

ve üreme sistemini etkileyebilmektedir (Christiansen vd., 1998). 

 

1.2. Nonilfenol‟ün Toksisitesi 

 

NF, çeĢitli organizmalardaki hormonların normal iĢleyiĢine müdahale edebilmektedir 

(Puy vd., 2014). Bu nedenle NF ile ilgili toksikolojik araĢtırmalar son yıllarda oldukça 

artmıĢtır. Çevre ve insan sağlığı üzerinde belirlenen muhtemel toksik etkilerinden 

dolayı, NF ve türevlerinin üretimi ve kullanımı birçok ülke tarafından yasaklanmıĢ veya 

kısıtlanmıĢtır (USEPA 2005). 2005 yılında USEPA tarafından bildirilen su kalitesi 

kriterlerine göre, limit NF konsantrasyonu tatlı suda <6,6 μg/L, tuzlu suda <1,7 μg/L 

olarak verilmektedir (USEPA 2005).  

 

NF‘ler canlılarda iskelet sisteminde düĢük konsantrasyonlarda hasara yol açmaktadır, 

yüksek konsantrasyonlarda embriyonun geliĢimini baskılayabilmektedir (Jiang vd., 

2019). Bitkilerde ise kök, endoplazmik retikulum ve kloroplast yapısını 

değiĢtirebilmektedir (Buitrón vd., 2015). Ek olarak, kimyasallara maruz kalmanın sağlık 

riski değerlendirmeleri, tek tek maddeler üzerinde yapılan çalıĢmalardan elde edilen 

verilere dayanmaktadır (Phillips ve Tahaichitr, 2008).  Yapılan tüm gözlemler, NF‘nin 
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farklı hücre ile organ türlerine etki etme becerisini, 0.01 mg/gün gibi düĢük 

konsantrasyonlarda çeĢitli etki türleri ile gösterdiğini ortaya çıkarmaktadır (Colerangle 

vd., 1996).  

 

NF‘nin insan vücudundaki yarı ömrü kısa olmasına rağmen, konsantrasyon seviyeleri 

yiyecek alımıyla artmaktadır (Kazemi vd., 2018). YetiĢkin Amerikalıların idrar 

örneklerinde NF konsantrasyonu 0,1 ng / ml iken, Çinli insanların 0,5 μg / kg'den fazla 

çıkmıĢtır (Litwa vd., 2016). 

 

17β-Östradiol ve NF kimyasal yapıları açısından çok benzerlik göstermektedir (Lyons 

vd., 2014). Bu nedenle NF bu diĢilik hormonunun bütün fonksiyonlarını taklit etme 

yeteneğine sahiptir. NF diğer BFA gibi östrojenik kimyasallardan daha güçlü bir 

östrojenik aktiviteye sahiptir. NF'nin endojen östrojenlere yapısal olarak benzer olması, 

üreme sisteminin iĢleyiĢine müdahale etme potansiyeli vermektedir (Jie vd., 2010). 

Bilindiği üzere testislerin NF'ye maruz kalması, testis yapısının bozulmasına ve testis 

boyutunda ve testosteron seviyelerinde azalmaya neden olmaktadır (Park vd., 2021). 

Mevcut in vitro ve in vivo çalıĢmalar NF'nin moleküler yapısının antiandrojenik olduğu, 

yetiĢkinlik veya erken çocukluk döneminde bu EBK‘ya maruz kalmanın, depresyon ve 

kaygı benzeri davranıĢlar ile iliĢkili olduğu ortaya konmuĢtur (Lu vd., 2007; Gong vd., 

2009; Aly vd., 2012; Jubendradass vd., 2012; Lagos-Cabré ve Moreno, 2012).  

 

Çevresel östrojeniklere maruz kalmak, erkeklerin diĢileĢtirilmesi, cinsiyet oranlarının 

değiĢmesi, doğurganlığın azalması, diğer gonadal ve üreme anomalilerine sebebiyet 

verebilmektedir (Yang vd., 2020). Bununla birlikte bağıĢıklık sistemi hastalıkları, kalp 

rahatsızlıkları veya tümörlerin geliĢmesi gibi ciddi sonuçlar doğurabilmektedir 

(Kavlock vd., 1996; Mills ve Chichester, 2005; Sumpter, 2005). 

 

NF'nin bağıĢıklık ve sindirim sistemleri üzerindeki olumsuz etkileri araĢtırılmıĢtır 

(Ahmed, 2000; Wada vd., 2007). NF uygulamasının merkezi sinir sistemi fonksiyonu 

üzerindeki olumsuz etkisi incelenmiĢtir. Yayınlanan rapora göre NF seviyesinin, beyin 

gibi yağ bakımından zengin bazı organlarda daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir (Geens 

vd., 2012).  
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Bugüne kadar, balıklar üzerine yapılan toksikolojik araĢtırmalar, esas olarak üreme 

üzerindeki etkilerine odaklanmıĢken, olası immün-endokrin etkileĢimlerine çok az ilgi 

gösterilmiĢtir (Milla vd., 2011). Balıkların bağıĢıklık sistemi üzerindeki endojen 

hormonların etkisi hakkında çok az inceleme yapılmıĢtır, ancak Ģimdiye kadar EBK'lar, 

esas olarak östrojenik, androjenik ve tiroidal aktivitelere sahip bileĢikler araĢtırılmıĢtır 

(Rehberger vd., 2017). EBK'lar seçilen endokrin yolakların uygunsuz inaktivasyonu 

veya aktivasyonu nedeniyle normal bağıĢıklık fonksiyonunu bozabilmektedir ve 

organizmaların hastalığa duyarlılığını değiĢtirebilmektedir (Sayed ve Ġsmail, 2017). 

 

NF maruziyeti anksiyete ile ilgili davranıĢlarla da iliĢkilendirilmiĢtir (Lee vd., 1999; 

Dobrzynska, 2014). Bunun için bir model olarak sıçan kullanılmıĢ ve NF çevresel 

dozlarına (0,001; 0,1; 1, 10 ve 100 µg NF/ml) 30 gün süreyle maruz bırakılmıĢlardır 

(Zemheri ve Uğuz, 2018). Sıçanların nörodavranıĢları çeĢitli yöntemlerle araĢtırılmıĢtır 

ve anksiyete ile ilgili davranıĢlar gözlemlenmiĢtir (Yang vd., 2020).  

 

Son zamanlarda, NF‘ye maruz kalan fetüs ve çocukların merkezi sinir sistemleri 

üzerindeki etkilerinin korkutucu boyutlara ulaĢtığı bildirilmektedir (Ferguson vd., 

2000). Transplasental absorbsiyon nedeniyle veya anne sütü aracılığıyla, NF‘e günlük 

maruz kalan fetüslerin bebeklerin ve çocukların potansiyel olarak risk altında olduğu 

belirtilmektedir (Siyao vd., 2019).  

 

EBK'lar, insan ve vahĢi yaĢam üzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle geniĢ çapta 

çalıĢılmaktadır (Munoz vd., 2018). BPA veya NF'ye maruz kalmanın, hücre ölümü, 

hormonal düzensizlik ve kanser baĢlangıcı ile ilgili olduğu önceki yapılan çalıĢmalarda 

rapor edilmiĢtir (Hui vd., 2018). NF'nin, prostat ve yumurtalık kanseri hücre dizilerinde 

apoptozu indükler (Patino vd., 2018). Bu iki organ da hormon duyarlı organdır. 

Endokrin bozucu bir maddenin bunlar üzerinde etkili olması muhtemeldir. BPA ve 

NF'nin, biri apoptoz olan farklı hücresel tepkilerde birleĢebilen farklı hücre içi sinyal 

yollarını aktive ederek apoptozu indükleyebileceğini göstermektedir (Carmona vd., 

2018). Bu sonuçlar, bu bileĢiklerin kanser hücre dizilerinde hücre apoptozunu 

indükleme kapasitesini doğrular nitelikte olduğunu göstermektedir. 
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1.3. Hücre Ölümü (Apoptoz) 

 

Apoptoz, vücudun dönüĢtürülmüĢ ve dolayısıyla potansiyel olarak kanserli hücreleri 

ortadan kaldırmaya çalıĢtığı ana hücre ölüm mekanizmasıdır (Guttà vd., 2020). DıĢsal 
veya içsel sinyaller ile tetiklenebilen, fizyolojik ya da programlanmıĢ hücre ölümünün 

oldukça korunmuĢ bir Ģeklidir. Çok hücreli organizmalardaki eski, aĢırı veya iĢlevsiz 

hücreleri ortadan kaldırarak homeostazın korunmasında temel bir rol oynamaktadır 

(Kerr vd., 1972). Apoptozun hatalı düzenlenmesi, kanserin ayırt edici özelliklerinden 

birisidir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Favaloro vd., 2012).  Kanser hücreleri, apoptozu 

indüklemesi gereken genomik instabilite veya onkogen aktivasyonu gibi fenotipler 

sergilemektedir (Letai, 2008). 

 

Apoptozun  moleküler mekanizması tam olarak aydınlatılamamıĢtır (Yao vd., 2020). 

Ġntihar programı, hücrelerin genetik olarak belleklerinde vardır, oksidatif stres, 

patofizyolojik koĢullar ve çeĢitli sinyallerle aktif hale gelmektedir. (Hampton ve 

Orrenius, 1998). Apoptozis baĢlangıcı genlerin aktivasyonu veya çevreden gelen 

sinyallerle gerçekleĢmektedir (Erdoğan, 2003). Bir uyaran sonucu sekonder olarak 

geliĢebilen apoptozis, önceden hazır olan hücrelerde primer olarakta 

baĢlatılabilmektedir. Hücre dıĢı uyaranlar arasında; tümör nekroz faktörü (TNF), nöron 

büyüme faktörü (NGF), koloni uyarıcı faktörler (CSF), insülin benzeri büyüme faktörü 

(IGF) interleukin 2 gibi maddeler yer almaktadır (Kaminska vd., 2016). Ortamda 

azalmasında ilaçlar, glukokortikoidler, çeĢitli antijenler ile radyasyon önemli rol oynar 

(Gürbilek vd., 2004), Mevcut kemoterapik ilaçlarının çoğu apoptozu tetikleyerek kanser 

hücresi ölümüne neden olmaktadır (Öktem, 2001). Kanserin iyi bilinen özelliği, pro ve 

antiapoptotik genlerin düzensizliği yoluyla apoptozdan kaçınmasıdır (Kiraz vd., 2016). 

 

https://www.nature.com/articles/s41419-020-2309-3#auth-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6980855/#bib19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6980855/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6980855/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6980855/#bib11
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ġekil 1.2. Memelilerin apoptoz yolağı (https://www.genome.jp/kegg-bin/show_ 

pathway?map04215 eriĢim tarihi: 29.01.2021). 

 

Antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasındaki denge ile apoptoz 

düzenlenmektedir. Organizmada apoptozu uyaran birden fazla gen bulunmaktadır; Bcl-

2, Bax, P53, P21 bunlardan bir kaç tanesidir (Öktem, 2001). Apoptoz, Bcl-2 ailesi 

üyeleri olarak bilinen apoptoza bağlı proteinler ve kaspaz aktiviteleri ile 

düzenlenmektedir (Rossen vd., 1998; Delehedde vd., 1999). Bax proteini, Bcl-2 ile 

yüksek oranda yapısal benzerlik gösterse de, proapoptotik aktivite göstermektedir (Tilli 

vd., 2002). Tümör hücrelerinde Bax protein seviyesi hücrenin ölmesini ya da 

yaĢamasını belirlemektedir (Tilli vd., 2002). Kanser hücreleri, pro-apoptotik yanıtları ve 

P53 gibi düzenleyicileri baskılayarak ve Bcl-2 (Giarnieri vd., 2000; Zanotti vd., 2003; 

Protrka vd., 2010) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu ve aktivitesini artırarak 

apoptozdan büyük ölçüde kurtulmaktadır (Jha vd., 2016). 

  

1.4. NF-Apoptoz ĠliĢkisi 

 

NF, genel olarak diĢi üreme toksisitesine neden olduğu kabul edilen bir tür çevresel 

endokrin bozucudur, ancak temel mekanizması tam olarak aydınlatılamamıĢtır (Liu vd., 
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2020). Yapılan bir in vitro çalıĢmada granulosa hücreleri (GC) 24 saat boyunca 0-70 

µM NF ile muamele edilmiĢ ve GC lerin hücre canlılığında önemli ölçüde azalma 

görülmüĢtür ve hücre apoptozisinde artıĢ olmuĢtur (Di vd., 2018). Ayrıca NF, otofajiyi 

ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini önemli ölçüde indüklemiĢtir. NF'nin G2/M 

fazında hücre döngüsü durması yoluyla hücre canlılığını azaltarak sitotoksik etkiye 

neden olabileceğini gösteren raporlar olmasına rağmen, NF'nin GC proliferasyonu 

üzerindeki inhibitör etkisinin G2/M faz bloğundan kaynaklanıp kaynaklanmadığı hala 

belirsizdir (Kudo vd., 2004; Qi vd., 2013). 

 

NF maruziyeti çeĢitli hastalıklarla da iliĢkilendirilir, bu kimyasalın üreme, bağıĢıklık, 

endokrin, merkezi sinir sistemleri (CNS), insanlarda ve hayvanlarda kanser üzerindeki 

spesifik etkileri geniĢ çapta ilgi görmektedir (Huang vd., 2019). DüĢük dozlarda bile 

NF, bağırsak bariyerine ve kan beyin bariyerine (KBB) nüfuz eder ve ardından birikir 

(Rastgar vd., 2019). NF'ye çevresel maruziyet, insan kanserinin geliĢmesine katkıda 

bulunur (Davis vd.,1993; Skakkebaek vd., 1998). Endokrin ile ilgili hastalıkların 

insidansını artırır, kardiyovasküler ve bağıĢıklık sistemlerini ve beyin, kemik, böbrek 

gibi dokuları etkileyebilir, karaciğer ve erkeklerin feminizasyonuna neden olabilir 

(Coldiz, 1993).  

 

Kısırlık gibi üreme sağlığı sorununa neden olan NF, sıçanlarda ciddi testis 

disfonksiyonuna yol açar ve sertoli hücrelerinde oksidatif stres yoluyla hücre ölümünü 

indükler (Park vd., 2020). BaĢka bir çalıĢmada, yüksek dozlarda NF(60 mg/kg), 

oksidatif stresle iliĢkili p53-Bcl-2/Bax ve Fas/FasL yolaklarını içeren hücre 

proliferasyonunu azaltarak ve apoptozu indükleyerek testis geliĢimini ve fonksiyonunu 

bozduğu rapor edilmiĢtir (Duan vd., 2016). 

 

Genel olarak apoptoz sürecinde Kaspaz 3 aktive edildiğinde hücreye sinyal gönderilir 

ve apoptoz indüklenir. Bu, hücrede kromatin yoğunlaĢması ve DNA fragmantasyonu 

içeren morfolojik değiĢikliklere yol açar (Liu vd., 1997). Kanıtlara göre, NF, sinir 

hücrelerinin apoptozunu indüklemede bir rol oynayabilir, böylece NF, hipokampus ve 

korteks hücrelerinde CAS-3 ekspresyonunu arttırır ve bu hücrelerde apoptozu indükler 

(Lotfi vd., 2021). Ayrıca 5 ve 10 μM'lik konsantrasyonlarda NF, mitokondriyal 



 

  8 
 

membran potansiyelinin kaybına, apoptotik çekirdek parçalanmasına ve nöronal hücre 

ölümüne neden olur (Che vd., 2020). 

 

Su sistemlerinde yaygın olarak bulunan NF'nin insan sağlığı üzerinde olumsuz etkileri 

vardır (Jie vd., 2013). Yapılan bir in vitro çalıĢmada, B hücre özelliklerine sahip bir 

insan lenfoblastoid hücre dizisi olan insan Raji hücrelerinin (CCL86) hayatta kalması, 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimi ve hücre döngüsü dağılımı üzerinde NF'nin 

etkileri araĢtırılmıĢtır. NF'nin doza bağlı bir Ģekilde ROS'un indüklenmesiyle birlikte 

hücre canlılığını önemli ölçüde azalttığını göstermiĢtir. En çarpıcı Ģekilde, NF 

maruziyeti hücre döngüsü profilini değiĢtirmiĢtir ve esas olarak G2/M fazında 

hücrelerin birikmesine yol açmıĢtır. NF'nin ROS'a bağlı bir Ģekilde hücre canlılığını 

azaltarak ve G2/M hücre döngüsü durmasını indükleyerek Raji hücreleri üzerinde 

sitotoksik etkiler sergilediği ortaya konulmuĢtur (Qi vd., 2013). NF'ye maruz kalmanın 

hücresel proliferasyonu engellediği ve apoptoz, otofaji veya nekroz yoluyla hücre 

ölümüne yol açabileceği kabul edilmiĢtir (You vd., 2002; Han vd., 2004; Yao vd., 

2006).  

 

Hücre döngüsü durması veya apoptoz gibi hücresel tepkiler, hücre tipine ve zarar veren 

ajana bağlı olduğu rapor edilmiĢtir (Kudo vd., 2004). Bununla birlikte, bir hücre tipinin 

neden hücre döngüsü durmasına uğrarken diğer hücre tipinin apoptoz yoluyla öldüğü 

hala tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Tayama vd., 2008). 

 

NF‘nin beyin de dahil olmak üzere birçok organa zarar verdiği, nöral kök hücrelerde 

apoptoz yoluyla güçlü bir sitotoksitite gösterdiği, bunun da merkezi sinir sisteminde 

nörogenezi etkileyebileceği araĢtırmalar sonucunda gösterilmiĢtir (Kudo vd., 2004; Yao 

ve Hou, 2004; Yao vd., 2006).  

 

Litwa ve arkadaĢlarının (2016) yaptığı çalıĢmada; Fare embriyonik sinir hücreleri 

üzerinde NF‘nin toksik ve apoptotik etkisine yol açan mekanizma araĢtırılmıĢtır. 5 ve 10 

µM NF‘ye maruz kalan farelerin sinir hücre kültüründe nörotoksik ve apoptotik 

etkilerin uyarıldığı görülmüĢtür.  
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Yücedağ ve arkadaĢlarının (2014) yapmıĢ olduğu çalıĢmada NF‘nin sıçanlarda duyma 

fonksiyonunu da olumsuz etkilediği bildirilmiĢtir. Farelerde sinir kök hücrelerinin 

büyümesini, farklılaĢmasını inhibe etmesi ve apoptoza gidebilmesi için etkin olan 

konsantrasyon 660 mg/L‘dir (Soares vd., 2008). Meme bezi hücrelerinde 0,01 mg/gün 

NF konsantrasyonuna maruz kalma sonucu hücrelerin çoğaldığı gözlenmiĢtir (Soares 

vd., 2008).  

 

Ġnsan T-hücre lösemi kanser hücre hatları NF‘nin 0,1; 1 ve 10 µM dozlarına 12 ve 24 

saat maruz bırakılmıĢtır (Yao vd., 2007). Hücrelerin kontrolsüz çoğalması ile sayılarının 

doz artıĢına bağlı arttığı; mitokondriyal membran potansiyelinin ve kaspaz-8 

aktivasyonunun azaldığı gözlenmiĢtir. Ayrıca kaspaz-8‘e bağlı mekanizmalarla kanserli 

hücrelerde apoptozisin uyarıldığı bildirilmiĢtir. 

 

1.5. NF‟nin Gen Ekspresyon Düzeyi Belirlemede Kullanımı 

 

DallanmıĢ izomer karıĢımı NF dünya çapında bir yüzey aktif madde olarak 

kullanılmaktadır ve organizmaların endokrin sistemlerini bozma potansiyeline 

sahiptir. Ġn vivo ve in vitro analizlerden, NF'nin östrojenik aktiviteye sahip olduğu 

bilinmektedir (Goksoyr, 2006). 

 

Chen ve arkadaĢlarının (2019) yaptığı çalıĢmada NF ve 17β-östrodiol‘un 

zebrabalıklarında mRNA seviyesine olan etkisi araĢtırılmıĢtır. Zebra balıklarında vtg1 

geninin mRNA ekspresyonunun doza bağlı artıĢı görülmüĢtür. 

 

NF‘nin, japon balıklarında gen ekspresyonunda değiĢikliğe neden olduğu bildirilmiĢtir 

(Ardeshir vd., 2022). Gen ekspresyonunda görülen bu değiĢiklik de östradiol benzeri 

bileĢiklerin etkisini belirlemek için seçilmiĢ biyolojik belirteç olduğu yönündedir 

(Rastgar vd., 2019). Östrojen reseptörü α (ER α) gen ekspresyonu üzerine NF etkisi in 

vivo olarak gösterilmiĢtir. Genel olarak, melanomakrofaj merkezlerinin melanin 

içeriğindeki artıĢ, NF'ye maruz kaldıktan sonra akvaryum balıklarında ERα gen 

ekspresyonunun artmasına neden olmuĢtur (Ardeshir vd., 2022). 
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Kanser gibi kompleks hastalıkların moleküler temelini anlamadaki en önemli yaklaĢım 

bireysel genlerin davranıĢlarını anlamaktır. Bu nedenle değiĢimin ekspresyon 

seviyelerini bağımsız olarak tanımlamak önemlidir. Real-time PCR, mikroarray, 

northern blots ve/veya in situ hibridizasyon yöntemleri ile değiĢiklikler 

belirlenebilmektedir (Pollock, 2002; Hedenfalk vd., 2002; Kuchipudi vd., 2015). 

 

Endokrin yıkıcı kimyasalların canlılar üzerine potansiyel etkilerine iliĢkin global bir 

endiĢe bulunmaktadır. Endokrin yıkıcı kimyasallar tarafından uyarılan östrojen iliĢkili 

reseptör (ERR) genlerinin sucul çevrede yaĢayan sinek türündeki (Chironomus riparius) 

ekspresyonu araĢtırılmıĢtır (Park vd., 2010). Farklı yaĢama koĢullarına bağlı olarak 24 

saat NF‘ye maruz bırakılan erkek sineklerde ERR mRNA ekspresyonunun önemli 

derecede arttıdığı rapor edilmiĢtir. 

 

Fare dalak makrofaj hücrelerinde SOCS3 ekspresyonu üzerinde NF‘nin etkisi 

araĢtırılmıĢtır (Pal vd., 2019). NF ile muamele edilmiĢ makrofajlarda SOCS3 geninin 

mRNA düzeyi doza ve süreye bağlı bir Ģekilde azalmıĢtır. 

  

 NF‟nin Apoptotik Etkisini Belirlemek Ġçin ÇalıĢılan Genler 1.5.1.

 

1.5.1.1. Bcl-2/Bax Geni 

 

Bcl-2, B hücreli lenfoma / lösemi-2'nin kısaltmasıdır. Bcl-2 proteini, apoptozu modüle 

ettiği bilinen bir grup proteinin kurucu üyesidir. Adından da anlaĢılacağı gibi, Bcl-2 

eksprese eden gen ilk kez B hücreli malign neoplazilerde bulunmuĢtur.  

 

Bcl-2, aynı zamanda tüm homolojik proteinler ailesinin tanımlanması için de 

kullanılmaktadır (Moldoveanu vd., 2014). Bcl-2 gen ailesi proteinleri apoptozun 

düzenlenmesinde belirleyici bir role sahiptir (Krajewska vd., 2002).  

 

Normalde fötal ve yetiĢkin dokuda eksprese edilen Bcl-2, hücrenin canlılığını hücre 

proliferasyonuna sebebiyet vermeden sağlayan apoptoz inhibitörüdür
 
(Ramdial vd., 
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2000). Bu ailenin farklı proteinleri Bcl-2 homoloji alanları içermektedir (BH: BH1, 

BH2, BH3 ve BH4) (Shamas vd., 2013).  

 

Apoptozdaki operasyonel rolleri ve sahip oldukları Bcl-2 homolojisi (BH) alanlarının 

sayısına bağlı olarak, Bcl-2 ailesi üyeleri üç alt gruba ayrılmaktadır (Chipuk vd., 2010). 

Bir alt grup, Bax ve Bak gibi ailenin proapoptotik üyelerini içermektedir. Bu proteinler, 

artmıĢ mitokondriyal dıĢ zar geçirgenliğine aracılık etmektedir. Ġkinci bir alt grup, 

apoptoz programının baĢlatıcıları olan sadece BH3 üyesi Bid, Bim ve PUMA'dır. 

Üçüncü alt grup, antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerini içermektedir (Chipuk vd., 2010). 

 

Apoptoz, hücrenin kaderini belirleyici olarak davranan ve terapötik hedefleri temsil 

eden Bcl-2 ailesi proteinlerinin kontrolü altındadır (Seiller vd., 2020). Apoptozun 

regülasyonu, Bcl-2/Bax gen ailesi ile sağlanır. Bcl-2 ailesi üyeleri, mitokondriyal 

apoptoz sinyal merkezini düzenlemektedir (Czabotar vd., 2014). Bu ailenin 20 üyesi 

tanımlanmaktadır bir kısmı antiapoptotik, diğer bir kısmı ise apoptoz uyarıcı olarak 

isimlendirilmektedir Bax, BH3, Bik, Bad, Blk, Bid (Nagata, 1997; Shi ve Kehrl, 2019).  

 

Bcl-2 geni bir protoonkogen olarak tanımlanmıĢtır. Ġlk olarak insan folliküler 

lenfomasında, t(14;18) kromozomal translokasyonunda bulunmuĢtur (Basu ve Haldar, 

1998). Sonrasında apoptozisi inhibe edici özelliği ortaya çıkmıĢtır (Toki vd., 1999).  

 

Birden fazla sayıda üye bulunduran Bcl-2 iliĢkili protein ailesi, apoptozu uyarır ve 

baskılar. Üyeler kendi aralarında homo ve heterodimerler oluĢturmaktadırlar. Ailenin 

proapoptotik ve antiapoptotik üyelerinin rölatif oranı hücrenin yaĢayabilirliğini 

belirlemektedir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax oranının artıĢı ya da tersi 

durumu apoptoz inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuçlanmaktadır (Ulukaya, 2001). 

Bcl-2 yönündeki net artıĢın, endometriyal glandüler epitel ve lenfoid doku gibi canlılık 

aktivitesi fazla olan hücrelerde apoptozisi baskılamak aracılığıyla hücre ömrünü uzattığı 

bilinmektedir (Toki vd., 1999).  

 

Bu gen ailesinin ürünleri endoplazmik retikulum zarının üzerinde konumlandırılır, aynı 

zamanda mitokondri ile çekirdek zarlarında da bulunurlar ve iyon transportunu 
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düzenlemektedirler (Ulukaya, 2001). Homodimer ya da heterodimerler Ģeklinde 

kompleks oluĢturarak çalıĢmaktadırlar (Hetts, 1998; Israels ve Israels, 1999). Örneğin; 

Bcl-2 nin Bax ile olan etkileĢiminde Bax'ın oransal yüksekliği hücre ölümüne sebep 

olurken, Bcl-2 nin oranının daha yüksek olması hücrenin yaĢamını sürdürmesini 

sağlamaktadır (Behnia vd., 2000; Zaitoun vd., 2019). 

 

1.5.1.2. Kaspazlar 

 

Apoptotik yolların ana uygulayıcıları, kaspaz ailesinin proteazlarıdır. Bu proteaz ailesi, 

kaspaz 3 ve 7 gibi yürütücü kaspazlara ve kaspaz 8 ve 9 gibi baĢlatıcı kaspazlara 

bölünmüĢtür. BaĢlatıcı kaspaz 8'in, ölüm reseptörleri aracılığıyla aktive edildiği 

bilinirken, kaspaz 9, sitokrom tarafından aktive edilmektedir. 

 

BaĢlatıcı kaspazlar, hücreyi apoptotik ölüme sürükleyerek kaspaz 3 ve 7'nin aĢağı yönde 

aktivasyonuna yol açmaktadır. (Majno ve Joris, 1995). Kaspaz 3, DNA fragmantasyonu 

gibi apoptoz ile iliĢkili hücresel değiĢikliklerin ortaya çıkmasında merkezi bir role 

sahiptir (Kiraz vd., 2016).  

 

Apoptoz sinyalizasyonunun anlaĢılmasındaki ilerleme, iki ana baĢlama yolunun geniĢ 

çapta kabul görmesine yol açmaktadır. Bu yollardan ilki olan dıĢsal yol, hücre 

yüzeyinde bulunan ölüm reseptörleri aracılığıyla tetiklenmektedir. Ġçsel yol ise, 

sitokrom c gibi proapoptotik faktörlerin hücrenin mitokondrilerinden salınmasıyla 

tetiklenmektedir (Davis vd., 2010). 

 

Kaspazlar tümör baskılama, hücre döngüsü regülasyonu ve DNA onarımı dahil olmak 

üzere hem apoptotik hem de apoptotik olmayan sinyal yollarında rol oynamaktadır 

(Vigneswara ve Ahmed, 2020).  Apoptotik sinyal yolunun düzensizliği, çeĢitli patolojik 

durumlarla iliĢkilendirilmektedir. Örneğin aĢırı apoptoz, Alzheimer ve Parkinson 

hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklara yol açarken, yetersiz apoptoz kanser ve 

otoimmün bozukluklarla sonuçlanabilir (Harvey vd., 1997; Fadeel vd., 1999).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vigneswara%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32438737
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmed%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32438737
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Apoptoza iki iyi bilinen klasik sinyal yolu aracılık etmektedir; dıĢsal yol ve içsel yol. Bu 

iki yol, fizyolojik veya deneysel olarak indüklenen ölüm uyaranlarına yanıt olarak 

bağımsız olarak veya kombinasyon halinde etkinleĢtirilebilir. Ekstrinsik apoptotik yol, 

çeĢitli hücre dıĢı ölüm sinyalleri tarafından tetiklenirken, intrinsik yol, hücre içi hasar, 

oksidatif stres ve büyüme faktörlerinin yoksunluğu ile aktive edilmektedir (Thornberry 

ve Lazebnik, 1998; Thornberry, 1998; Zuzarte vd., 2006). Her iki yol kaspaz 

aktivasyonu ile çalıĢmaktadır.  

 

Hücreler kaspazlar aracılı yolakların rotasını, intrinsek veya ekstrinsek sinyalleri 

aldıktan sonra izlemektedirler.‘Ekstrinsek yolakta, ölüm reseptörü ve ligandının 

bağlanması ile Kaspaz 8 oluĢumunu sağlamakta ve sırasıyla kaspazları (3,6,7) aktif hale 

getirmektedir. Ġntrinsek yolakta, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c molekülü 

salınmakta ve Apaf-1, deoksiadenozin trifosfat ve oligomerize olarak Kaspaz 9' u aktif 

hale getirmektedir.‘Bu yolakların hasara uğraması kanser dahil birçok hastalığın 

patogenezinde ciddi rol oynamaktadır.‘  

 

Hücre canlılığı ile ölümü arasındaki denge kanserde bozulmaktadır buna bağlı olarak 

apoptozu gerçekleĢtiren ölüm sinyallerini hücreler alamamaktadırlar. Böylece yolakların 

bir adımında bu durum problem yaratabilmektedir (Bildik ve Bayar, 2018). 

 

Aspartik asitten sonraki peptid bağını kıran kaspazlar, sistein proteazlar olarak 

tanımlanmaktadır (Wang vd., 2015). Hücrede aktif değildirler, ancak proteolitik olarak 

aktifleĢirler. Apoptoza 100 farklı hedef proteini keserek sebebiyet verirler. 3 tip olarak 

incelenirler: 

 

● ‗Kaspaz 2,8,9,10 - BaĢlatıcı‘ 

● ‗Kaspaz 3,6,7 - Efektör 

●  Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14 - ‗Ġnflamatuar 

 

ÇeĢitli kanser hücrelerinde programlı hücre ölümü ile kanserin seçici inhibisyonunda rol 

almaktadır (Elmore, 2007; Nam, 2016). Kaspaz kaskadlarının aktivasyonu, kromatin 

yoğunlaĢması, DNA fragmantasyonu gibi spesifik morfolojik özelliklere sahiptirler 
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(Elmore, 2007). Kaspaz kaskadı yolu esas olarak apoptotik hücre ölümüne karıĢır ve 

efektör kaspazlar ile baĢlatıcı kaspazlara bölünmektedirler (Florentin ve Arama, 2012). 

BaĢlatıcı ve efektör kaspazların ekspresyonu sırayla meydana gelmektedir ve sonuçta 

kanser hücrelerinde kaspaza bağlı apoptotik hücre ölümünü indüklemektedir (Daniel 

vd., 2006; Won ve Seo, 2019).   

 

DNA‘nın onarımı ve replikasyonu için gerekli enzimleri kaspazlar inaktive 

etmektedirler (Adams ve Cory, 2001). Hücre zarının tomurcuklanmasına, hücre iskeleti 

proteinlerini keserek neden olmaktadır (Adrain ve Martin, 2001; Spierings vd., 2004). 

Apoptoz aktivasyonunun gerçekleĢmesini takiben DNA‘nın tek ipliğinde bir çentikle 

baĢlayan karakteristik ve dönüĢü olmayan bir parçalanma görülmektedir (CoĢkun ve 

Özgür, 2011). 

 

1.5.1.3. P53 Geni 

 

Hücreler hasara uğradıklarında DNA onarımı gerçekleĢtiren, bu giriĢimin baĢarılı 

olmaması durumunda apoptozu tetikleyen gen grupları tümör baskılayan genler olarak 

isimlendirilmektedir‘(Qi vd., 2020).  

 

Hücrelerin bölünüp çoğalmasını desteklerler. Aralarında en çok çalıĢılan ve bilinen, 393 

aminoasitten oluĢan P53 genidir (Koçak vd., 2011).‘On yedinci kromozomun kısa kolu 

üzerinde onbir ekzondan oluĢan bir gen tarafından kodlanmaktadır ve yaklaĢık yirmi 

kilobazlık bir alana yayılmıĢtır (Varley vd., 1997; Koçak vd.. 2011).‘Genellikle 

kanserde mutasyona uğrayan P53, tümörün ilerlemesine katkıda bulunan baĢlıca tümör 

baskılayıcıdır ve ökaryotlarda genomik bütünlüğü korumaktadır (D‘orazi vd., 2020).  

 

P53 proteini birçok hücresel olayda rol almaktadır (Harris, 1996). Gen ifadesinin 

düzenlenmesi, apoptoz, DNA tamiri, hücre döngüsünün kontrol edilmesi, ve genomik 

kararlılığın sağlanması gibi iĢlevleri ilgili genlerin transkripsiyonlarını‘düzenleyerek 

gerçekleĢtirmektedir‘(Koçak vd., 2011). Bu protein hücrenin o anki durumuna göre 

yaĢamasında ya da öleceğine karar vermektedir (Velculescu ve El-Deiry, 1996).  
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P53‘hücredeki hasarın büyüklüğüne bağlı olarak kararlı hale gelmektedir ve hücre 

döngüsünü durdurmaktadır.‘Hücrede hasarın tamirine olanak sağlamaktadır.‘Hasar eğer 

hücrenin tamir etme gücünü aĢarsa, hücreyi apoptozise yönlendirmektedir (Koçak vd., 

2011).‘ 

 

Hücresel bir hasar‘olduğunda P53‘ DNA‘ya transkripsiyon faktörü olarak‘ bağlanmakta 

ve P21 gen ekspresyon seviyesini uyarmaktadır (Levine, 1989).‘P21 proteini, hücre 

döngüsünün‘G0/G1 evresinde görevli olan siklin bağımlı kinazların 

iĢlevini‘engelleyerek hücre döngüsünü G1 aĢamasında durdurmaktadır (Harris 

1996).‘Hasar giderilemez ise, Bcl-2 interacting killer (Bik) proteini P53 tarafından 

indüklenerek‘hücreyi‘ölüme yönlendirmektedir (Mates vd., 2008).‘ 

 

Tümör baskılayıcı protein P53 genellikle "genom koruyucusu" olarak 

adlandırılmaktadır (Silva vd., 2020). Hücre döngüsünü ve DNA'nın bütünlüğünü ve 

diğer önemli hücresel iĢlevleri kontrol etmektedir. Ana iĢlevi, tümör hücrelerinde 

apoptoz sürecini tetiklemektir ve tüm kanserlerin yaklaĢık % 50' si 

TP53 genindeki mutasyonlar yoluyla P53 proteininin inaktivasyonu ile ilgili olduğu 

bilinmektedir (Zhang vd., 2020).   

 

TP53 geni önemli bir tümör baskılayıcı olarak görev yapmaktadır. Tümör baskılayıcı 

P53, transkripsiyon faktörü olarak karakterize edilen ilklerden biri olmasına rağmen, 

ana iĢlevi DNA ile etkileĢimi ile güçlendirilmiĢ olsa da, etki mekanizması hala 

çözülememektedir (Rangel vd., 2020). 

 

P53, efektör yollarının çokluğunu aktive ederek tümör oluĢumunu baskılamaktadır 

(Ghatak vd., 2021). Bunların çoğu yeni baĢlayan kanser hücrelerinin proliferasyonunu 

ve hayatta kalmasını sınırlamak için öncelikle hücrelerin içinde çalıĢmasına rağmen, 

çoğu hücre dıĢı boĢluğa uzanmaktadır (Chen vd., 2020). Özellikle P53, çözünebilen 

veya eksozomlar gibi hücre dıĢı veziküller içinde bulunan çok sayıda hücre dıĢı faktörün 

ekspresyonunu ve salgılanmasını kontrol etmektedir (Sammons vd., 2020). 
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Hücresel sekretomun bir parçası olarak, hücre-hücre iletiĢiminde ve hücre dıĢı matriksin 

yeniden biçimlenmesinde anahtar rolleri yerine getirmektedir. P53 kodlayan TP53 

genindeki mutasyonlar, kanser hücrelerinde en sık görülen genetik değiĢikliklerdir ve bu 

nedenle, tümör hücresi sekretomunun bileĢimi üzerinde derin bir etkiye sahip olduğu 

düĢünülmektedir (Pavlakis ve Stiewe, 2020). 

 

BaĢlangıçta bir onkogen olarak sınıflandırılan tümör baskılayıcı P53, artık insan 

genomunun en kritik koruyucularından biri ve sinyalleme kaskadlarının multipleks 

moleküler ağının merkezi bir bileĢeni olarak kabul edilmektedir (Lane ve Crafford, 

1979; Linzer ve Levine, 1979; Kastenhuber ve Luwe, 2017). DNA hasarı, oksidatif stres 

ve onkojenik sinyal içeren çeĢitli hücresel hakaretlerin ardından P53 aktive edilmektedir 

ve DNA onarımı, hücre döngüsü durması, apoptoz ve yaĢlanma için hareket yollarında 

yer alan sekansa özel bir transkripsiyon faktörü olarak iĢlev görmektedir  (Levine ve 

Oren, 2009; Vousden ve Prives, 2009; Bieging vd., 2014). 

 

1.5.1.4. P21 

 

P21 proteini, sikline bağımlı kinaz inhibitörlerinin kurucu üyesidir ve önemli birçok 

yönlü hücre döngüsü proteinidir (Amirinejad vd., 2020).  P21, P53 ve P53'ten bağımsız 

yollar tarafından transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir.  Hücre döngüsü 

kontrolünün kaybı, tümörijenezin özelliğidir. Hücre döngüsünü durdurmak için çeĢitli 

hücre içi ve hücre dıĢı uyaranlara yanıt olarak ekspresyonu artmaktadır ve genomik 

stabilite sağlanmaktadır (Wang vd., 2021).  Mitoz dâhil hücre döngüsü 

düzenlemesindeki rollerinin yanı sıra P21, farklılaĢma, hücre göçü, hücre iskeleti 

dinamikleri, apoptoz, transkripsiyon, DNA onarımı, uyarılmıĢ pluripotent kök 

hücrelerin yeniden programlanması, otofaji ve yaĢlanmanın baĢlangıcında rol 

oynamaktadır (Kreis vd., 2019).   

 

Sikline bağımlı kinaz inhibitörü P21 çeĢitli uyaranlara cevap olarak hücre döngüsünün 

durmasını teĢvik eden faktörlerden biridir (Zhang vd., 2020). P21‘in hücre siklusu 

ilerlemesi üzerindeki inhibitör etkisi çekirdek lokalizasyonu ile ilgili olduğu 

düĢünülmektedir. P21 hem P53 bağımlı hem de P53 bağımsız mekanizmaları tarafından 
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indüklenebilmektedir. P21‘e atfedilen diğer bazı önemli fonksiyonlar arasında 

transkripsiyonel düzenleme ve apoptoz inhibisyonu bulunmaktadır (Chen vd., 2020). Bu 

iĢlevler büyük ölçüde doğrudan P21/protein etkileĢimlerine ve ayrıca P21 alt hücre 

lokalizasyonlarına bağlı olduğu düĢünülmektedir. Ek olarak P21 çoğalan hücre çekirdek 

antijeni (PCNA) ile etkileĢime girerek DNA onarımında rol oynayabileceği 

bildirilmiĢtir (Ansar vd., 2016). 

 

P21WAF1 / Cip1 molekülü (P21) genellikle ana tümör baskılayıcı P53 ile bağlantılı 

olarak bulunmaktadır. P53'ün varlığı P53 tümör baskılayıcısının daha az agresif bir 

tümöre yol açacağını göstermektedir (Liu vd., 2021). Önceki çalıĢmalar, onkojenik 

sinyal yollarının P21 ekspresyonunu nasıl etkilediğinin, moleküler mekanizmalarının 

daha iyi anlaĢılmasını sağlamıĢtır. Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar bu varsayımı 

tersine çeviren kanıtlar sunmuĢtur. Manchester Kanser AraĢtırma Merkezi'nin bir 

parçası olan Manchester Üniversitesi'ndeki bilim insanları, P53 molekülünün eksik 

olduğu tümörlerde, P21'in tümörlerin büyüme ve yayılma yeteneğini vücut boyunca 

önemli ölçüde arttırdığını göstermiĢlerdir (Galanos vd., 2016). 

 

Sikline bağlı kinaz inhibitörü P21, P53 tarafından düzenlenen bir hücre döngüsü kontrol 

noktası efektörü ve yaĢlanmanın indükleyicisidir (Galanos vd., 2016). ÇeĢitli uyarıcılara 

yanıt olarak esas olarak G1-fazı durdurmaya ve hücresel yaĢlanmaya aracılık eden 

tümör baskılayıcı P53'ün önemli bir downstream efektörüdür (Abbas ve Dutta, 2009). 

 

P53 normal formunda kansere yol açabilecek hücre değiĢikliklerini önleyen bir tümör 

baskılayıcıdır (Wu vd., 2021). P53, DNA ya bağlandığında P21 üretmek için baĢka bir 

geni uyarmaktadır. Daha sonra P21, hücre bölünmesini uyaran bir protein ile etkileĢime 

girmektedir. P21 bu protein ile kompleks halindeyken, hücre bir sonraki bölünme 

aĢamasından geçememektedir. Genlerdeki mutasyonlar bu koruyucu mekanizmaları 

önlemektedir (Baylor College Of Medicine, 2004). Hücresel uyaranlara yanıt olarak P21 

ekspresyonu, RNA stabilizasyonu, fosforilasyon ve ubikitinasyon içeren mekanizmalar 

yoluyla transkripsiyonel ve translasyon sonrası seviyelerde sıkı bir Ģekilde 

düzenlenmektedir. Sonuç olarak, artan kanıtlar, birkaç önemli tümör baskılayıcı ve 

onkojenik sinyal yolunun, hücre döngüsü ilerlemesi ve hayatta kalma üzerindeki 
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etkilerini ortaya çıkarmak için P21 ekspresyonunu değiĢtirdiğini ortaya koymaktadır. 

P21 ekspresyonunun, tümörojenik süreçleri hem teĢvik edebildiği hem de inhibe 

edebildiği çalıĢmalarla gösterilmiĢtir  (Warfel ve El-Deiry, 2013). 

 

1.5.1.5. β-aktin 

 

Hücre iskeleti β-aktin, memeli hücrelerinde oldukça bol bulunan bir proteindir ve 

mRNA'sı, qRT-PCR tahlillerinde yaygın Ģekilde referans olarak kullanılır (Selvey vd., 

2001). 

 

β-aktin 43-kDa moleküler ağırlığında ve hemen hemen tüm ökaryotik hücrelerde 

bulunan, yüksek derecede korunmuĢ bir proteindir. Ġnsan β-aktin memeli hücre hattında 

ve transgenik farelerle ilgili genlerin ekspresyonunda geniĢ bir Ģekilde kullanılmakta ve 

β-aktin tüm hücrelerde bolca ifade edildiği bildirilmektedir (Qin ve Gunning, 1997). 

 

1.6. NF'nin Gen Ekspresyon Düzeyi Üzerine Etkisinin Revers-Transkriptaz 

Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Tekniği Kullanılarak Tespiti 

 

Gerçek zamanlı izleme ile nicel ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-

PCR), az miktarda dokudan mRNA'yı ölçmek için güçlü bir yöntemdir. Gen 

ekspresyonu analiz yöntemleri çeĢitli moleküler araĢtırmalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Korkmaz ve Sidekli, 2020). Gen ekspresyonunun biyolojik 

çalıĢmalarında en sık kullanılan yöntemlerden biridir (Bjarnadottir ve Jonsson, 

2005).  Bu tanı, klinik çalıĢmalar, patojen belirlemeler, adli, gıda teknolojisi, kanser 

miktar ölçümü ve fonsiyonel gen bilimi gibi verimli uygulama alanlarında geniĢ 

kullanım alanına sahiptir (Yuan ve ark., 2006).  

 

Doku ve organlardaki gen ekspresyonları Northern Blot, Ġnsitu Hibridizasyon, Kantitatif 

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve Mikroarray teknolojisi gibi 

çeĢitli analiz yöntemleri ile gerçekleĢtirilmektedir (Goldman, 2001; Segundo-Val ve 

SnazLozano, 2016). Kantitatif gen ekspresyon analizlerinde kullanılan bu analiz 

yöntemleri arasında bir gene ait hedeflenen mRNA‘nın yüksek duyarlılıkta 
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belirlenebilmesi, hedef bölge çoğaltımı ve kantitatif belirleme aĢamasının tek bir cihaz 

ile yapılabilmesi yönünden en yaygın olarak kullanılan yöntem RT-qPCR‘dır ve gen 

ekspresyon analizlerinde kullanılan doğru, hızlı ve hassas bir tekniktir (Jarczak vd., 

2014; Tilli vd., 2016).  

 

Hedef genin göreceli ekspresyon oranı real-time PCR verimliliğine ve kontrole karĢı 

bilinmeyen örneklerin kesiĢme noktası (Ct) farklarına (Δ) dayalı olarak 

hesaplanmaktadır (Pfaffl, 2002). Amplifikasyon verimliliğinin hesaplaması real-time 

PCR analizinde kullanılan önemli bir aĢamadır. Bağıl kantitasyon ölçümünde bu 

yöntem örneklerin karĢılaĢtırmalı ifadelenme düzeyinin hesaplanmasında 

kullanılmaktadır. Eğer amplifikasyon verimliliği hem referans gen ve hem hedef gen 

için 100% olursa, 2 –ΔΔCt formülü kullanıldığı bildirilmektedir (Pfaffl, 2001). 

 

1.7. Kanser Hücrelerinin Ġlerlemesinde NF‟nin Rolü 

 

NF‘nin toksik ve kanserojenik bir ajan olması vücudun normal biyolojik 

fonksiyonlarında olumsuz iĢleyiĢe neden olmaktadır. NF'ye maruz kalma, hücre ölümü, 

hormonal düzensizlik ve kanser baĢlangıcı ile ilgilidir. Çevrede kalıcı olması ve toksik 

etkiye sahip olan NF, östrojenik aktivite ve endokrin bozucu özelliklere sahip 

olmasından dolayı her dönem çalıĢmak istenilen konu olmuĢtur (Chang vd., 2012; Liu 

vd., 2014). 

 

BozulmuĢ hormon etkisi, doğurganlığın azalması, kısırlık, polikistik over sendromu, 

endometriozis, hormona duyarlı kanser, erken veya gecikmiĢ ergenlik ve olumsuz 

doğum sonuçları bazı EBK'larla iliĢkilendirilmiĢtir (Yılmaz vd., 2020). NF maruziyeti 

ile yumurtalık, rahim ve testis gibi reprodüktif dokuların kanserleri arasında pozitif 

iliĢkilerin olduğu bildirilmiĢtir (Garcia vd., 2020). Bazı çalıĢmalarda çevresel NF 

maruziyeti ile kanser progresyonu arasındaki olası mekanizmanın, östrojen bağımlı bir 

sinyal yolu aracılığıyla gerçekleĢtiği rapor etmiĢtir (Noorimotlagh vd., 2020).  

 

Son yıllarda meme, yumurtalık ve endometriyal kanser vakalarının arttığı bilinmektedir. 

EBK'ların ve diğer çevresel faktörlerin kadınlarda malignitelere katkıda bulunduğu ileri 
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sürülmektedir (Yılmaz vd., 2020). Ġnsan hücreleriyle yapılan in vivo çalıĢmalar ve 

hayvan modelleriyle yapılan in vivo çalıĢmalar, çevresel EBK dozlarına maruz kalma 

ile yüksek meme kanseri insidansı arasında doğrudan bir iliĢki olduğunu göstermiĢtir 

(Weber ve Keri, 2011). NF‘ye maruz kalmanın meme kanseri oluĢumu üzerindeki 

etkileri de çalıĢmalarda incelenmiĢtir. Bulgular, NF maruziyetinin meme kanserinde 

artıĢa neden olduğunu göstermiĢtir (Noorimotlagh vd., 2020). ÇeĢitli in vitro deneyler, 

NF gibi çevresel organik bileĢiklerin, özellikle meme ve yumurtalık kanserlerinin 

oluĢumuna katkı sağladığını ortaya koymaktadır (Olsen vd., 2005). 

 

Bir baĢka çalıĢmada NF‘nin doza ve zamana bağlı olarak yumurtalık kanseri 

hücrelerinde (PEO4) proliferasyonunun azaldığını göstermiĢtir (Park vd., 2009). 

ÇalıĢmalar, NF'nin östrojen pozitif yumurtalık kanseri hücrelerinin proliferasyonu ve 

transkripsiyon düzenlemesi üzerindeki etkilerini incelemiĢ ve olası mekanizmanın, 

östrojen bağımlı bir sinyal yolu aracılığıyla gerçekleĢtiği rapor edilmiĢtir (Kang vd., 

2012 ; Park ve Choi, 2013 ; Kim vd., 2015). 

 

Prostat kanseri (PK), dünyada en sık teĢhis edilen malignitelerden biridir ve akciğer 

kanserinden sonra erkeklerde en sık teĢhis edilen ikinci kanser olarak rapor 

edilmektedir. NF, PK ilerlemesi için değerlendirilen en önemli çevresel ajanlardan 

biridir. Mevcut durumda, PK'yi inceleyen sadece bir çalıĢma tanımlanmıĢtır (Kim vd., 

2016). ÇalıĢma sonuçları, NF'nin apoptoz ve metastaz üzerinde etki ederek PK‘nin 

ilerlemesine sebep olabildiğini göstermiĢtir (Rutkowska and Diamanti-Kandarakis, 

2016). 

 

Farklı bir çalıĢmada düĢük bir maruziyet dozunda (10µg/L) NF kullanımının, epidermal 

hücreleri, sitoplazmanın vakuolasyonunu ve ciddi Ģekilde deforme olmuĢ hücre 

çekirdekleri gibi çeĢitli özelliklerini etkilediği gösterilmiĢtir (Uğuz vd., 2003). 2 haftalık 

NF'ye maruz kalmanın sonunda hücre sınırları kaybolup, çekirdeklerin büyüdüğü 

bildirilmiĢtir. Bu, genellikle NF tarafından indüklenen kanserojen aktiviteye sahip 

hücrelerde gözlemlenmiĢtir ve karaciğerde kanserojen geliĢme belirtileri olarak 

yorumlanmıĢtır. 
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Kolorektal kanser, en sık teĢhis edilen üçüncü kanserdir. Aynı zamanda 2018'de dünya 

çapında kansere bağlı ölümlerin ikincisi olmuĢtur (Bray vd., 2018). Son yıllarda çevre 

kirliliği ve kanserojenler arasındaki iliĢki bir endiĢe kaynağı haline gelmiĢtir (Wang vd., 

2021). Birçok çalıĢma, EBK'ların kanserlerin oluĢumunda ve geliĢiminde rol oynadığını 

göstermiĢtir (Li vd., 2021).  

 

Diğer bir çalıĢmada NF'nin hücre döngüsü, apoptoz ve metastaz üzerinde etki ederek 

prostat hücrelerinin (LNCaP) büyümesine ve prostat kanserinin ilerlemesini 

artırabileceğini göstermektedir (Kim vd., 2016). 

 

Malign melanom hücrelerinde apoptotik sinyallemedeki kusurların, melanomun 

kontrolsüz çoğalmasına ve ölümsüzleĢmesine önemli katkılardan biri olduğu 

düĢünülmektedir (Zheng vd., 2018). 

 

1.8. Melanom 

 

Melanom nöral yarık kökenli melanositlerden ve melanositlerin farklılaĢması sonucu 

oluĢtuğu düĢünülen nevüs hücrelerinden (ben) kaynaklanan bir neoplazi olarak 

bilinmektedir (Dzwierzynski, 2013; Parlak vd., 2014). Evrende en sık görülen malignite 

türü melanom cilt kanseri olarak kategorize edilmektedir ve en önemli yerleĢim yeri 

deridir (Skender-Kalneas vd., 1995; Rigel, 2005; Domingues vd., 2018).  

 

ÇeĢitli iç ve dıĢ ajanlar melanom cilt kanseri patogenezine katkıda bulunmaktadır. Bu 

faktörler epigenetik değiĢiklikler, X ıĢınları, genetik, arsenik bileĢikleri, UV ıĢınları ve 

ek kimyasal ürünler olarak bilinmektedir (Abi vd., 2019). Melanom oldukça kötü 

huyludur ve Ģu anda etkili bir tedavisi olmayan hayatı tehdit eden bir hastalıktır (Wang 

ve Zu, 2020). Deri kanserlerine bağlı ölümlerde ilk sıralarda olduğu rapor edimiĢtir 

(American Cancer Society. Cancer Facts & Figures, 2014). 
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 Melanomda Östrojen ve Östrojen Reseptörlerinin Rolü 1.8.1.

 

Melanom önemli bir mortaliteye sahiptir ve artan insidansı son zamanlarda dikkat 

çekmektedir. Bu nedenle, melanomun ortaya çıkmasına ve geliĢmesine katkıda bulunan 

karmaĢık mekanizmaların araĢtırılması, hem bilimsel araĢtırmalarda hem de klinik 

uygulamalarda ilgi görmektedir. Östrojenler meme kanseri, endometriyal kanser ve 

yumurtalık kanseri gibi belirli kanser türlerinin ortaya çıkmasında ve geliĢmesinde 

önemli bir rol oynar, ancak melanom geliĢimindeki rolleri hala tartıĢma konusudur.  

 

Östrojenler, östrojen reseptörleri (ER) ve melanom arasındaki bağlantıyı 

destekleyebilen birkaç hücre içi yol ortaya çıkarılmıĢtır (Caruntu vd., 2016). ER-β 

antiproliferatif bir rol oynarken, ER-α hücre büyümesini ve hücresel atipiyi destekler 

(Kesari vd., 2011). Bu nedenle, ciltte ER-β aktivitesinin inhibisyonu, melanom geliĢimi 

ve metastatik hücrelerin yayılması riskini artırabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son 

geliĢmelere rağmen, östrojenlerin ve östrojen reseptörlerinin melanomdaki kesin rolü 

hala tam olarak anlaĢılmamıĢtır.   

 

Meme, yumurtalık, endometriyal, mesane, böbrek, adrenal, prostat, testis, akciğer, 

kolon gibi belirli tümör türlerinin ortaya çıkmasında ve ilerlemesinde rol oynadığı 

kanıtlanan östrojenlere ve östrojen reseptörlerine ilgi artırmıĢtır (Aitken vd., 2004). 

Bununla birlikte, östrojenlerin melanom geliĢimindeki rolleri hala belirsizliğini 

korumaktadır (Çenesiz vd., 2011). Melanomda östrojenlerin belirli bir rolü olduğu 

hipotezi, melanom progresyonundaki cinsiyete bağlı farklılıkların gözlemlerinden ve 

hamilelik sırasında melanomların evrimi ile ilgili çalıĢmalardan türetilmiĢtir (Behari ve 

Kesari, 2006).  

 

Östrojenler fizyolojik rollerini iki tip reseptör üzerinde etki ederek gösterirler: östrojen 

reseptörü α (ER-α) ve östrojen reseptörü β (ER-β). ER-α ve ER-β, farklı kromozomlar 

üzerinde bulunan iki farklı gen tarafından kodlanan proteinlerdir (Ghodbane vd., 2013).  

ER-β derideki en yaygın östrojen reseptörüdür ve rahim ve meme bezleri gibi iyi bilinen 

östrojene duyarlı dokuların yanı sıra beyin, kolon ve prostat gibi diğer dokularda da 
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bulunmuĢtur (Aitken vd., 2004; Bushra vd., 2011). ER-β'nın aktivasyonu, ER-a'nın zıt 

etkisi ile dengelenmiĢ gibi görünen antiproliferatif etkileri indükler. Son çalıĢmalar, 

östrojen sinyalinin esas olarak ER-α ve ER-β ekspresyonu arasındaki dengeye bağlı 

olduğu sonucuna varmıĢtır (Caruntu vd., 2016).  

 

Östrojenlerin ER'lerle etkileĢimi, melanom hücrelerinde değiĢtirilebilen sinyal 

faktörlerini içeren genomik ve genomik olmayan yollar aracılığıyla hücre içi etkiler 

üretir (Ghodbane vd., 2013).  

 

Genomik yol, ER'lerin farklı transkripsiyon koaktivatörleri ile etkileĢimini içerir, çeĢitli 

genlerin transkripsiyonunu modüle eder ve tümör hücrelerinin proliferasyonunun 

değiĢmesine yol açar (Mark vd., 2013).  

 

Genomik olmayan yol etkileri, ER'lerin, kanserojenezde, hücre proliferasyonunda ve 

melanomla güçlü bir bağlantıda yer alan bir sinyal sistemi olan MAPK/ERK yolu 

tarafından kilit bir rol oynadığı birkaç hücre içi yolla etkileĢimi tarafından indüklenir 

(Kumar vd., 2010).  

 

Deneysel çalıĢmalardaki sonuçlar, tür farklılıkları, çeĢitli deneysel tasarımlar, çeĢitli 

hücre dizilerinde östrojen reseptörlerinin farklı ekspresyonu ve ayrıca östrojenlerin 

dolaylı etkileri ile açıklanabilir. 

 

Meme kanseri gibi bazı kanserlerin östrojene bağımlı olduğu bilinmektedir. Kadınlarda 

melanom insidans oranları meme kanserine benzer, bu da kadın cinsiyet hormonlarının 

kadınlarda melanom geliĢiminde rol oynayabileceğini düĢündürür (Ramadan vd., 

2002). Aynı zamanda, baĢka bir çalıĢma, daha önce meme kanseri teĢhisi konmuĢ 

kadınların melanom riskinin daha yüksek olduğunu ve melanomlu hastaların meme 

kanseri riski altında olduğunu göstermiĢtir (Hong vd., 2005). 

 

ÇeĢitli çalıĢılan melanom hücre hatlarında (BLM, WM115, A375, WM1552) ER-β lerin 

eksprese edilmesi ER'ler ve melanom arasındaki iliĢkiyi doğrular niteliktedir (Hamada 

vd., 2011).  
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1.9. Amaç ve Hedefler 

 

Endokrin yıkıcı kimyasalların günlük yaĢamdaki kullanımları gittikçe artmaktadır. 

NF‘nin, çeĢitli kanser hücrelerinde hücre ölümüne neden olduğu rapor edilmektedir. 

Endokrin bozucu özelliklere ve östrojenik aktiviteye sahip olan NF, çevrede kalıcı 

olması ve toksik etkiye sahip olmasından dolayı her zaman önemli bir araĢtırma konusu 

olmuĢtur (Chang vd., 2012; Liu vd., 2014). 

 

NF'nin östrojenik aktivitesi çeĢitli organ, doku ve hücrelerde olmak üzere in vivo ve in 

vitro çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. NF'nin östrojen reseptörleri ile etkileĢime girdiği rapor 

edilmiĢtir (Soto vd., 1991; White vd., 1994; de Weert vd., 2008). ÇalıĢmamızda, 

Ģimdiye kadar yapılan çalıĢmalar incelenmiĢ olup, östrojenik etkili endokrin 

bozucuların, melanom üzerindeki etkilerinden, tezde bahsedilmiĢtir. Hücre sayısı ve gen 

ekspresyon düzeylerinin belirlenmesinde NF‘nin etkisinin araĢtırılması kansere 

sebebiyeti ve gelecek nesilleri olumsuz etkileyebileceği düĢüncesi açısından önemlidir.  

 

Literatür araĢtırmalarında belirtildiği gibi NF‘nin karsinojenik, toksikolojik, östrojenik 

olmak üzere birçok etkisi bulunmaktadır. Bu çalıĢmada, Ģimdiye kadar yapılan 

çalıĢmalar incelenmiĢ ve NF‘nin çevrede ölçülen ve literatürlerde belirtilen 

miktarlarının in vitro çalıĢmayla melanom hücresine verilip, RNA‘dan cDNA eldesi ile 

gen ekpresyon düzeyleri belirlenmiĢtir. Bu araĢtırma sonuçları ile NF‘nin hücrelere 

verdiği zarara bağlı olarak NF‘nin etkilediği Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, P53, P21 ve actin-β 

genlerinin, hücrelerde bulunan RNA miktarı üzerindeki etki düzeyini belirlemek 

amaçlanmıĢtır. Daha sonraki izleyeceğimiz yol in vitro çalıĢmamızı in vivo deneylerle 

desteklemek olacaktır. 
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1. ÇalıĢmada Kullanılan Materyaller 

‘ 

 Hücreler 2.1.1.

„ 

ÇalıĢmada kullanılan G-361 hücre hattı (ATCC® CRL-1424™) AFSÜ Tıp Fakültesi 

Tıbbi Biyokimya Ana Bilim Dalından temin edilerek, Afyon‘Kocatepe Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi‘Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarında‘8. pasaja alındıktan sonra 

-196 C‘sıvı‘azot içerisinde muhafaza‘edilmiĢtir.‘ÇalıĢma sırasında hücreler azot 

içerisinden‘çıkarılarak‘kullanıma‘hazır hale getirilmiĢtir.‘G-361 hücre‘hattının 

özellikleri Çizelge 2.1.‘de‘sunulmuĢtur.‘ 

‗ 

Çizelge 2.1. G-361‘Hücre Hattının Özellikleri‘ 

Kategori Özellik 

Organizma‟ Ġnsan 

Cinsiyet‟ Erkek 

YaĢ‟ 31 

Doku‟ Cilt 

Morfoloji Epitel 

Yüzey‟Tutunum YapıĢan‘Hücreler‘ 

Ürün‟Formatı DondurulmuĢ 

Etnik Köken Kafkas 
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 ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar, Kimyasallar ve Ekipmanlar 2.1.2.

 

Çizelge 2.2. ÇalıĢmada‘Kullanılan Cihazların‘ve Ekipmanların‘ Markalarının Listesi‘ 

AraĢtırma Mikroskobu Nikon Invert, ECLIPSE TS100 

96 kuyu Ġçeren Plak Thermo 167008, Danimarka 

Biyogüvenlik Kabini Thermo MSC Advantage, Almanya 

Buzdolabı (+4) Beko, Türkiye 

Derin Dondurucu (-20) Arçelik, Türkiye 

Derin Dondurucu (-80) Panasonic MDF-U700VX, Japonya 

Hücre Kültür Flaskları ( 25, 75cm2) SPL, Almanya 

0,2 ml eppedorf Isolab 123.01.002, Güney Amerika 

1,5 ml eppendorf VWR 20170-038, Çin 

Santrifüj tüpü VWR 10025-698, Kore 

Ġnkübatör Thermo Heracell 150i, Almanya 

Soğutmalı santrifüj Heal Force, ġangai 

Real Time PCR cihazı Long gene a300, Çin 

Sıvı Nitrojen Tank Worthington, Amerika 

Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml) SPL, Kore 

Otomatik Pipet Eppendorf, Isolab 

Otomatik Pipet uçları VWR, Çin 

ġarjlı Otomatik Pipetleyici Drummond Scientific 

ġırınga filtresi VWR, Çin 

50ml enjektör Plusmed, SYR050FS 

Mini Santrifüj Biosan 

Santrifüj Cihazı Nüve, Türkiye 

Santrifüj cihazı Thermo, Amerika 

Su banyosu Nüve, Türkiye 

Vorteks Biosan 

Neubauer Lamı Superior Marienfeld 

Lamel Isolab 

Hassas Terazi Precisa xb 220a, Ġsviçre 

Nanodrop Thermofisher ND-2000, Amerika 

Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan GO 

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LCD/manuals/D01521~.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LCD/manuals/D01521~.pdf
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Çizelge 2.3. ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasallar  

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)–2,5–

Difeniltetrazolyum bromür (MTT)   
Biofroxx 298-93-1, Almanya 

Dimetil sülfoksit (DMSO)                                  Panreac Applichem 67-68-5, Almanya 

Fötal Sığır Serumu (FBS) 
Gibco Qualified 10500-064, Güney 

Amerika 

Nonilfenol                                                           Sigma Aldrich 29,085-8, Almanya 

Proteinaz K                                                         Thermo Scientific, 00522930, Litvanya 

Penisilin- Streptomisin karıĢımı                          Gibco 15140-122, UK 

Tripsin-EDTA                                               Capricorn Scientific, Almanya 

DMEM HG with L-Glutamine                            
Capricorn scientific cp19-2782, Güney 

Amerika 

Brightgreen Universal 2x qPCR                          Abm 204454, Kanada 

cDNA sentez kiti                                                 Thermo Fisher 4368814, Almanya                                       

RNA sentez kiti                                                   Abt 102-01-10, Türkiye 

Etanol %92-96                                                     Kimetsan 64-17-5, Türkiye 

Sodium Chloride                                                 Merck 7647-14-5, Almanya 

di-Sodium hydrogen phosphate 

dihydrate  
Merck K30749780 230, Almanya 

Sodium dihydrogen phosphate 

dihydrate            
Merck K91567445 309, Almanya 

Distile su                                                              Koçak Farma 6002716, Türkiye  

Tripan mavisi 2-Mercaptoethanol                                            
Sigma T8154, Almanya 

Merc 60-24-2, Amerika 

 

 Deney Düzeneği 2.1.3.

 

Deney grupları, uygulama süreleri çizelge 2.4.‘deki gibi verilmiĢtir. Deney süresi 

boyunca, etanolde (Kimetsan 64-17-5) çözdürülen nonilfenol (Sigma-Aldrich, 290858) 

her bir gruptaki flasklara pipet yoluyla verildi. 
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Çizelge 2.4. Deney grupları ve deney düzeni 

Deney grupları  Flask sayısı                  Deney süresi  

Kontrol         5       48 sa  

Solvent         5       48 sa  

0,1 µg/ml         5       48 sa  

1    µg/ml         5       48 sa  

10   µg/ml         5       48 sa  

100 µg/ml                           5                                 48 sa 

 

 Hücre Kültürü 2.1.4.

 

2.1.4.1. Hücre Kültür Medyumu 

‘ 

Steril falkon içerisinde, hücre‘kültür medyumu;‘ 

● 44,5 ml yüksek glikozlu- DMEM (HG-DMEM) kültür medyumu‘ 

● 5 ml fötal‘sığır‘serumu‘ 

● 500 μl‘Penisilin-Streptomisin‘ 

50 ml steril santrifüj tüpü içerisinde hazırlandı. 

 

2.1.4.2. Hücrelerin Ġnkübe Edilmesi 

 

Sınıf II‘Biyogüvenlik‘kabininde‘(Resim 2.1) hücreler, hücre kültür medyumu içeren 25 

cm
2
‘lik‘steril flasklara‘son hacim‘5 ml olacak Ģekilde‘hücreler ekildi. Ġnkübatörde %5 

CO2 içeren atmosferde hücreler çoğaltıldı‘(Resim 2.3).‘ 
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Resim 2.1. Sınıf II Biyogüvenlik Kabini 

 

2.1.4.3. Hücrelerin Pasajlanması 

‘ 

Ġnkübe‘edilen hücreler, confluent (%70-80 yayılım) hale geldiklerinde pasajlama iĢlemi 

yapıldı. ÇalıĢmada kullanmak üzere,‘‘pasajlamaya yeterli hücre sayısına ulaĢana kadar 

devam edildi.‘Pasajlamada sırasıyla aĢağıda belirtilen‘iĢlemler uygulandı;‘ 

 

● Kültür‘medyumu 25 cm
2
‘lik‘flasklardan uzaklaĢtırıldı ve hücrelerin‘yıkama iĢlemi 5 

ml PBS ilave edilerek gerçekleĢtirildi.‘  

● PBS, iĢlemin ardından‘ortamdan uzaklaĢtırıldı.‘ 

● Flask tabanında‘yapıĢmıĢ durumda olan hücreler, 5 ml tripsin-Edta enzim solusyonu 

ile muamele edildi ve inkubatörde 5 dk bekletilerek yüzeyden ayrılmalarına izin 

verildi. Süspanse‘halde tripsin-Edta‘solüsyonunda bulunan bu hücreler, 15 ml 

hacimde‘steril falkon tüp‘içerisine aktarıldı.‘Süspansiyonun‘üzerine enzim 

aktivitesini‘inhibe etmek‘için 5 ml kültür medyumu‘ilavesi yapıldı.‘ 

● 250 g‘de 10 dk‘santrifüj edildi (Resim 2.2.).‘ 

● Santrifüj sonrasında‘hücre peletinin‘üst kısımda yer alan supernatant‘dökülerek 1,5 

ml kültür medyumu ilave edildi ve pipetasyon yapılarak hücreler tekrar süspanse 

edildi ve 500‘er µl olarak bölündü. 
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● Hücreleri içeren kültür medyumu‘eĢit hacimde 3 ayrı 25 cm
2
‘lik flasklara bölündü 

ve %5 CO2 li içeren inkübatörde 37°C de hücreler inkübe edildi (Resim 2.3). Fazla 

sayıda hücre elde etmek için ileri pasajlarda 75 cm
2
‘lik flasklara ekildi‘(Resim 2.4).‘ 

 

 

Resim 2.2. Santrifüj Sonrası Süpernatant ve Hücre Peleti Ġçeren Falkon 

 

 

 

Resim 2.3. CO2 li inkübatör 
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Resim 2.4. G-361 Hücrelerinin Ekildiği Flask 

 

2.1.4.4. Hücre Sayılarının Hesaplanması 

„ 

Bir‘mililitre‘kültür‘medyumu‘ile sulandırılmıĢ olan hücrelerden, ependorf tüp içerisine 

pipetle 30 µl alınarak ve‘ 30 µl tripan mavisi ilavesi yapılarak‘karıĢım‘hazırlandı. 

KarıĢım‘Neubauer lamına alınarak‘lam üzerinde üç farklı alanda hücre sayımı inverted 

mikroskop altında yapıldı (Resim 2.5).‘Ortalama hücre sayısı, aĢağıdaki formül 

kullanılarak‘hesaplandı.  

 

―1ml de hücre sayısı= Sayılan canlı hücre sayısı X sulandırma katsayısı X 10000‖ 

Sitotoksisite analizi için‘20 ml kültür medyumu ile‘süspanse hale getirilen 

hücrelerden‘96 kuyucuklu plakalara cm
2
 ye 62500 hücre olacak Ģekilde hesaplanarak, 

hücre süspansiyonundan multipipet yardımıyla her bir‘kuyucuğa 200 µl konuldu ve 500 

000 hücre ekimi yapıldı. 
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Resim 2.5. Ġnverted Mikroskop 

 

 

Resim 2.6. Neubauer Lamındaki Hücrelerin Ġnverted Mikroskopta Görünümü. Parlak ve boya 

almayan hücreler canlı hücreler olarak kabul edildi ve bu hücreler sayıldı. 

 

 Deney Gruplarında Kullanılan Kimyasalın Dozları ve Uygulanmaları 2.1.5.

 

% 0,1 Alkol Solusyonu  

Saf alkol   100 µl 

Hücre Kültür Medyumu 99,9 ml 

 

1 mg/ml Nonilfenol Stok Solusyonu Solvent (20 ml) 

Nonilfenol      21,3 µL 

% 0,1 Alkol solüsyonu              20 ml 
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Bu stok solüsyonu hücre kültür medyumu ile 1/10 oranında seyreltilerek 96 kuyucuklu 

plakalara ve flasklara ilave edildi ve sırasıyla 100 µg/ml, 10 µg/ml, 1 µg/ml, 0,1 µg/ml 

Nonilfenol dilüsyonları elde edildi. 

 

ÇalıĢma solüsyonu 1 (100 µg/ml) 

Nonilfenol                                                      stok solüsyon içerisinden 1 ml 

Medium                                                                                                   9 ml 

ÇalıĢma solüsyonu 2 (10 µg/ml) 

Nonilfenol                                                           100 µg/ml içerisinden 1 ml                        

Medium                                                                                                   9 ml 

ÇalıĢma solüsyonu 3 (1 µg/ml) 

Nonilfenol                                                             10 µg/ml içerisinden 1 ml                          

Medium                                                                                                   9 ml 

ÇalıĢma solüsyonu 4 (0,1 µg/ml) 

Nonilfenol                                                               1 µg/ml içerisinden 1 ml       

Medium                                                                                                   9 ml 

 

 Sitotoksisite Analizi (MTT Yöntemi) 2.1.6.

„ 

Sitotoksisitenin‘belirlenmesinde,‘MTT yöntemi‘kullanıldı.‘Bu yöntemde, enzimatik 

aktivite‘değiĢimi‘formazon boyalarının‘ azalmasına bağlı olarak kolorimetrik 

ölçülmektedir. Çıkan rengin yoğunluğu‘canlı hücre sayısıyla paralellik 

göstermektedir.‘Bu yöntemde,‘hücreler üzerinde ‘hücrelere uygulanan maddelerin 

oluĢturduğu‘sitotoksik etkiler belirlenebilmektedir.  
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Resim 2.7. Formazan kristallerinin DMSO ile çözüldükten sonraki görüntüsü 

 

2.1.6.1. MTT ÇalıĢma Solusyonu 

 

Besi yeri ile 5 mg/ml stok solusyondan 1:10 dilusyon hazırlandı. 

Stok solusyon : 5 ml. 

Besi yeri : 45 ml 

 

Biyogüvenlik kabin içerisinde, 96 kuyulu tabakalarının her bir kuyucuğuna hücreler 

ekildi. 24 saat hücre kültür medyumuyla inkübe edilen hücrelerin yüzeye tutunmaları 

sağlandı. Besiyerleri uzaklaĢtırıldı. ÇalıĢma gruplarında hücre canlılığının belirlenmesi 

için NF çözeltileri 0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 10 ve 100 μg/ml konsantrasyonlarda hücrelere 

uygulandı. Kontrol grubu olarak hücrelere sadece besi yeri uygulandı, solvent kontrolde 

ise %0,1 alkollü besi yeri kullanıldı. 48 saat inkübasyon süresi sonunda NF bileĢiklerine 

maruz kalan kuyucuklardaki çözeltiler uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar PBS ile yıkandı. 

Her bir kuyucuğa daha önceden hazırlanan 0,5 mg/ml MTT çözeltisinden 200 μl 

eklendi. 2,5 saat etüv içerisinde inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon süresi sonunda MTT 

çözeltisi uzaklaĢtırıldı. Hücre içerisinde oluĢan formazan kristallerini hücre dıĢı ortama 

çıkarılması ve çözülmesi için 200 μl DMSO ilave edildi ve çalkalayıcıda 10 dk 

çalkalandı. 96‘lı plaktaki kuyucukların absorbansları 570 nm‘de ölçüldü.  

MTT çözeltisi ıĢığa hassas bir madde olduğundan deney karanlık ortamda çalıĢıldı. 

Kontrol grubunun absorbans değerlerinin ortalaması, %100 canlılık olarak kabul edildi. 
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Bu çalıĢma farklı günlerde 5 kez tekrarlanarak, elde edilen sonuçların ortalamaları 

hesaplandı.  

2.1.6.2. MTT Stok Solusyon 

 

PBS (7,4) içerisinde 5mg/ml MTT hazırlandı. 

 

MTT (toz)  : 60 mg 

PBS   : 12 ml 

Bu solusyon 0,2 mikronluk filtreden geçirilerek -20 °C de saklandı. 

 

2.1.6.3. Hücre Canlılığının Hesabı 

„ 

Kontrol‘grubundaki hücrelerin‘canlılığı % 100 olarak‘kabul edilmiĢ, diğer hücre 

gruplarının‘canlılığı kontrole‘kıyasla % canlılık olarak‘hesaplanmıĢtır.‘ 

‗ 

% Canlılık = 100 x (çalıĢma gruplarının absorbans değeri ortalaması-blank ortalama) / 

(kontrol gruplarının absorbans değeri ortalaması-blank ortalama).’ 

 

 RNA Ġzolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-PCR Analizleri 2.1.7.

‘ ‗ 

Her bir flaska (T25) %80 konfluense ulaĢan hücrelerden 4x10
5
 - 5 x10

5 
hücre ekildi. 24 

saat süresin ardından çeĢitli NF konsantrasyonları ilave edilip 48 saat inkübasyona 

bırakıldı. Total RNA, ticari kit (Abt, 102-01-10) kullanılarak izole‘edildi. ‘RNA 

izolasyonu sırasında kullanılacak bütün malzemeler uygun çözeltilerle önceden 

temizlenerek RNAase free bir ortam oluĢturuldu. Ġzole edilen RNA‘ların miktarı ve 

saflığı nanodrop (Thermofisher, ND-2000) ile ölçüldü.‘RNA izolasyonu esnasında tüm 

iĢlemler buz üzerinde gerçekleĢtirildi. cDNA, Sybr Green Pcr‘Master Mix (Abm, 

204454) ve primer çifti‘(oligonükleotid) protokollere uygun olarak eklendi.  
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Transkripsiyon analizlerinde kullanılacak primerler NCBI dan elde edilen referans 

diziler kullanılarak primer 3 plus programı kullanılarak yapıldı. Primerler, referans 

diziler, baz uzunlukları ve Tm dereceleri çizelge 2.4‘de verildi.  

 

Çizelge 2.5. ÇalıĢmada Kullanılan Primerler  

PRĠMERLER                       F                          R 
TM 

(°C)              

 

Baz 

Uzunluğu 

CDNK1A 

(NM-

000389,5) 

CCGTGAGCGATGGAACTT

CGC 

TGGGAAGGTAGAGCT

TGGGCA 
60 

104 bp 

Bax 

(NM-

00129142

8,2) 

CGCCTCACTCACCATCTG

GAA 

CCTCAAGACCACTCT

TCCCCA 
58 

170 bp 

Bcl-2 

(XM-

04743773

3,1) 

GAGGGGCTACGAGTGGG

ATGC 

GGAGGAGAAGATGCC

CGGTGC 
59 

78 bp 

Casp3 

(XM-

04741623

9,1) 

GGAAGCGAATCAATGGA

CTCTGGA 

CCTGAGGTTTGCTGC

ATCGAC 
58 

159 bp 

P53 

(XM-

000546,6) 

CTACAGTACTCCCCTGCC

CT 

ACCATCGCTATCTGA

GCAGC 
61 

250 bp 

ß-aktin 

(NM-

001101,5) 

CACCCCAGCCATGTACGT

TGC 

CCGGAGTCCATCACG

ATGCCA 
56 

84 bp 

 

 

2.1.7.1. RNA Ġzolasyonu 

„ 

Ġzole edilen ve -80 °C de saklanan hücreler RNA izolasyonu için oda ısısında 

çözdürüldü.‘ Ticari kit protokolüne göre hücre içeren her bir mikrosantrifüj tüpüne 200 

ml PBS eklendi. Üzerine 500 μl lizis buffer ve betamerkaptoetanol ilave edildi ve 

vortexlendi.‘Vortexlenen mikrosantrifüj tüpüne 10 μl proteinaz K eklendi ve 3 dk oda 

ısısında inkübe edildi.‘Ardından üzerine 500 μl Buffer P eklenip vortexlendi, oda 

ısısında 3 dk daha inkübasyona bırakıldı. Daha sonra üzerine 200 μl 

kloroform/izoamilalkol eklendi.‘Süre sonunda karıĢım 4 °C de 12000 g‘de 15 dk 

santrifüj edildi.‘Santrifüj sonunda ependorfta 3 faz göründü en üstte biriken sıvı (Ģeffaf 
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kısım) farklı bir mikrosantrifüj tüpüne alındı. Süpernatant hacminin 1,25 katı etanol (% 

96) eklendi, pipetlenerek karıĢtırıldı.‘Daha sonra 700 μl lizat kolon tüplerine döküldü ve 

oda ısısında 12000 g‘de 20 sn santrifüj edildi.‘Tüpün içeriği döküldü ve kolon tüpü 

tekrar mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirildi. Bu iĢlem tüm lizatlar kolona aktarılana kadar 

tekrarlandı.‘Kolona 700 μl yıkama solüsyonu eklendi oda sıcaklığında 20 sn süresince 

12000 g‘de santrifüj edildi tüp içeriği döküldü ve sütun tekrar mikrosantrifüj tüpünün 

üzerine yerleĢtirildi. Yukarıda belirtilen adımlara benzer olarak 600 μl yıkama 

solüsyonu eklendi ve iki defa tekrarlandı. Kolon tekrar 1 dakika en yüksek hızda 

santrifüjlendi ve 1,5 ml ependorf tüpün üzerine yerleĢtirildi.‘Kolonun merkezine 50-100 

μl, nükleaz içermeyen 65-70 
O
C‘de bekletilmiĢ ultra saf su eklendi, oda ısısında 1 

dakika boyunca 12000 g‘ de santrifüj edildi.‘Ġzole edilen total RNA‘lar nanodrop cihazı 

ile kalite miktar açısından değerlendirilmek üzere ölçüldü.‘Yapılan ölçümler sonrasında 

260/280 oranı 2,0 ve üzeri olanlar çalıĢmada kullanıldı.‘ 

 

 

Resim 2.8. RNA Ġzolasyonu AĢamasında Ependorftaki Faz DeğiĢimi 

 

2.1.7.2. cDNA Sentezi 

‗ 

RNA izolasyonu sonrasında cDNA aĢamasına geçildi.‘cDNA sentezinde ticari kit 

(Applied Biosystems By Thermo Fisher Scientific, 4368814) kullanıldı.‘cDNA sentezi 

için kullanılan kimyasallar ve miktarları Çizelge 2.6. da verilmiĢtir.  

‗ 

Çizelge 2.6. cDNA Sentezi Ġçin Kullanılan Kimyasallar 

BileĢen Hacim 
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5X RT Buffer 4 μl 

Random Primers 1 μl 

dNTP 1 μl 

OneScript Plus RTase 1 μl 

RNA                                    500 ng 

‗ 

cDNA karıĢımı hazırlandıktan sonra nanodropla ölçülen her bir RNA örneğinden 500 

ng ve hacim 20 µl olacak Ģekilde nükleaz free H2O eklendi.‘cDNA sentezi için karıĢım 

PCR cihazına konuldu ve çizelge 2.7. de verilen koĢullar uygulandı. 

 ‗ 

Çizelge 2.7. cDNA Sentez Reaksiyonu KoĢulları 

 Adım1 Adım2 

Sıcaklık(C) 55 85 

Süre(dk) 15  5  

 

Elde edilen cDNA lar Real Time PCR aĢamasına kadar -80C° de muhafaza edildi.‘ 

 

 

2.1.7.3. RT-PCR 

‗ 

Real time PCR analizi için kullanılan kimyasallar ve miktarları çizelge 2.8. de 

verilmiĢtir. Hazırlanan PCR karıĢımları cihaza yüklenmiĢ ve uygulanan PCR koĢulları 

çizelge 2.9. da verilmiĢtir. Her gen için uygulanan yapıĢma sıcaklıkları çizelge 2.5. te 

verildiği Ģekilde uygulandı. Analizler her bir örnek için 3 kez tekrarlandı. Real time 

PCR analizlerinde her gen ve her örnek için melting curve analizi yapıldı. Örneklerde 

DNA kontaminasyonu ile primer dimerleĢmelerinin olmadığı görüldü. 

 

Üç basamaktan oluĢan (denatürasyon,‘primer yapıĢması ve zincir‘uzatma) 

amplifikasyon‘iĢleminin ardından, elde edilen eğrilere ait döngü‘eĢiği (Ct) değerleri 

belirlendi. mRNA ekspresyon‘düzeyi belirlendi. Referans geni olarak beta‘aktin 

kullanıldı. Her bir numuneye ait beta aktin‘gen düzeyine bakılarak,‘G-361 melanoma 
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hücrelerinde‘Kaspaz-3, Bcl-2,‘Bax, P21,‘P53 genlerinin‘mRNA ekspresyon‘düzeyleri 

belirlendi.  

Elde edilen amplifikasyon eğrilerine ait döngü eĢiği (Ct) değerlerinden hareketle, hedef 

genlerin mRNA ifade düzeylerinin nisbi değiĢimleri 2 
-ΔΔ Ct

 metodu ile hesaplandı 

(Plaff, 2001). Bu hesaplama;  

 

ΔΔCt = (Cthedef gen – Ctactin β)deney grubu – (Cthedef gen – Ctactin β)kontrol grubu 

 

formülü uygulandıktan sonra hesaplanan değer her bir gen için 2 
−ΔΔ Ct

 formülünde 

yerine konularak mRNA ifade düzeyi misli olarak azalıĢ ya da artıĢ Ģeklinde belirlendi. 

Housekeeping gen olarak Actin-β kullanıldı ve her bir örneğe ait Actin-β gen düzeyine 

göre diğer genlerin ifade düzeylerinde normalizasyon uygulandı (Kumoğlu vd., 2019).‘ 

‘ 

 

Çizelge 2.8. RT-PCR Ġçin Kullanılan Mix Bilgileri 

BileĢen Hacim 

BrightGreen 2X qPCR MasterMix  

(Abm, 204454) 
10 μl 

Forward Primer (10 μM) 0,6 μl 

Reverse Primer (10 μM) 0,6 μl 

cDNA                                 1 μl 

Nuclease-free H2O 7,8 μl 

 

Çizelge 2.9. RT-PCR Sentez KoĢulları 

Adım Sıcaklık Standart süre Döngü 

Enzim aktivasyonu 95 °C 10 dk 1 

denaturasyon 95 °C 15 sn 
 

40 
Annealing/extension      56-61 °C 60 sn 

„ 
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 Ġstatistiksel Analiz 2.1.8.

 

ÇalıĢmalardan‘elde edilen verilerin‘istatistiksel analizi SPSS‘22.00 paket programı 

kullanılarak‘yapıldı. Normal dağılım gösterenler Shapiro-Wilk‘testi kullanılarak, 

normal dağılımda olmayan‘gruplar arasında farklılık‘Kruskall-Wallis varyans analizi‘ile 

değerlendirildi ve Bonferroni düzeltmeli‘Mann-Whitney U‘testi uygulandı (Conover, 

1980). Yapılan istatistiksel‘analizlerde tüm‘veriler ortalama‘ve ± standart‘hata 

olarak‘verildi.  

 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. NF‟nin G-361 Hücrelerinde Sitotoksisite Etkisi 

 

NF‘nin melanom kanseri (G-361) hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi 

ile belirlenmiĢtir. 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda NF ile muamele edilen G-

361 hücrelerinde belirlenen hücre canlılığı yüzdelerinden hareketle IC50 değeri 

hesaplandı. Hücrelerin %50‘sini öldüren konsantrasyonun 64,82 μg/ml olduğu 

hesaplandı (Grafik 3.2.). Hücre canlılığı sonuçları Grafik 3.1.‘de verilmiĢtir. 

 

Grafik 3.1. NF‘nin çeĢitli konsantrasyonlarından elde edilen hücre canlılığı düzeyleri. 

 

MTT sonucunda en güçlü sitotoksik aktivite, en yüksek NF konsantrasyonu olan 100 

μg/ml olarak belirlendi. 
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Grafik 3.2. Nonilfenol % 50 Ġnhibisyon Dozu (IC50) Belirleme Grafiği 

 

Çizelge 3.1. MTT Analiz Sonuçları 

Grup n % Canlılık (     S  ) P 

Kontrol 5             100,00 ± 0,00
a 

*** 

Solvent 5   95,20 ± 0,25
ac 

NF 0,1 5   86,90 ± 0,33
ad 

NF 1 5   74,10 ± 0,10
ad 

NF 10 5    65,80 ± 0,12
bcd 

NF 100 5  35,30 ± 0,37
bd 

a, b, c, d, e, fAynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir. 

***: p <0.001, NF: nonilfenol, n: tekrar sayısı, x : ortalama, Sx : standart hata 

 
 

 

Verilerin normal dağılımına bakıldı ve shapiro-wilk significant değerine göre verilerin 

normal dağılmadığı görüldü (p<0,05), buna göre gruplar arasında Kruskal-wallis testi 

kullanıldı.‘Test sonucunda grupların arasında anlamlı bir farklılık olduğu belirlendi 

(p<0,001). Gruplar arasındaki farklılığı belirlemek için Bonferroni düzeltmeli Mann-

Whitney U testi uygulandı. Tüm gruplarda yapılan MTT analiz sonuçları çizelge 3.1. de 

gösterildi.‘Yapılan istatistiksel incelemede 48 saat inkübasyon süresi sonunda kontrol, 

solvent, NF 0.1 ve 1 μg/ml grupları arasındaki farklılığın önemli olmadığı görüldü 

(p>0,05). NF‘nin 10 ve 100 μg/ml konsantrasyonları konrol grubuna göre hücre 

canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma (p<0.001) gösterdi. 

 

 

y = -0,4183x + 77,118 
R² = 0,9006 
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3.2. Farklı Dozlarda Uygulanan Nonilfenolün 48saat Sonrasındaki Hücre 

Morfolojileri 

 

Farklı dozlarda Nonilfenol uygulanan G-361 melanoma hücrelerinin morfolojik 

görünümleri Resim 3.1-3.6‘da gösterildi. Hücrelerin tek tabaka olarak yüzeye 

tutundukları gözlendi. DüĢük konsantrasyonlarda hücre yüzeyini kaplayan hücrelerin 

çoğalmasında az düzeyde önemsiz bir inhibisyon görülürken Resim 3.1-5, yüksek NF 

konsantrasyonunun hücrelerde sitotoksik etkiye neden olduğu ve hücre sayısının önemli 

derecede azaldığı saptandı (Resim 3.7) 

 

 

Resim 3.1.  Kontrol Grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 μm, 

(C) 50 μm. 

 

 

 

Resim 3.2. Solvent Grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 μm, (C) 

50 μm. 

 
 



 

  43 
 

 

Resim 3.3. NF 0,1μg/ml grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 

μm, (C) 50 μm. 

 

 

Resim 3.4. NF 1μg/ml grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 μm, 

(C) 50 μm. 

 

Resim 3.5. NF 10μg/ml grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 

μm, (C) 50 μm. 
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Resim 3.6.  NF 100μg/ml grubu 48 saat sonrası hücre morfolojileri. Bar: (A) 500 μm, (B) 100 

μm, (C) 50 μm. 

 

3.3. G-361 Hücre Hattına Uygulanan Nonilfenolün Farklı Dozlarının Kaspaz 3 

Gen Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 

‗ 

G-361 hücre hattına NF‘nin farklı konsantrasyon‘uygulamaları‘sonrası 48‘saat 

süresince‘inkübe edilen hücrelerin Kaspaz 3‘gen‘ekspresyon‘seviyeleri,‘RT-PZR‘ 

yöntemi‘ile analiz‘edildi.‘Elde‘edilen sonuçlara göre kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında Solvent (p<0,05), 0,1 µg/ml (p<0,05), 1 µg/ml (p<0,01), 10 µg/ml 

(p<0,01) ve 100 µg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplarda ekspresyon seviyesinin 

istatistiksel‘olarak‘anlamlı düzeyde‘yüksek olduğu tespit edildi.‘Tüm‘gruplara ait‘48 

saat süreli‘inkübasyon sonunda‘elde edilen Kaspaz‘3 gen ekspresyon‘seviyeleri Grafik 

3.3.‘ te ve amplifikasyon eğrisi Grafik 3.4‘te sunulmuĢtur. 
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Grafik 3.3. G-361 Hücre Hattına Nonilfenolün farklı konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 

saat süresince inkübe edilen hücrelerin‘Kaspaz 3 gen‘ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** 

p<0,01, *** p<0,001) 

 

 

   EĢik 
                                                                                                                                                                                             çizgisi  

Grafik 3.4. Kaspaz3 Amplikon Eğrisi  

 

3.4. G-361 Hücre Hattına Uygulanan Nonilfenolün Farklı Dozlarının P21 Gen 

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 

„ 

G-361 hücre hattına farklı konsantrasyonlarda NF‘uygulamaları sonrası‘48 

saatlik‘inkübasyonda hücrelerin‘P21 gen‘ekspresyon‘seviyelerine göre 1 µg/ml 

(p<0,01), 10 µg/ml (p<0,01) ve 100 µg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplar kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek olduğu tespit 

edildi.‘Solvent grubu (p<0,05) kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında ise istatistiki olarak 

anlamlı bir azalıĢ gözlendi.‘Tüm gruplara ait 48 saatlik inkübasyonda P21 gen 

ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.5 ve amplifikasyon eğrisi Grafik 3.6‘da 

sunulmuĢtur. 
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Grafik 3.5. G-361 Hücre hattına nonilfenolün çeĢitli konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 

saat süresince inkübe edilen hücrelerin P21 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001) 

 

 

 

Grafik 3.6. P21 Amplikon Eğrisi 

 

3.5. G-361 Hücre Hattına Uygulanan Nonilfenolün Farklı Dozlarının Ba  Gen 

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 

‗ 

G-361 hücre hattına farklı konsantrasyonlarda NF uygulamaları‘sonrası 48 

saatlik‘inkübasyonda‘hücrelerin Bax‘gen‘ekspresyon seviyelerine 0,1 µg/ml (p<0,005), 

1 µg/ml (p<0,05), 10 µg/ml (p<0,01) ve 100 µg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplarda 

Bax ekspresyon seviyesinin kontrol‘grubuna göre istatistiksel‘olarak anlamlı‘düzeyde 

yüksek‘olduğu tespit edildi. Kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında solvent grupta ise artıĢ 



 

  47 
 

olmasına rağmen istatistiki olarak önem görülmedi. Tüm gruplara ait 48 saatlik 

inkübasyonda Bax gen ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.7. ve amplifikasyon 

eğrisi Grafik 3.8.‘de sunulmuĢtur.‘ 

 
Grafik 3.7. G-361 Hücre hattına nonilfenolün çeşitli konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 saat 

süresince inkübe edilen hücrelerin Bax gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001) 

 

 

 

Grafik 3.8. Bax Amplikon Eğrisi 

 

3.6. G-361 Hücre Hattına Uygulanan Nonilfenolün Farklı Dozlarının Bcl-2 Gen 

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 

 

G-361 hücre hattına NF‘nin farklı konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 saat süresince 

inkübe edilen hücrelerin Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri, RT-PZR yöntemi ile analiz 

edildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucuna göre kontrol grubuna kıyasla 
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solvent grubu (p<0,01), 10 μg/ml (p<0,05) ve100 μg/ml NF uygulanan grupta istatistiki 

olarak azalma gözlendi. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırılan 0,1 ve 1 μg/ml NF uygulanan 

gruplarda ise azalma gözlenmesine rağmen istatistiki olarak önemli değildir. Tüm 

gruplara ait 48 saatlik inkübasyonda Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 

3.9. ve amplifikasyon eğrisi Grafik 3.10‘da sunulmuĢtur. 

  

 

Grafik 3.9. G-361 Hücre hattına nonilfenolün çeĢitli konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 

saat süresince inkübe edilen hücrelerin Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, 

*** p<0,001) 

 

 

 

Grafik 3.10. Bcl-2 Amplikon Eğrisi 

 

3.6. G-361 Hücre Hattına Uygulanan Nonilfenolün Farklı Dozlarının P53 Gen 

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 
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Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında solvent (p<0,05), 0,1 μg/ml(p<0,05), 1 μg/ml 

(p<0,01), 10 μg/ml (p<0,01) ve 100 μg/ml (0,001) NF uygulanan gruplarda istatistiki 

olarak önemli artıĢ tespit edildi. Tüm gruplara ait 48 saatlik inkübasyonda P53 gen 

ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.11‘de ve amplifikasyon eğrisi Grafik 3.12‘de 

sunulmuĢtur. 

 

 
Grafik 3.11. G-361 Hücre hattına nonilfenolün çeĢitli konsantrasyon uygulamaları sonrası 48 

saat süresince inkübe edilen hücrelerin P53 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001) 

 

 

 

Grafik 3.12. P53 Amplikon Eğrisi 

 

Ayrıca çalıĢmada kullanılan referans genin amplikon eğrisi de Grafik 3.13‘de 

verilmiĢtir. 
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Grafik 3.13. Actb Amplicon Eğrisi 

 

Çizelge 3.2. Gen Ekspresyonu Analiz Sonuçları  

Grup 
Kaspaz3 

(     S  ) 
P21 

(     S  ) 
Bax 

(     S  ) 

Bcl2 

(     S  ) 

P53 

(     S  ) 

Kontrol 1,00±0,00
d 

1,00±0,00
d 

1,00±0,00
d 

1,00±0,00
a 

1,00±0,00
d 

Solvent 1,78±0,11
c 

0,20±0,04
e 

1,08±0,19
d 

0,35±0,10
c 

2,24±0,17
c 

0,1 µg/ml 1,98±0,12
c 

1,37±0,03
cd 

1,45
 
±0,21

c 
0,92±0,18

a 
2,89±0,18

c 

1 µg/ml 2,75±0,30
b 

1,54±0,15
c 

2,05±0,21
bc 

0,86±0,10
ab 

3,94±0,16
b 

10 µg/ml 3,39±0,19
b 

1,92±0,18
cb 

3,11±0,27
b 

0,78±0,04
b 

4,25±0,14
ab 

100 µg/ml 4,44±0,23
a 

2,59±0,19
a 

4,19±0,29
a 

0,14±0,16
c 

4,84±0,09
a 

P *** ** **        *          ** 

  *p<0,05       ** p<0,01     ***p<0,001      

a, b, c, d, e, fAynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir. x : ortalama, Sx : standart hata 
 

 

Gen ekspresyonu analizinde Kaspaz 3, P21, Bax, Bcl-2, P53 genleri için dağılım normal 

olmayıp Kruskal-Wallis testi kullanıldı (çizelge 3.2.).  
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4. TARTIġMA 

 

EBK'ler hormon sistemlerine müdahale edebilir ve memelilerde olumsuz geliĢimsel, 

üreme, nörolojik ve immünolojik etkiler yaratabilmektedir (Yang vd., 2015). Yapılan 

çalıĢmalarda, bu maddelerin insan sağlığını olumsuz etkilediği, doğurganlığın 

azalmasına, obezite, diyabet, endometriozis ve‘bazı kanser‘türleri dâhil‘olmak üzere 

belirli‘hastalıkların ilerlemesine‘neden olduğu gösterilmiĢtir (Lee vd., 2012; Kim vd., 

2016; Ariemma vd., 2016; Jambor vd., 2016).‘ 

 

EBK'ler, hormon reseptörlerine anormal bir Ģekilde bağlanarak meme, yumurtalık ve 

prostat kanseri dâhil olmak üzere hormona duyarlı kanser baĢlangıcını ve ilerlemesini 

tetikleyerek üreme organlarının normal iĢlevlerini kesintiye uğratabilmektedirler (Park 

ve Choi, 2014; In vd., 2015).‘EBK‘lar çevresel kirleticiler ve ticari ürünler, endojen 

hormonların iĢlevlerini taklit etmektedirler.‘Bu durum hormon iĢlevini 

değiĢtirebilmekte veya engelleyebilmektedir (Kim vd., 2016).‘ 

 

Aktif hormon maruziyeti hayatımızda yaygındır. Örneğin, sigara, otomobil egzozu ve 

kozmetik ürünlerdir ve bu bileĢiklerin çoğu NF, zearalenon ve BPA gibi 

ksenoöstrojenlerdir. Ksenoöstrojenler, östrojen reseptörlerine rekabetçi bir Ģekilde 

bağlanarak vücutta östrojenik etkinlik göstermektedir (Liu vd., 2002). NF nin çeĢitli 

kanserleri etkilediği rapor edilmiĢtir (Xie vd., 2019).  

 

Biyokimyasal analizler, malign melanomda östrojen bağlayıcı proteinlerin bulunduğunu 

gösterse de, hassas ve daha spesifik bir immünohistokimyasal teknik kullanılarak 

yapılan çalıĢmada (Toma vd., 1999) melanomda östrojen reseptörleri bulunamamıĢtır.  

 

Kolon kanserindeki etkileri araĢtırılmak için yapılan bir çalıĢmada (Qui vd., 2002) 

kolon kanser hücre hatları COLO205 ve SW480 kullanılmıĢtır. MTT ve flow sitometri 

deneyleri yapılarak NF nin apoptoz ve proliferasyon üzerine etkileri gözlemlenmiĢtir. 

NF‘nin, COLO205 ve SW480 hücrelerinin proliferasyonunu doza bağlı olarak azalttığı 

bildirilĢtir (Qui vd., 2002). NF nin hücre döngüsü, apoptoz ve metastazı düzenleyen 
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siklin D1, siklin E, p21, Bax ve katepsin D gibi proteinleri modüle ederek prostat 

kanserinin ilerlemesini baskıladığı bildirilmiĢtir (Kim vd., 2016).  

 

Bir çalıĢmada (Shirdel vd., 2020) 1, 10 ve 100 µg/l NF‘nin farklı konsantrasyonlarının 

üreme hormonları ve karaciğer enzim seviyeleri üzerindeki etkilerini incelenmiĢtir 

Sonuçlar, çevresel olarak iliĢkili NF konsantrasyonlarının, seks steroidlerinin 

seviyelerini etkilediğini göstermiĢtir, östradiol/testosteron oranı artmıĢtır ve karaciğer, 

böbrek, testis dokularında histopatolojik lezyonlara neden olmuĢtur. NF, estradiol 

seviyelerini de önemli ölçüde arttırmıĢtır (Shirdel vd., 2020). 

 

NF'nin insanlarda östrojenik etkiye sahip olduğu bildirilmiĢtir (Yang vd., 2015). NF'nin 

meme, yumurtalık ve prostat kanserinde hücre döngüsü, apoptoz ve metastaza etki 

ederek kanserin ilerlemesini artırabileceğini ortaya konmuĢtur (Kim vd., 2015).  

 

Duan vd. (2016) yaptıkları hücre kültürü çalıĢmasında NF stok çözeltisi DMSO 

içerisinde çözdürmüĢler ve % 0,1 (v/v) DMSO konsantrasyonunun sitotoksit etkiye 

neden olmadığını bildirmiĢler. Bizim de çalıĢmamızda hem DMSO hem etanol çözücü 

olarak kullanılmıĢ ve iki çözücüde de % 0,1 oranında kullanım aynı canlılık oranları 

elde edilmiĢtir. 

 

Kim vd (2016) yaptığı çalıĢmada NF‘nin prostat‘kanseri hücrelerindeki‘proliferasyon 

etkisine‘bakılmıĢtır ve‘konsantrasyon arttıkça hücre canlılığında düĢüĢ görülmüĢtür. 

 

Yaptığımız çalıĢmada NF‘nin sitotoksisiteye etkisinini saptamak üzere MTT testi 

kullanıldı. ÇalıĢmadan‘elde‘edilen sonuçlara göre melanom hücrelerine‘100 µg/ml NF 

uygulamasının kontrol‘grubuna göre‘hücre‘canlılığını önemli ölçüde azalttığı, 

NF‘nin‘konsantrasyonu arttıkça‘kanser hücre‘canlılığının kontrol grubuna‘göre 

düĢtüğü‘görüldü (p<0,05).‘  

 

Farklı kanser hücre hatları üzerinde NF‘nin etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada (Yang 

vd., 2018) Kolon kanser hücrelerinde (Colo205) NF‘nin 10
-6

 mol/L konsantrasyonunun 

hücre canlılığı ve çoğalmasının daha olumlu yönde etkilediği belirlenmiĢtir.  
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Forte vd. (2016) insan prostat tümörijenik olmayan hücre hatlarında yaptıkları bir 

çalıĢmada NF nin 10
-6 

mol/L uygulanan grubun 10
-12 

mol/L NF
 
uygulanan gruba göre 

hücre canlılığını etkilediğini bildirmiĢlerdir.   

 

BaĢka bir çalıĢmada (Bistakowa vd., 2016) NF‘nin, H295R insan adrenokarsinom hücre 

hattına uygulanan 0,04, 0,2, 1, 2,5 ve 5 µg/ml konsantrasyonlarında çeĢitli etkileri 

ortaya konulmuĢtur. Canlılığın % 100' ünü temsil eden kontrol grubuyla karĢılaĢtırma 

gözlemlenmiĢ olup hücrelerin canlılığı 5 µg/ml NF konsantrasyonunda kontrol grubuna 

göre hafifçe azalmıĢtır (Bistakowa vd., 2016). 

 

Jambor vd. (2017) leyding hücrelerine 0,04, 0,2, 1, 2,5 ve 5 µg/mL konsantrasyonlarda 

NF uyguladıkları çalıĢmada tüm grupların canlılığa etki ettiği rapor edilmiĢtir.  

 

NF ve türevleri ile farklı hücre hatlarında yapılan sitotoksisite çalıĢmalarındaki sonuçlar 

ile bizim çalıĢmamızda elde ettiğimiz bulguların benzer olduğu görülmüĢtür. Dozun 

konsantrasyonu arttıkça, canlılığı etkilediği ve azalttığı belirlenmiĢtir. 

 

Apoptozis veya programlı hücre ölümü, effektör bir yolağın ortak akıĢında birleĢmiĢ 

intrinsik ve ekstrinsik sinyallerin birbirleriyle etkileĢiminden kaynaklanan bir süreç 

olarak bilinmektedir (FGE vd., 2001). Birçok hücre tipinde ve değiĢik dokularda 

görülen apoptozis, hücre ölümü ile sonuçlanan belirli morfolojik değiĢiklikler ile ortaya 

çıkmaktadır. Apoptozis yolaklarındaki değiĢikliklerin tümör geliĢimi ve progresyonuna 

katkıda bulunduğu, kanser hücrelerinin daha uzun süre hayatta kalmasına izin verildiği 

bildirilmiĢtir (Reed, 1999). Melanoma kanserlerinin hem proapoptotik hem de 

antiapoptotik proteinlerin farklı miktarlarda üretimiyle birlikte programlı hücre ölümüne 

dayanıklı olduğu gösterilmiĢtir (Shariat vd., 2003; Shariat vd., 2004). 

 

Apoptotik mekanizmalar içinde yer alan ve bir apoptozis inhibitörü olan Bcl-2, 

melanoma karsinomunun prognozunu belirlemek için birçok çalıĢmada kullanılan bir 

faktör olarak bilinmektedir (Nakupoulou vd., 1998). Bcl-2'nin lenfoma, lösemi, 

nöroblastom ve prostat karsinomlarında yüksek bulunması kötü prognozun göstergesi 
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olarak bildirilmiĢtir (Kong vd., 1998). ÇalıĢmamızda apoptozu engelleyen anti-

apoptotik bir protein olan Bcl-2 gen ekspresyon düzeyinde incelendiğinde, NF‘nin tüm 

gruplarda görülen ekspresyon düzeyini azaltması hücrelerin fonksiyonlarını yitirdiğini 

ve apoptozisin baĢladığı göstermektedir. 

 

Bax ve Bcl-2 genleri ile Ģu ana kadar yapılan birçok çalıĢmada farklı maddelerin kanser 

hücrelerinde etkisi incelenirken bu genlerin apoptoz üzerindeki rolleri araĢtırılmıĢtır 

(Zeestraten vd., 2013; Zhu vd., 2013). Yapılan çalıĢmalar Bcl-2 ve Bax genlerinin hücre 

proliferasyonu ve apoptozda kilit rol oynadıklarını göstermektedir (Thomas vd., 2013). 

NF hücrelerde apoptoz yolaklarında etkili olan Bcl-2 ailesinin expresyonunu 

etkilemektedir. Yapılan bir çalıĢmada (Low vd., 2011) NF‘nin, proapoptotik gen olan 

Bax‘ın expresyonunu artırıcı ve antiapoptotik gen olan Bcl-2‘nin expresyonunu 

baskılayıcı etkisi saptanmıĢtır.  

 

Bu çalıĢmada NF‘nin doza bağlı olarak G-361 hücreleri üzerindeki apoptotik 

aktivasyonun araĢtırılması için apoptozda görev alan genlerin (P53, Bax, Bcl-2, Kaspaz 

3, P21) RT-PCR metodu ile gerçek zamanlı olarak gen ekspresyonlarındaki değiĢimleri 

mRNA seviyesinde saptanmıĢtır. 

 

Kanser hücrelerinde apoptozun uyarılması ve apoptotik moleküler yolağınının 

aydınlatılması çok önemlidir. Bu konuda birçok in vivo çalıĢmalar bulunmaktadır 

(Ogur, 2014).  

 

Son yıllarda bir tümör baskılayıcı gen olan P53 ve apoptozisi kontrol eden Bcl-2 

geninin, birçok tümörün geliĢiminde ve seyrinde rol oynadığı rapor edilmektedir (Süllü 

ve ark., 2006). Bu nedenle çalıĢmamızda hem P53 geni hem de Bcl-2 geni ile çalıĢma 

yapılmıĢtır. 

Hücre döngüsünün‘G1/S fazında‘tutulması P53‘ün‘kanserdeki‘baĢlıca rolüdür‘(Geske 

vd., 2000). ÇalıĢmamızda, G-361 hücrelerinde mitokondriyal yolun uyarılıp 

uyarılmadığının anlaĢılabilmesine adına, farklı konsantrasyonlarda NF hücrelere 

uygulandıktan 48 saat sonra, melanom hücresinde apoptozda intrinsik yolun en önemli 

düzenleyicisi olarak bilinen P53, Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA seviyesindeki 
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ekspresyon sonuçları (Çizelge 3.2.) gösterilmiĢtir. Bu ‘çalıĢmada, NF‘nin 10 µg/m ve 

100 µg/ml‘konsantrasyonu, kontrol‘grubuna göre‘P53 ekspresyonunu yaklaĢık 4kat 

aktive ettiği,‘bu‘etkinliğin solvent, 1 µg/ml ve 0,1 µg/ml NF‘uygulanan gruba‘göre 

önemli‘olduğu tespit edilmiĢtir‘(p<0,001).‘Bu artıĢın NF‘nin kanserli hücre DNA‘sında 

oluĢturduğu hasar sonucunda indüklendiğini düĢündürmektedir. P53 genindeki artıĢa 

bağlı olarak Bcl-2/Bax oranında da apoptoz lehine anlamlı değiĢme olduğu 

görülmektedir. Sonuçlar (Fridman ve Lowe, 2003) bize NF‘nin, P53 aracılı yolaklar 

üzerinden G-361 hücrelerinde apoptoza sebep olduğunu göstermektedir.  

 

Hücresel sistemde apoptozisin düzenlenmesinde ve apoptotik değiĢikliklere karĢı 

koruyucu olan Bcl-2 aile üyelerinden biri olan Bax tümör geliĢimi ve ilerlemesinde 

önemli rol oynamaktadır. ÇalıĢmamızda genel gruplar arasındaki farklılıklar 

incelendiğinde NF konsantrasyonunun artması Bax gen ekspresyonunun arttığını 

göstermektedir. 

 

Bu tez çalıĢmasında, apoptozisin ana yürütücüsü olan kaspaz-3 gen ekspresyon 

düzeyleri nisbi değiĢime göre incelendiğinde 100 µg/ml NF uygulanan grupta daha fazla 

hasar oluĢturduğu bulunmuĢtur. Ayrıca tüm veriler dikkate alındığında artan NF 

konsantrasyonuna bağlı olarak kaspaz-3 gen ekspresyon düzeyinin uyarıldığı ve kaspaz-

3‘ün daha fazla eksprese olduğu görülmektedir. Sonuçlar, Kaspaz 3‘ün ekspresyon 

seviyesini artırması yoluyla apoptoza gittiğini düĢündürmektedir. Ayrıca yapılan farklı 

çalıĢmalarda genel olarak, tümör hücrelerinin dıĢsal yola olan duyarlılığının içsel yola 

göre daha fazla olduğu belirtilmektedir (Lopez ve Tait, 2015).  

 

P21‘geni, hücre‘döngüsü‘inhibitörüdür.‘P53‘e bağlı‘veya bağlı olmayan‘yollarla 

kontrol‘edilebilmektedir. Normal ve kanser hücrelerindeki‘iĢlevi hakkında‘ortaya çıkan 

güncel bilgiler, P21 geninin birçok araĢtırma‘alanına yeni‘kapılar açmıĢtır (El-Deiry, 

2016).‘Hücrelerin 48 saatlik‘inkübasyonundan elde‘edilen P21 ekspresyon‘analizi 

verilerine göre, 0,1, 1, 10 ve 100 µg/ml‘konsantrasyonda‘NF uygulamasının P21 

ekspresyon seviyesini kontrol grubuna göre kıyaslandığında artırdığı saptanmıĢtır. 
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Sunulan bu çalıĢmada cilt kanseri hücrelerinde NF‘nin etkileri in-vitro bir modelle tespit 

edilmeye çalıĢılmıĢtır. Ġncelenen apoptotik mekanizmalar, NF etkisine bağlı olarak 

malign melanomun gen düzeyinde araĢtırılmasına yardımcı olacaktır.  
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Kimyasallar günlük hayatımızın önemli bir bileĢenidir. Ancak endokrin bozucular 

olarak bilinen bazı kimyasalların vücudun endokrin sistemi üzerinde zararlı etkileri 

kaçınılmazdır (Monneret, 2017). EBK‘lar, insanlarda ve vahĢi hayvanlarda iç hormonal 

dengeyi bozan olumsuz etkilere yol açan çok çeĢitli bileĢiklerin adıdır (Lagos-Cabre ve 

Moreno, 2012; Prins vd., 2014; Gore vd., 2015; Bunay vd., 2017). BPA ve NF insan 

biyolojik örneklerinde serum, anne sütü, idrar, fetal kan, ve göbek kordon kanında tespit 

edilen, plastik ve deterjan endüstrisinde kullanılan en bilinen EBK'lerden ikisidir (Gore 

vd., 2015). 

ÇalıĢmamızda kullanılan apoptotik ve anti-apoptotik genlerle (Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, 

P53 ve P21) yapılan araĢtırmalarla, çalıĢmamızın sonuçları paralellik göstermektedir. 

Yapılan çalıĢmaların hemen hemen hepsinde NF canlılara farklı yollarla verilirken, bu 

çalıĢmada kanserli hücre hattına uygulanmıĢtır. Gen ekspresyon düzeylerinden elde 

edilen bulguların diğer çalıĢmalarla paralellik gösterdiği görülmüĢ ve NF‘nin melanom 

hücrelerinde hasar oluĢturduğu belirlenmiĢtir.  

Bu araĢtırmada, Kaspaz-3 gen ekspresyon düzeyleri incelendiğinde, NF‘nin doz artıĢına 

paralel olarak Kaspaz-3 gen ekspresyon düzeyinin arttığı belirlenmiĢtir. 

Anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyon düzeyleri incelendiğinde, NF‘nin ekspresyon 

düzeylerini azalttığı, doz konsantrasyonunun artması ekspresyon seviyesinde daha fazla 

azalmaya sebep olduğu belirlenmiĢtir. 

Hücrede düzenleyici rol oynayabilen p53 geninin ekspresyon düzeyleri incelendiğinde, 

NF‘nin tüm gruplarda gen ekspresyon seviyesini artırdığı bulunmuĢtur. 

Bu bilgiler göz önünde bulundurulduğunda bu tez çalıĢmasında kullanılan NF 

maddesinin moleküler mekanizmasını daha iyi anlaĢılabilmesi için farklı yolaklar 

üzerindeki etkilerin de araĢtırılması gerektiği düĢünülmektedir. 
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