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OZET

NONILFENOLUN MALIGNANT MELANOMA HUCRESI G-361 UZERINE
ETKIiSi

Nonilfenol en ¢ok kullanilan ve maruz kaldigimiz endokrin bozucular arasinda yer alir.
Endokrin bozucularin kanserojen etkileri ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen
antikanser etkilerini kapsayan c¢alisma sayisi azdir. Bu amagla Nonilfenol’tin sitotoksik
ve apoptotik etkileri insan malign melanoma (G-361) hiicre hattinda arastirilmustir.
Sitotoksitite 6l¢iimii cevresel doz araliginda ¢alisiimistir ve 48 saatlik maruziyet siiresi
degerlendirilmistir. Sitotoksisitenin doza bagimli olarak azaldig1 gézlenmistir. Apoptoz,
gen diizeyinde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) kullanilarak
degerlendirilmistir. 48 saatlik maruziyet sonucunda; apoptotik genler olan P53, Bax ve
Kaspaz-3 gen diizeylerinde artma ve P21 ile antiapoptotik gen olan BcL-2 nin gen
diizeylerinde azalma gozlenmistir. Sonug¢ olarak belirlenen dozlarda ve belirlenen
maruziyet siiresi sonunda Nonilfenoliin G-361 hiicre hattinda apoptotik etki gosterdigi
gozlenmistir. Calisma sonrasi elde edilen bulgular, Nonilfenol’iin hiicre i¢i yolak ile

apoptozu indiikledigini ve gen diizeyinde etkili oldugunu gostermektedir.

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



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. GIRIS
1.1. Caismada Kullamlan Nonilfenoliin Genel Ozellikleri

Endokrin  bozucu kimyasallar (EBK) hayvanlarda ve insanlarda fizyolojinin
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan hormonal dengeyi bozmalar1 nedeniyle saglik {izerine

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

Alkilfenollerin ve nonilfenol etoksilat bozunmasinin son iiriinii olan Nonilfenol (NF),
bir fenol halkasina bagli bir nonil grubuna sahip kimyasal bilesiktir (Noorimotlagh vd.,
2018). Maddenin oOzellikleri nonil grubundaki dallanma derecesine gore degisiklik

gosterebilmektedir (Buitrén vd., 2015).

HO

Sekil 1.1. NF’nin kimyasal yapisi (Sharma vd., 2009).

NF; su, hava, sediment ve toprakta tespit edilebilir derisimlerde bulunabilen bir
kirleticidir ve ¢evredeki konsantrasyonlart ve yarilanma 6mrii bulunduklari ortamlara

gore farklilik gosterebilmektedir (Zhang vd., 1997).

Hava, toprak ve insanlarin giinliik olarak tiikettigi kimyasallarda bulunmaktadir (Zhang
vd., 2015). Iyi emiilsifikasyon 6zelligi dolayisiyla giinliik iiretimde ve yasamda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Brunelli, 2018). Yer alt1 ve icme suyu da dahil olmak iizere
ortamdaki neredeyse tiim su kaynaklarinda bulunmaktadir ve insan sagligina biiyiik
zarar verebilmektedir (Lee vd., 1999; Yang vd., 2020). Ayrica sebze, siit ve et gibi
kontamine gidalar yoluyla besin zincirine de girdigi belirtilmektedir (Jin vd., 2014).

Insanlar deri emilimi, yutma veya soluma yoluyla NF'ye maruz kalabilir ve arastirmalar,
gida aliminin insanda NF'ye maruz kalmanin birincil yolu haline geldigini
gostermektedir (Careghini vd., 2015; Lee vd., 2015). EBK’lar ABD de ¢evre koruma

ajansi tarafindan su sekilde tanimlanir “viicutta bulunan, iireme ve gelisim siirecinden



sorumlu olan, hormonlarin sentezine, salgilanmasina, tasinmasina veya ortadan

kaldirilmasina miidahale eden digsal bir ajandir” (Diamanti-Kandarakis vd., 2009).

Cevresel Ostrojenler su ortaminda yaygin olarak bulunmaktadirlar (Wright ve Volz,
2009). NF"nin lipofilik dogast geregi hayvan dokularinda birikebilmektedir
(Noorimotlagh vd., 2018). Insanlar ve suda yasayan yaban hayat: tiirleri icin biiyiik
tehlike olusturmaktadir (Tan vd., 2003; Cardinali vd., 2004; Yao vd., 2005; El-Dakdoky
ve Helal, 2007; Wang vd., 2015).

NF’ler, biyoakiimiilasyon, diisliik biyoyararlanim 6zelligi, kanserojenik, teratojenik ve
mutajenik etkilerinden dolayr 6nem arz eden bilesiklerdir (Krupi vd., 2014) ve insan
saghgr acisindan diyabet, obezite, kardiyovaskiiler bozukluklar ve karaciger gibi
organlarda toksik etkilere neden olabilmektedir (Kazemi vd., 2016). NF, ayni1 zamanda
Ostrojen eylemlerini taklit ederek Ostrojen reseptori ile etkilesime girip cinsel davranig

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

1.2. Nonilfenol’iin Toksisitesi

NF, cesitli organizmalardaki hormonlarin normal isleyisine miidahale edebilmektedir
(Puy vd., 2014). Bu nedenle NF ile ilgili toksikolojik arastirmalar son yillarda oldukg¢a
artmistir. Cevre ve insan saghgi iizerinde belirlenen muhtemel toksik etkilerinden
dolay1, NF ve tiirevlerinin {iretimi ve kullanimi birgok tilke tarafindan yasaklanmis veya
kisitlanmistir (USEPA 2005). 2005 yilinda USEPA tarafindan bildirilen su kalitesi
kriterlerine gore, limit NF konsantrasyonu tatli suda <6,6 pg/L, tuzlu suda <1,7 pg/L
olarak verilmektedir (USEPA 2005).

NF’ler canlilarda iskelet sisteminde diisiik konsantrasyonlarda hasara yol agmaktadir,
yiiksek konsantrasyonlarda embriyonun gelisimini baskilayabilmektedir (Jiang vd.,
2019). Bitkilerde ise kok, endoplazmik retikulum ve kloroplast yapisim
degistirebilmektedir (Buitron vd., 2015). Ek olarak, kimyasallara maruz kalmanin saglik
riski degerlendirmeleri, tek tek maddeler lizerinde yapilan ¢alismalardan elde edilen

verilere dayanmaktadir (Phillips ve Tahaichitr, 2008). Yapilan tiim gozlemler, NF’nin



farkli hiicre ile organ tiirlerine etki etme becerisini, 0.01 mg/giin gibi disiik
konsantrasyonlarda cesitli etki tiirleri ile gosterdigini ortaya ¢ikarmaktadir (Colerangle

vd., 1996).

NF’nin insan viicudundaki yar1 6mrii kisa olmasina ragmen, konsantrasyon seviyeleri
yiyecek alimiyla artmaktadir (Kazemi vd., 2018). Yetiskin Amerikalilarin idrar
orneklerinde NF konsantrasyonu 0,1 ng / ml iken, Cinli insanlarin 0,5 pg / kg'den fazla

¢cikmustir (Litwa vd., 2016).

17B-Ostradiol ve NF kimyasal yapilar1 agisindan ¢ok benzerlik gostermektedir (Lyons
vd., 2014). Bu nedenle NF bu disilik hormonunun biitiin fonksiyonlarmi taklit etme
yetenegine sahiptir. NF diger BFA gibi Ostrojenik kimyasallardan daha giiglii bir
Ostrojenik aktiviteye sahiptir. NF'nin endojen dstrojenlere yapisal olarak benzer olmasi,
lireme sisteminin igleyisine miidahale etme potansiyeli vermektedir (Jie vd., 2010).
Bilindigi iizere testislerin NF'ye maruz kalmasi, testis yapisinin bozulmasina ve testis
boyutunda ve testosteron seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir (Park vd., 2021).
Mevcut in vitro ve in vivo ¢alismalar NF'nin molekiiler yapisinin antiandrojenik oldugu,
yetiskinlik veya erken ¢ocukluk déneminde bu EBK’ya maruz kalmanin, depresyon ve
kayg1 benzeri davranislar ile iligkili oldugu ortaya konmustur (Lu vd., 2007; Gong vd.,
2009; Aly vd., 2012; Jubendradass vd., 2012; Lagos-Cabré ve Moreno, 2012).

Cevresel Ostrojeniklere maruz kalmak, erkeklerin disilestirilmesi, cinsiyet oranlarinin
degismesi, dogurganligin azalmasi, diger gonadal ve lireme anomalilerine sebebiyet
verebilmektedir (Yang vd., 2020). Bununla birlikte bagisiklik sistemi hastaliklari, kalp
rahatsizliklart veya tiimorlerin gelismesi gibi ciddi sonuglar dogurabilmektedir

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

NF'nin bagisiklik ve sindirim sistemleri iizerindeki olumsuz etkileri arastirilmistir
(Ahmed, 2000; Wada vd., 2007). NF uygulamasinin merkezi sinir sistemi fonksiyonu
tizerindeki olumsuz etkisi incelenmistir. Yayimlanan rapora gore NF seviyesinin, beyin
gibi yag bakimindan zengin bazi organlarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Geens
vd., 2012).



Bugiine kadar, baliklar iizerine yapilan toksikolojik arastirmalar, esas olarak {ireme
tizerindeki etkilerine odaklanmigken, olast immiin-endokrin etkilesimlerine ¢ok az ilgi
gosterilmistir (Milla vd., 2011). Baliklarin bagisiklik sistemi iizerindeki endojen
hormonlarin etkisi hakkinda ¢ok az inceleme yapilmistir, ancak simdiye kadar EBK'lar,
esas olarak Ostrojenik, androjenik ve tiroidal aktivitelere sahip bilesikler aragtirilmigtir
(Rehberger vd., 2017). EBK'lar secilen endokrin yolaklarin uygunsuz inaktivasyonu
veya aktivasyonu nedeniyle normal bagisiklik fonksiyonunu bozabilmektedir ve

organizmalarin hastaliga duyarlihgini degistirebilmektedir (Sayed ve Ismail, 2017).

NF maruziyeti anksiyete ile ilgili davraniglarla da iliskilendirilmistir (Lee vd., 1999;
Dobrzynska, 2014). Bunun i¢in bir model olarak sican kullanilmis ve NF cevresel
dozlarina (0,001; 0,1; 1, 10 ve 100 pg NF/ml) 30 giin siireyle maruz birakilmislardir
(Zemheri ve Uguz, 2018). Sicanlarin norodavranislari ¢esitli yontemlerle arastirilmigtir

ve anksiyete ile ilgili davraniglar gézlemlenmistir (Yang vd., 2020).

Son zamanlarda, NF’ye maruz kalan fetiis ve cocuklarin merkezi sinir sistemleri
tizerindeki etkilerinin korkutucu boyutlara ulastigi bildirilmektedir (Ferguson vd.,
2000). Transplasental absorbsiyon nedeniyle veya anne siitii araciligiyla, NF’e giinliik
maruz kalan fetlislerin bebeklerin ve cocuklarin potansiyel olarak risk altinda oldugu

belirtilmektedir (Siyao vd., 2019).

EBK'lar, insan ve vahsi yasam iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle genis capta
calisiimaktadir (Munoz vd., 2018). BPA veya NF'ye maruz kalmanin, hiicre 6liimii,
hormonal diizensizlik ve kanser baslangici ile ilgili oldugu 6nceki yapilan ¢aligmalarda
rapor edilmistir (Hui vd., 2018). NF'nin, prostat ve yumurtalik kanseri hiicre dizilerinde
apoptozu indiikler (Patino vd., 2018). Bu iki organ da hormon duyarli organdir.
Endokrin bozucu bir maddenin bunlar iizerinde etkili olmast muhtemeldir. BPA ve
NF'nin, biri apoptoz olan farkli hiicresel tepkilerde birlesebilen farkli hiicre igi sinyal
yollarin1 aktive ederek apoptozu indiikleyebilecegini gostermektedir (Carmona vd.,
2018). Bu sonuglar, bu bilesiklerin kanser hiicre dizilerinde hiicre apoptozunu

indiikleme kapasitesini dogrular nitelikte oldugunu gostermektedir.



1.3. Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Apoptoz, viicudun doniistiirilmiis ve dolayisiyla potansiyel olarak kanserli hiicreleri
ortadan kaldirmaya ¢alistig1 ana hiicre 6liim mekanizmasidir (Gutta vd., 2020). Dissal
veya igsel sinyaller ile tetiklenebilen, fizyolojik ya da programlanmis hiicre oliimiiniin
olduk¢a korunmus bir seklidir. Cok hiicreli organizmalardaki eski, asir1 veya islevsiz
hiicreleri ortadan kaldirarak homeostazin korunmasinda temel bir rol oynamaktadir
(Kerr vd., 1972). Apoptozun hatali diizenlenmesi, kanserin ayirt edici 6zelliklerinden
birisidir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Favaloro vd., 2012). Kanser hiicreleri, apoptozu
indiiklemesi gereken genomik instabilite veya onkogen aktivasyonu gibi fenotipler

sergilemektedir (Letai, 2008).

Apoptozun molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Yao vd., 2020).
Intihar programi, hiicrelerin genetik olarak belleklerinde vardir, oksidatif stres,
patofizyolojik kosullar ve c¢esitli sinyallerle aktif hale gelmektedir. (Hampton ve
Orrenius, 1998). Apoptozis baslangici genlerin aktivasyonu veya cevreden gelen
sinyallerle gergeklesmektedir (Erdogan, 2003). Bir uyaran sonucu sekonder olarak
gelisebilen  apoptozis, Onceden hazir olan hiicrelerde  primer olarakta
baglatilabilmektedir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; timor nekroz faktorii (TNF), néron
bliylime faktorii (NGF), koloni uyarici faktorler (CSF), insiilin benzeri biiyiime faktorii
(IGF) interleukin 2 gibi maddeler yer almaktadir (Kaminska vd., 2016). Ortamda
azalmasinda ilaglar, glukokortikoidler, ¢esitli antijenler ile radyasyon 6nemli rol oynar
(Giirbilek vd., 2004), Mevcut kemoterapik ilaclarinin cogu apoptozu tetikleyerek kanser
hiicresi 6liimiine neden olmaktadir (Oktem, 2001). Kanserin iyi bilinen 6zelligi, pro ve

antiapoptotik genlerin diizensizligi yoluyla apoptozdan ka¢inmasidir (Kiraz vd., 2016).
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Sekil 1.2. Memelilerin apoptoz  yolagi  (https://www.genome.jp/kegg-bin/show_
pathway?map04215 erisim tarihi: 29.01.2021).

Antiapoptotik  ve  proapoptotik  proteinler arasindaki denge ile apoptoz
diizenlenmektedir. Organizmada apoptozu uyaran birden fazla gen bulunmaktadir; Bcl-
2, Bax, P53, P21 bunlardan bir kac tanesidir (Oktem, 2001). Apoptoz, Bcl-2 ailesi
tiyeleri olarak bilinen apoptoza bagli proteinler ve kaspaz aktiviteleri ile
diizenlenmektedir (Rossen vd., 1998; Delehedde vd., 1999). Bax proteini, Bcl-2 ile
yiiksek oranda yapisal benzerlik gdsterse de, proapoptotik aktivite gostermektedir (Tilli
vd., 2002). Timor hiicrelerinde Bax protein seviyesi hiicrenin 6lmesini ya da
yasamasini belirlemektedir (Tilli vd., 2002). Kanser hiicreleri, pro-apoptotik yanitlar ve
P53 gibi diizenleyicileri baskilayarak ve Bel-2 (Giarnieri vd., 2000; Zanotti vd., 2003;
Protrka vd., 2010) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu ve aktivitesini artirarak

apoptozdan biiylik 6l¢lide kurtulmaktadir (Jha vd., 2016).
1.4. NF-Apoptoz Tliskisi

NF, genel olarak disi iireme toksisitesine neden oldugu kabul edilen bir tiir ¢evresel

endokrin bozucudur, ancak temel mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Liu vd.,



2020). Yapilan bir in vitro ¢alismada granulosa hiicreleri (GC) 24 saat boyunca 0-70
uM NF ile muamele edilmis ve GC lerin hiicre canliliginda 6nemli 6l¢iide azalma
goriilmiistlir ve hiicre apoptozisinde artis olmustur (Di vd., 2018). Ayrica NF, otofajiyi
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini 6nemli 6l¢iide indiiklemistir. NF'nin G2/M
fazinda hiicre dongiisii durmasi yoluyla hiicre canliligini azaltarak sitotoksik etkiye
neden olabilecegini gosteren raporlar olmasina ragmen, NF'nin GC proliferasyonu
tizerindeki inhibitor etkisinin G2/M faz blogundan kaynaklanip kaynaklanmadigi hala
belirsizdir (Kudo vd., 2004; Qi vd., 2013).

NF maruziyeti ¢esitli hastaliklarla da iliskilendirilir, bu kimyasalin iireme, bagisiklik,
endokrin, merkezi sinir sistemleri (CNS), insanlarda ve hayvanlarda kanser tizerindeki
spesifik etkileri genis capta ilgi gérmektedir (Huang vd., 2019). Diisiik dozlarda bile
NF, bagirsak bariyerine ve kan beyin bariyerine (KBB) niifuz eder ve ardindan birikir
(Rastgar vd., 2019). NF'ye cevresel maruziyet, insan kanserinin gelismesine katkida
bulunur (Davis vd.,1993; Skakkeback vd., 1998). Endokrin ile ilgili hastaliklarin
insidansini artirir, kardiyovaskiiler ve bagisiklik sistemlerini ve beyin, kemik, bobrek
gibi dokular1 etkileyebilir, karaciger ve erkeklerin feminizasyonuna neden olabilir
(Coldiz, 1993).

Kisirlik gibi ilireme sagligt sorununa neden olan NF, sicanlarda ciddi testiS
disfonksiyonuna yol acar ve sertoli hiicrelerinde oksidatif stres yoluyla hiicre 6liimiinii
indiikkler (Park vd., 2020). Baska bir ¢alismada, yiiksek dozlarda NF(60 mg/kg),
oksidatif stresle iliskili p53-Bcl-2/Bax ve Fas/FasL yolaklarmi igeren hiicre
proliferasyonunu azaltarak ve apoptozu indiikleyerek testis gelisimini ve fonksiyonunu

bozdugu rapor edilmistir (Duan vd., 2016).

Genel olarak apoptoz stirecinde Kaspaz 3 aktive edildiginde hiicreye sinyal gonderilir
ve apoptoz indiiklenir. Bu, hiicrede kromatin yogunlasmasi ve DNA fragmantasyonu
iceren morfolojik degisikliklere yol agar (Liu vd., 1997). Kanitlara gore, NF, sinir
hiicrelerinin apoptozunu indiiklemede bir rol oynayabilir, boylece NF, hipokampus ve
korteks hiicrelerinde CAS-3 ekspresyonunu arttirir ve bu hiicrelerde apoptozu indiikler

(Lotfi vd., 2021). Ayrica 5 ve 10 uM'lik konsantrasyonlarda NF, mitokondriyal



membran potansiyelinin kaybina, apoptotik ¢ekirdek par¢alanmasina ve noronal hiicre

6liimiine neden olur (Che vd., 2020).

Su sistemlerinde yaygin olarak bulunan NF'nin insan saghigi tizerinde olumsuz etkileri
vardir (Jie vd., 2013). Yapilan bir in vitro ¢alismada, B hiicre 6zelliklerine sahip bir
insan lenfoblastoid hiicre dizisi olan insan Raji hiicrelerinin (CCL86) hayatta kalmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve hiicre dongilisii dagilimi {lizerinde NF'nin
etkileri arastirilmistir. NF'nin doza baglh bir sekilde ROS'un indiiklenmesiyle birlikte
hiicre canliligmi 6nemli oOl¢iide azalttiginmi gdstermistir. En ¢arpict sekilde, NF
maruziyeti hiicre dongiisii profilini degistirmistir ve esas olarak G2/M fazinda
hiicrelerin birikmesine yol agmistir. NF'nin ROS'a bagli bir sekilde hiicre canliligim
azaltarak ve G2/M hiicre dongiisii durmasimi indiikleyerek Raji hiicreleri lizerinde
sitotoksik etkiler sergiledigi ortaya konulmustur (Qi vd., 2013). NF'ye maruz kalmanin
hiicresel proliferasyonu engelledigi ve apoptoz, otofaji veya nekroz yoluyla hiicre
oliimiine yol acabilecegi kabul edilmistir (You vd., 2002; Han vd., 2004; Yao vd.,
2006).

Hiicre dongiisii durmas1 veya apoptoz gibi hiicresel tepkiler, hiicre tipine ve zarar veren
ajana baglh oldugu rapor edilmistir (Kudo vd., 2004). Bununla birlikte, bir hiicre tipinin
neden hiicre dongiisii durmasina ugrarken diger hiicre tipinin apoptoz yoluyla 6ldigi

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

NF’nin beyin de dahil olmak iizere bir¢ok organa zarar verdigi, noral kok hiicrelerde
apoptoz yoluyla giiclii bir sitotoksitite gosterdigi, bunun da merkezi sinir sisteminde
norogenezi etkileyebilecegi arastirmalar sonucunda gosterilmistir (Kudo vd., 2004; Yao

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

Litwa ve arkadaglarinin (2016) yaptig1 calismada; Fare embriyonik sinir hiicreleri
tizerinde NF nin toksik ve apoptotik etkisine yol agan mekanizma arastirilmistir. 5 ve 10
uM NF’ye maruz kalan farelerin sinir hiicre kiiltlirlinde norotoksik ve apoptotik

etkilerin uyarildig1 goriilmiistir.



Yiicedag ve arkadaslarinin (2014) yapmis oldugu calismada NF’nin si¢anlarda duyma
fonksiyonunu da olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Farelerde sinir kok hiicrelerinin
bliylimesini, farklilasmasin1 inhibe etmesi ve apoptoza gidebilmesi i¢in etkin olan
konsantrasyon 660 mg/L’dir (Soares vd., 2008). Meme bezi hiicrelerinde 0,01 mg/giin
NF konsantrasyonuna maruz kalma sonucu hiicrelerin ¢ogaldigi gozlenmistir (Soares
vd., 2008).

Insan T-hiicre 16semi kanser hiicre hatlar1t NF’nin 0,1; 1 ve 10 pM dozlarma 12 ve 24
saat maruz birakilmistir (Yao vd., 2007). Hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile sayilarinin
doz artigina bagh arttigi; mitokondriyal membran potansiyelinin ve kaspaz-8
aktivasyonunun azaldig1 gézlenmistir. Ayrica kaspaz-8’e bagli mekanizmalarla kanserli

hiicrelerde apoptozisin uyarildig: bildirilmistir.

1.5. NF’nin Gen Ekspresyon Diizeyi Belirlemede Kullanim

Dallanmis izomer karistmi NF diinya c¢apinda bir yiizey aktif madde olarak
kullanilmaktadir ve organizmalarin endokrin sistemlerini bozma potansiyeline
sahiptir. In vivo ve in vitro analizlerden, NF'nin &strojenik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (Goksoyr, 2006).

Chen ve arkadaslarinin (2019) yaptigt calismada NF ve 17B-0strodiol’un
zebrabaliklarinda mMRNA seviyesine olan etkisi arastirilmistir. Zebra baliklarinda vtgl

geninin MRNA ekspresyonunun doza bagl artis1 goriilmiistiir.

NF’nin, japon baliklarinda gen ekspresyonunda degisiklige neden oldugu bildirilmistir
(Ardeshir vd., 2022). Gen ekspresyonunda goriilen bu degisiklik de ostradiol benzeri
bilesiklerin etkisini belirlemek i¢in segilmis biyolojik belirte¢ oldugu yoniindedir
(Rastgar vd., 2019). Ostrojen reseptérii o (ER a) gen ekspresyonu iizerine NF etkisi in
vivo olarak gosterilmistir. Genel olarak, melanomakrofaj merkezlerinin melanin
icerigindeki artis, NF'ye maruz kaldiktan sonra akvaryum baliklarinda ERa gen

ekspresyonunun artmasina neden olmustur (Ardeshir vd., 2022).



Kanser gibi kompleks hastaliklarin molekiiler temelini anlamadaki en 6nemli yaklasim
bireysel genlerin davraniglarini anlamaktir. Bu nedenle degisimin ekspresyon
seviyelerini bagimsiz olarak tanimlamak Onemlidir. Real-time PCR, mikroarray,
northern blots ve/veya in situ hibridizasyon yontemleri ile degisiklikler

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

Endokrin yikici kimyasallarin canlilar tizerine potansiyel etkilerine iliskin global bir
endise bulunmaktadir. Endokrin yikici kimyasallar tarafindan uyarilan Ostrojen iligkili
reseptor (ERR) genlerinin sucul ¢evrede yasayan sinek tiirlindeki (Chironomus riparius)
ekspresyonu arastirilmistir (Park vd., 2010). Farkli yasama kosullarina bagli olarak 24
saat NF’ye maruz birakilan erkek sineklerde ERR mRNA ekspresyonunun onemli

derecede arttidigi rapor edilmistir.
Fare dalak makrofaj hiicrelerinde SOCS3 ekspresyonu iizerinde NF’nin etkisi

arastirtlmistir (Pal vd., 2019). NF ile muamele edilmis makrofajlarda SOCS3 geninin
mRNA diizeyi doza ve siireye bagl bir sekilde azalmistir.

1.5.1. NF’nin Apoptotik Etkisini Belirlemek i¢in Cahsilan Genler

1.5.1.1. Bcl-2/Bax Geni

Bcl-2, B hiicreli lenfoma / 16semi-2'nin kisaltmasidir. Bcl-2 proteini, apoptozu modiile
ettigi bilinen bir grup proteinin kurucu iiyesidir. Adindan da anlasilacag1 gibi, Bcl-2
eksprese eden gen ilk kez B hiicreli malign neoplazilerde bulunmustur.

Bcl-2, aym1 zamanda tim homolojik proteinler ailesinin tanimlanmasi igin de
kullanilmaktadir (Moldoveanu vd., 2014). Bcl-2 gen ailesi proteinleri apoptozun

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

Normalde fotal ve yetiskin dokuda eksprese edilen Bcl-2, hiicrenin canliligini hiicre

proliferasyonuna sebebiyet vermeden saglayan apoptoz inhibitériidir (Ramdial vd.,
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2000). Bu ailenin farkli proteinleri Bcl-2 homoloji alanlari igermektedir (BH: BHI,
BH2, BH3 ve BH4) (Shamas vd., 2013).

Apoptozdaki operasyonel rolleri ve sahip olduklari Bcl-2 homolojisi (BH) alanlarinin
sayisina bagl olarak, Bcl-2 ailesi liyeleri {i¢ alt gruba ayrilmaktadir (Chipuk vd., 2010).
Bir alt grup, Bax ve Bak gibi ailenin proapoptotik iiyelerini icermektedir. Bu proteinler,
artmis mitokondriyal dis zar gecirgenligine aracilik etmektedir. ikinci bir alt grup,
apoptoz programinin baglaticilar1 olan sadece BH3 iiyesi Bid, Bim ve PUMA'dir.
Ugiincii alt grup, antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini icermektedir (Chipuk vd., 2010).

Apoptoz, hiicrenin kaderini belirleyici olarak davranan ve terapodtik hedefleri temsil
eden Bcl-2 ailesi proteinlerinin kontrolii altindadir (Seiller vd., 2020). Apoptozun
regiilasyonu, Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bcl-2 ailesi iyeleri, mitokondriyal
apoptoz sinyal merkezini diizenlemektedir (Czabotar vd., 2014). Bu ailenin 20 {iiyesi
tanimlanmaktadir bir kismi antiapoptotik, diger bir kismi ise apoptoz uyarici olarak

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

Bcl-2 geni bir protoonkogen olarak tanimlanmustir. Ilk olarak insan follikiiler
lenfomasinda, t(14;18) kromozomal translokasyonunda bulunmustur (Basu ve Haldar,

1998). Sonrasinda apoptozisi inhibe edici 6zelligi ortaya ¢ikmistir (Toki vd., 1999).

Birden fazla sayida iiye bulunduran Bcl-2 iligkili protein ailesi, apoptozu uyarir ve
baskilar. Uyeler kendi aralarinda homo ve heterodimerler olusturmaktadirlar. Ailenin
proapoptotik ve antiapoptotik tiiyelerinin rolatif orani hiicrenin yasayabilirligini
belirlemektedir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax oraninin artig1 ya da tersi
durumu apoptoz inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonu¢lanmaktadir (Ulukaya, 2001).
Bcl-2 yoniindeki net artisin, endometriyal glandiiler epitel ve lenfoid doku gibi canlilik
aktivitesi fazla olan hiicrelerde apoptozisi baskilamak araciligiyla hiicre dmriinii uzattig

bilinmektedir (Toki vd., 1999).

Bu gen ailesinin {irlinleri endoplazmik retikulum zarinin {izerinde konumlandirilir, ayni

zamanda mitokondri ile ¢ekirdek zarlarinda da bulunurlar ve iyon transportunu
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diizenlemektedirler (Ulukaya, 2001). Homodimer ya da heterodimerler seklinde
kompleks olusturarak calismaktadirlar (Hetts, 1998; Israels ve Israels, 1999). Ornegin;
Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde Bax'in oransal yiiksekligi hiicre 6liimiine sebep
olurken, Bcl-2 nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini

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

1.5.1.2. Kaspazlar

Apoptotik yollarin ana uygulayicilari, kaspaz ailesinin proteazlaridir. Bu proteaz ailesi,
kaspaz 3 ve 7 gibi yiiriitiicii kaspazlara ve kaspaz 8 ve 9 gibi baslatici kaspazlara
boliinmiistiir. Baglatici kaspaz 8'in, oliim reseptorleri aracilifiyla aktive edildigi

bilinirken, kaspaz 9, sitokrom tarafindan aktive edilmektedir.

Baslatic1 kaspazlar, hiicreyi apoptotik 6liime siirtikleyerek kaspaz 3 ve 7'nin asag1 yonde
aktivasyonuna yol agmaktadir. (Majno ve Joris, 1995). Kaspaz 3, DNA fragmantasyonu
gibi apoptoz ile iligkili hiicresel degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda merkezi bir role

sahiptir (Kiraz vd., 2016).

Apoptoz sinyalizasyonunun anlasilmasindaki ilerleme, iki ana baslama yolunun genis
capta kabul gormesine yol agmaktadir. Bu yollardan ilki olan digsal yol, hiicre
yiizeyinde bulunan oliim reseptdrleri aracihigiyla tetiklenmektedir. Igsel yol ise,
sitokrom c gibi proapoptotik faktorlerin hiicrenin mitokondrilerinden salinmasiyla
tetiklenmektedir (Davis vd., 2010).

Kaspazlar tiimor baskilama, hiicre dongiisii regiilasyonu ve DNA onarimi dahil olmak
tizere hem apoptotik hem de apoptotik olmayan sinyal yollarinda rol oynamaktadir
(Vigneswara ve Ahmed, 2020). Apoptotik sinyal yolunun diizensizligi, ¢esitli patolojik
durumlarla iliskilendirilmektedir. Ornegin asir1 apoptoz, Alzheimer ve Parkinson
hastalig1 gibi noérodejeneratif hastaliklara yol agarken, yetersiz apoptoz kanser ve

otoimmiin bozukluklarla sonuglanabilir (Harvey vd., 1997; Fadeel vd., 1999).
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Apoptoza iki iyi bilinen klasik sinyal yolu aracilik etmektedir; dissal yol ve i¢sel yol. Bu
iki yol, fizyolojik veya deneysel olarak indiiklenen 6lim uyaranlarina yanit olarak
bagimsiz olarak veya kombinasyon halinde etkinlestirilebilir. EKstrinsik apoptotik yol,
cesitli hiicre dis1 6liim sinyalleri tarafindan tetiklenirken, intrinsik yol, hiicre i¢i hasar,
oksidatif stres ve biiylime faktorlerinin yoksunlugu ile aktive edilmektedir (Thornberry
ve Lazebnik, 1998; Thornberry, 1998; Zuzarte vd., 2006). Her iki yol kaspaz

aktivasyonu ile ¢calismaktadir.

Hiicreler kaspazlar aracili yolaklarin rotasini, intrinsek veya ekstrinsek sinyalleri
aldiktan sonra izlemektedirler. Ekstrinsek yolakta, Oliim reseptorii ve ligandinin
baglanmasi ile Kaspaz 8 olusumunu saglamakta ve sirasiyla kaspazlari (3,6,7) aktif hale
getirmektedir. Intrinsek yolakta, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c molekiilii
salinmakta ve Apaf-1, deoksiadenozin trifosfat ve oligomerize olarak Kaspaz 9' u aktif
hale getirmektedir. Bu yolaklarin hasara ugramasi kanser dahil bir¢ok hastaligin

patogenezinde ciddi rol oynamaktadir.

Hiicre canlilig1 ile 6liimii arasindaki denge kanserde bozulmaktadir buna bagli olarak
apoptozu gerceklestiren 6liim sinyallerini hiicreler alamamaktadirlar. Boylece yolaklarin

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

Aspartik asitten sonraki peptid bagini kiran kaspazlar, sistein proteazlar olarak
tanimlanmaktadir (Wang vd., 2015). Hiicrede aktif degildirler, ancak proteolitik olarak
aktiflesirler. Apoptoza 100 farkli hedef proteini keserek sebebiyet verirler. 3 tip olarak

incelenirler:

e Kaspaz 2,8,9,10 - Baslatict
e Kaspaz 3,6,7 - Efektor
e Kaspaz 1,4,511,12,13,14 - Inflamatuar

Cesitli kanser hiicrelerinde programli hiicre 6liimii ile kanserin segici inhibisyonunda rol
almaktadir (Elmore, 2007; Nam, 2016). Kaspaz kaskadlarinin aktivasyonu, kromatin

yogunlagmasi, DNA fragmantasyonu gibi spesifik morfolojik o6zelliklere sahiptirler
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(Elmore, 2007). Kaspaz kaskadi yolu esas olarak apoptotik hiicre 6liimiine karisir ve
efektor kaspazlar ile baslatict kaspazlara boliinmektedirler (Florentin ve Arama, 2012).
Baslatic1 ve efektor kaspazlarin ekspresyonu sirayla meydana gelmektedir ve sonucta
kanser hiicrelerinde kaspaza bagli apoptotik hiicre 6liimiinii indiiklemektedir (Daniel

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

DNA’nin onarimi ve replikasyonu ic¢in gerekli enzimleri kaspazlar inaktive
etmektedirler (Adams ve Cory, 2001). Hiicre zarmin tomurcuklanmasina, hiicre iskeleti
proteinlerini keserek neden olmaktadir (Adrain ve Martin, 2001; Spierings vd., 2004).
Apoptoz aktivasyonunun gerc¢eklesmesini takiben DNA’nin tek ipliginde bir ¢entikle
baslayan karakteristik ve doniisii olmayan bir parcalanma goriilmektedir (Coskun ve

Ozgiir, 2011).

1.5.1.3. P53 Geni

Hiicreler hasara ugradiklarinda DNA onarimi gergeklestiren, bu girisimin basarili
olmamasi durumunda apoptozu tetikleyen gen gruplari tiimor baskilayan genler olarak

isimlendirilmektedir (Qi vd., 2020).

Hiicrelerin boliinlip cogalmasini desteklerler. Aralarinda en ¢ok calisilan ve bilinen, 393
aminoasitten olusan P53 genidir (Kogak vd., 2011). On yedinci kromozomun kisa kolu
tizerinde onbir ekzondan olusan bir gen tarafindan kodlanmaktadir ve yaklasik yirmi
kilobazlik bir alana yayilmistir (Varley vd., 1997; Kogak vd.. 2011). Genellikle
kanserde mutasyona ugrayan P53, tlimoriin ilerlemesine katkida bulunan baslica tiimor

baskilayicidir ve dkaryotlarda genomik biitiinliigli korumaktadir (D’orazi vd., 2020).

P53 proteini bircok hiicresel olayda rol almaktadir (Harris, 1996). Gen ifadesinin
diizenlenmesi, apoptoz, DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesi, ve genomik
kararliligin saglanmasi gibi islevleri ilgili genlerin transkripsiyonlarimi diizenleyerek
gerceklestirmektedir (Kogak vd., 2011). Bu protein hiicrenin o anki durumuna gore

yasamasinda ya da 6lecegine karar vermektedir (Velculescu ve El-Deiry, 1996).
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P53 hiicredeki hasarin biiyiikliigiine bagli olarak kararli hale gelmektedir ve hiicre
dongiisiinii durdurmaktadir. Hiicrede hasarin tamirine olanak saglamaktadir. Hasar eger

hiicrenin tamir etme giiclinii asarsa, hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir (Kogak vd.,

2011).

Hiicresel bir hasar oldugunda P53 DNA’ya transkripsiyon faktorii olarak baglanmakta
ve P21 gen ekspresyon seviyesini uyarmaktadir (Levine, 1989). P21 proteini, hiicre
dongiisiiniin GO/G1  evresinde  gorevli  olan  siklin  bagimli  kinazlarin
islevini engelleyerek hiicre dongiisiini G1 asamasinda durdurmaktadir (Harris
1996). Hasar giderilemez ise, Bcl-2 interacting killer (Bik) proteini P53 tarafindan
indiiklenerek hiicreyi 6liime yonlendirmektedir (Mates vd., 2008).

Tliimoér baskilayict  protein P53  genellikle "genom  koruyucusu" olarak
adlandirilmaktadir (Silva vd., 2020). Hiicre dongiisiini ve DNA'nin biitiinliigiinii ve
diger 6nemli hiicresel islevleri kontrol etmektedir. Ana islevi, tiimor hiicrelerinde
apoptoz  siirecini  tetiklemektir ve tiim kanserlerin yaklagtk % 50" si
TP53 genindeki mutasyonlar yoluyla P53 proteininin inaktivasyonu ile ilgili oldugu
bilinmektedir (Zhang vd., 2020).

TP53 geni 6nemli bir tiimdr baskilayict olarak gorev yapmaktadir. Tiimor baskilayici
P53, transkripsiyon faktorii olarak karakterize edilen ilklerden biri olmasina ragmen,
ana islevi DNA ile etkilesimi ile giiclendirilmis olsa da, etki mekanizmasi hala

cozlilememektedir (Rangel vd., 2020).

P53, efektor yollarinin ¢oklugunu aktive ederek tiimoér olusumunu baskilamaktadir
(Ghatak vd., 2021). Bunlarin ¢ogu yeni basglayan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
ve hayatta kalmasini siirlamak i¢in oncelikle hiicrelerin ig¢inde calismasina ragmen,
cogu hiicre dis1 bosluga uzanmaktadir (Chen vd., 2020). Ozellikle P53, ¢dziinebilen
veya eksozomlar gibi hiicre dis1 vezikiiller i¢inde bulunan ¢ok sayida hiicre dis1 faktoriin

ekspresyonunu ve salgilanmasini kontrol etmektedir (Sammons vd., 2020).
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Hiicresel sekretomun bir parcasi olarak, hiicre-hiicre iletisiminde ve hiicre dis1 matriksin
yeniden big¢imlenmesinde anahtar rolleri yerine getirmektedir. P53 kodlayan TP53
genindeki mutasyonlar, kanser hiicrelerinde en sik goriilen genetik degisikliklerdir ve bu
nedenle, tiimor hiicresi sekretomunun bilesimi iizerinde derin bir etkiye sahip oldugu

distiniilmektedir (Pavlakis ve Stiewe, 2020).

Baslangicta bir onkogen olarak siniflandirilan tiimor baskilayic1 P53, artik insan
genomunun en kritik koruyucularindan biri ve sinyalleme kaskadlarinin multipleks
molekiiler aginin merkezi bir bileseni olarak kabul edilmektedir (Lane ve Crafford,
1979; Linzer ve Levine, 1979; Kastenhuber ve Luwe, 2017). DNA hasari, oksidatif stres
ve onkojenik sinyal igeren ¢esitli hiicresel hakaretlerin ardindan P53 aktive edilmektedir
ve DNA onarimi, hiicre donglisti durmasi, apoptoz ve yaslanma i¢in hareket yollarinda
yer alan sekansa 6zel bir transkripsiyon faktorii olarak islev gérmektedir (Levine ve

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

1.5.14.P21

P21 proteini, sikline bagimli kinaz inhibitorlerinin kurucu tyesidir ve énemli bircok
yonlii hiicre dongiisii proteinidir (Amirinejad vd., 2020). P21, P53 ve P53'ten bagimsiz
yollar tarafindan transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir. Hiicre dongiisii
kontroliiniin kaybi, tiimorijenezin 6zelligidir. Hiicre dongiisiinii durdurmak icin gesitli
hiicre ici ve hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak ekspresyonu artmaktadir ve genomik
stabilite saglanmaktadir (Wang vd., 2021). Mitoz dahil hiicre dongiisii
diizenlemesindeki rollerinin yam1 sira P21, farklilagsma, hiicre gogii, hiicre iskeleti
dinamikleri, apoptoz, transkripsiyon, DNA onarimi, uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerin yeniden programlanmasi, otofaji ve yaslanmanin baslangicinda rol

oynamaktadir (Kreis vd., 2019).

Sikline bagimli kinaz inhibitorii P21 c¢esitli uyaranlara cevap olarak hiicre dongiisiiniin
durmasini tesvik eden faktdrlerden biridir (Zhang vd., 2020). P21’in hiicre siklusu
ilerlemesi iizerindeki inhibitér etkisi c¢ekirdek lokalizasyonu ile ilgili oldugu

diistiniilmektedir. P21 hem P53 bagimli hem de P53 bagimsiz mekanizmalar tarafindan
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indiiklenebilmektedir. P21’e atfedilen diger bazi Onemli fonksiyonlar arasinda
transkripsiyonel diizenleme ve apoptoz inhibisyonu bulunmaktadir (Chen vd., 2020). Bu
islevler biiyiik Ol¢iide dogrudan P21/protein etkilesimlerine ve ayrica P21 alt hiicre
lokalizasyonlaria bagl oldugu diistiniilmektedir. Ek olarak P21 ¢ogalan hiicre ¢ekirdek
antijeni (PCNA) ile etkilesime girerek DNA onariminda rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Ansar vd., 2016).

P21WAF1 / Cipl molekilii (P21) genellikle ana tiimor baskilayict P53 ile baglantili
olarak bulunmaktadir. P53'lin varligr P53 tiimor baskilayicisinin daha az agresif bir
tiimore yol agacagini gostermektedir (Liu vd., 2021). Onceki calismalar, onkojenik
sinyal yollarmin P21 ekspresyonunu nasil etkilediginin, molekiiler mekanizmalarinin
daha iyi anlasilmasini saglamistir. Son zamanlarda yapilan calismalar bu varsayim
tersine ¢eviren kanitlar sunmustur. Manchester Kanser Arastirma Merkezi'nin bir
parcas1 olan Manchester Universitesi'ndeki bilim insanlari, P53 molekiiliiniin eksik
oldugu tiimorlerde, P21'in tiimorlerin biiylime ve yayillma yetenegini viicut boyunca

onemli 6l¢iide arttirdigini géstermisglerdir (Galanos vd., 2016).

Sikline bagli kinaz inhibitorii P21, P53 tarafindan diizenlenen bir hiicre dongiisti kontrol
noktas1 efektdrii ve yaslanmanin indiikleyicisidir (Galanos vd., 2016). Cesitli uyaricilara
yanit olarak esas olarak Gl-fazi durdurmaya ve hiicresel yaslanmaya aracilik eden

tiimdr baskilayic1 P53'lin 6nemli bir downstream efektoriidiir (Abbas ve Dutta, 2009).

P53 normal formunda kansere yol agabilecek hiicre degisikliklerini 6nleyen bir tiimor
baskilayicidir (Wu vd., 2021). P53, DNA ya baglandiginda P21 {iretmek i¢in bagka bir
geni uyarmaktadir. Daha sonra P21, hiicre boliinmesini uyaran bir protein ile etkilesime
girmektedir. P21 bu protein ile kompleks halindeyken, hiicre bir sonraki boliinme
asamasindan gecememektedir. Genlerdeki mutasyonlar bu koruyucu mekanizmalari
onlemektedir (Baylor College Of Medicine, 2004). Hiicresel uyaranlara yanit olarak P21
ekspresyonu, RNA stabilizasyonu, fosforilasyon ve ubikitinasyon i¢ceren mekanizmalar
yoluyla transkripsiyonel ve translasyon sonrasi seviyelerde siki bir sekilde
diizenlenmektedir. Sonug olarak, artan kanitlar, birka¢ onemli timo6r baskilayic1 ve

onkojenik sinyal yolunun, hiicre donglisli ilerlemesi ve hayatta kalma iizerindeki
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etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in P21 ekspresyonunu degistirdigini ortaya koymaktadir.
P21 ekspresyonunun, tiimorojenik siirecleri hem tesvik edebildigi hem de inhibe

edebildigi ¢alismalarla gosterilmistir (Warfel ve El-Deiry, 2013).

1.5.1.5. g-aktin

Hiicre iskeleti B-aktin, memeli hiicrelerinde oldukga bol bulunan bir proteindir ve
mRNA's1, qRT-PCR tahlillerinde yaygin sekilde referans olarak kullanilir (Selvey vd.,
2001).

B-aktin 43-kDa molekiiler agirliginda ve hemen hemen tiim Okaryotik hiicrelerde
bulunan, yiiksek derecede korunmus bir proteindir. insan B-aktin memeli hiicre hattinda
ve transgenik farelerle ilgili genlerin ekspresyonunda genis bir sekilde kullanilmakta ve

[B-aktin tiim hiicrelerde bolca ifade edildigi bildirilmektedir (Qin ve Gunning, 1997).

1.6. NF'nin Gen Ekspresyon Diizeyi Uzerine Etkisinin Revers-Transkriptaz

Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Teknigi Kullanilarak Tespiti

Gergek zamanli izleme ile nicel ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-
PCR), az miktarda dokudan mRNA'y1 o6lgmek igin gili¢li bir yontemdir. Gen
ekspresyonu analiz yontemleri ¢esitli molekiiler arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Korkmaz ve Sidekli, 2020). Gen ekspresyonunun biyolojik
calismalarinda en sik kullanilan yontemlerden biridir (Bjarnadottir ve Jonsson,
2005). Bu tani, klinik ¢aligmalar, patojen belirlemeler, adli, gida teknolojisi, kanser
miktar 6l¢iimii ve fonsiyonel gen bilimi gibi verimli uygulama alanlarinda genis

kullanim alanina sahiptir (Yuan ve ark., 2006).

Doku ve organlardaki gen ekspresyonlar1 Northern Blot, Insitu Hibridizasyon, Kantitatif
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve Mikroarray teknolojisi gibi
cesitli analiz yontemleri ile gergeklestirilmektedir (Goldman, 2001; Segundo-Val ve
Snazlozano, 2016). Kantitatif gen ekspresyon analizlerinde kullanilan bu analiz

yontemleri arasinda bir gene ait hedeflenen mRNA’nin yiiksek duyarlilikta
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belirlenebilmesi, hedef bolge cogaltim1 ve kantitatif belirleme asamasinin tek bir cihaz
ile yapilabilmesi yoniinden en yaygin olarak kullanilan yontem RT-qPCR’dir ve gen
ekspresyon analizlerinde kullanilan dogru, hizli ve hassas bir tekniktir (Jarczak vd.,
2014; Tilli vd., 2016).

Hedef genin goreceli ekspresyon orani real-time PCR verimliligine ve kontrole karsi
bilinmeyen Orneklerin kesisme noktas1 (Ct) farklarmna (A) dayali olarak
hesaplanmaktadir (Pfaffl, 2002). Amplifikasyon verimliliginin hesaplamasi real-time
PCR analizinde kullanilan 6nemli bir asamadir. Bagil kantitasyon Ol¢limiinde bu
yontem  Orneklerin  karsilastirmali  ifadelenme  diizeyinin  hesaplanmasinda
kullanilmaktadir. Eger amplifikasyon verimliligi hem referans gen ve hem hedef gen

icin 100% olursa, 2 —AACt formiilii kullanildig: bildirilmektedir (Pfaffl, 2001).

1.7. Kanser Hiicrelerinin ilerlemesinde NF’nin Rolii

NF’nin toksik ve kanserojenik bir ajan olmast viicudun normal biyolojik
fonksiyonlarinda olumsuz isleyise neden olmaktadir. NF'ye maruz kalma, hiicre 6limii,
hormonal diizensizlik ve kanser baslangici ile ilgilidir. Cevrede kalici olmast ve toksik
etkiye sahip olan NF, Ostrojenik aktivite ve endokrin bozucu 6zelliklere sahip
olmasindan dolay1 her donem ¢alismak istenilen konu olmustur (Chang vd., 2012; Liu
vd., 2014).

Bozulmus hormon etkisi, dogurganligin azalmasi, kisirlik, polikistik over sendromu,
endometriozis, hormona duyarli kanser, erken veya gecikmis ergenlik ve olumsuz
dogum sonuglar1 baz1 EBK'larla iligkilendirilmistir (Yilmaz vd., 2020). NF maruziyeti
ile yumurtalik, rahim ve testis gibi reprodiiktif dokularin kanserleri arasinda pozitif
iliskilerin oldugu bildirilmistir (Garcia vd., 2020). Baz1 calismalarda cevresel NF
maruziyeti ile kanser progresyonu arasindaki olasi mekanizmanin, dstrojen bagimli bir

sinyal yolu araciligiyla gergeklestigi rapor etmistir (Noorimotlagh vd., 2020).

Son yillarda meme, yumurtalik ve endometriyal kanser vakalarinin arttig1 bilinmektedir.

EBK'larin ve diger ¢evresel faktorlerin kadinlarda malignitelere katkida bulundugu ileri
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siiriilmektedir (Yilmaz vd., 2020). Insan hiicreleriyle yapilan in vivo caligmalar ve
hayvan modelleriyle yapilan in vivo c¢aligsmalar, ¢evresel EBK dozlarina maruz kalma
ile yiiksek meme kanseri insidansi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermistir
(Weber ve Keri, 2011). NF’ye maruz kalmanin meme kanseri olusumu iizerindeki
etkileri de g¢alismalarda incelenmistir. Bulgular, NF maruziyetinin meme kanserinde
artisa neden oldugunu gostermistir (Noorimotlagh vd., 2020). Cesitli in vitro deneyler,
NF gibi g¢evresel organik bilesiklerin, 6zellikle meme ve yumurtalik kanserlerinin

olusumuna katk1 sagladigini ortaya koymaktadir (Olsen vd., 2005).

Bir bagka calismada NF’nin doza ve zamana bagli olarak yumurtalik kanseri
hiicrelerinde (PEO4) proliferasyonunun azaldigini gostermistir (Park vd., 2009).
Calismalar, NF'nin Ostrojen pozitif yumurtalik kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ve
transkripsiyon diizenlemesi lizerindeki etkilerini incelemis ve olast mekanizmanin,
Ostrojen bagimli bir sinyal yolu araciligiyla gerceklestigi rapor edilmistir (Kang vd.,

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

Prostat kanseri (PK), diinyada en sik teshis edilen malignitelerden biridir ve akciger
kanserinden sonra erkeklerde en sik teshis edilen ikinci kanser olarak rapor
edilmektedir. NF, PK ilerlemesi igin degerlendirilen en onemli ¢evresel ajanlardan
biridir. Mevcut durumda, PK'yi inceleyen sadece bir ¢alisma tanimlanmistir (Kim vd.,
2016). Calisma sonuclari, NF'nin apoptoz ve metastaz lizerinde etki ederek PK’nin
ilerlemesine sebep olabildigini gostermistir (Rutkowska and Diamanti-Kandarakis,
2016).

Farkl1 bir ¢alismada diisiik bir maruziyet dozunda (10pg/L) NF kullaniminin, epidermal
hiicreleri, sitoplazmanin vakuolasyonunu ve ciddi sekilde deforme olmus hiicre
cekirdekleri gibi cesitli 6zelliklerini etkiledigi gosterilmistir (Uguz vd., 2003). 2 haftalik
NF'ye maruz kalmanin sonunda hiicre smirlari kaybolup, cekirdeklerin biiylidiigi
bildirilmistir. Bu, genellikle NF tarafindan indiiklenen kanserojen aktiviteye sahip
hiicrelerde gozlemlenmistir ve karacigerde kanserojen gelisme belirtileri olarak

yorumlanmustir.
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Kolorektal kanser, en sik teshis edilen ii¢lincii kanserdir. Ayn1 zamanda 2018'de diinya
capinda kansere bagli 6limlerin ikincisi olmustur (Bray vd., 2018). Son yillarda gevre
kirliligi ve kanserojenler arasindaki iligki bir endise kaynagi haline gelmistir (Wang vd.,
2021). Birgok ¢alisma, EBK'larin kanserlerin olusumunda ve gelisiminde rol oynadigini

gostermistir (Li vd., 2021).

Diger bir calismada NF'nin hiicre dongiisii, apoptoz ve metastaz iizerinde etki ederek
prostat hiicrelerinin (LNCaP) biliylimesine ve prostat kanserinin ilerlemesini

artirabilecegini gostermektedir (Kim vd., 2016).

Malign melanom hiicrelerinde apoptotik sinyallemedeki kusurlarin, melanomun
kontrolsiiz ¢ogalmasina ve Oliimsiizlesmesine Onemli katkilardan biri oldugu

disiiniilmektedir (Zheng vd., 2018).

1.8. Melanom

Melanom noral yarik kokenli melanositlerden ve melanositlerin farklilagsmasi sonucu
olustugu diislinlilen neviis hiicrelerinden (ben) kaynaklanan bir neoplazi olarak
bilinmektedir (Dzwierzynski, 2013; Parlak vd., 2014). Evrende en sik goriilen malignite
tirii melanom cilt kanseri olarak kategorize edilmektedir ve en 6nemli yerlesim yeri

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

Cesitli i¢ ve dis ajanlar melanom cilt kanseri patogenezine katkida bulunmaktadir. Bu
faktorler epigenetik degisiklikler, X 1sinlar1, genetik, arsenik bilesikleri, UV 1sinlar1 ve
ek kimyasal iriinler olarak bilinmektedir (Abi vd., 2019). Melanom olduk¢a koti
huyludur ve su anda etkili bir tedavisi olmayan hayati tehdit eden bir hastaliktir (Wang
ve Zu, 2020). Deri kanserlerine bagli 6liimlerde ilk siralarda oldugu rapor edimistir

(American Cancer Society. Cancer Facts & Figures, 2014).
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1.8.1. Melanomda Ostrojen ve Ostrojen Reseptorlerinin Rolii

Melanom 6nemli bir mortaliteye sahiptir ve artan insidansi son zamanlarda dikkat
¢ekmektedir. Bu nedenle, melanomun ortaya ¢ikmasina ve gelismesine katkida bulunan
karmagik mekanizmalarin arastirilmasi, hem bilimsel arastirmalarda hem de Klinik
uygulamalarda ilgi gdrmektedir. Ostrojenler meme kanseri, endometriyal kanser ve
yumurtalik kanseri gibi belirli kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasinda ve gelismesinde

onemli bir rol oynar, ancak melanom gelisimindeki rolleri hala tartisma konusudur.

Ostrojenler, &strojen reseptdrleri (ER) ve melanom arasindaki baglantiyi
destekleyebilen birkag hiicre i¢i yol ortaya g¢ikarilmistir (Caruntu vd., 2016). ER-p
antiproliferatif bir rol oynarken, ER-a hiicre biiylimesini ve hiicresel atipiyi destekler
(Kesari vd., 2011). Bu nedenle, ciltte ER-B aktivitesinin inhibisyonu, melanom gelisimi
ve metastatik hiicrelerin yayilmasi riskini artirabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son
gelismelere ragmen, Ostrojenlerin ve Ostrojen reseptorlerinin melanomdaki kesin rolii

hala tam olarak anlagilmamuistir.

Meme, yumurtalik, endometriyal, mesane, bobrek, adrenal, prostat, testis, akciger,
kolon gibi belirli tiimdr tiirlerinin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde rol oynadig:
kanitlanan Ostrojenlere ve Ostrojen reseptorlerine ilgi artirmistir (Aitken vd., 2004).
Bununla birlikte, 6strojenlerin melanom gelisimindeki rolleri hala belirsizligini
korumaktadir (Cenesiz vd., 2011). Melanomda &strojenlerin belirli bir rolii oldugu
hipotezi, melanom progresyonundaki cinsiyete bagl farkliliklarin gézlemlerinden ve
hamilelik sirasinda melanomlarin evrimi ile ilgili calismalardan tiiretilmistir (Behari ve

Kesari, 2006).

Ostrojenler fizyolojik rollerini iki tip reseptdr iizerinde etki ederek gosterirler: dstrojen

reseptorii o (ER-a) ve Ostrojen reseptorii B (ER-B). ER-a ve ER-fB, farkli kromozomlar
tizerinde bulunan iki farkli gen tarafindan kodlanan proteinlerdir (Ghodbane vd., 2013).

ER-f derideki en yaygin dstrojen reseptoriidiir ve rahim ve meme bezleri gibi iyi bilinen

Ostrojene duyarlt dokularin yani sira beyin, kolon ve prostat gibi diger dokularda da
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bulunmustur (Aitken vd., 2004; Bushra vd., 2011). ER-B'nin aktivasyonu, ER-a'nin zit
etkisi ile dengelenmis gibi gorlinen antiproliferatif etkileri indiikler. Son calismalar,
Ostrojen sinyalinin esas olarak ER-a ve ER-B ekspresyonu arasindaki dengeye bagl

oldugu sonucuna varmistir (Caruntu vd., 2016).

Ostrojenlerin  ER'lerle etkilesimi, melanom hiicrelerinde degistirilebilen sinyal
faktorlerini igeren genomik ve genomik olmayan yollar araciligiyla hiicre ici etkiler

tiretir (Ghodbane vd., 2013).

Genomik yol, ER'lerin farkli transkripsiyon koaktivatorleri ile etkilesimini igerir, cesitli
genlerin transkripsiyonunu modiile eder ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonunun

degismesine yol agar (Mark vd., 2013).

Genomik olmayan yol etkileri, ER'lerin, kanserojenezde, hiicre proliferasyonunda ve
melanomla giiclii bir baglantida yer alan bir sinyal sistemi olan MAPK/ERK yolu
tarafindan kilit bir rol oynadigi birkag¢ hiicre i¢i yolla etkilesimi tarafindan indiiklenir

(Kumar vd., 2010).

Deneysel calismalardaki sonuclar, tiir farkliliklari, cesitli deneysel tasarimlar, gesitli
hiicre dizilerinde Ostrojen reseptorlerinin farkli ekspresyonu ve ayrica Ostrojenlerin

dolayl etkileri ile agiklanabilir.

Meme kanseri gibi bazi kanserlerin dstrojene bagimli oldugu bilinmektedir. Kadinlarda
melanom insidans oranlar1 meme kanserine benzer, bu da kadin cinsiyet hormonlarinin
kadinlarda melanom gelisiminde rol oynayabilecegini disiindiirir (Ramadan vd.,
2002). Ayn1 zamanda, baska bir galisma, daha Once meme kanseri teshisi konmus
kadinlarin melanom riskinin daha yiiksek oldugunu ve melanomlu hastalarin meme

kanseri riski altinda oldugunu géstermistir (Hong vd., 2005).
Cesitli galisilan melanom hiicre hatlarinda (BLM, WM115, A375, WM1552) ER-f lerin

eksprese edilmesi ER'ler ve melanom arasindaki iligskiyi dogrular niteliktedir (Hamada
vd., 2011).
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1.9. Amag ve Hedefler

Endokrin yikici kimyasallarin giinlik yasamdaki kullanimlarn gittikge artmaktadir.
NF’nin, ¢esitli kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden oldugu rapor edilmektedir.
Endokrin bozucu Ozelliklere ve Ostrojenik aktiviteye sahip olan NF, cevrede kalici

olmasi ve toksik etkiye sahip olmasindan dolay1 her zaman 6nemli bir arastirma konusu

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

NF'nin Gstrojenik aktivitesi gesitli organ, doku ve hiicrelerde olmak iizere in vivo ve in
vitro ¢alismalarla gosterilmistir. NF'nin Ostrojen reseptorleri ile etkilesime girdigi rapor
edilmistir (Soto vd., 1991; White vd., 1994; de Weert vd., 2008). Calismamizda,
simdiye kadar yapilan c¢alismalar incelenmis olup, Ostrojenik etkili endokrin
bozucularin, melanom iizerindeki etkilerinden, tezde bahsedilmistir. Hiicre sayisi ve gen
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde NF’nin etkisinin arastirilmast  kansere

sebebiyeti ve gelecek nesilleri olumsuz etkileyebilecegi diisiincesi agisindan 6nemlidir.

Literatiir arastirmalarinda belirtildigi gibi NF’nin karsinojenik, toksikolojik, ostrojenik
olmak iizere bircok etkisi bulunmaktadir. Bu calismada, simdiye kadar yapilan
caligmalar incelenmis ve NF’nin c¢evrede oOlgiilen ve literatiirlerde belirtilen
miktarlarinin in vitro ¢alismayla melanom hiicresine verilip, RNA’dan cDNA eldesi ile
gen ekpresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu arastirma sonuglar1 ile NF’nin hiicrelere
verdigi zarara bagl olarak NF’nin etkiledigi Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, P53, P21 ve actin-f
genlerinin, hiicrelerde bulunan RNA miktar1 iizerindeki etki diizeyini belirlemek
amaclanmistir. Daha sonraki izleyecegimiz yol in vitro ¢alismamizi in vivo deneylerle

desteklemek olacaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Calismada Kullamlan Materyaller

2.1.1. Hiicreler

Calismada kullanilan G-361 hiicre hatti (ATCC® CRL-1424™) AFSU Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dalindan temin edilerek, Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarinda 8. pasaja alindiktan sonra
-196 C sivi azot igerisinde muhafaza edilmistir. Calisma sirasinda hiicreler azot
icerisinden ¢ikarilarak kullanima hazir  hale  getirilmistir. G-361  hiicre hattinin

ozellikleri Cizelge 2.1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. G-361 Hiicre Hattinin Ozellikleri

Kategori Ozellik
Organizma Insan
Cinsiyet Erkek
Yas 31
Doku Cilt
Morfoloji Epitel

Yiizey Tutunum

Yapisan Hiicreler

Uriin Formati

Dondurulmus

Etnik Koken

Kafkas




2.1.2. Caliymada Kullamlan Cihazlar, Kimyasallar ve EKipmanlar

Cizelge 2.2. Calismada Kullanilan Cihazlarin ve Ekipmanlarin Markalarinin Listesi

Arastirma Mikroskobu Nikon Invert, ECLIPSE TS100

96 kuyu Iceren Plak Thermo 167008, Danimarka
Biyogiivenlik Kabini Thermo MSC Advantage, Almanya
Buzdolabi (+4) Beko, Tiirkiye

Derin Dondurucu (-20)

Argelik, Tiirkiye

Derin Dondurucu (-80)

Panasonic MDF-U700V X, Japonya

Hiicre Kiiltiir Flasklar1 ( 25, 75cm2)

SPL, Almanya

0,2 ml eppedorf

Isolab 123.01.002, Giliney Amerika

1,5 ml eppendorf

VWR 20170-038, Cin

Santrifiij tiipii

VWR 10025-698, Kore

Inkiibator

Thermo Heracell 150i, Almanya

Sogutmali santrifiij

Heal Force, Sangai

Real Time PCR cihazi Long gene a300, Cin
S1v1 Nitrojen Tank Worthington, Amerika
Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml) SPL, Kore

Otomatik Pipet Eppendorf, Isolab
Otomatik Pipet uglar1 VWR, Cin

Sarjli Otomatik Pipetleyici Drummond Scientific
Siringa filtresi VWR, Cin

50ml enjektor Plusmed, SYRO50FS
Mini Santrifiij Biosan

Santrifiyj Cihaz1

Niive, Tiirkiye

Santrifiij cihazi

Thermo, Amerika

Su banyosu

Niive, Tiirkiye

Vorteks

Biosan

Neubauer Lami

Superior Marienfeld

Lamel

Isolab

Hassas Terazi

Precisa xb 220a, Isvicre

Nanodrop

Thermofisher ND-2000, Amerika

Spektrofotometre

Thermo Scientific Multiskan GO
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Cizelge 2.3. Calismada Kullanilan Kimyasallar

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

Difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Biofroxx 298-93-1, Almanya

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Panreac Applichem 67-68-5, Almanya

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Gibco Qualified 10500-064, Giiney
Amerika

Nonilfenol

Sigma Aldrich 29,085-8, Almanya

Proteinaz K

Thermo Scientific, 00522930, Litvanya

Penisilin- Streptomisin karigimi

Gibco 15140-122, UK

Tripsin-EDTA

Capricorn Scientific, Almanya

DMEM HG with L-Glutamine

Capricorn scientific cp19-2782, Giiney
Amerika

Brightgreen Universal 2x gPCR

Abm 204454, Kanada

cDNA sentez Kiti

Thermo Fisher 4368814, Almanya

RNA sentez Kiti

Abt 102-01-10, Tirkiye

Etanol %92-96

Kimetsan 64-17-5, Tiirkiye

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

Kocgak Farma 6002716, Tiirkiye

Sigma T8154, Almanya

Tripan mavisi 2-Mercaptoethanol Merc 60-24-2, Amerika

2.1.3. Deney Diizenegi

Deney gruplari, uygulama siireleri ¢izelge 2.4.’deki gibi verilmistir. Deney siiresi
boyunca, etanolde (Kimetsan 64-17-5) ¢ozdiiriilen nonilfenol (Sigma-Aldrich, 290858)
her bir gruptaki flasklara pipet yoluyla verildi.
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Cizelge 2.4. Deney gruplar ve deney diizeni

Deney gruplar: Flask sayisi Deney siiresi
Kontrol 5 48 sa
Solvent 5 48 sa
0,1 png/ml 5 48 sa
1 pg/mi 5 48 sa
10 pg/ml 5 48 sa
100 pg/ml 5 48 sa

2.1.4. Hiicre Kiiltiri

2.1.4.1. Hiicre Kiiltiir Medyumu

Steril falkon igerisinde, hiicre kiiltiir medyumu;

e 44,5 ml yiiksek glikozlu- DMEM (HG-DMEM) kiiltiir medyumu
e 5 ml fotal sigir serumu

e 500 ul Penisilin-Streptomisin

50 ml steril santrifiij tiipii igerisinde hazirlandi.
2.1.4.2. Hiicrelerin Inkiibe Edilmesi
Sinif 1T Biyogiivenlik kabininde (Resim 2.1) hiicreler, hiicre kiiltiir medyumu igeren 25

cm®lik steril flasklara son hacim 5 ml olacak sekilde hiicreler ekildi. Inkiibatorde %5

CO; iceren atmosferde hiicreler ¢cogaltildi (Resim 2.3).
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Resim 2.1. Simif II Biyogiivenlik Kabini
2.1.4.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibe edilen hiicreler, confluent (%70-80 yayilim) hale geldiklerinde pasajlama islemi
yapildi. Calismada kullanmak iizere, pasajlamaya yeterli hiicre sayisina ulagana kadar

devam edildi. Pasajlamada sirastyla asagida belirtilen igslemler uygulandi;

e Kiiltiir medyumu 25 cm?lik flasklardan uzaklastirildi ve hiicrelerin yikama islemi 5
ml PBS ilave edilerek gerceklestirildi.

e PBS, islemin ardindan ortamdan uzaklastirildi.

e Flask tabaninda yapismis durumda olan hiicreler, 5 ml tripsin-Edta enzim solusyonu
ile muamele edildi ve inkubatérde 5 dk bekletilerek yiizeyden ayrilmalarina izin
verildi. Stispanse halde tripsin-Edta soliisyonunda bulunan bu hiicreler, 15 ml
hacimde steril  falkon tiip icerisine aktarildi. Stispansiyonun {izerine enzim
aktivitesini inhibe etmek i¢in 5 ml kiiltiir medyumu ilavesi yapildi.

e 250 g’de 10 dk santrifiij edildi (Resim 2.2.).

e Santrifiij sonrasinda hiicre peletinin iist kistmda yer alan supernatant dokiilerek 1,5
ml kiiltiir medyumu ilave edildi ve pipetasyon yapilarak hiicreler tekrar siispanse

edildi ve 500°er pl olarak boliindii.
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e Hiicreleri igeren kiiltir medyumu esit hacimde 3 ayr1 25 cm?®lik flasklara béliindii
ve %5 COs; li igeren inkiibatorde 37°C de hiicreler inkiibe edildi (Resim 2.3). Fazla

sayida hiicre elde etmek icin ileri pasajlarda 75 cm?’lik flasklara ekildi (Resim 2.4).

Resim 2.3. CO, li inkiibator
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Resim 2.4. G-361 Hiicrelerinin Ekildigi Flask
2.1.4.4. Hiicre Sayillarimin Hesaplanmasi

Bir mililitre kiltir medyumu ile sulandirilmis olan hiicrelerden, ependorf tiip igerisine
pipetle 30 pl almarak ve 30 pl tripan mavisi ilavesi yapilarak karisim hazirlandi.
Karisim Neubauer lamina alinarak lam {izerinde {i¢ farkli alanda hiicre sayimi inverted
mikroskop altinda yapildi (Resim 2.5). Ortalama hiicre sayisi, asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.

“1ml de hiicre sayisi= Sayilan canli hiicre sayis1 X sulandirma katsayis1 X 10000”
Sitotoksisite analizi i¢in 20 ml kiiltir medyumu ile slispanse hale getirilen
hiicrelerden 96 kuyucuklu plakalara cm? ye 62500 hiicre olacak sekilde hesaplanarak,
hiicre siispansiyonundan multipipet yardimiyla her bir kuyucuga 200 ul konuldu ve 500
000 hiicre ekimi yapildi.
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Resim 2.5. Inverted Mikroskop

Resim 2.6. Neubauer Lamindaki Hiicrelerin inverted Mikroskopta Gériiniimii. Parlak ve boya
almayan hiicreler canli hiicreler olarak kabul edildi ve bu hiicreler sayildi.

2.1.5. Deney Gruplarinda Kullanilan Kimyasalin Dozlari ve Uygulanmalari

% 0,1 Alkol Solusyonu
Saf alkol 100 pl
Hiicre Kiiltiir Medyumu 99,9 mi

1 mg/ml Nonilfenol Stok Solusyonu Solvent (20 ml)
Nonilfenol 21,3 ulL
% 0,1 Alkol soliisyonu 20 ml
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Bu stok soliisyonu hiicre kiiltiir medyumu ile 1/10 oraninda seyreltilerek 96 kuyucuklu
plakalara ve flasklara ilave edildi ve sirastyla 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml
Nonilfenol diliisyonlar1 elde edildi.

Calisma soliisyonu 1 (100 pg/ml)

Nonilfenol stok soliisyon igerisinden 1 ml
Medium 9 mil
Calisma soliisyonu 2 (10 pg/ml)

Nonilfenol 100 pg/ml icerisinden 1 ml
Medium 9 ml
Calisma soliisyonu 3 (1 pg/ml)

Nonilfenol 10 pg/ml igerisinden 1 ml
Medium 9 ml
Calisma soliisyonu 4 (0,1 pg/ml)

Nonilfenol 1 pg/ml icerisinden 1 ml

Medium 9 ml

2.1.6. Sitotoksisite Analizi (MTT Yontemi)

Sitotoksisitenin belirlenmesinde, MTT yontemi kullanildi. Bu yontemde, enzimatik
aktivite degisimi formazon boyalarinin  azalmasina bagli olarak kolorimetrik
Olciilmektedir. Cikan rengin  yogunlugu canli  hiicre  sayisiyla  paralellik
gostermektedir. Bu yontemde, hiicreler iizerinde hiicrelere uygulanan maddelerin

olusturdugu sitotoksik etkiler belirlenebilmektedir.
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Resim 2.7. Formazan kristallerinin DMSO ile ¢6ziildiikten sonraki goriintiisii

2.1.6.1. MTT Calisma Solusyonu

Besi yeri ile 5 mg/ml stok solusyondan 1:10 dilusyon hazirlandi.
Stok solusyon : 5 ml.

Besi yeri 45 ml

Biyogiivenlik kabin igerisinde, 96 kuyulu tabakalarinin her bir kuyucuguna hiicreler
ekildi. 24 saat hiicre kiiltiir medyumuyla inkiibe edilen hiicrelerin yilizeye tutunmalari
saglandi. Besiyerleri uzaklastirildi. Calisma gruplarinda hiicre canliliginin belirlenmesi
icin NF c¢ozeltileri 0,1 pg/ml, 1 ug/ml, 10 ve 100 ug/ml konsantrasyonlarda hiicrelere
uygulandi. Kontrol grubu olarak hiicrelere sadece besi yeri uygulandi, solvent kontrolde
ise %0,1 alkollii besi yeri kullanildi. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda NF bilesiklerine

maruz kalan kuyucuklardaki ¢ozeltiler uzaklastirildi ve kuyucuklar PBS ile yikandi.

Her bir kuyucuga daha Onceden hazirlanan 0,5 mg/ml MTT ¢ozeltisinden 200 pl
eklendi. 2,5 saat etiiv igerisinde inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT
¢oOzeltisi uzaklastirildi. Hiicre igerisinde olusan formazan kristallerini hiicre dis1 ortama
cikarilmast ve c¢oziilmesi i¢in 200 pl DMSO ilave edildi ve calkalayicida 10 dk
calkalandi. 96’11 plaktaki kuyucuklarin absorbanslar1 570 nm’de 6l¢iildii.

MTT c¢ozeltisi 1s18a hassas bir madde oldugundan deney karanlik ortamda calisildi.

Kontrol grubunun absorbans degerlerinin ortalamasi, %100 canlilik olarak kabul edildi.
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Bu calisma farkli giinlerde 5 kez tekrarlanarak, elde edilen sonuglarin ortalamalari

hesaplandi.

2.1.6.2. MTT Stok Solusyon

PBS (7,4) igerisinde 5mg/ml MTT hazirlandi.

MTT (toz) : 60 mg
PBS :12 ml
Bu solusyon 0,2 mikronluk filtreden gegirilerek -20 °C de saklandi.

2.1.6.3. Hiicre Canlihgimin Hesabi

Kontrol grubundaki hiicrelerin canlilign % 100 olarak kabul edilmis, diger hiicre

gruplarmin canliligi kontrole kiyasla % canlilik olarak hesaplanmustir.

% Canlilik = 100 X (g¢alisma gruplarinin absorbans degeri ortalamasi-blank ortalama) /

(kontrol gruplarinin absorbans degeri ortalamasi-blank ortalama).

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

Her bir flaska (T25) %80 konfluense ulasan hiicrelerden 4x10° - 5 x10° hiicre ekildi. 24
saat siiresin ardindan cesitli NF konsantrasyonlar1 ilave edilip 48 saat inkiibasyona
birakildi. Total RNA, ticari kit (Abt, 102-01-10) kullanilarak izole edildi. RNA
izolasyonu sirasinda kullanilacak biitiin malzemeler uygun c¢ozeltilerle o6nceden
temizlenerek RNAase free bir ortam olusturuldu. Izole edilen RNA’larin miktar1 ve
safligi nanodrop (Thermofisher, ND-2000) ile 6l¢iildii. RNA izolasyonu esnasinda tiim
islemler buz iizerinde gergeklestirildi. cDNA, Sybr Green Pcr Master Mix (Abm,
204454) ve primer ¢ifti (oligoniikleotid) protokollere uygun olarak eklendi.
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Transkripsiyon analizlerinde kullanilacak primerler NCBI dan elde edilen referans

diziler kullanilarak primer 3 plus programi kullanilarak yapildi. Primerler, referans

diziler, baz uzunluklar1 ve Tm dereceleri ¢izelge 2.4’de verildi.

Cizelge 2.5. Calismada Kullanilan Primerler

™

PRIMERLER F R ©C) Baz
Uzunlugu

CDNKIA - GTGAGCGATGGAACTT TGGGAAGGTAGAGCT 104 bp

(NM- —  cac TGGGCA 60

000389,5)

Bax 170 bp

(NM- CGCCTCACTCACCATCTG  CCTCAAGACCACTCT o

00129142 GAA TCCCCA

8,2)

Bcl-2 78 bp

(XM- GAGGGGCTACGAGTGGG ~ GGAGGAGAAGATGCC 4

04743773 ATGC CGGTGC

3,1)

Casp3 159 bp

(XM- GGAAGCGAATCAATGGA ~ CCTGAGGTTTGCTGC o

04741623 CTCTGGA ATCGAC

9,1)

P53 CTACAGTACTCCCCTGCC ACCATCGCTATCTGA 250 bp

(XM- cT GCAGC 61

000546,6)

Baktin - -\ ~CCCAGCCATGTACGT  CCGGAGTCCATCACG 84 bp

(NM- TGC ATGCCA 56

001101,5)

2.1.7.1. RNA Izolasyonu

Izole edilen ve -80 °C de saklanan hiicreler RNA izolasyonu igin oda 1sisinda
¢ozdiirildi. Ticari kit protokoliine gore hiicre igeren her bir mikrosantrifiij tiiptine 200
ml PBS eklendi. Uzerine 500 ul lizis buffer ve betamerkaptoetanol ilave edildi ve
vortexlendi. Vortexlenen mikrosantrifiij tiiptine 10 pl proteinaz K eklendi ve 3 dk oda
1sisinda inkiibe edildi. Ardindan {izerine 500 pl Buffer P eklenip vortexlendi, oda
3 dk daha birakildi. Daha 200 ul
kloroform/izoamilalkol eklendi. Siire sonunda karisim 4 °C de 12000 g’de 15 dk

1s1sinda inkiibasyona sonra lizerine

santrifiij edildi. Santrifiij sonunda ependorfta 3 faz goriindii en iistte biriken sivi (seffaf
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kisim) farkli bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Siipernatant hacminin 1,25 kati etanol (%
96) eklendi, pipetlenerek karistirildi. Daha sonra 700 pl lizat kolon tiiplerine dokiildi ve
oda 1sisinda 12000 g’de 20 sn santrifiij edildi. Tiipiin igerigi dokiildii ve kolon tiipii
tekrar mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Bu islem tiim lizatlar kolona aktarilana kadar
tekrarlandi. Kolona 700 pl yikama soliisyonu eklendi oda sicakliginda 20 sn siiresince
12000 g’de santrifiij edildi tlip igerigi dokiildii ve siitun tekrar mikrosantrifiij tlipliniin
tizerine yerlestirildi. Yukarida belirtilen adimlara benzer olarak 600 pl yikama
soliisyonu eklendi ve iki defa tekrarlandi. Kolon tekrar 1 dakika en yiliksek hizda
santrifiijlendi ve 1,5 ml ependorf tiipiin tizerine yerlestirildi. Kolonun merkezine 50-100
ul, niikleaz icermeyen 65-70 °C’de bekletilmis ultra saf su eklendi, oda sisinda 1
dakika boyunca 12000 g’ de santrifiij edildi. Izole edilen total RNA’lar nanodrop cihaz
ile kalite miktar acisindan degerlendirilmek {izere 6lciildii. Yapilan dl¢liimler sonrasinda

260/280 oran1 2,0 ve lizeri olanlar ¢aligmada kullanildu.

Resim 2.8. RNA Izolasyonu Asamasinda Ependorftaki Faz Degisimi
2.1.7.2. cDNA Sentezi
RNA izolasyonu sonrasinda ¢cDNA agsamasina gecildi. CDNA sentezinde ticari Kit

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

i¢cin kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 2.6. da verilmistir.

Cizelge 2.6. cDNA Sentezi I¢in Kullanilan Kimyasallar

Bilesen Hacim
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5X RT Buffer 4l

Random Primers 1ul
dNTP 1 ul
OneScript Plus RTase 1 ul
RNA 500 ng

cDNA karisimi hazirlandiktan sonra nanodropla 6l¢iilen her bir RNA 6rneginden 500
ng ve hacim 20 ul olacak sekilde niikleaz free H,O eklendi. cDNA sentezi igin karisim
PCR cihazina konuldu ve ¢izelge 2.7. de verilen kosullar uygulandi.

Cizelge 2.7. cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullar

Adiml Adim2
Sicaklik(C) 55 85
Siire(dk) 15 5

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

2.1.7.3. RT-PCR

Real time PCR analizi i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 cizelge 2.8. de
verilmistir. Hazirlanan PCR karisimlart cihaza yiiklenmis ve uygulanan PCR kosullari
cizelge 2.9. da verilmistir. Her gen i¢in uygulanan yapisma sicakliklari ¢izelge 2.5. te
verildigi sekilde uygulandi. Analizler her bir 6rnek i¢in 3 kez tekrarlandi. Real time
PCR analizlerinde her gen ve her érnek icin melting curve analizi yapildi. Orneklerde

DNA kontaminasyonu ile primer dimerlesmelerinin olmadig goriildii.

U¢ basamaktan olusan (denatiirasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma)
amplifikasyon isleminin ardindan, elde edilen egrilere ait dongii esigi (Ct) degerleri
belirlendi. mMRNA ekspresyon diizeyi belirlendi. Referans geni olarak beta aktin

kullanildi. Her bir numuneye ait beta aktin gen diizeyine bakilarak, G-361 melanoma
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hiicrelerinde Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, P21, P53 genlerinin mMRNA ekspresyon diizeyleri
belirlendi.

Elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef
genlerin mRNA ifade diizeylerinin nisbi degisimleri 2 *  metodu ile hesapland:
(Plaff, 2001). Bu hesaplama;

AACt = (Cthedef gen — Ctactin B)deney grubu — (Cthedef gen — Ctactin B)kontrol grubu

formiilii uygulandiktan sonra hesaplanan deger her bir gen igin 2 ** < formiiliinde
yerine konularak mRNA ifade diizeyi misli olarak azalis ya da artig seklinde belirlendi.
Housekeeping gen olarak Actin-p kullanildi ve her bir 6rnege ait Actin-f gen diizeyine

gore diger genlerin ifade diizeylerinde normalizasyon uygulandi (Kumoglu vd., 2019).

Cizelge 2.8. RT-PCR i¢in Kullanilan Mix Bilgileri

Bilesen Hacim
BrightGreen 2X gPCR MasterMix 10 ul
(Abm, 204454) H
Forward Primer (10 uM) 0,6 ul
Reverse Primer (10 pM) 0,6 ul
cDNA 1ul
Nuclease-free H20 7,8 ul

Cizelge 2.9. RT-PCR Sentez Kosullar1
Adim Sicaklik Standart stire Dongii

Enzim aktivasyonu 95°C 10 dk 1
denaturasyon 95 °C 15sn
Annealing/extension 56-61 °C 60 sn 40
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2.1.8. istatistiksel Analiz

Calismalardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 22.00 paket programi
kullanilarak yapildi. Normal dagilim gosterenler Shapiro-Wilk testi kullanilarak,
normal dagilimda olmayan gruplar arasinda farklilik Kruskall-Wallis varyans analizi ile
degerlendirildi ve Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi uygulandi (Conover,
1980). Yapilan istatistiksel analizlerde tiim veriler ortalama ve =+ standart hata

olarak verildi.

3. BULGULAR

3.1. NF’nin G-361 Hiicrelerinde Sitotoksisite Etkisi

NF’nin melanom kanseri (G-361) hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi
ile belirlenmistir. 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda NF ile muamele edilen G-
361 hiicrelerinde belirlenen hiicre canliligi yiizdelerinden hareketle ICso degeri
hesaplandi. Hiicrelerin %50’sini  dldiiren konsantrasyonun 64,82 pg/ml oldugu

hesapland1 (Grafik 3.2.). Hiicre canlilig1 sonuglar1 Grafik 3.1.”de verilmistir.

100% 95%

100% i 74%
b 65,80%
35,60%

0%
Kontrol Solvent  0,1pg\ml 1pg\ml 10pg\ml  100pg\ml

Canlilik (%)

NF Konsantrasyonlari

Grafik 3.1. NF’nin ¢esitli konsantrasyonlarindan elde edilen hiicre canliligi diizeyleri.

MTT sonucunda en giiglii sitotoksik aktivite, en yliksek NF konsantrasyonu olan 100

ug/ml olarak belirlendi.
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Grafik 3.2. Nonilfenol % 50 Inhibisyon Dozu (IC50) Belirleme Grafigi

Cizelge 3.1. MTT Analiz Sonuglar

Grup n % Canhlik (X £ SX) P

Kontrol 5 100,00 + 0,007

Solvent 5 95,20 + 0,25%
NF 0,1 5 86,90 + 0,33%

**k*

NF 1 5 74,10 + 0,10
NF 10 5 65,80 + 0,12°
NF 100 5 35,30 + 0,37™

abc@eTAyn siitunda farkl: harflerle gosterilen grup ortalamalari arasindaki fark Snemlidir.
***: 0 <0.001, NF: nonilfenol, n: tekrar sayisi, X: ortalama, SX: standart hata

Verilerin normal dagilimina bakildi ve shapiro-wilk significant degerine gore verilerin
normal dagilmadigi goriildi (p<0,05), buna gore gruplar arasinda Kruskal-wallis testi
kullanildi. Test sonucunda gruplarin arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlendi
(p<0,001). Gruplar arasindaki farklilig1 belirlemek i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi uygulandi. Tiim gruplarda yapilan MTT analiz sonuglari ¢izelge 3.1. de
gosterildi. Yapilan istatistiksel incelemede 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda kontrol,
solvent, NF 0.1 ve 1 pg/ml gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olmadigi goriildii
(p>0,05). NF’nin 10 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 konrol grubuna goére hiicre

canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0.001) gosterdi.
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3.2. Farkhh Dozlarda Uygulanan Nonilfenoliin 48saat Sonrasindaki Hiicre

Morfolojileri

Farkli dozlarda Nonilfenol uygulanan G-361 melanoma hiicrelerinin morfolojik
goriiniimleri Resim 3.1-3.6’da gosterildi. Hiicrelerin tek tabaka olarak ylizeye
tutunduklar1 gozlendi. Diisiik konsantrasyonlarda hiicre yiizeyini kaplayan hiicrelerin
cogalmasinda az diizeyde dnemsiz bir inhibisyon goriiliirken Resim 3.1-5, yiiksek NF
konsantrasyonunun hiicrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu ve hiicre sayisinin énemli

derecede azaldig1 saptandi (Resim 3.7)

Resim 3.1. Kontrol Grubu 48 saat sonrasi hiicre morfolojileri. Bar: (A) 500 um, (B) 100 um,
(C) 50 um.

Resim 3.2. Solvent Grubu 48 saat sonras1 hiicre morfolojileri. Bar: (A) 500 um, (B) 100 pum, (C)
50 pm.
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Resim 3.3. NF 0,1pg/ml grubu 48
um, (C) 50 pum.

Resim 3.4. NF 1ug/ml grubu 48 saat sonrasi hiicre morfolojileri. Bar: (A) 500 um, (B) 100 um,
(C) 50 um.

Resim 3.5. NF 10pg/ml grubu 48 saat sonrasi hiicre morfolojileri. Bar: (A) 500 um, (B) 100
um, (C) 50 pum.
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Resim 3.6. NF 100ug/ml grubu 48 saat sonrasi hiicre morfolojileri. Bar: (A) 500 pm, (B) 100
um, (C) 50 um.

3.3. G-361 Hiicre Hattina Uygulanan Nonilfenoliin Farklhh Dozlarinin Kaspaz 3
Gen Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

G-361 hiicre hattina NF’nin farkli konsantrasyon uygulamalari sonras1 48 saat
sliresince inkiibe edilen hiicrelerin Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyeleri, RT-PZR
yontemi ile  analiz edildi. Elde edilen  sonuglara  gore  kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda Solvent (p<0,05), 0,1 pg/ml (p<0,05), 1 pg/ml (p<0,01), 10 pg/ml
(p<0,01) ve 100 pg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplarda ekspresyon seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi. Tiim gruplara ait 48
saat siireli inkiibasyon sonunda elde edilen Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyeleri Grafik
3.3.” te ve amplifikasyon egrisi Grafik 3.4’te sunulmustur.
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Grafik 3.3. G-361 Hiicre Hattina Nonilfenoliin farkli konsantrasyon uygulamalar1 sonrasi 48
saat siiresince inkiibe edilen hiicrelerin Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001)
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Grafik 3.4. Kaspaz3 Amplikon Egrisi

3.4. G-361 Hiicre Hattina Uygulanan Nonilfenoliin Farkhh Dozlarinin P21 Gen

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

G-361 hiicre hattina farkli  konsantrasyonlarda NF uygulamalari  sonrasi 48
saatlik inkiibasyonda hiicrelerin P21 gen ekspresyon seviyelerine goére 1 pg/ml
(p<0,01), 10 pg/ml (p<0,01) ve 100 pg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit
edildi. Solvent grubu (p<0,05) kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiki olarak
anlamli bir azalis gozlendi. Tim gruplara ait 48 saatlik inkiibasyonda P21 gen
ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.5 ve amplifikasyon egrisi Grafik 3.6’da

sunulmustur.
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Grafik 3.5. G-361 Hiicre hattina nonilfenoliin gesitli konsantrasyon uygulamalari sonrasi 48
saat siiresince inkiibe edilen hiicrelerin P21 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001)
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Grafik 3.6. P21 Amplikon Egrisi

3.5. G-361 Hiicre Hattina Uygulanan Nonilfenoliin Farkhh Dozlarinin Bax Gen
Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

G-361 hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda NF uygulamalari sonras1t 48
saatlik inkiibasyonda hiicrelerin Bax gen ekspresyon seviyelerine 0,1 ug/ml (p<0,005),
1 pg/ml (p<0,05), 10 ng/ml (p<0,01) ve 100 pg/ml (p<0,001) NF uygulanan gruplarda
Bax ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu tespit edildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda solvent grupta ise artis
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olmasma ragmen istatistiki olarak 6nem goriilmedi. Tim gruplara ait 48 saatlik
inkiibasyonda Bax gen ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.7. ve amplifikasyon

egrisi Grafik 3.8.’de sunulmustur.
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Grafik 3.7. G-361 Hiicre hattina nonilfenoliin gesitli konsantrasyon uygulamalari sonrasi 48 saat
siresince inkibe edilen hiicrelerin Bax gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001)
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Grafik 3.8. Bax Amplikon Egrisi

3.6. G-361 Hiicre Hattina Uygulanan Nonilfenoliin Farklh Dozlarinin Bel-2 Gen

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

G-361 hiicre hattina NF’nin farkli konsantrasyon uygulamalari sonrasi 48 saat siiresince
inkiibe edilen hiicrelerin Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri, RT-PZR yontemi ile analiz

edildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucuna gore kontrol grubuna kiyasla

47



solvent grubu (p<0,01), 10 pg/ml (p<0,05) vel00 pg/ml NF uygulanan grupta istatistiki
olarak azalma go6zlendi. Kontrol grubu ile karsilastirilan 0,1 ve 1 pg/ml NF uygulanan
gruplarda ise azalma gozlenmesine ragmen istatistiki olarak onemli degildir. Tiim
gruplara ait 48 saatlik inkiibasyonda Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik

3.9. ve amplifikasyon egrisi Grafik 3.10’da sunulmustur.
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Grafik 3.9. G-361 Hiicre hattina nonilfenoliin gesitli konsantrasyon uygulamalari sonrasi 48
saat siiresince inkiibe edilen hiicrelerin Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001)
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Grafik 3.10. Bcl-2 Amplikon Egrisi

3.6. G-361 Hiicre Hattina Uygulanan Nonilfenoliin Farkli Dozlarimin P53 Gen

Ekspresyon Seviyelerine Etkisi
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda solvent (p<0,05), 0,1 ug/ml(p<0,05), 1 pg/ml
(p<0,01), 10 pg/ml (p<0,01) ve 100 pg/ml (0,001) NF uygulanan gruplarda istatistiki
olarak 6nemli artis tespit edildi. Tim gruplara ait 48 saatlik inkiibasyonda P53 gen
ekspresyon seviyelerinin verileri Grafik 3.11°de ve amplifikasyon egrisi Grafik 3.12°de

sunulmustur.
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Grafik 3.11. G-361 Hiicre hattina nonilfenoliin gesitli konsantrasyon uygulamalari sonrasi 48
saat siiresince inkiibe edilen hiicrelerin P53 gen ekspresyon seviyeleri (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001)
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Grafik 3.12. P53 Amplikon Egrisi

Ayrica calismada kullanilan referans genin amplikon egrisi de Grafik 3.13’de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Gen Ekspresyonu Analiz Sonuglart

t
30

t
40

Grup K_aspa_z3 _P21_ _Bax_ _Bcl2_ i P53 i
(X = SX) (X = SX) (X = SX) (X = SX) (X = SX)

Kontrol  1,00£0,00%  1,00+£0,00°  1,00+0,00  1,00+0,00*  1,00:0,00°

Solvent  1,78+0,11° 0,2040,04° 1,08+0,19°  0,35+0,10°  2,24+0,17°

0,1 pg/ml  1,98+0,12° 1,37+0,03 1,45+0,21° 0,92+0,18%  2,89+0,18°

1pg/ml  2,75+0,30°  1,54+0,15° 2,05+0,21°° 0,86+0,10®  3,94+0,16"

10 pg/ml  3,39+0,19°  1,92+0,18%°  3,11+0,27°  0,78+0,04"  4,25+0,14%

100 pg/ml  4,44+023%  2,59+0,19*  4,19+0,29%  0,14+0,16°  4,84+0,09°

P - e s * e

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

ab.cdefavn situnda farkl harflerle gosterilen grup ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir. X: ortalama, SX: standart hata

Gen ekspresyonu analizinde Kaspaz 3, P21, Bax, Bcl-2, P53 genleri i¢in dagilim normal

olmayip Kruskal-Wallis testi kullanild1 (cizelge 3.2.).
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4. TARTISMA

EBK'ler hormon sistemlerine miidahale edebilir ve memelilerde olumsuz gelisimsel,
iireme, norolojik ve immiinolojik etkiler yaratabilmektedir (Yang vd., 2015). Yapilan
caligmalarda, bu maddelerin insan saghigini olumsuz etkiledigi, dogurganligin
azalmasina, obezite, diyabet, endometriozis ve bazi kanser tiirleri dahil olmak iizere
belirli hastaliklarin ilerlemesine neden oldugu gosterilmistir (Lee vd., 2012; Kim vd.,
2016; Ariemma vd., 2016; Jambor vd., 2016).

EBK'ler, hormon reseptorlerine anormal bir sekilde baglanarak meme, yumurtalik ve
prostat kanseri dahil olmak {izere hormona duyarli kanser baslangicini ve ilerlemesini
tetikleyerek ilireme organlarinin normal islevlerini kesintiye ugratabilmektedirler (Park
ve Choi, 2014; In vd., 2015). EBK’lar gevresel kirleticiler ve ticari triinler, endojen
hormonlarin  islevlerini  taklit  etmektedirler. Bu  durum  hormon islevini

degistirebilmekte veya engelleyebilmektedir (Kim vd., 2016).

Aktif hormon maruziyeti hayatimizda yaygindir. Ornegin, sigara, otomobil egzozu ve
kozmetik {irinlerdir ve bu bilesiklerin ¢ogu NF, zearalenon ve BPA gibi
ksenoostrojenlerdir. Ksenodstrojenler, Ostrojen reseptorlerine rekabetgi bir sekilde
baglanarak viicutta Ostrojenik etkinlik gostermektedir (Liu vd., 2002). NF nin ¢esitli
kanserleri etkiledigi rapor edilmistir (Xie vd., 2019).

Biyokimyasal analizler, malign melanomda 6strojen baglayici proteinlerin bulundugunu
gosterse de, hassas ve daha spesifik bir immiinohistokimyasal teknik kullanilarak

yapilan c¢alismada (Toma vd., 1999) melanomda 6strojen reseptorleri bulunamamagtir.

Kolon kanserindeki etkileri arastirilmak i¢in yapilan bir ¢alismada (Qui vd., 2002)
kolon kanser hiicre hatlart COLO205 ve SW480 kullanilmistir. MTT ve flow sitometri
deneyleri yapilarak NF nin apoptoz ve proliferasyon iizerine etkileri gézlemlenmistir.
NF’nin, COLO205 ve SW480 hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagh olarak azalttig1

bildirilstir (Qui vd., 2002). NF nin hiicre dongiisli, apoptoz ve metastazi diizenleyen
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siklin D1, siklin E, p21, Bax ve katepsin D gibi proteinleri modiile ederek prostat

kanserinin ilerlemesini baskiladigi bildirilmistir (Kim vd., 2016).

Bir ¢calismada (Shirdel vd., 2020) 1, 10 ve 100 pg/l NF’nin farkli konsantrasyonlarinin
tireme hormonlar1 ve karaciger enzim seviyeleri iizerindeki etkilerini incelenmistir
Sonuglar, c¢evresel olarak iligkili NF konsantrasyonlarinin, seks steroidlerinin
seviyelerini etkiledigini gostermistir, Ostradiol/testosteron orani artmistir ve karaciger,
bobrek, testis dokularinda histopatolojik lezyonlara neden olmustur. NF, estradiol

seviyelerini de 6nemli Ol¢iide arttirmistir (Shirdel vd., 2020).

NF'nin insanlarda ostrojenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Yang vd., 2015). NF'nin
meme, yumurtalik ve prostat kanserinde hiicre dongiisii, apoptoz ve metastaza etki

ederek kanserin ilerlemesini artirabilecegini ortaya konmustur (Kim vd., 2015).

Duan vd. (2016) yaptiklart hiicre kiiltiirii ¢alismasinda NF stok ¢ozeltisi DMSO
icerisinde ¢ozdiirmiisler ve % 0,1 (v/v) DMSO konsantrasyonunun sitotoksit etkiye
neden olmadigini bildirmisler. Bizim de ¢alismamizda hem DMSO hem etanol ¢6ziicii
olarak kullanilmig ve iki ¢oziiciide de % 0,1 oraninda kullanim ayni canlilik oranlari

elde edilmistir.

Kim vd (2016) yaptig1 calismada NF’nin prostat kanseri hiicrelerindeki proliferasyon

etkisine bakilmistir ve konsantrasyon arttik¢a hiicre canliliginda diisiis goriilmiistiir.

Yaptigimiz calismada NF’nin sitotoksisiteye etkisinini saptamak tizere MTT testi
kullanildi. Calismadan elde edilen sonuglara gore melanom hiicrelerine 100 pg/ml NF
uygulamasmin kontrol grubuna gore hiicre canliliini = 6nemli Slgiide azalttigl,
NF’nin konsantrasyonu arttikca kanser hiicre canliligmin  kontrol  grubuna gore

diistiigli goriildii (p<0,05).
Farkl1 kanser hiicre hatlar1 {izerinde NF’nin etkilerinin incelendigi bir ¢calismada (Yang

vd., 2018) Kolon kanser hiicrelerinde (Colo205) NF nin 10 mol/L konsantrasyonunun

hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasinin daha olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.
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Forte vd. (2016) insan prostat tiimdrijenik olmayan hiicre hatlarinda yaptiklari bir
calismada NF nin 10 mol/L uygulanan grubun 10™? mol/L NF uygulanan gruba gore

hiicre canliligini etkiledigini bildirmislerdir.

Baska bir ¢alismada (Bistakowa vd., 2016) NF’nin, H295R insan adrenokarsinom hiicre
hattina uygulanan 0,04, 0,2, 1, 2,5 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda cesitli etkileri
ortaya konulmustur. Canliligin % 100' iinii temsil eden kontrol grubuyla karsilastirma
gozlemlenmis olup hiicrelerin canliligl 5 pg/ml NF konsantrasyonunda kontrol grubuna

gore hafifce azalmistir (Bistakowa vd., 2016).

Jambor vd. (2017) leyding hiicrelerine 0,04, 0,2, 1, 2,5 ve 5 ug/mL konsantrasyonlarda
NF uyguladiklart ¢calismada tiim gruplarin canliliga etki ettigi rapor edilmistir.

NF ve tiirevleri ile farkl hiicre hatlarinda yapilan sitotoksisite calismalarindaki sonuglar
ile bizim calismamizda elde ettigimiz bulgularin benzer oldugu goriilmiistiir. Dozun

konsantrasyonu arttik¢a, canlilig1 etkiledigi ve azalttig1 belirlenmistir.

Apoptozis veya programli hiicre 6liimii, effektér bir yolagin ortak akisinda birlesmis
intrinsik ve ekstrinsik sinyallerin birbirleriyle etkilesiminden kaynaklanan bir siireg
olarak bilinmektedir (FGE vd., 2001). Bircok hiicre tipinde ve degisik dokularda
goriilen apoptozis, hiicre 6liimii ile sonuglanan belirli morfolojik degisiklikler ile ortaya
cikmaktadir. Apoptozis yolaklarindaki degisikliklerin tiimor gelisimi ve progresyonuna
katkida bulundugu, kanser hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmasina izin verildigi
bildirilmistir (Reed, 1999). Melanoma kanserlerinin hem proapoptotik hem de
antiapoptotik proteinlerin farkli miktarlarda liretimiyle birlikte programli hiicre 6liimiine

dayanikli oldugu gosterilmistir (Shariat vd., 2003; Shariat vd., 2004).

Apoptotik mekanizmalar i¢inde yer alan ve bir apoptozis inhibitorii olan Bcl-2,
melanoma karsinomunun prognozunu belirlemek i¢in bir¢cok calismada kullanilan bir
faktor olarak bilinmektedir (Nakupoulou vd., 1998). Bcl-2'nin lenfoma, 16semi,

noroblastom ve prostat karsinomlarinda yiiksek bulunmasi kotii prognozun gostergesi
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olarak bildirilmistir (Kong vd., 1998). Calismamizda apoptozu engelleyen anti-
apoptotik bir protein olan Bcl-2 gen ekspresyon diizeyinde incelendiginde, NF’nin tiim
gruplarda goriilen ekspresyon diizeyini azaltmasi hiicrelerin fonksiyonlarim yitirdigini

ve apoptozisin basladig gostermektedir.

Bax ve Bcl-2 genleri ile su ana kadar yapilan birgok ¢alismada farkli maddelerin kanser
hiicrelerinde etkisi incelenirken bu genlerin apoptoz {izerindeki rolleri arastirilmistir
(Zeestraten vd., 2013; Zhu vd., 2013). Yapilan ¢alismalar Bcl-2 ve Bax genlerinin hiicre
proliferasyonu ve apoptozda kilit rol oynadiklarint gostermektedir (Thomas vd., 2013).
NF hiicrelerde apoptoz yolaklarinda etkili olan Bcl-2 ailesinin expresyonunu
etkilemektedir. Yapilan bir calismada (Low vd., 2011) NF’nin, proapoptotik gen olan
Bax’in expresyonunu artirici ve antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin expresyonunu

baskilayict etkisi saptanmuistir.

Bu c¢alismada NF’nin doza bagli olarak G-361 hiicreleri iizerindeki apoptotik
aktivasyonun arastirilmasi i¢in apoptozda gorev alan genlerin (P53, Bax, Bcl-2, Kaspaz
3, P21) RT-PCR metodu ile gercek zamanli olarak gen ekspresyonlarindaki degisimleri

mRNA seviyesinde saptanmistir.

Kanser hiicrelerinde apoptozun uyarilmas: ve apoptotik molekiiler yolagininin
aydinlatilmas1 ¢ok oOnemlidir. Bu konuda bir¢cok in vivo caligsmalar bulunmaktadir

(Ogur, 2014).

Son yillarda bir tiimoér baskilayict gen olan P53 ve apoptozisi kontrol eden Bcl-2
geninin, bir¢ok tiimoriin gelisiminde ve seyrinde rol oynadigi rapor edilmektedir (Siillii
ve ark., 2006). Bu nedenle ¢alismamizda hem P53 geni hem de Bcl-2 geni ile ¢alisma
yapilmistir.

Hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda tutulmasi P53’iin kanserdeki baslica roliidiir (Geske
vd., 2000). Calismamizda, G-361 hiicrelerinde mitokondriyal yolun uyarilip
uyarilmadiginin anlagilabilmesine adina, farkli konsantrasyonlarda NF hiicrelere
uygulandiktan 48 saat sonra, melanom hiicresinde apoptozda intrinsik yolun en énemli

diizenleyicisi olarak bilinen P53, Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA seviyesindeki
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ekspresyon sonuglar1 (Cizelge 3.2.) gosterilmistir. Bu calismada, NF’nin 10 pg/m ve
100 pg/ml konsantrasyonu, kontrol grubuna gore P53 ekspresyonunu yaklasik 4kat
aktive ettigi, bu etkinligin solvent, 1 ug/ml ve 0,1 ug/ml NF uygulanan gruba gore
onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu artisin NF’nin kanserli hiicre DNA’sinda
olusturdugu hasar sonucunda indiiklendigini diisiindiirmektedir. P53 genindeki artisa
bagli olarak Bcl-2/Bax oraninda da apoptoz lehine anlamli degisme oldugu
gorilmektedir. Sonuglar (Fridman ve Lowe, 2003) bize NF’nin, P53 aracili yolaklar

tizerinden G-361 hiicrelerinde apoptoza sebep oldugunu gostermektedir.

Hiicresel sistemde apoptozisin diizenlenmesinde ve apoptotik degisikliklere karst
koruyucu olan Bcl-2 aile iiyelerinden biri olan Bax tiimor gelisimi ve ilerlemesinde
onemli rol oynamaktadir. Calismamizda genel gruplar arasindaki farkliliklar
incelendiginde NF konsantrasyonunun artmasi Bax gen ekspresyonunun arttigini

gostermektedir.

Bu tez calismasinda, apoptozisin ana yiiriitiicisii olan kaspaz-3 gen ekspresyon
diizeyleri nisbi degisime gore incelendiginde 100 ng/ml NF uygulanan grupta daha fazla
hasar olusturdugu bulunmustur. Ayrica tim veriler dikkate alindiginda artan NF
konsantrasyonuna bagl olarak kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinin uyarildig ve kaspaz-
3’lin daha fazla eksprese oldugu goriilmektedir. Sonuglar, Kaspaz 3’lin ekspresyon
seviyesini artirmasi yoluyla apoptoza gittigini diisiindiirmektedir. Ayrica yapilan farkli
calismalarda genel olarak, tiimor hiicrelerinin digsal yola olan duyarliliginin igsel yola

gore daha fazla oldugu belirtilmektedir (Lopez ve Tait, 2015).

P21 geni, hiicre dongiisii inhibitoriidiir. P53’e  bagli veya bagli olmayan yollarla
kontrol edilebilmektedir. Normal ve kanser hiicrelerindeki islevi hakkinda ortaya ¢ikan
giincel bilgiler, P21 geninin bir¢ok arastirma alanina yeni kapilar agmistir (EI-Deiry,
2016). Hiicrelerin 48 saatlik inkiibasyonundan elde edilen P21 ekspresyon analizi
verilerine gore, 0,1, 1, 10 ve 100 pg/ml konsantrasyonda NF uygulamasinin P21

ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore kiyaslandiginda artirdig1 saptanmaistir.
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Sunulan bu ¢aligmada cilt kanseri hiicrelerinde NF’nin etkileri in-vitro bir modelle tespit
edilmeye calisilmistir. Incelenen apoptotik mekanizmalar, NF etkisine bagl olarak

malign melanomun gen diizeyinde arastirilmasina yardimci olacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kimyasallar giinlik hayatimizin 6nemli bir bilesenidir. Ancak endokrin bozucular
olarak bilinen baz1 kimyasallarin viicudun endokrin sistemi ilizerinde zararhi etkileri
kagimilmazdir (Monneret, 2017). EBK lar, insanlarda ve vahsi hayvanlarda i¢ hormonal
dengeyi bozan olumsuz etkilere yol agan ¢ok ¢esitli bilesiklerin adidir (Lagos-Cabre ve
Moreno, 2012; Prins vd., 2014; Gore vd., 2015; Bunay vd., 2017). BPA ve NF insan
biyolojik 6rneklerinde serum, anne siitii, idrar, fetal kan, ve gobek kordon kaninda tespit
edilen, plastik ve deterjan endiistrisinde kullanilan en bilinen EBK'lerden ikisidir (Gore

vd., 2015).

Calismamizda kullanilan apoptotik ve anti-apoptotik genlerle (Kaspaz-3, Bcl-2, Bax,
P53 ve P21) yapilan arastirmalarla, ¢calismamizin sonuglar1 paralellik gostermektedir.
Yapilan ¢alismalarin hemen hemen hepsinde NF canlilara farkli yollarla verilirken, bu
calismada kanserli hiicre hattina uygulanmistir. Gen ekspresyon diizeylerinden elde
edilen bulgularin diger ¢aligmalarla paralellik gosterdigi goriilmiis ve NF’nin melanom

hiicrelerinde hasar olusturdugu belirlenmistir.

Bu arastirmada, Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, NF’nin doz artigina

paralel olarak Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinin arttig1 belirlenmistir.

Anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, NF’nin ekspresyon
diizeylerini azalttig1, doz konsantrasyonunun artmasi ekspresyon seviyesinde daha fazla

azalmaya sebep oldugu belirlenmistir.

Hiicrede diizenleyici rol oynayabilen p53 geninin ekspresyon diizeyleri incelendiginde,

NF’nin tiim gruplarda gen ekspresyon seviyesini artirdigi bulunmustur.

Bu bilgiler géz oOniinde bulunduruldugunda bu tez ¢alismasinda kullanilan NF
maddesinin molekiiler mekanizmasini daha iyi anlagilabilmesi i¢in farkli yolaklar

tizerindeki etkilerin de arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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