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1. GIRIS

Bilim ve teknolojinin ilerlemesi, insan hayatin1 6nemli 6l¢iide kolaylastirmaktadir.
Ancak bu ilerleme bazi olumsuz gelismelere de sebep olmaktadir. Bunlarin basinda
ise cevre kirliligi gelmektedir. Cevrede bulunan dogal ya da yapay kimyasal
maddeler dogadaki insan dahil tim canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
maddeler dogal kimyasallar, plastikler, gida katki maddeleri, deterjanlar, pestisitler,
kozmetik ve ilag gibi kimyasallar, su ve havadaki kirleticiler, sigara duman, alkoller,
steroller ve fenolikler gibi bilesiklerdir. Cevresel kirleticilerin bir¢ogunun insan
sagligl tlizerine olas1 etkileri giderek artmakta ve bu artig tartismalara neden
olmaktadir. Bu kirleticilerin bazilar1 canlilarin endokrin sistemini olumsuz yonde
etkilemektedir.  Endokrin bozucu kimyasallar 6zellikle deterjanlarda, bocek
ilaglarinda ve endiistriyel iriinlerde bulunmaktadir. Bu kimyasal maddeler; stiren,
1,3-butadien, melamin, formaldehit, vinil kloriir, akrilamid, bisfenol A (BFA) ve

nonilfenol (NF) gibi bilesiklerdir (Cetinkaya, 2009; Durusoy ve Karababa, 2011).

Ksenoostrojenler olarak adlandirilan bu kimyasallarin ¢ogu ve bunlarin
pargalanma {irlinleri mutajenik, Ostrojenik, toksik veya Kkarsinojenik etki
gosterebilmekte ve ¢evreden ¢esitli yollarla alinan bu maddeler doku ve organlarda
birikebilmektedir (Paxeus ve ark., 1992; Toppari ve ark., 1996).

Onkogenler ve tiimor supresorlerle iligkili olan genlerdeki mutasyona neden
olan kimyasallar insanlar i¢in genellikle karsinojeniktir ve kansere neden olmaktadir.
Insanlar DNA’ya zarar veren bu kimyasallarla siirekli kontakt halindedir (Synder ve
Champness, 2007). Bu nedenle, ¢evremizde sayilart milyonlar1 bulan ve biyolojik
etkileri bilinmeyen kimyasal maddelerin cogunun giinliik kullanimda yer almasi, test

edilmelerini gerekli kilmaktadir (Forman ve Ames, 1991).

Ksenodstrojenler iireme ve gelismede gorevli Ostrojen, progesteron, androjen
ve diger hormonlarin metabolik faaliyetlerini olumsuz ydnde etkilemektedir.

Ksenoostrojenlerin bir kismi hormon reseptdr bdlgelerine baglanarak hormon gibi



davranmakta, bir kismi ise dogal hormonun spesifik reseptor bolgesine baglanmasini
engelleme seklinde anti-hormonal etki  gdstermektedir.  Kseno0strojenik
kimyasallarin gosterdikleri bu hormonal veya anti-hormonal tepkiler endokrin
sistemin isleyisini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Carney ve ark., 1997; Cook
ve ark., 1997; Bolger ve ark., 1998).

Endokrin sistem; kan sekerinin ayarlanmasi ile pankreastan insiilinin salinmast,
ovaryum ve testisden salinan eseysel hormonlarla biiyiime Ve iireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesi, bobrek iistli bezlerden salinan tiroksin ve kortizon gibi hormonlar ile
metabolizmanin diizenlenmesi gibi viicutta genis biyolojik fonksiyonlar1 kontrol

etmektedir (Yesilkaya, 2008).

Endokrin yikici kimyasallardan biri olan NF, 6zellikle endokrin sistem
tarafindan sentezlenen endojen kimyasallarin aktivitesini degistirerek Ostrojen
reseptorleri ile reaksiyona girip Ostrojen hormonunu taklit etmektedir (Park ve Kwak,
2010).

Endiistride, tarimda, ev temizligi ile giizellik irlinlerinde yaygin olarak
kullanilan NF, uzun yarilanma Omriine sahip oldugu icin toksik ajan olarak
nitelendirilmektedir.  Ozellikle yiyeceklerde ve i¢cme sularinda en ¢ok bulunan
toksikanlardan biridir (Hernandez ve ark., 2006; Balakrishnan ve ark., 2011). Bu
nedenle insanlar sudan ve 6zellikle giinliik alinan gida maddelerinden siirekli olarak
NF’ye maruz kalabilmektedir (Chen ve ark., 2008; Jubendradass ve ark., 2012).
Ayrica, omurgali canlilarda iireme ve endokrin sistem iizerinde Ostrojenik etkiye
sahip oldugu rapor edilen en etkili endokrin yikici kimyasallardan birkag¢i arasinda
siniflandirilmaktadir (Maeng ve ark., 2005). Farkli organizmalar {izerinde de
disilestirme ve kanser olusumuna neden olan zararli etkileri oldugu rapor
edilmektedir (Roig ve ark.,, 2014).  Genellikle NF su aritma tesislerinde
uzaklagtirilabilmelerine ragmen, indirgenmis konsantrasyonlarda atik sularin ig¢inde
nehir ve akarsulara verilmektedir (Vural ve Duygu, 1992). Genellikle in vivo ve in

vitro hayvan c¢alismalarinda fazla kullanilmasinin nedeni de, bir endokrin yikici



kimyasal olarak tiim canlilar iizerinde tehdit olusturmasindan kaynaklanmaktadir

(Riva ve ark., 2010).

Son yillarda endiistriyel gelisime bagli olarak NF’nin biiyiik bir miktarinin
sadece digsal kaynaklardan viicuda alinmadigi, insan endokrin sisteminde de
tiretilebildigi ortaya konmustur (Vela-Soria ve ark., 2015). 1980 yilindan bu yana
zararl etkileri lizerinde galisilan NF’nin, hiicre 6liimii tizerindeki etkisi ve bu etkinin

mekanizmasi belirsizligini korumaktadir (Yao ve ark., 2007; Choi ve ark., 2011).

En az 20 alt tiniteli izomerlerden olusan NF’nin en ¢ok c¢alisilan maddelerden
biri olmasinin nedeni ise, NF’nin Ostrojen reseptorlerine baglanabilmesi, iireme ve
gelisme boyunca biyolojik degisiklikleri tetiklemesinden kaynaklanmaktadir. Bu
degisikliklerin ¢ogunun, Gstrojen reseptorlerinin fonksiyonundan kaynaklanan gen
ekspresyonundaki degisim nedeniyle meydana gelebilecegi diistiniilmektedir
(Denslow ve ark., 2001: Ying ve ark., 2012).

1.1. Nonilfenol

1.1.1. NF’nin Genel Ozellikleri

NF alkil fenollerin alt kiimesinden olusan organik bilesikler ailesindendir. Belirli
kimyasal 6zelliklere sahip NF’nin sudaki ¢oziintirliigii 6 mg/L (pH.7)’dir ve etanol
ve dimetil-siilfoksid (DMSO) gibi ¢oziiciilerde iyi ¢oziinmektedir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. NF’nin kimyasal 6zellikleri (Soares ve ark., 2008)

Molekiiler formiil Cy5H2,0
Molekiiler agirligt 220,34 g/mol
25°C’deki yogunlugu 0,952 g/cm®
Sudaki ¢oztniirliga 4,9 mg/l
Boliim katsayisi (log Kow) 4,48
25°C’deki buhar basinci 2,07 10 Pa




AFE (Alkilfenol Etoksilat), temizlik triinleri, boya, ot ve bocek ilaglar1 gibi
maddelerin yapiminda kullanilan yiizey aktif bilesenleridir. AFE’ler biyolojik olarak
kolay par¢alanma 6zelligine sahiptir ve pargalanma {iirtinleri biyodegradasyona karsi
direncli yapilardir. (Warhurst, 1995). Endiistride kullanilan NF, 4-NF’nin %86-
94’tinden olusan kompleks bir karisimdir (Zhang ve ark., 2012).

NF, Avrupa Birligi Su Cevre Yonetmeligi’nin 6ncelikli maddeleri arasindadir.
Bu maddenin ¢evredeki varligi insan sagligini her giin artan oranda tehdit etmektedir.
Ozellikle bebeklerin ¢evresel kimyasallarin hormonal etkilerine yetiskinlerden daha
hassas oldugu ortaya konmustur. Almanya’da OF (oktilfenol), tiim yiyeceklerin
sadece %80’inde goriiliirken, NF’nin her yerde var olan gida maddelerinde yaygin

olarak goriilebildigi rapor edilmektedir (Raecker ve ark., 2011).

Amerika’da 2000 yilinda yaklagik 128 bin ton iiretilen ve etoksilatlarin yikim
tirlinlerinden biri olan NF’nin, hidrofobik oldugu, organik materyallerce zengin
sedimentlerde kolayca birikebildigi, yiiksek yag igerikli dokularda yogunlastigi ve
haliglerdeki ¢amur tabakasi gibi oksijensiz gevrelerde yillarca siiregeldigi rapor
edilmektedir (Diehl, 2012).

NF ve 17p-0stradiol kimyasal yapilar1 agisindan cok benzerlik gosteren
molekiillerdir (Sekil 1.1.B). Bu nedenle; NF’nin diger BFA gibi 0Ostrojenik
kimyasallardan daha gii¢clii bir Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu icin disilik
hormonunun biitiin fonksiyonlarm taklit edebildigi rapor edilmektedir. Iscan ve
ark., (2005) NF’nin ostrojenik aktivitesinin baliklarda vitellojenin (Vtg) (yumurta

olusumundaki 6ncii protein) artisi ile birlikte iliskilendirildigini bildirmislerdir.
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Sekil.1.1. (A) NF ve 17B-6strodiol’in Ostrojen reseptorii tizerinden hiicredeki etki
mekanizmalar1 (B) 17B-6strodiol ve dallanmis NF’nin kimyasal yapis1 (Soares ve
ark., 2008).

NF’nin, ozellikle disi baliklarda fertiliteyi etkiledigi, NF’ye maruziyetten 28
giin sonra baliklarda liremede azalmaya ve testis yapisinda bozukluga neden oldugu
ve yiiksek konsantrasyonlardaki NF’nin etkisinin, disi baliklarda fertiliteyi azalttig
bildirilmistir (Kinnberg ve ark., 2000).

Sabbieti ve ark., (2011) NF’nin, apoptozisi tetikledigini ve apoptotik etkisinin
osteoblastlarda 17p-6strodiol’den kaynaklandigini, aymi zamanda da AF’lerin

Ostrojen reseptorleri ile iliskili 17p-6strodiol’un ekspresyonuna engel oldugunu

bildirmislerdir (Sabbieti ve ark., 2011).

NF’nin Crassostrea gigas larva gelisimindeki etkisini incelemek igin larvalar
0,1; 1; 10; 100; 1000 ve 10000 pg/L konsantrasyon araliginda NF’ye maruz
birakilmistir. En yiiksek dozda verilen NF’nin ¢evresel gercek konsantrasyonlarinin
C.gigas larva gelisimini geciktirdigi ve kabuk deformasyonunun artmasina neden

oldugu Nice ve ark., (2000) tarafindan bildirilmistir.

Hossaini ve ark., (2001) NF’nin potansiyel ireme toksisitesini belirlenmek i¢in
ratlara 11. glinden 18. giine kadar 3, 15 ve 75 mg/kg/giin dozlarda NF ve 30
mg/kg/giin dozunda dietilstilbestrol (DES) verilmistir. Erkek yavrularin yeni dogan

agirliklari, viicut agirliklart ve 110 gilinliik hareketli sperm yilizdesi ve sag


http://tureng.com/search/dietilstilbestrol

epididimisin mutlak agirliginin NF verilen grupta azaldigi ve erkekler iizerinde
NF’nin 15 ve 75 mg/kg/giin dozlarmin iireme gelisimindeki etkisinin 6zellikle

epididimal agirliktaki azalmayla iliskili oldugu bildirilmistir.

NF’nin, merkezi sinir sistemini etkileyerek homeostazisi bozabildigi ve normal
beyin fonksiyonlarini etkileyebildigi (Mao ve ark., 2008), beyin gibi yag dokusunun
fazla oldugu dokularda birikebildigi ve yikimi zor oldugu igin viicutta uzun siire
kalarak zararli etkilere sebep oldugu bildirilmistir (Solomon ve Schettler, 2000).
Ishido ve ark., (2005) ratlardaki davranigsal ve hiicresel cevaplar1 belirlemek i¢in
yaptiklar1 ¢alismada; 5 giin boyunca NF’ye maruz kalan yash erkek ratlarda NF’nin

hiperaktiviteye neden oldugunu bildirmislerdir.

Chen ve ark., (2009) ¢evresel ksenodstrojenik kimyasallarin (obesogen) normal
gelisim ile adipogenez (organizmadaki yag olusumu) kontrolii arasindaki
homeostatik ve enerji dengesi arasindaki iliskiyi vurgulamislardir. Endokrin yikici
kimyasallara maruziyet arttik¢a, obezitede artis meydana geldigi bildirilmistir.
Obesogenlere maruziyetin artmas1 ile obeziteye egilimin azalmasi ve/veya
engellenmesi igin yeni yaklagimlara ve daha fazla arastirmaya gerek duyuldugu da

rapor edilmistir.

Dogadaki NF’nin direk olusumu bilinmemekte, fakat dogadaki NF varliginin
sadece insanlarin ihtiyaglarina bagli olarak olustugu diistiniilmektedir. NF’nin,
tekstil, metal isleme, endiistriyel ve ¢amasir temizlemeden agiga ¢ikan AFE’nin
degredasyonu yoluyla iiretilebildigi, fakat serbest haldeki NF’nin miktari {izerinde az

veri bulundugu bildirilmistir (Kortner ve ark., 2009).

Riva ve ark., (2010)’nin yaptig1 c¢aligmada tatli su midyesi Dreissena
polymorpha’da NF’nin giicti arastirilmistir. NF’ye maruz kalan midyelerde NF’nin
viicutta biriktigi, 17p-0strodiol ve testesteron seviyelerinin tamamiyla distiigii
vurgulanmis ve NF’nin, D.polymorpha’da antioksidan savunma mekanizmasina
engel oldugu bildirilmistir. Hormon seviyesini degistiren NF’nin mekanizmasi

heniiz tam anlamiyla bilinmemekte ve daha derin arastirmalara gerek duyulmaktadir.



1.1.2. NF’nin Uretimi, Kullanim Alan1 ve Cevresel Durumu

Cesitli endiistrilerde kullanilan NF’nin 6zellikle nehirlerde, haliclerde, diger sucul
cevrelerde, atiksu bosaltim yerlerinde ve acgik deniz petrol platformlarmin
yakinlarinda yaygin olarak bulundugu (Baldwin ve ark., 2005) ve dogada hem
hayvansal hem de bitkisel planktonlarda belirlenen NF konsantrasyonun 29 ile 129

o

ug/L arasinda degistigi bildirilmistir (Hense ve ark., 2005).

Uguz ve ark. (2003) Tiirkiye’de bulunan Sakarya Nehri ve Degirmen Deresi
tizerinden toplanan su orneklerinde AFE’ye rastlamamus, fakat sediment ve balik
orneklerinde AFE’ye rastlamislardir.  AFE’lerin balik dokularinda o6lgiilmesi,
nehirlerimizde AFE varhigmi gostermekte ve NF’nin, baliklarin karacigerinde
patolojik ve biyokimyasal bozukluklara neden oldugu rapor edilmektedir (Iscan ve
ark., 2001; Uguz ve ark., 2003b). Ayrica, NF'nin gokkusagi alabaliginin karaciger
hiicrelerinde Ostrojen etkisine benzer sekilde, glikojen miktarinda azalma ve niikleik

asit miktarinda bir artisa neden oldugu rapor edilmistir (Cakmak ve ark., 2003).

Tiirkiye’de bulunan Sakarya Nehri ve Degirmen Deresi’nde yapilan ¢aligmada,
NF diizeyinin ¢okeltilerde 3,15 ve 4,46 pg/g miktarlar arasinda iken, baliklardan
aliman doku orneklerinde 0,1 ve 0,6 pg/g miktarlart arasinda oldugu, bu belirlenen
AFE seviyesinin de Avrupa ile paralellik gosterdigi ancak Amerika’dan daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Uguz ve ark., 2003a,b).

Lu ve ark., (2007) tarafindan, Tayvan’in kuzey, orta ve giiney bolgelerinde
yaygin olarak tiiketilen 25 farkli gida maddesinden 318 Grnek analiz edilmis ve
NF’nin ortalama gilinliik aliminin 28,04+25,32 pg/giin oldugu ve bu degerin Almanya
ile Yeni Zellanda’ya gore sirasiyla 4 ve 8,5 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir.
Tayvan’da, NF alimmmin en O6nemli kaynaklarindan birinin piring oldugu da

bildirilmektedir.



Han nehrindeki NF’nin miktarini belirlemek i¢in su, asilmig partikiil ve
sediment ornekleri yaz, sonbahar ve kis aylari1 boyunca analiz edilmis, NF
konsantrasyonlarinin suda 23,2-187,6 ng/L, asilmis partikiilde 6,8-190,8 ng/L ve
sedimentte 25,4-932,0 ng/L oldugu rapor edilmistir. Ayni zamanda, suda ve asilmis
partikiillerde soguk sezondaki NF konsantrasyonunun, sicak sezondaki NF
konsantrasyonundan daha fazla oldugu, sudaki azalan sicaklik ile asilmis partikiil
fazindaki NF ylizdesinin 67’den 28’¢ diistiigii ve sedimentteki konsantrasyonlarda

mevsimsel bir farkliligin olmadig: bildirilmistir (Li ve ark., 2004).

Yapilan bir aragtirmada yetiskin erkek ve disi ratlar 25 ppm oraninda NF
igerikli musluk suyuna maruz birakilmis ve NF’nin karacigere etkisi
degerlendirilmistir. NF’ye maruz kalan ratlarin karacigerinde iki ¢ekirdekli karaciger
gbzesi ylizdelerinin artmastyla apoptotik etki gozlendigi bildirilmistir (Hernandez ve
ark., 2007).

Lian ve ark.,’nin (2009) yaptig1 ¢calismada; atik su uygulanan dort ¢esit bitkinin
davraniglar1 arastirilmis ve Kkonsantrasyonlara bagli olarak NF’nin etkisinin
mevsimlerle de iliskili oldugu bildirilmistir. Bitkilerde NF birikiminin yaz aylarinda
daha fazla iken, yagmurlu havalarda daha diisiik oldugu, karboksillenmis nonilfenol
etoksilatlarinin atiklarda en fazla bulunan kimyasal iken, NF’nin lagim pisligi

yoluyla ¢evrede var olan bir kimyasal oldugu rapor edilmistir.

Ademollo ve ark.,’nmn (2008) yaptig1 ¢aligmada Italyan kadimnlarmn siitiindeki
NF’nin varligr aragtirilmis ve 32 ng/mL konsantrasyonla en yiiksek seviyede bulunan
bir kontaminant oldugu ortaya konmustur. Calismada arastirilan gruplarin siitteki NF
seviyelerinin deniz triinleri tiiketimiyle dogru orantili oldugu, anne siitii 6rneklerinde
bulunan konsantrasyonlara bagl olarak, maksimum giinliik NF aliminin Danimarka
Giivenlik ve Toksikoloji Enstitlisii tarafindan Sug/kg viicut kiitle, tolere edilen

giinliik alim miktarinin ise 3,94 pg/kg/giin oldugu rapor edilmistir.

Salgueiro-Gonzalez ve ark., (2013)’nin yaptigi ¢alismada; farkli tipteki su

orneklerindeki AFE miktar1 belirlenmistir. Ispanya’nin kuzeybatisinda deniz



suyundan alinan orneklerde 0,13 pg/L, yiizey suyundaki 6rneklerde 0,12-0,19 pg/L
NF varligina rastlandigi, en yliksek konsantrasyonun ise igme suyunda (0,25 pg/L)
oldugu bildirilmistir.

Diana ve Dimitra (2011)’nin yaptig1 ¢alismada; sise sularindaki BFA, NF ve
OF bilesiklerinin varlig1 arastirilmistir. Kotii depolama kosullart altindaki sise
sularindaki bilesiklerin varligi 15 ve 30 giin acik hava kosullarinda kaldiktan sonra
arastirllmistir.  Sadece sise sularinda yiiksek BFA konsantrasyonlar1 gozlenirken
diger bilesiklere rastlanmadigi, bu nedenle, sise suyu tikketim yoluyla bilesiklere

maruziyetin ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir.

Gyllenhammar ve ark., (2012)’nin yaptig1 ¢alismada; yiyeceklerle alinan NF ve
BFA’nin kan serumundaki miktar1 aragtirllmistir. Meyve, tahil iirlinleri, sebzeler ve
patates gibi yiyeceklerde NF’nin bulunma sinir1 20 ng/g taze agirlik seviyesindeyken,
balik, et, patates ve siit iirtinleri gibi yiyeceklerde BFA’nin bulunma sinir1 2 ng/g taze
agirlik olarak bulunmustur. Kisi bagina tahmini ortalama tiiketim miktarinin 27 pg
NF/giin ve 3,9 pg BFA/giin oldugu, bu nedenle BFA ve NF’ye siirekli bir maruziyet
oldugu bildirilmistir. Katilimeilar tarafindan yapilan anket ¢alismasinda meyve ve
sebze tiikketiminin fazla olmasi ile NF ve BFA’nin alim miktarinin dogru orantil

oldugu rapor edilmektedir.

Tayvan’daki 16 6nemli nehirden alinan su ve sedimentlerdeki NF ile BFA
konsantrasyonlari, su da sirasiyla 0,02-3,94 ve 0,01-4,65 pg/L; sedimentte ise 6,59-
47.797,69 ve 0.37-491,54 pg/kg araliginda oldugu rapor edilmistir. Suda ve
sedimentlerdeki NF ve BFA’nin yiiksek seviyeleri endiistriyel ve toplumsal alan
yakinlarindaki bolgelerde daha fazla 6lgiildiigii rapor edilmistir (Lee ve ark., 2013).

Li ve ark., (2013)’nin yaptig1 ¢alismada; 3-24 yas gruplart arasindaki 287
kisiden alinan idrar 6rneklerinde NF ve BFA seviyeleri arastirilmistir. NF ve
BFA’nin oranlar sirasiyla 3,8 ve 0,5 ng/L sinirlarinda oldugu belirlenmistir. Oranlar
yasa, cinsiyete ve icme suyuna gore hesaplanmis ve erkeklerin disilerden daha fazla

NF ve BFA konsantrasyonlarini viicutlarinda depoladiklar1 bildirilmistir.



NF’nin insan kordon kaninda ve anne siitiinde belirlenmesi, gelisim
donemindeki NF’ye maruziyeti kaginilamaz hale getirdigi ve hiperadrenalizme neden
olabildigi ve disi ratlara icme suyuyla NF (2 ng/mL) gebelik ve emzirme siiresince
uygulanmis gelisimsel siiregte de bireyler tizerindeki NF’nin etkisinin uzun siirede

kendini gosterebildigi rapor edilmistir (Chang ve ark. 2014).

Kuzey Carolina ve Ohio’da 1,5-5 yas araligindaki cocuk ve yetigkinler
tizerinde yapilan bir ¢alismada (Wilson ve ark., 2007); hava, yiyecek ve igecek, ev
tozu gibi etkenler gbz oniine alinarak katilimcilarin el yiizeyleri ve idrarlar1 48 saatlik
periyodlarla  6rneklenmigtir.  Solunumla ve yiyeceklerle alinan fenollerin
konsantrasyonlar1 olgiilerek potansiyel emilim dozlari tahmin edilmis ve NF’nin
herhangi bir ortamdaki 6lgiilebilen miktarinin, toplam miktarinin %11’inden daha az

oldugu rapor edilmistir.

Niu ve ark.,’nin (2015) Cin’de yaptig1 calismada yiyecek orneklerindeki BFA
ve NF konsantrasyonlar1 6lgiilmiis, BFA ve NF miktarlarinin sirastyla 20 ng/kg’dan
267 pg/kg ve 30 ng/kg’dan 1268 pg/kg arasinda degistigi ve giinliik alinan diger tim

yiyeceklere oranla en fazla NF alim kaynaginin siit oldugu bildirilmistir.

1.1.3. NF’nin Ureme Fizyolojisine EtKisi

NF, BFA ve 17p-6strodiol’un sucul ¢evre i¢cin model hayvan olan Xenopus
laevis‘in embriyo gelisimi iizerinde etkileri arastirilmigtir. Embriyolarda, kisa viicut
uzunlugu, normalden kiiciikbashlik, egrilik, 6dem ve anormal mide kivrilmasi 96
saat 20 uM NF ve BFA ve 10 pM 17p-6strodiol uygulamasiyla uyarildig:
goriilmiistiir. Ozellikle gelisimin erken dénemlerinde BFA, ge¢ donemlerinde ise

NF’nin etkili oldugu rapor edilmektedir (Sone ve ark., 2004).

NF’nin 25 ppm ve lizeri dozlarinin, erkek ratlarda belirgin bir sekilde
disilesmeye neden oldugu, bunun baslica nedeninin ise NF’nin testesteron

sentezindeki enzimlerin aktivitesini engelleyebilmesinden ve bu mekanizma {izerinde
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farkl1 etkilere sahip olmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir (Laurenzana ve ark.,
2002).

Han ve ark., (2004) yaptig1 ¢alismada 50 giin boyunca NF’ye maruz birakilan
erkek ratlarin karaciger, bobrek, testis ve epididimis organ agirliklar1 ve sperm
sayilar1 Olclilmustiir. Ratlar 250 mg/kg/glin olarak NF’ye maruz birakildiginda,
epididimisin kesin ve goreceli agirligr azalirken, liiteinleyici ve folikiil uyarici
hormonlarin seviyelerinin de arttigi rapor edilmistir.  TUNEL testine gére de NF
konsantrasyonlarina bagli olarak testislerde apoptotik hiicre sayisinin arttigi

bulunmustur.

Nice ve ark.,’nin (2005) yaptigi bir calismada; NF’nin, Crassostrea gigas
pasifik istiridyelerinde sperm hareketliligini etkiledigi bulunmustur. Sperm
hareketliligi ve biiyiime cinsel olgunluga erisinceye kadar diizenli araliklarla izlenmis
ve spermleri hareketli bireylerin sayisinda onemli derecede azalma gorildigi
bildirilmistir. NF'nin sperm motilitesini azalttig1 ve akrozom reaksiyonunu tetikledigi
ratlarda (Uguz ve ark., 2009), sigirlarda (Lukac ve ark., 2013; Uguz ve ark., 2014a)
ve koglarda (Uguz ve ark., 2014b) rapor edilmistir.

Balakrishnan ve ark., (2011) yaptigi calismada NF’nin insan plesantasina
gecisi  degerlendirilmistir. Cevredeki oranlariyla iliskili konsantrasyonlarindaki
NF’nin bozulmamis formunun yavas bir sekilde insan plesantasindan gecebildigi

rapor edilmigtir.

Roig ve ark., (2014) tarafindan NF’nin ¢evresel konsantrasyonlari kullanilarak
tavuk embriyo gelisimi lizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu amacla, NF kiiciik
bir igne ile yumurta sarisina enjekte edilmis ve histolojik analizlerde %64,12
oraninda liimen igindeki seminifer yiizey alaninda bir azalma oldugu belirlenmistir.
NF’nin daha yiiksek konsantrasyonlar1 enjekte edildiginde ise, anormal safra artis1 ile

karaciger gelisiminde bozuluklarin oldugu rapor edilmistir.
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Hamilelik boyunca NF’ye maruz kalan yavru kemirgenlerde adipogenez
degisikligi goriilmektedir ve gelecek nesillere gecip gegmedigi bilinmemektedir.
Zhang ve ark., (2014)’nin yaptig1 ¢alismada, gebe ratlar dogum sonrasinda NF’ye
maruz birakildiktan sonra, serum, kolesterol ve leptin seviyeleri énemli derecede
yikksek bulunurken, yag hiicrelerinin miktar ve boyutunun azaldif, yag
dokularindaki anahtar diizenleyicilerin gen ekspresyon seviyelerinin de etkilendigi
bildirilmistir. NF’ye perinatal olarak maruz kalan hem disi hem de erkek yavrularda
adipogenez goriilmekte ve bu annesel hat boyunca F2 yavrulara gecebildigi rapor

edilmektedir.

1.1.4. NF’nin Oksidatif Stres Uzerine EtKkisi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen oksijen ve
oksijenden tiiremis serbest radikallerle meydana gelmekte ve artan hiicresel hasarla
iligskilendirilmektedir. ROS ve onlarin metabolitleri DNA, lipid ve proteinlere saldirt
halindedir (Tvrda ve ark., 2011). Protein, lipid ve DNA igeren hiicrelerin tiim
bilesiklerindeki hasarlar peroksidazlarin ve serbest radikallerin tiretimi ile toksik
etkilere neden olabilmektedir (Dong ve ark., 2014). Tvrda ve ark., (2011) ROS’un
kiiciik miktarlar1 spermatozoanin birka¢ fonksiyonunda gerekli gibi goriinse de
bunlarin asir1 miktarda olmasi spermatozoa kalitesini ve genel dollenme kapasitesini

negatif bir sekilde etkiledigini rapor etmislerdir.

Oksijensiz solunum yapan organizmalar ROS un yikimi ve {iretimi arasinda
karmagik bir denge olusturmaktadir. Hiicrede ROS 6zel antioksidan enzimler, yagda
eriyebilen diisiik molekiiler agirlikli serbest radikal temizleyiciler ve suyun
antioksidan savunma mekanizmasiyla arinmaktadir.  Fazla ROS antioksidan
savunmalarin istesinden gelebilmekte ve oksidatif strese neden olabildigi
bildirilmektedir. Wu ve ark., (2011), sucul sistemdeki NF, BFA ve NF-BFA’nin

zebra balik embriyosunda antioksidan cevaplar etkileyebildigini rapor etmislerdir.
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Jubendradass ve ark., (2011)’nin yaptig1 bir ¢alismada disi ratlarda NF’nin
karbonhidrat metabolizmas1 ve pankreasin oksidatif durumlar1 tizerindeki etkileri
arastirilmis ve NF’nin kontrol gruplarina kiyasla plazma glukoz seviyesini azalttig
ve plazma insiilin seviyesini ise arttirdigi rapor edilmistir. NF’nin pankreasta

oksidatif strese neden oldugu ve karaciger glukoz dengesini etkiledigi bildirilmistir.

Chitra ve Mathur, (2004) NF toksisitesi ile ilgili ROS iizerindeki E vitaminin
etkisini arastirmiglar ve NF ile E vitamini birlikte uygulandiginda rat testislerinin
cesitli hiicre i¢i pargalarinda antioksidan enzimlerin aktivitelerinde degisiklige neden
olmadigini, NF’nin kademeli dozlarinin ise rat testislerinde antioksidan savunma
sisteminin tiilkenmesine neden oldugunu ve testislerinde oksidatif stresi uyardigini

bildirmislerdir.

NF’nin ROS’u meydana getirdigi ve beyin, testis ve notrofillerde oksidatif
hasar1 uyardigi rapor edilmektedir. Fakat, pankreas {izerindeki etkileri heniiz net
degildir. NF’nin pankreatik f hiicrelerinde hiicre i¢i dstrojen reseptorleri araciligiyla

insiilin salinimini uyardig: bildirilmistir (Jubendradass ve ark., 2011).

Mao ve ark., (2011)’nin yaptigi ¢alismada farelerin zihinsel yetenegi ve
antioksidan kapasitesi tlizerine NF’nin etkileri degerlendirilmis ve NF’nin farelerde
yeni bilgileri 6grenmek i¢in hafiza fonksiyonlarin1 ve yetenegini dnemli derecede
azalttig, stirekli yiiksek dozda NF’ye maruziyetin de erkek farelerde oksidatif stres
olusumu i¢in bir potasiyel bir risk olusturdugu ve biligsel bozukluklara neden oldugu

bildirilmistir.

Gong ve Han (2006) sertoli hiicrelerini 24 saat 10-40 uM NF’ye maruz
birakarak, testikiiler sertoli hiicrelerinde oksidatif stres ve toksisitesi degerlendirmis
ve 12 saat NF ile inkiibasyon sonrasi sertoli hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu
artirdigl, diisik NF konsantrasyonunun ise rat sertoli hiicrelerinde oksidatif stresi

uyardigi bildirilmistir.
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Aly ve ark., (2012)’nin yaptig1 calismada disi lireme organlarmin agirhigi,
sperm karakterizasyonu ve epididimis iizerindeki NF’nin etkileri arastirilmig ve
NF’nin spermatogenez ve epididimal sperm {izerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bu durum oksidan ve antioksidan dengeyi bozmaktadir. Bu nedenle,
NF ratlarin epidimal spermlerinde oksidatif strese neden olabilmekte ve hatta sperm
gecis siliresini, liremede sperm kalitesini ve dogurganlik potansiyelini etkileyebildigi

rapor edilmektedir.

1.1.5. NF’nin Toksik etkisi

NF, NFEO’nun yikim {iriinii olarak sucul ¢evrede dnemli miktarda bulundugu ve
NF’nin 6zellikle sucul canli tiirlerinin ¢gogunda 6nemli derecede toksisite gosterdigi
bildirilmistir (Michael ve ark., 1997). Ayni zamanda NF’nin ana yiizey aktif
maddesi NFEO’dan daha fazla toksik oldugu William ve ark., (1997) tarafindan

rapor edilmistir.

Shelley ve ark., (2012)’nin yaptig1 bir ¢aligmada; biyolojik organizmalarda
farkli miktarlardaki NF’nin, immunotoksikolojik etkileri belirlenmistir. Yavru
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), solvent kontrol (%0,00625, v/v etanol)
ve NF’nin (2,3 pg/L ve 18 pg/L) 6ldiicii olmayan dozlarina 4 giin boyunca maruz
birakilmistir.  Diisiik dozdaki NF uygulamasinin fizyolojik olarak olgiilebilir bir
etkisi gézlenmezken, yliksek orandaki (18 pg/L) NF’ye maruz kalan baliklarda ise
fizyolojik degisiklikler ve gen ekspresyon farkliliklart meydana geldigi bildirilmistir.
NF’nin dldiiriici olmayan dozlarda immunotoksik oldugu ve vahsi yasamdaki balik

populasyonunda canlilik i¢in yiiksek risk olusturdugu bildirilmektedir.

Litwa ve ark., (2014)’nin yaptig1 caligmada; fare embriyonik sinir hiicreleri
tizerinde NF nin toksik ve apoptotik etkisi altinda yatan mekanizma arastirilmigtir. 5
ve 10 uM NF’ye maruz birakilan fare sinir hiicre kiiltiiriinde apoptotik ve norotoksik
etkilerin uyarildig1 goriilmiistiir. 2 ve 7 gilinliik fare sinir hiicre kiiltiirleri 5 ve 10 uM

NF’ye kars1 savunmasiz olabilmektedir. Oysa 12 giinliik kiiltiirler sadece NF’nin en
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yiiksek konsantrasyonuna cevap verebilmektedir. Bu nedenle sinir hiicreleri tizerinde

yasa bagliligin s6z konusu oldugunun diisiiniildiigi bildirilmistir.

Ratlarin serum, karaciger ve testis dokularinda BFA ve NF’nin toksikokinetik
etkisi arastirilmistir (Xiao ve ark., 2006). Serum ve karaciger dokusunda agik bir
sekilde BFA’nin parametrelerinin degismedigi, NF’nin ise farkedilebilir sekilde
testislerde BFA ’nin toksikokinetik parametrelerini degistirdigi bildirilmistir.

Zhang ve ark., (2008)’nin yaptigi ¢alismada fare beyninde yang ile iliskili
genlerin ekspresyonu iizerinde kronik NF uygulamasinin etkileri arastirilmistir. NF
0, 50, 100 ve 200 mg/kg/giin doz araliginda farelere uygulanmistir. NF’nin en
yiiksek dozunun (200 mg/kg/giin) beyin korteksindeki g¢esitli gen ekspresyonlarini
artirdi@l, buna gore de NF’nin, fare beyninde norotoksisiteye neden olan ve kronik

yangiy1 uyaran bir potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir.

NF’nin toksisite ve Ostrojenik etkisine ait ¢ok sayida veri bulunmasina ragmen,
bu kimyasallarin mutajenik etkisi ile ilgili literatiir az sayidadir. Mutajenik etkinin
belirlenmesi amaci ile NF 0,937-4,685 ng/L araliginda 6 farkli konsantrasyonda, OF
ise 10-160 pg/L araliginda 5 farkli konsantrasyonda Salmonella thyphimirium TA98
ve TA 100 suslar ilizerinde (metabolik aktivasyonsuz) test edilmistir. Tim NF
konsantrasyonlarinin toksik oldugu buna ragmen mutajenik etkisinin olmadig
bildirilmistir (Boyacioglu ve ark., 2007). Ancak, Karadeniz ve ark., (2010)'nin
yaptiklar1 elektrokimyasal ¢aligmada, NF'nin DNA bazlan iizerinde ozellikle de
guanin bazi lizerinde oksidasyona neden oldugu, DNA'daki baz oksidasyonlarinin da

mutasyona neden olabilecegi rapor edilmektedir (Wei ve Lee, 2002).
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1.1.6. NF ve Apoptozis Iliskisi

Tiim canlilar gibi hiicrelerde 6lmektedir. Hayvanlardaki gelisim boyunca hiicre
Oliimiinde bir anlam ve dokular arasinda denge vardir ve bu durum apoptozisle ifade
edilmektedir (Chipuk ve ark., 2010). Apoptozis veya pogramli hiicre oliimii
organizmanin gelisimi boyunca, saglikli organizmalarda goriilen normal hiicresel bir
stiregtir. Apoptotik yolakta gorev alan genlerin islev kaybi ya da kazanimi hiicresel
i¢ dengenin bozulmasia yol agarak cesitli hastaliklarin ortaya g¢ikmasina sebep
olabilmekte; yetersiz apoptozis kanser ve otoimmiin hastaliklara, hizlandirilmis hiicre
olumii ise akut ve dejeneratif birgok hastaliga yol agabilmektedir. Hiicre apoptozis
icin sinyal aldiktan sonra, hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisim
gozlenmektedir. Hiicre kiiclilmeye ve kondanse olmaya baslamakta, hiicre iskeleti
dagilmakta ve c¢ekirdek zar1 yer yer eriyerek c¢ekirdek DNA’s1 pargalara
ayrilmaktadir. Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz proteinleri dagilmaya
baslamakta ve aktif olan bu proteinler hiicresel bir¢ok substratin kesilmesine hem

aracilik etmekte hem de neden olmaktadir (Yildirim ve ark., 2007).

Apoptozisin iki temel yolagi bulunmaktadir. Bunlar, 6liim reseptor aracili dis
sinyal yolagi veya digsal yolak ile mitokondri aracili i¢ sinyal yolag1 veya igsel
yolaktir. Apoptozisin en onemli dengeleyicileri sistein, aspartik asit-6zgii proteazlar
(kaspazlar) ve proteolitik kaskadlarin katildigi pro-apoptotik proteinlerdir. Cogu
hiicre tipinde apoptozis anti-apoptotik ve pro-apoptotik olarak ikiye ayrilan, Bcl-2
aile tiyeleri tarafindan kontrol edilmektedir. Cesitli kosullar altinda Bcl-2 proteininin
aktivitesi kaspaz boliinmesi boyunca diizenlenebilmektedir. Anti-apoptotik ve pro-
apoptotik proteinler arasindaki denge kontrol apoptozis tarafindan hiicrelerin 6lmesi

ve hayatta kalmasinin belirlenmesiyle meydana gelmektedir (Del Puerto ve ark.,
2010).

Apoptozis; ultraviyole radyasyon, oksidatif stres ve genotoksik kimyasallar
gibi eksojen ve endojen kaynaklarin tetikledigi, biyolojik sistemler i¢cinde 6nemli bir
olgudur. Apoptotik yolaklarin ¢alismamasi kanser, ndrodejeneratif ve otoimmun

hastaliklar gibi hastaliklara neden olabilmektedir. Son zamanlarda insan sagligiyla
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ilgili apoptozis tesvik edici bilesiklerin giicli, hiicresel inflamatuar yanitlarin ve

timor olusumunu-ilerlemesini etkilemektedir (Rastogi ve Sinha, 2009).

Yao ve ark., (2007)’nin yaptig1 ¢alismada; Jurkat (insan T-hiicre 16semi) kanser
hiicre hatlar1 12 ve 24 saat NF’nin 0,1; 1 ve 10 uM dozlarina maruz birakilmstir.
Artan doza bagl olarak, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve sayilarinin arttigi;
mitokondriyal membran potansiyelinin, kaspaz-8 aktivasyonunun, niikleozom arasi
DNA fragmantasyonunun azaldigi ve kaspaz-8’¢ bagli mekanizmalarla Jurkat

hiicrelerinde apoptozisin uyarildig: rapor edilmistir.

Afrika yayin balig1 (Clarias gariepinus) 0; 0,05; 0,08 ve 0,1 mg/L araligindaki
NF’nin 6ldiirtici olmayan dozlarina maruz birakilarak apoptozis, eritrosit degisimleri
ve kan parametreleri degerleri mikroniikleus testi ile degerlendirilmistir (Mekkawy
ve ark., 2011). Kirmizi kan hiicreleri, hemoglobin, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu, trombositler, beyaz kan hiicreleri, lenfositler, bazofiller, monositler
gibi kan parametrelerinde azalma ve ortalama pargacik hacminde, hemoglobinlerde,
notrofiller ve eozinofillerde artis goriilmiistiir. NF’nin kan parametreleriyle ifade
edilen ¢ogu say1 ve sekil kaybina baglh olarak eritrositlerde genotoksisiteye neden

oldugu bildirilmistir.

Erglin ve ark., (2014)’nin yaptig1 calismada; NF ve BFA’nin cevresel
dozlarinin (0,001; 0,1; 1, 10 ve 100 pg NF/ml ve 0,001; 0,1; 1, 10 ve 100 pg
BFA/ml) sigirlarda sperm DNA’sina ve oosit olgunlagsmasina etkileri belirlenmistir.
NF’nin 100 pg /ml ve BFA’nin 0,1; 1, 10 ve 100 pg /ml konsantrasyon gruplarinin
sigir sperm hiicrelerinde DNA kirilmalarina neden oldugu, bu nedenle de apoptozise

yol agabilecegi bildirilmistir.
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1.2. NF ve C Vitaminin in vivo Etkilesimi

C vitamini (askorbik asit) periferal kanlarin ¢esitli bilesiklerinde belirlenmis en
onemli antioksidandir ve Ozellikle kolajen ve bazi hormonlarin biyosentezi igin
gerekli bir besindir. Lenfositlerde C vitamini seviyeleri plazmadan 80-100 kat daha
fazladir fakat bu seviyeler gecici diyet degisiklikleri ve 24 saatlik dilimlerde
degismektedir. E vitamini ve f-karoten gibi ¢esitli molekiiller vitamin C’ye benzer
antioksidan Ozelliklere sahiptir ve fakat en ¢ok deneysel galismalar C vitamini
tizerinde gergeklestirildigi bildirilmektedir (Ide ve ark., 2015; Rodriguez-Roque ve
ark., 2015).

C vitamini’nin antioksidan 6zellikleriyle ilgili yapilan bircok ¢aligmada serbest
oksijen radikal iiretimini (superoksid, hidroksil ve peroksil radikaller) azalttig1 ve
eksikligi durumunda testislerde oksidatif strese neden olabilecegi bildirilmistir

(Padayatty ve ark., 2003; Aitken ve Roman, 2008).

C vitamini test edilen farkli antioksidanlara gore serbest radikaller ve aktif
oksijen tiirlerine kars1 giiglii bir temizleme 6zelligine sahiptir. Elektron verici olan C
vitamininin oksidatif hasarlar1 azaltabildigi, endotel bozukluklari ve apoptozi
onleyebildigi, anti-inflamatuar etki sergileyerek kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini

azaltabildigi rapor edilmektedir (EI-Ashker ve ark., 2015).

Erkek ratlarin testis dokusu iizerindeki BFA, NF ve OF; vitamin C’nin
oksidatif stres tizerindeki etkileri arastirilmis ve histolojik incelemelerde, diger
gruplara oranla C vitamini uygulanan gruplarda testislerde tikaniklik alanlari, atrofi
ve germinal hiicre dokiintiisii daha fazla goriildiigii rapor edilmistir. BFA, BFA+C,
NF+C ve OF+C uygulanan gruplarda anormal sperm yiizdelerinin arttig1
goriilmiistiir. Sonug olarak BFA, NF ve OF’nin ratlarin testislerinde oksidatif strese
neden olan reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu ve C vitamini birlikte

uygulandiginda da bu hasar1 agirlastirdigi rapor edilmistir (Aydogan ve ark., 2010).
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Korkmaz ve ark., (2011)’da Aydogan ve ark., (2010)’nin yaptig1 deney
diizenini kullanarak ratlarin bobrek dokusundaki hasari bildirmislerdir. Histolojik
incelemelerde, BFA, OF, NF, BFA+C, NF+C ve OP+C vitamini uygulanan
gruplarda nekrotik lezyonlar, tikaniklik ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu ortaya
cikarilmigtir.  Sonug olarak bobrekte de BFA, NF ve OF oksidatif hasar neden
olabildigi bulunmus ve BFA, NF ve OF’nin C vitamini ile birlikte uygulamasiyla

erkek ratlarin bobreklerinde bu hasar1 agirlastirdigi bildirilmistir.

1.3. NF’nin Gen Ekspresyon Diizeyi Uzerine Etkisi

Biyolojik olarak pargalanabilir kisa zincirli NFEO’larin etilen oksit iinitesinin sayis1
ve genotoksisitesi arasinda bir iliski bulundugu bildirilmektedir. Fakat, bilesiklerin

genotoksisitesinin tamamiyla bilinmedigi diistiniilmektedir (Toyooka ve ark., 2012).

Vivacqua ve ark. (2003), BFA ve NF’nin iyonik olmayan yiizey aktif maddesi
tiriinlerine parcalanarak Ostrojen reseptor alfa (ERa)’y1 aktive ederek oOstrojen
bagimli gen ekspresyonuna sebep olduklarini ve Ostrojene duyarli meme kanseri

hiicreleri MCF7’nin biiylimesini uyardiklarini bildirmislerdir.

Vetillard ve ark.,’nin (2006) yaptig1 caligmada NF ve 174-6strodiol’un geng
gokkusagi alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss) beyin dokusuna olan etkisi
arastiritlmistir. 174-6strodiol ve NF’nin yiiksek dozlarinin uzun izoform ERa mRNA
seviyesini artirdigi, fakat kisa izoform ERa traskripsiyon seviyesini etkilemedigi
rapor edilmistir. NF’nin beyinde doza bagli durumlarda yumurtaliklarin veya
testislerin gelisimini veya etkinligini uyaran serbest gonadotropin hormon (SGnRH)

gen ekspresyonunu da azalttigi bildirilmistir.

Dogal ostrojenler ovaryumda uyarilan hepatik Vtg ve kirillgan yumurta zari
proteini  (Zr-protein) gen ekspresyonundan ayri tutulmaktadir. NF’nin,
olgunlasmamis ve disi baliklarda Zr-proteini ile hepatik Vtg gen ekspresyonunda

degisiklige neden oldugu bildirilmistir (Meucci ve Arukwe, 2005). Gen
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ekspresyonunda goriilen bu degisiklik de Vtg’nin, NF’nin 0Ostrojenik etkisini
belirlemek icin se¢ilmis biyolojik belirte¢ oldugu yoniindedir (Palermo ve ark.,
2012). Ayrica, An ve ark., (2002), ERo ve gevresel Ostrojenler tarafindan
kalbindinDgk (CaBP-9k) mRNA ekspresyonunun diizenlemesi ve bunlarin karsilikli
iliskisi in vivo olarak gostermislerdir. Buna gore, CaBP-9k geninin de g¢evresel
Ostrojenlere cevap ig¢in biyolojik belirteg olma &zelligine sahip oldugu

bildirilmektedir.

Dobrzynska (2014)’nin yaptig1 ¢alismada, fare somatik hiicrelerinde DNA
zincir kirilmasindaki NF’nin etkisi arastirilmistir. Karaciger, akciger, bobrek, dalak
ve kalca kemikleri ¢ikarilarak Comet analizi yapilarak, organ ve cinsiyete bagl
olarak DNA hasarinin farklilik gosterdigi, disi farelerde tiim organlarda, erkek
farelerde ise sadece bobrekte hasar oldugu bildirilmistir. Tim erkek fareler 6nemli
derecede kemik iligi lenfositlerinde DNA hasariyla karst karsiya gelirken, bobrek

hiicrelerinde DNA hasar1 diger organlara gore daha fazla oldugu rapor edilmistir.

Robertson ve Mccormick (2012)’e gore, NF uygulanan baliklarda niikkleozom
diizenegi, hiicre siklusu, hiicre farklilagmasi, mikrotiibiillere bagl hareket, elektron

transportu ve strese karsi cevabin arttig1 bildirilmistir.

Memeli hiicrelerinde genlerin ekspresyonu; gen ekspresyonunu, protein
yapisini, protein fonksiyonunu ve biyolojik diizenleme mekanizmasini anlamak i¢in
temel bir aragtir. Gen ekspresyonunun diizenlenmesi transkripsiyon, RNA islenmesi,
RNA ihracati, translasyon ve protein yikim asamalarindan meydana gelmektedir.
Cekirdek bu asamalarin her birinde meydana gelen gen ekspresyonunu diizenleme
yetenegine sahiptir. Genler ile proteinler ve onlarin ekspresyonunu diizenleyen
kodlanmayan RNA’lar arasinda bir iliski s6z konusudur. Cevresel veya genetik
farkli etkenler memeli hiicrelerinde ekspresyonun artmasina veya azalmasina neden

olabildigi rapor edilmektedir (Kaufman, 2000; Morimoto ve Boerkoel, 2013).
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Kanser gibi kompleks hastaliklarin molekiiler temelini anlamadaki en énemli
yaklagim bireysel genlerin davranislarini anlamaktir.  Bu nedenle degisimin
ekspresyon seviyelerini bagimsiz olarak tanimlamak 6nemlidir. Real-time PCR,
mikroarray, northern blots ve/veya in situ hibridizasyon yontemleri ile degisiklikler
belirlenebilmektedir (Pollock, 2002: Hedenfalk ve ark., 2002; Kuchipudi ve ark.,
2015).

Masu somon baliklarinda (Oncorhynchus masou) gonadotropin altiinite
genlerinin (GTH) ekspresyonu lizerinde NF’nin etkisi arastirillmistir. Disi yavru
baliklara 10 veya 50 mg/kg dozlarinda 3 giin boyunca NF enjekte edilerek, hipofiz
bezi GTH-a, folikiil uyarict hormon-f (FSH-p), liiteinlestirici hormon-# (LH-5) ve
Vtg mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. NF’nin diisiik dozunda GTH-o,
LH-p ve Vtg mRNA ekspresyon seviyeleri artarken, NF’nin yiiksek dozunda ise
FSH-# mRNA ekspresyon seviyesinin azaldigi rapor edilmistir. Masu somon
baliklarinda GTH altiinite gen ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde endokrin
yikic1 kimyasallar tarafindan etkilenebilmekte ve genler ksenodstrojenlerin hipofiz
bezini etkiledikleri igin belirte¢ olarak kullanilabildigi bildirilmektedir (Maeng ve
ark., 2005).

Lee ve ark., (2003, 2004)’nin antijenle uyarilmis fare T-hiicreleri lizerinde
yaptiklar1 calismada, NF’nin T-hiicrelerinde alerjik duyarliligini arttirdigr ve bunun
da interlokin-4 (IL-4) mRNA ekspresyon seviyelerindeki artigsa paralel olarak
meydana geldigi bildirilmistir. Fare ve insanlardaki IL-4 promoteri, aktive edilmis
T-hticrelerin niikleer faktorii (NF-AT) adi verilen transkripsiyon faktorii i¢in ¢ok
sayida baglanma bolgesi icermektedir. NF’nin, kalsiyum bagimli kalsinerin sinyal
yolunu uyararak I1L-4 mRNA iretimini arttirdigi bildirilmistir. Bu olayin sitoplazmik
NF-AT’nin, transkripsiyon faktoriinin ¢ekirdege sonraki translokasyonuyla

defosforilasyonuna sebep oldugu rapor edilmektedir.

Mochida ve ark., (2004) Japon kayabaliginin (Acanthogobius flavimanus)
beyin ve testis dokularinda Ubiquitin karboksi terminal hidrolaz (UCH) mRNA

ekspresyonu iizerinde endokrin yikici kimyasallarin etkilerini aragtirmiglardir. Real-
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time PCR metodu ile 3 hafta BFA, NF ve 17p-6strodiole maruz birakilan erkek
kayabaliklarmin beyin ve testis dokularinda UCH mRNA ekspresyon seviyeleri
Olgiilmiistiir.  Nominal 100 ng/L konsantrasyonda 17p4-0strodiole maruz kalan
baliklarin hem testis hem de beyin dokusunda UCH mMRNA seviyelerinin énemli
derecede arttigi (p<0,001), testislerde ise 6nemli derecede azaldigi bildirilmistir.
Endokrin yikici bilesiklerin ya pozitif ya da negatif olarak UCH mRNA seviyesini
ayarlayabildigi diisiiniilmektedir.

Mikroarray teknolojisi ile ratlarin beyninde néroendokrin ile ilgili olan gen
ekspresyon profili tizerinde NF’nin etkileri arastirilmistir (Xia ve ark., 2008). NF’ye
maruz kalan erkek ratlarin beyninden mMRNA ekstrakte edilmis ve cy3 ve cy5’in
farkli bir sekilde ekspresyon seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir. NF’nin perinatal
uygulamalarinin erkek ratlarin néroendokrin fonksiyonlarini altiist edebildigi rapor

edilmistir.

Sung ve Ye (2009)’nin yaptigi calismada Lactobacillus garvieae karidesler 6
giin boyunca 1, 10 ve 100 pg/karides doz araliginda NF’ye maruz birakildiktan sonra
sirastyla Olim oranint %44-50, %20-24 ve %10-12 olarak belirlenmistir. NF
karideslerin  bagisiklik  cevabimi  yiikseltebildigi, fakat NF’nin yiiksek
konsantrasyonlarla olusturulan etkisinin karideslere zarar verdigi ve patojenlere

duyarliligin arttig1 bildirilmistir.

Sucul ¢evre tlizerinde endokrin yikici kimyasallarin potansiyel etkilerine iligkin
kiiresel bir endige bulunmaktadir. Endokrin yikici kimyasallar tarafindan uyarilan
Ostrojen iligkili reseptdr (ERR) genlerinin sucul ¢evrede yasayan sinek tiirlindeki
(Chironomus riparius) ekspresyonu arastirilmistir (Park ve ark., 2010). Farkli
yasama kosullarina bagli olarak 24 saat NF’ye maruz birakilan erkek sineklerde ERR

MRNA ekspresyonunun 6nemli derecede arttidigi rapor edilmistir.

Fare sertoli hiicrelerinde salgi fonksiyonu ve hiicre reseptorlerinin ekspresyonu
tizerinde NF’nin etkisi arastirilmistir (Liu ve ark., 2014). NF ile muamele edilmis

TM4 hiicrelerinde nitrik oksit iretimi ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitor

22



(INOS) mRNA ekspresyonu azalirken ve sitokin seviyelerinde artis oldugu
bildirilmistir. NF’nin hiicre reseptorlerinin ekspresyonunu etkiledigi ve erkege 6zgii
iireme toksisitesi ile iligkili olan sertoli TM4 hiicrelerinin salgi fonksiyonlarinda

hasara neden olabildigi de rapor edilmistir.

1.4. NF'nin Geno toksik Etkisini Belirlemek I¢in Uzerinde Calisilan Genler

1.4.1. p-aktin

Aktin, okaryotik hiicrelerde en bol bulunan proteindir ve bazi aktinlerin amino asit
dizisi evrim boyunca korunmustur. Kas tipi (iskelet, kalp, aort tipi diiz kas ve mide
tipi diiz kas aktinler) ve kas tipi olmayan (sitoplazmik p- ve S-aktin) formlardaki en
az 6 aktin izoformu omurgalilarda tanmimlanmaktadir. Kas tipi aktinler dokuya
ozgudiir ve kas kasilmasin1 fonksiyonel olarak ytriitmektedir. Sitoplazmik aktinler
ise hiicrelerin her birinde eksprese olarak, cesitli hiicre fonksiyonlarina katilmaktadir
(Ng ve ark., 1985).

p-aktin 43-kDa molekiiler agirliginda ve hemen hemen tiim Okaryotik
hiicrelerde bulunan, yiiksek derecede korunmus bir proteindir. A-aktin’nin hiicre
yapilanmasi ve sinir hiicrelerinin farklilagmasi1 gibi bir¢ok hiicre i¢i siireclere
katildig1 rapor edilmistir (Gilda ve Gomes, 2013). Insan p-aktin memeli hiicre
hattinda ve transgenik farelerle ilgili genlerin ekspresyonunda genis bir sekilde
kullanilmakta ve f-aktin tim hiicrelerde bolca ifade edildigi bildirilmektedir (Qin ve
Gunning, 1997).

Northern blots, dot blots, riboniikleaz koruma analizi, reverse transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gen ekspresyon seviyelerinin yart nicel
analizi ve son zamanlarda daha ¢ok cDNA dizisinde standartlagtirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve f-aktin gibi “house-

keeping” olarak adlandirilan genler standart olarak genis bir kullanim alanina
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sahiptir. Ciinkii bu iki proteinin hiicre fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi igin, tim
hiicre tiplerinde ve dokularda benzer seviyelerde temel olarak eksprese oldugu

bildirilmektedir (Goidin ve ark., 2001).

1.4.2. Kaspaz-3

Proteinlerin yapisindaki peptid baglarinin hidrolitik par¢alanmasini katalize
eden kaspazlar, sistein aspartat 6zgii proteaz ailesinden ve memeli apoptotik
mekanizmasinin temel bilesiklerindendir. Bugiin i¢in 14 kaspaz insan apoptotik
yolaklardaki mekanizmalarda rol almaktadir. Bunlar arasinda kaspaz-3, bir ana
cellat proteaz olarak kabul edilmektedir. Kaspaz-3, 36-kDa molekiiler agirliginda bu
ailenin en 6nemli iiyesidir ve sitozolde normal olarak her zaman bulunmaktadir.
Apopotozisin ana yiiriitiiciisii olan kaspaz-3 hiicrelerin mitokondriyal zarlari
arasindaki alanda, apoptozis boyunca aktiftir ve enzimlerin aktif formunu
korumaktadir. Yani kaspaz-3’iin gen ekspresyonunun artmasi apoptoz altindaki
hiicrelerde tanimlanmaktadir (Said ve ark., 2004; Santamaria ve ark., 2005; Reis ve
ark., 2007; Song ve ark., 2011; Lini ve ark., 2013).

Yakovlev ve ark., (2010)’na gore; kaspaz-3 gen ekspresyon seviyeleri sinirsel
apoptozisin belirlenmesinde 6nemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz-3 gen
ekspresyon seviyesi beyin olgunlagma stirecinde farkedilebilir bir sekilde azalabildigi
bildirilmistir. Insan noroblastoma hiirelerinde yapilan bir ¢alismada ise (Abarikwu
ve ark., 2014), yiizey ve zemin sularinda en ¢ok goriilen herbisitlerden biri olan
atrazin (ATZ)’ nin toksik etkisi arastirilmig, sitotoksisite biyoanalizi ile 5-50 pg/mL
doz araligindaki ATZ’nin hiicre canliligini azalttig1, kaspaz-3 aktivitesinin artmasiyla
dogrulandigi rapor edilmistir. Negishi ve ark., (2002) ksenodstrojen madde olan
BFA ve NF’nin de kaspaz-3 aktivasyonuna engel olarak makul ndronal hiicre

6liimiinii inhibe ederek normal beyin gelisimini engelleyebildigi bildirilmistir.
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1.4.3. Bcl-2

Kanser; onkogen aktivasyonu, tiimdr baskilayici inaktivasyon ve apoptotik yolaklarin
baskilanmasi gibi gesitli genomik olagan iistii durumlarda meydana gelmektedir.
Apopotozisin diizenlenmesi hiicredeki pro- ve anti-apoptotik proteinlerin dengesine
baghdir. Ozellikle hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyelere sahip bcl-2 (B-
hiicre lenfoma gen-2) gen ailesi bu 6nemli hiicre kararlarini1 yonetmektedir (Vestin ve

ark., 2008).

Bcl-2 aile proteinleri asil olarak apoptotik yolaklarin kontroliinde ve
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Mao ve ark., 2008). Bcl-2 aile
tiyeleri birgok hiicresel sistemde apoptozisin diizenlenmesini ya inhibe ederek (Bcl-2,
Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1 ve Mcl-1) ya da tesvik ederek (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik
ve Hrk) hiicrede kendini gostermektedir (Sanz ve ark., 2004). Bcl-2, ¢esitli
proteinlerle etkilesim halinde, agirlikli olarak hiicre zarinda, dis mitokondriyal
membranda ve hiicre i¢gi membranlarla iliskili 26-kDa molekiiler agirliginda bir
proteindir. (Mologni ve ark., 1999). Bcl-2 mitokondriden sitokrom ¢’nin salinimini
onleyip ve kaspaz yolaklarini izleyerek apoptotik 6liimii engelleyen anti-apoptotik
bir proteindir (Mao ve ark., 2008). Bcl-2 geninin ekspresyonu programli hiicre
oliimii ile iliski oldugu da bildirilmistir (Oka ve ark., 1996).

Kanauchi ve ark., (2002)’nin yaptigi bir calismada iyi ve koti huylu
bobrekiistii tiimorleri arasindaki bel-2 ve bax gen ekspresyon farkliliklari belirlenmis
ve normal bobrek stii dokularda ve iyi huylu bobrek istii timorlerde bel-2 ve bax
ekspresyonunun arttigi, bcl-2 geninin fazla eksprese olmasi ise prostat, gogiis ve
kolorektal gibi ¢esitli kanser tiplerinde gozlendigi rapor edilmistir (Vestin ve ark.,
2008).

Bcl-2’nin  anti-apoptotik fonksiyonu ve bcl-2’nin asir1  eksprese olmasi
onkogenik 6zelliklerle birgok tiimore isaret ettigi goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalara
gore; UV ile uyarilmis apoptoziste kaspaz-3’tin aktivasyonu baglanmaktayken,

ozellikle bcl-2 miktarmin diismesine neden oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2007).
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Bcl-2’nin ekspresyonu programli hiicre 6liimii ve hiicrenin hayatta kalmasinin
baskilanmas: ile iligkilidir. Bcl-2 gen iiriiniinii sadece farkli immunoreaktivitesi
embriyonel ve yetiskin kan yenileyici olmayan dokularin immun sitemi tekrar aktive
edici olarak degil, ayn1 zamanda neuroblastomada da rapor edilmekte, fakat bcl-2
ekspresyon ¢alismalarinin  beyin tiimoriinde performans gostermedigi de
bildirilmektedir (Oka ve ark., 1996). Ancak farklilasmis tiimérlerde ¢ogunlukla bcl-
2 tespit edilmistir. Insan meme kanser dokularinda bcl-2nin ekspresyonu vakalarin
%32-85,9’unda rapor edilmektedir. Paralel hiicre cksilmesine veya apoptotik
dokularin tersine bcl-2 gen ekspresyonunun degisimi bildirilmektedir (Rostamizadeh
ve ark., 2013).

Genel olarak simdiye kadar anti-apoptotik iiye olarak kabul edilen bcl-2
proteini ¢esitli antikanser ajanlar tarafindan uyarilan apoptozisten kanser hiicrelerini

korudugu da bildirilmistir (Chen ve ark., 2015).

1.4.4. Bel-XL

Bcl-2 gen ailesi kemoterapik ajanlar, alkol, sicak soklar1 gibi gesitli uyaricilar
tarafindan hiicre 6liimiiniin uyarilmasini engellemektedir. Bcl-2, bcl-XL, bax ve bak
gibi bcl-2 aile tiyelerinin heterodimerlesmesi sonucu apoptozisin bagimsiz olarak
diizenledigi gosterilmektedir. Bu durumun maya hiicrelerinde yapilan deneylerle
ortaya ¢ikarildigi bildirilmistir.  Bcl-XL, bcl-2 aile iiyelerinden bagimsiz olarak
mitokondride apoptotik degisikliklere karsi hiicreyi korudugu, anti-hiicre o6liim
aktivitesine sahip bcl-XL’nin mutant ¢alismalariyla bulunmustur. Bu nedenle, bcl-2
aile tyelerinden en azindan bcl-2, bcl-XL, bax ve bak iki mekanizma olan
heterodimerizasyon ve bagimsiz aktivite ile apoptotik mitokondriyal degisiklikleri
diizenledigi rapor edilmistir (Tsujimoto, 2002).

Bcl-2 gen ailesinin anti-apoptotik iiyesi olan bcl-XL’nin timoér gelisimde ve

ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. Bel-XL  molekiilii  dis
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mitokondriyal membran gecirgenligi durumunu veya stabilizasyonu koruyarak
apoptozu inhibe edebilmektedir. Bcl-XL’nin mide kanseri, prostat karsinomu,
osteosarkom, meme kanseri gibi ¢esitli insan kanser tiirlerinde fazla eksprese oldugu
bildirilmistir. Bu durumda bcl-XL gen ekspresyonunun artmasinin veya azalmasinin
bazi hastalarda bagimsiz prognostik belirte¢ olabilecegini géstermektedir (Yang ve
ark., 2011).

Fare Onciil kalvaryal osteoblastlar1 (COBs) {izerindeki NF’nin etkileri
arastirilmis ve 10 °M ve 10 °M dikkat ¢eken oranlarinda ki NF ile hiicreler inkiibe
edildiginde osteoblast yasama yeteneginin ve kaspaz 9 ve 3 gen ekspresyonunun
azaldig1, Bax/Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin arttigi bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2008). AFE’lerin mitokondriyal bagimli apoptotik yol araciliiyla osteoblast
olimiinii uyardig1 rapor edilmektedir. NF kaynakli apopotozisin, igsel ve dissal
yolaklar arasindaki iliskilere bagli oldugu gozlenmis ve apoptotik sinyal yollarinda
mevcut olan potansiyel gen olarak karakterize edildigi rapor edilmistir. Ayni
zamanda AFE’lerin Ostrojen reseptor ekspresyonu ile diizenlenen 17/-6strodiol

hormon etkilerine engel oldugu da bildirilmistir (Sabbieti ve ark., 2011).

1.4.5. p53

p53 insan kanserlerinde en yaygin olarak goriilen mutatik bir gendir ve insan
kanserlerinin %50’den daha fazlas1 p53 mutasyonlarini icermektedir. Arnold Levine,
David Lane ve William Old p53 genini 1979 yilinda kesfetmisler ve bunun ilk
onkogen oldugunu 6ngérmiiglerdir. Fakat takima 10 yi1l sonra Bert Vogelstein ve
Ray’in katilimiyla kolon kanser ¢aligmalarinda p53’iin tiimdr baskilayict gen oldugu
ortaya ¢ikmistir. Son on yilda insan kanserlerindeki p53’iin roliiniin ¢esitli bakis
acilara bagli olarak yogun bir sekilde arastirildig: bildirilmektedir (George ve ark.,
2011).

Timor baskilayict gen olarak bilinen p53, 53-kDa niikleofosfoprotein olan gok

fonksiyonlu bir proteindir. Hiicre dongiisii kontrol noktasinda, genetik stabilite,
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apoptozis ve DNA tamir mekanizmasinda ¢ok 6nemli diizenleyici rol oynayabildigi
rapor edilmistir. Insan p53 geninin bes alana sahip oldugu ve merkez DNA’ya bagh
alanda devre dis1 p53 olusumunun en ¢ok meydana gelen mutasyonlardan biri oldugu
ve baliklarda yapilan laboratuvar ¢alismalarina gore, ¢evresel kimyasallara maruz

kalma durumunda p53 geninin uyarildigini bildirilmistir (Lee ve ark., 2008).

p53’lin diisilk mutasyon oranina sahip rahim agzi kanserlerinde sik sik etkisiz
halde bulundugu bildirilmektedir. Normal p53 fonksiyonunun bozulmasi, tiimorlerin
baslatilmas1 ve/veya ilerlemesi i¢in bir Onkosul olarak kabul edilmistir.
Transkripsiyon faktor p53 temel olarak tiimor baskilayici olarak hedef genin
transkripsiyonal diizenlemesi boyunca goérev almaktadir. DNA hasari, hipoksi,
beslenmenin tiikenmesi ve onkogen aktivasyonu igeren hiicre igi ve dig1 stres
sinyallerine cevap olarak p53 translasyonu sonrasi degisimler boyunca 6ncii olarak
aktive olmakta ve p53 proteininin hiicrede artmasina ve birikmesine neden
olmaktadir. Bu hiicresel cevaplar boyunca p53’tin DNA tamirini kolaylastirdigi,
hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi ve kanser olusumuna neden olabilecegi
bildirilmektedir. Giiniimiizde p53 hedef genlerin yiizlercesi tanimlanmigtir. Hiicre
dongiistiniin durmasi, yaslilik ve apoptozisin diizenlenmesi bir tiimor Onleyici olan
p53’iin fonksiyonunu en iyi sekilde anlamaktan gegtigi rapor edilmistir (Liang ve
ark., 2013).

1.4.6. Tnf-a

Timor nekrozis faktor alfa (tnf-a), otoimmiin hastaliklarin veya cesitli iltihap
tiirlerindeki hastalik sebeplerinde etkileri bulunan, anti-tiimoral 6zelliklerin bir
sonucu olarak isimlendirilen ve tanimlanan baglica bir proinflamatuar sitokindir.
Kisaca tnf-a makrofajlar ve lenfositler gibi immun hiicreler tarafindan iiretilen giiglii
bir anti-kanser efektdr ve merkezi sinir sisteminde hem yararli hem de yikim
Ozellikleri ile en tipik pro-inflamatuar sitokin olarak tanimlanmaktadir (Larmonier ve
ark., 2007; Tong ve ark., 2010; Jin ve ark., 2012). Tnf-o’nin proliferasyon, yayilma

ve timor hiicrelerinde metastazi uyararak tiimoriin ilerlemesine aracilik edebildigi
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(Kapitanovi¢ ve ark., 2014), mitokondriyal kompleks-I1 aktivitesini degistirdigi,
adenozin trifosfat (ATP) seviyelerini azalttig1 ve reaktif oksijen tiirlerin seviyelerini

artirdig1 rapor edilmektedir (Prajapati ve ark., 2014).

Chen ve ark., (2010)’nin yaptig1 hayvan ¢alismasinda taze ve dondurulmus
periferal kan tek ¢ekirdekli hiicreleri veya taze tam kan, in vitro uyarilmada ve insan
hastaliklarinda immiinolojik 6zelliklerin ¢aligildig1 klinik denemelerde genis olarak
kullanilmaktadir. 4 saat in vitro lipopolisakkarid (LPS) uyarilmasinda tnf-o gen
ekspresyon seviyesi degisiklikleri arastirilmistir. Sonug olarak 1 pg/ml ve 10 ug/ml
LPS dondurulmus periferal kan tek ¢ekirdekli hiicrelerinde sadece 10 pg/ml LPS
uyarilmasindan sonra tnf-a gen ekspresyon seviyesi hem taze periferal kan tek

cekirdekli hiicrelerinde hem de taze tam kanda arttig1 bildirilmistir.

Kapitanovi¢ ve ark., (2014)’nin yaptig1 calismada kolon tiimoérlerinde tnf-a
mRNA ve protein ekspresyonu iizerinde tnf-a tek niikleotit polimorfizmlerin (SNP)
etkisi arastirllmistir. Hastalarda tiim dort tnf-a SNP genotiplerindeki dagilim kontrol
grubuna kiyasla O6nemli bir farklilik goriilmemistir. Timorlerde tnf-a MRNA
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbézlenmezken, histolojik
smif 1, 2 ve 3 timorler arasinda tnf-a mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark oldugu rapor edilmektedir.

IL-1p, IL-6 ve tnf-o pro-enflamatuar sitokinlerin bastirilmasi gibi dstrojen anti-
enflamatuar Ozellikler deneysel olarak Ozellikle beyin hasar ¢aligmalarinda rapor
edilmektedir (Khaksari ve ark., 2015). Proinflamator sitokinlerin artan seviyesinin
ozellikle tnf-o ve intelokin-6 (IL-6) AIDS’li hastalarin plazmasinda ve dokusunda
oldugu bildirilmistir (Shimizu ve ark., 2005).
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1.5. NF'nin Gen Ekspresyon Diizeyi Uzerine Etkisinin Revers-Transkriptaz

Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Teknigi Kullanilarak Tespiti

Real-time PCR, mRNA'nin ve gen ekspresyon analizlerinin belirlenmesi igin gii¢li,
hassas, ekonomik, giivenilir, hizli ve yiliksek verimli bir teknolojidir. Bu tani, klinik
caligmalar, patojen belirlemeler, adli, gida teknolojisi, kanser miktar Sl¢limii ve
fonsiyonel gen bilimi gibi verimli uygulama alanlarinda genis kullanim alanina
sahiptir (Yuan ve ark., 2006). Real-time PCR, revers transkripsiyon polimeraz
Zincire bagli olarak floresan siire¢te zamana dayali bir yontemdir. Bu yontem tek bir
adimda sonu¢ odaklidir ve ayrintilar ile sonuglarin agiklanmasi ile birlikte

calismaktadir (Bustin et al., 2005; Wong and Medrano, 2005).

A el
e @
o

Target

Sekil 1.2. DNA’ya bagli boya (SYBR Green I) (A) soliisyondaki serbest boyalar floresan
151k yaymaz. (B) Kisa siirede SYBR Green ¢ift zincirli DNA’ya baglanir, hedef
floresan olusur (Giulietti ve ark., 2001).

Real-time PCR genel olarak mutlak ve goreceli 6l¢iim olmak tizere iki 6lgtim
stratejisiyle gerceklestirilmektedir. Mutlak 6l¢iimde her tiipteki mutlak mRNA kopya
sayisina uygun digsal kalibrasyon egrisi ile kiyaslanarak belirlenmektedir. Mutlak
Olglim miktarin1 farkli giin ve laboratuvarlar arasindaki ekspresyon verileriyle
kiyaslamak daha kolaydir ¢linkii kalibrasyon egrisi sabittir ve giivenilirdir. Goreceli
6l¢iim ise, referans gene kars1 hedef genin ekspresyon oranina dayanmaktadir ve gen
ekspresyon seviyelerinde fiziksel degisikliklerin belirlenmesinde yeterlidir. Sonuglar

referans gene bagli olarak standartlagtirilmis metod kullaninmina baghdir. Bazi
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matematiksel modeller tek 6rnek igin goreceli ekspresyon oraninin hesaplamasi igin
gelistirilmistir. Hedef genin goreceli ekspresyon orani real-time PCR verimliligine
ve kontrole karsi bilinmeyen orneklerin kesisme noktasi (Ct) farklarina (A) dayah
olarak hesaplanmaktadir. Hedef genin ekspresyonundaki matematiksel modeller
diizenli olmayan house-keeping genler gibi genlerden kaynaklanan referans genin

ekspresyonu tarafindan standartlastirilmaktadir (Pfaffl ve ark., 2002).

Amplifikasyon verimliliginin hesaplamas1 real-time PCR analizinde
kullanilan 6nemli bir asamadir. Bagil kantitasyon 6l¢limiinde bu yontem 6rneklerin
kargilagtirmali ifadelenme diizeyinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Eger

amplifikasyon verimliligi hem referans gen ve hem hedef gen i¢cin 100% olursa,

2 22 formiilii kullarildig bildirilmektedir (Pfaffl, 2001).

Luo ve ark., (2005) kizil somon baliklarinin karaciger, solungag, hipofiz bezi
ve beyindeki bir genin Ostrojen reseptdr ekspresyonu {iizerindeki NF ve 17f-
Ostrodiol’un etkisini ve molekiiler mekanizmasini baliklara bir hafta boyunca iki kere
NF (15 ve 150 mg/kg/(boy/kilo), 17p-ostrodiol (2 mg/kg(boy/kilo) muamelesi
aragtirmiglardir.  Ostrojen reseptor-a mRNA’nin kesin miktar1 real-time PCR ile
tanimlanmis ve Ostrojen reseptor-o mRNA’nin temel miktarinin karaciger, solungag
ve hipofiz bezinde arttigi rapor edilmistir. Mart ayinda 17f-6strodiol kapsamli
olarak karacigerdeki miktarin arttigi,, Mayis ayinda karaciger ERo mRNA
ekspresyon seviyesinin azaldigi, fakat beyinde onemli bir degisme olmadigi ve NF
ve 17p-ostrodiol’un, ERa geninin ekspresyonu iizerinde farkl etkilere sahip oldugu

rapor edilmektedir (Luoa ve ark., 2005).

NFEO’larin 6strojenik aktiviteye sahip olmasinin 6zellikle NF’ye bagli oldugu
distiniilmektedir. NF cevrede, tath sularda ve baliklarda kalicidir. Bu nedenle besin
zinciri i¢inde insanlara ulasmasi olagandir. Nitekim NF’nin insanlarda Ostrojen

reseptdr sinyal yolagini etkiledigi bilinmektedir.
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Mutajenik, ksenodstrojenik ve toksik maddeleri tanimlama kansere neden olma
ve gelecek nesillerdeki olumsuz degismelere neden olabilecek hiicre sayisina

DNA’ya ve gen diizeyindeki zarar verme potansiyelinden dolay1 6zellikle 6nemlidir.

1.6.Tezin Amaci

Endokrin yikict kimyasallarin giinliik yasamdaki kullanimlar1 gittik¢e artmaktadir.
AFE bilesiklerinin yaklasik %80’inden fazlasini olusturan NFE, c¢esitli maddelerin
yapiminda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. NFE’nin birincil bozunma iirlinii
olan NF’nin, gonadlarda hiicre 6liimiine neden oldugu ve diger balik, siiriingen ve
memelilerin iireme parametrelerini uyardigi rapor edilmektedir. Endokrin bozucu
ozelliklere ve Ostrojenik aktiviteye sahip olan NF, ¢evrede kalici olmasi ve toksik
etkiye sahip olmasindan dolayr her zaman 6nemli bir arastirma konusu olmustur

(Chang ve ark., 2012; Liu ve ark., 2014).

NF’nin ¢evrede, tatll sularda ve baliklarda kalici olmasindan dolayi, besin
zinciri i¢inde insanlara ulagmasi olagandir. Nitekim NF’nin &strojen hormonunu
taklit edebilmesinden dolayi, NF’nin hiicresel diizeydeki olumsuz etkilerinin ortaya
konmasi, rutin tayin yontemleriyle etkilerinin belirlenmesi ve deney hayvanlarinda
cesitli dozlarda deneyler yapilmasi 6nem arz etmektedir. Mutajenik, ksenodstrojenik
ve toksik maddeleri tanimlama; kansere ve gelecek nesillerdeki olumsuz degismelere
neden olabilecegi diisiincesiyle NF’nin hiicre sayisini, DNA’y1 ve gen ekspresyon

diizeylerini etkileme potansiyelinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Ksenoostrojenlere karst hiicresel cevaplar genelde gen ekspresyonunu
diizenleyen ligand bagimli transkripsiyon faktorleri gibi fonksiyona sahip Ostrojen
reseptorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle, ksenodstrojen aktivitesinin
molekiiler mekanizmasini anlamak i¢in toksikogenomik uygulamalar giinden giine
Oonemini artirmaktadir.  Ksenoostrojenik uygulamalardaki gen ekspresyonunda
meydana gelen degisikliklerin, fenotipik olarak belirlenmesi ve bunlarla iligkili

tanimlanan mevcut anahtar adimlarin birbiriyle Ortiistiirilmesi gerekmektedir.
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Ksenodstrojenlerin neden oldugu farkliliklarin belirlenmesi i¢in gen ekspresyon

calismalarinin gelistirilmesi gereklidir (Moggs, 2005).

Bu calismada, simdiye kadar yapilan ¢aligmalar incelenmis ve NF’nin ¢evrede
olgiilen ve literatiirlerde belirtilen miktarlarmin solunum yoluyla erkek ve disi ratlara
verilerek, beyin ve karaciger dokusundan izole edilen RNA’dan cDNA eldesi ile gen
ekpresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu aragtirma sonuglari ile NF’nin solunum
yoluyla rat dokularindaki verdigi zarara bagh olarak NF’nin etkiledigi kaspaz-3, bcl-
2, bcl-XL, p53 ve tnf-a genlerinin, dokularda bulunan RNA miktar1 tizerindeki etki

diizeyini belirlemek amacglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hayvan Materyali

Afyon  Kocatepe  Universitesi, Deney Hayvanlart Etik  Kurulu’ndan
B.30.2.AKU.0.A2.00.00/223 numaral1 etik kurul raporu alinarak ve “Hayvan
Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik™ esaslari

gozetilerek deneysel uygulamalar gergeklestirildi.

Calismada, 2-3 haftalik yasta 50 erkek ve 50 disi olmak tizere toplam 100 adet
Sprague-Dawley ki rat kullanildi ve bu ratlar Afyon Kocatepe Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi. Hayvanlar deney
stiresince 12 saat aydinlik/12 saat karanlik odalarda, 22+0,5°C sicaklikta, uygun
nemde ve her kafeste 5 adet olacak sekilde polikarbon kafeslerde barindirildi.
Hayvanlara iki haftalik adaptasyon ve deney siiresince ad libitum standart rat yemi

ile su verildi.

2.1.2. Deney Diizenegi

Gruplardaki hayvan sayilari, deney gruplari, uygulama siireleri Tablo 2.1.’deki gibi
verilmistir. Deney siiresi boyunca, etanolde (Merck, 1.00983.2500) c¢ozdiiriilen
nonilfenol (Sigma-Aldrich, 290858) ve 0Ostrojen (17p-0stradiol, Sigma, 613967)
kafeslerin iizeri plastik ortii ile 1 saat siire kapatild1 ve her rata 1 ml olacak sekilde
spreyle sikilarak solunum yoluyla alinmasi saglandi. C vitamini ise (Sigma,

1043003) 100 pg/ml olacak sekilde ratlarin igme sularina katildi.
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Tablo 2.1. Deney hayvan gruplari ve deney diizeni

Hayvan Sayisi
Deney Gruplari Erkek Disi Deney siiresi /giin

Negatif Kontrol 5 5 90
Solvent (etanol) Kontrol 5 5 90
0,1 pg/ml Ostrojen (174-Ostrodiol) 5 5 90
0,1 ug/ml NF 5 5 90
10 pg/ml NF 5 5 90
1000 pg/ml NF 5 5 90
100 pg/ml C vitamini 5 5 90
0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini 5 5 90
10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini 5 5 90
1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini 5 5 90

2.1.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deneye 12 hafta sonra son verildi ve ratlar eter anestezisi altinda ve servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Ratlarin karaciger ve beyin dokular1 sivi azota
almmarak donduruldu. Tiim ornekler RNA izolasyonu asamasina kadar -80°C’de

saklandi.

2.2. YONTEM
2.2.1. RNA izolasyonu

Erkek ve disi ratlardan alinan karaciger ve beyin doku ornekleri -80°C’den
cikartildiktan sonra GenelJet RNA Purifikasyon Kit (Thermo Scientific, K0732)
kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.

RNA eldesi i¢in, 30 mg doku RNaz icermeyen ependorf tiipler igerisinde
tartildi, tizerine 300 pl liziz soliisyonu eklendi ve plastik havan ile tiipiin igerisinde
parcalandi. Daha sonra bu karisitma 600 pl Proteinaz K (Thermo Scientific,
00107841) soliisyonu eklendi ve 24,5°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast 10 dk, 4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij edildi. Siipernatant yeni RNaz
igermeyen tiiplere aktarildi ve tizerine 450 pl etanol (%96-100) eklenerek pipetlendi.
Bu karigtmin 700 pl’si filtreli kolon tiiplere aktarilarak 1 dk, 4°C’de ve 12.000 g’de

santrifiij edildi. Tipiin alt kism1 dokiildii ve kolona kalan karisim konularak tekrar 1
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dk, 4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij edildi. Daha sonra kolona 700 pl yikama
soliisyonu-I’den eklendi, 1 dk, 4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij edilerek, tiipiin
altindaki sivi dokiildii. Kolona 600 ul yikama soliisyonu-II’den eklendi ve 1 dk,
4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij edilerek, tiipin altindaki sivi dokildii. Tekrar
kolona 250ul yikama soliisyonu-II eklendi, 2 dk, 4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij
edildi. Kolon yeni RNaz igermeyen ependorf tiipe aktarildi ve membranin tam
ortasna 100 pl niikleaz icermeyen su eklenerek 5 dk oda sicaklifinda bekletildi.
Daha sonra 2 dk, 4°C’de ve 12.000 g’de santrifiij edildi. Izole edilen RNA’lar
-80°C’de saklandi.

2.2.1.1. RNA’larin Kalite Kontrolii

izole edilen RNA’larin kalitesi Multiskan™ FC Mikroplate Fotometre (Thermo)
cihaziyla, miktar1 ise Qubit RNA Analiz Kiti (Invitrogen, Q32852) kullanilarak

Qubit 2.0 floresan spektrofotometre (Invitrogen) cihazi ile dlgtldii.

2.2.1.2. DNaz Uygulamasi

RNA’lardan DNA’y1 uzaklagtirmak i¢in 1 pug kalip RNA, 1 pl 10X Reaksiyon
Soliisyonu, 1 pl RNaz igermeyen DNaz I (Thermo Scientific #EN0521) eklendi ve
DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlanarak 30 dk 37°C ve
10 dk 65°C’de inkiibasyona birakildi.

2.2.2. cDNA Eldesi

Temizlenen RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit (Thermo
Scientific, #K1632) yardimiyla cDNA sentezi yapildi. Kit’in protokoliine gore:

DNaz uygulanan 10 ul RNA igeren tiipe, 1 ul 50mM EDTA (etilendiamin tetra
asetik asit) eklendi ve 10 dk 65°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 1 pl Oligo (dT)is
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ilave edilerek ve 5 dk 65°C’de bekletildi. Sirasiyla 4 pl 5X reaksiyon soliisyonu, 1
ul RiboLock RNaz inhibitorii, 2 pl 10mM dNTP karigimi ile 1 pl RevertAid H
Minus M-MuL V Revers Traskriptaz eklenerek kisa bir santrifiijden sonra 42°C’de
60dk ve 70°C’de 5 dk inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA’lar kullanilincaya kadar
-80°C’ye kaldirild1.

2.2.3. Primer Tasarimi

Primer tasariminda NCBI web sitesinden Rattus norvegicus’a 6zgii f-aktin, kaspaz-3,
bcl-2, bel-XL ve tnf-a genlerine ait MRNA dizilerinden ve FastPCR 6.0 (Kalendar ve
ark., 2009) bilgisayar paket programindan yararlanildi. Primer dizileri, toplam baz

uzunluklar1 ve gen bankasi numaralar1 Tablo 2.2°de verildi.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan primer dizileri.

Uriin boyutu Gen Bankasi

Gen Oligoniikleotid dizisi (be) No
_ F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT

B-Aktin R ACATCTGCTGGAAGGTGGACA 452 NC_005111.4
F CGGAGGTCETGAGACEETE

P53 R CACATGTACTTGTACTCEATGETEE 220 NC_005109.4
F GAGCACTGGAATGTCATCTCEEETETE

Kaspaz-3 =5 ACAGGAAGTCAGCCTCCACCGGTATC 286 NC_0051154
F CAGCTGCACCTGACGCCET

Bel-2 R CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA 235 NC_0051124
FAGCCAGGCAGGTTECETEEETE

Tnf-a R TTACTETGCCEACCAGECEAL 358 NC_005119.4
F GAAGTCTTTCGGGATGGGGTA

Bel-XL R CAGAACTACACCAGCCACAGTE 150 NC_005102.4

2.2.4. Real-time PCR

Deney gruplart (Tablo 2.1) arasindaki gen ekspresyon diizeylerinde farkliliklar
belirlemek amaciyla real-time PCR ve gene 6zgii primerlerden yararlanildi. Segilen
genlerin ve housekeeping gen (5-Aktin) ekspresyonu, disi ve erkek olmak tizere 10’ar

grup iizerinden karaciger ve beyin dokularindan alinan 6rnekler LightCycler® 480 11
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(Roche Applied Science) real-time PCR cihazinda incelendi. Herhangi bir uygulama

yapilmayan disi ve erkek grup kontrol olarak kullanildi.

Secilen primerler 6zgiil olmayan baglanmay1 engelleyecek sekilde secildi.
Calisma kapsaminda f-Aktin, p53, kaspaz-3, bcl-2, bcl-XL ve tnf-a genlerine 6zgii
primerler sentezlendi. c¢cDNA’lar real-time PCR teknigi ve Maxima SYBR Green
qPCR Master karisimi kullanilarak c¢ogaltildi. Bu amplifikasyon sirasinda ¢ift
zincirli DNA'ya baglanan SYBR Green miktar1 florimetrik deteksiyon filtresiyle
Olciilmekte ve bu oOlgiimlerde floresan 1s1ma, DNA driinii ile orantili olarak
degismektedir. LightCycler® 480 Il cihazi, erime egrisi analizi yapabilme 6zelligi ile
primer dimer olusumu ve 0zgil olmayan amplifikasyon triinleri gibi hatalari

gbozlemlemeye de olanak saglamaktadir.

Real-time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin g¢izilebilmesi
amaciyla kontrol grubundan elde edilen cDNA 6rneginden elde edilen dl¢timlerle S-
aktin arasindaki Olgiimlerin degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile
standart egriler ¢izildi. Deneylerde tiim cDNA Ornekleri ve standart 6rnekler ayni
sartlarda ve ayni grup icerisinde deneysel hatalar1 ve farklar1 azaltmak amaciyla
beser 6rnek olarak analiz edildi. Segilen zaman noktalarinda eksprese olan fS-aktin,
bcl-2, bel-XL, kaspaz-3, p53 ve tnf-a gen miktarlar ile disi ve erkek, beyin ve

karaciger kontrol grubu arasindaki iliski incelendi.

PCR karigimi, 1pl forward primer (10 pmol), 1 pl revers primer (10 pmol), 10
pul SybrGreen karistmi (Maxima SYBR Green qPCR Master Karisimi ve ROX
Soliisyonu, (Thermo Scientific K0252)), 1 ul cDNA ve 7 ul su eklenmis, toplam
hacim 20 ul’ye olacak sekilde ayarlandi. PCR’da her gene 6zgii dongii sayilar1 ve
sicaklik degerleri Tablo 2.3de verildi.
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Tablo 2.3. Calisilan genlere ait PCR kosullari

Baslangic Ayrilma Ayrilma Yapisma Uzama Déngii
Gen Sicakhik Siire Dongii  Sicaklik Siire Sicakhk Siire Sicakhk Siire Sayist

(°C) _ (dk) Sayisi CC)  (sn)  (°C)  (sn)  (°C)  (sn)
P-Aktin 95 10 1 95 30 55 30 72 30 35
p53 95 10 1 95 30 59 30 72 30 40
Kaspaz-3 95 10 1 95 30 58 30 72 30 40
Bcl-2 95 10 1 95 30 58 30 72 30 40
Bcl-XL 95 10 1 95 30 58 30 72 30 35
Tnf-a 95 10 1 95 30 65 30 72 30 35

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Real Time PCR sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Agaroz jel
miktar1 1g agaroz (Merck, 1.01236.0100) ve 50 ml 1XTAE (Tris asetat EDTA)
Soliisyonu (Merck, 1.06023.1000) ile hazirlandi. Daha sonra karigim kaynatildi ve
agarozun ¢Oziinmesi saglandi. Sogutulduktan sonra 2 pl RedSafe renklendirme
soliisyonu (intron Biotechnology, 21141) eklendi ve karistirilarak uygun sicakliga
getirildikten sonra kaliba dokiildii. 1 saat donmasi beklendikten sonra cDNA
ornekleri yiikleme boyasi (6XTriTrack™ DNA Loading Dye, Thermo Scientific,
#R1161) ile karigtirildiktan sonra kuyucuklara eklendi. Baz uzunlugunun kontrolii
icin Gene Ruler 50bp Marker Plus (Thermo Scientific, #SM1108) belirte¢ kullanildi
ve Thermo Electron Corporatin 4000P Power Supply ile 7 V/cm 'da 1 saat
kosturuldu. Ornekler Jel Gériintiileme ve Analiz Sistemi ile (Vilber Lourmat)

gorilntiilendi.

2.2.6. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Real-time PCR sonuglarmin analizi LightCycler® 480 Software Release 1.5.0
Version 1.5.0.39 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Denatlirasyon, primer
yapismasi ve zincir uzatma olmak iizere ii¢ basamaktan olusan amplifikasyon
isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongl esigi (Ct)
degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi

degisimleri 2% metodu ile hesaplandi (Pfaffl 2001). Bu hesaplamada,;
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AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formiliinden yararlanildi. Hesaplanan deger her bir gen ig¢in 272C formiiliinde
yerine konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak g-aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait j-
aktin gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme

(normalizasyon) uygulandi.

2.2.7. istatistiksel Analiz

Calismada, her bir gen bakimindan farkli cinsiyet ve doku gruplarina gore deney
gruplart arasindaki farklilik ve ortalamalar tek yonli varyans analizi (One-Way

ANOVA) ve Tukey testi ile yapildi.

Her bir gen bakimindan tiim gruplar arasinda fark olup olmadig: tek yonlii
varyans analiziyle (One-Way ANOVA), gerek cinsiyet gerekse doku bakimindan
genlerin karsilagtirilmasi ise iki yonlii varyans analizi (Two-Way ANOVA) testi ile
yapildi. Calismada elde edilen verilerin analizinde SPSS 15.0 for Windows paket

programi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. RNA izolasyonu, Konsantrasyonu ve Kalitesi

Ratlarin beyin ve karaciger dokularindan elde edilen RNA'larin saflig
Multiskan™ FC Mikroplate Fotometre (Thermo) cihazinda A260/A280 UV dalga
boylarinda oOlgiilerek, emilim oram1 2-2,3 arasinda olan 6rnekler tercih edilmis,
gruplara, cinsiyete ve dokulara gore izole edilen RNA miktarlar1 Tablo 3.1°de

verilmigtir.

Tablo 3.1. Cinsiyete ve dokulara gére izole edilen ortalama RNA miktarlari (ng/ul).

Gruplar : Disi : Erkek
Beyin Karaciger Beyin Karaciger

Negatif Kontrol 190 476 154 540
Solvent (Etanol) Kontrol 188 1600 130 476
0,1 pg/ml Ostrojen (17p-Ostrodiol) 171 730 300 629
0,1 pg/ml NF 178 1130 130 747
10 pg/ml NF 160 277 102 542
1000 pg/ml NF 203 810 158 462
100 pg/ml C vitamini 135 980 139 428
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 108 625 103 380
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 132 838 112 353
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 163 935 117 381

3.2. NF’nin Kaspaz 3 Gen Ekspresyon Diizeyine EtKisi

Kaspaz-3 gen ekspresyonunun kantitatif analizinde, ratlarin beyin ve karaciger
dokusundan elde edilen Orneklerin amplifikasyonu analiz edildi. Agaroz jel
elektroforezinde 286 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda beklenen iiriin gézlendi. Kaspaz-

3’lin gruplar arasindaki ekspresyon diizeyleri Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4‘de gosterildi.
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Deney Gruplan (B)
Sekil 3.1. Disi ratlarin beyin dokusundaki kaspaz-3 mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR iriinlerinin elektroforez goriintiileri. B: Deney
gruplarinda kaspaz-3 mRNA diizeylerinin S-aktin mRNA diizeylerine
gore nisbi degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel

gruplardaki etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir
(n=5).

Tablo 2.1°de gosterilen deney gruplarindaki disi ratlarin beyin dokusunda
kaspaz-3 mRNA ekspresyon diizeylerinin f-aktin mMRNA diizeyinin nisbi degisimine
ve kontrol grubuna gore gruplar arasinda, istatistiksel olarak da farkli olan bir artig
s6z konusudur (p<0,001). Ozellikle 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini, 10 pg/ml
NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini uygulanan
gruplarda doz artisiyla dogru orantili olarak gen ekspresyon diizeyinde kademeli

olarak artig gozlenmistir (Sekil 3.1).

42



Q_c

1,00

0,50

!F!.??EEE

-1,00 T T T T T T T T T T
Kontrol EtOH Ostrojen 0,1NF 10NF 1000NF VitC 0,1NF 10NF 1000NF
+VitC +VitC +VitC
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Sekil 3.2. Disi ratlarin karaciger dokusundaki kaspaz-3 mRNA ekspresyon

diizeyleri. A: PCR irilinlerinin temsili elektroforez goriintiileri. B:

Deney gruplarinda kaspaz-3 mRNA diizeylerinin g-aktin mRNA

diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde

deneysel gruplardaki etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (n=5).

Deney gruplar1 (Tablo 2.1) arasindaki farklilik p-aktin gen ekspresyon
diizeylerinin nisbi degisimine ve kontrole gore incelendiginde tiim gruplardaki
ekspresyon diizeylerinin belirgin bir sekilde azaldigir goriilmektedir (Sekil 3.2).
Ekspresyon 10 pg/ml NF grubuna kiyasla 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini
uygulanan grupta daha fazla baskilanmaktadir. Bu baskilanmanin istatiksel olarak
farkli oldugu bulunmustur (p<0,001).
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Deney Gruplan (B)

Sekil 3.3. Erkek ratlarin beyin dokusundaki kaspaz-3 mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR irilinlerinin temsili elektroforez goriintiileri. B:
Deney gruplarinda kaspaz-3 mRNA diizeylerinin fS-aktin mRNA
diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde
deneysel gruplardaki etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (n=5).

Tablo 2.1°de gosterilen gruplar arasindaki farklilik S-aktin mMRNA ekspresyon
diizeylerinin nisbi degisimine ve kontrole gore kiyaslandiginda (Sekil 3.3) kaspaz-3
mRNA ekspresyon seviyesinin etanol, Ostrojen, 0,1 pg/ml NF ve C vitamini
uygulanan gruplarda azaldigi, 0,1 pg/ml NF grubuna kiyas edildiginde 0,1 pg/ml
NF+100 pg/ml C vitamini uygulanan grupta ekspresyon seviyesinin uyarildigi
goriilmektedir (p<0,001).
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Sekil 3.4. Erkek ratlarin karaciger dokusundaki kaspaz-3 mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR iiriinlerinin temsili elektroforez goriintiileri. B:
kaspaz-3 mRNA diizeylerinin S-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi
degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki
etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Genel olarak gruplar (Tablo 2.1) arasindaki farklilik kontrol grubuna gore
incelendiginde kaspaz-3 gen ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.4). Gruplar arasindaki farkliliklara gore sadece 0,1 pg/ml NF, 10 pg/ml NF
ve 1000pg/ml NF uygulanan gruplarda doz artisina paralel olarak ekspresyon
seviyesinin arttigit ve C vitamini uygulamasiyla birlikte ekspresyonun azaldig
goriilmektedir. Bu azalig ve artisin istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmektedir

(p<0,001).
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Tablo 3.2. Tiim deney gruplarindaki kaspaz-3 mRNA ekspresyon diizeyleri

Gen Gruplar n Ortalama+Standart Hata
Negatif Kontrol 20 1,00+£0,00
Solvent (Etanol) Kontrol 20 0,28+0,20
0,1 pg/ml Ostrojen (178-Ostrodiol) 20 0,32+0,22

o 0,1 ng/ml NF 20 0,28+0,24
§ 10 pg/ml NF 20 0,88+0,31
2 1000 pg/ml NF 20 0,73+0,20
~ 100 pg/ml C vitamini 20 0,23+0,20
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,60+0,16
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,88+0,26
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,96+0,28

Tablo 3.2’de gosterilen gruplarin aritmetik ortalama degerleri incelendiginde
kontrol grubuna gore tiim gruplarda ekspresyon diizeylerinde azalma goriilmektedir.
sadece NF uygulanan gruplarda, sadece NF ve C vitamini uygulanan gruplara gore
gen ekspresyon diizeylerinin azaldigi goriilse de s6z konusu bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 3.3. Kaspaz-3’iin genel olarak cinsiyet ve dokulara gore karsilagtiriimasi

Gen Cinsiyet Doku n Ortalama+Standart hata
. Beyin 50 1,73+0,08
Digi* N
. Karaciger 50 -0,013+0,06
o Beyin 50 0,91+0,16
§ Erkek* yw
S Karaciger 50 -0,03+0,05
Beyin 100 1,32+ 0,10
Toplam N
Karaciger 100 -0,08 +0,04

*Cinsiyet*doku *toplam etkilesim arasindaki istatistiksel fark1 agtklamaktadir (p<0,05).

Aritmetik ortalama degerleri incelendiginde; kaspaz-3 gen ekspresyonu
tizerinde sadece cinsiyetler arasinda, sadece dokular arasinda ve hem cinsiyet hem de
dokular arasinda fark goriilmektedir (p<0,001). Cinsiyet gozetmeksizin beyin
dokusundaki ekspresyon diizeyinin karaciger dokusundaki ekspresyon diizeyine gore
artis gosterdigi, dokulara ve cinsiyete bagli ekspresyon diizeylerinde farklilik oldugu
Tablo 3.3’de gosterilmistir.
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3.3. NF'nin Bcl-2 Gen Ekspresyon Diizeyine Etkisi

Bcl-2 gen ckspresyonunun kantitatif analizinde gruplarin beyin ve Kkaraciger
dokusundan elde edilen verilerin amplifikasyonu yapildi. Agaroz jel elektroforezinde
bcl-2 gen uzunlugu dogrulandi. Bcl-2’nin gruplar arasindaki gen ekspresyon

diizeyleri Sekil 3.5, 3.6, 3.7, 3.8°de gosterildi.
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(B)
Sekil 3.5. Disi ratlarin beyin dokusundaki bcl-2 mRNA ekspresyon diizeyleri. A:
PCR iriinlerinin  elektroforez  goriintiileri. B: bcl-2 mRNA
diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli
harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel

olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi f-aktin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi
degisimine ve kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda (Tablo 2.1) incelendiginde
ekspresyon seviyelerinin arttig1 gozlenmistir (Sekil 3.5). 0,1 pg/ml NF, 10pg/ml NF,
1000 pg/ml NF uygulanan gruplarda doz artisina paralel olarak ekspresyonun
baskilandig1 goriilmiistiir. Sadece NF uygulanan gruplar, NF ve C vitamini verilen

gruplarla kiyaslandiginda ise gen ekspresyon seviyelerinde artis goriilse de doz
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artisgina bagli olarak ekpresyon seviyesinde azalma meydana gelmistir. Gruplar

arasindaki bu degisim istatistiksel olarak da farklidir (p<0,001).
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Sekil 3.6. Disi ratlarin karaciger dokusundaki bcl-2 mRNA ekspresyon

diizeyleri. A: PCR iriinlerinin elektroforez goriintileri. B: bcl-2

mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.

Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Genel olarak Tablo 2.1’de gosterilen gruplar arasindaki farklilik kontrol
grubuna ve p-aktin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore
incelendiginde bcl-2 gen ekspresyonunda tiim deney gruplarinda baskilanma oldugu
(Sekil 3.6), ostrojen kontrol grubunda ise ekspresyonun en fazla baskilandigi

goriilmektedir (p<0,001).
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Sekil 3.7. Erkek ratlarin beyin dokusundaki bcl-2 mRNA ekspresyon diizeyleri.
A: PCR iiriinlerinin temsili elektroforez goriintiileri. B: bcl-2 mRNA
diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli
harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel

olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Gruplar (Tablo 2.1) arasindaki farklilik f-aktin gen ekspresyon diizeylerinin
nisbi degisimine ve kontrol grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde (Sekil 3.7)
sadece 10 pg/ml NF uygulanan grupta diger gruplardan farkli olarak 6nemli uyarilma
gozlenmistir. 0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini, 10 pg/ml NF+100 pg/ml C
vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini uygulanan gruplarda da doz
artigina paralel olarak artan bir baskilanma oldugu ve bunun da istatistiksel olarak

farkli oldugu bulunmustur (p<0,001).
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Sekil 3.8. Erkek ratlarin karaciger dokusundaki bcl-2 mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR triinlerinin temsili elektroforez goriintiileri. B: bcl-
2 mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.
Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Sekil 3.8’de goriildiigii lizere p-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi
degisimine ve kontrol grubuna gore bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinde 0,1 pg/ml
NF, 10 pg/ml NF ve Ostrojen grubunda artis gozlenmistir. 0,1 pg/ml NF, 10 pg/ml
NF ve 1000pg/ml NF gruplarinda doz artigina paralel olarak bir azalma oldugu ve C
vitaminine bagl olarak azalmanin 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini, 10 pg/ml
NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini uygulanan
gruplarda devam ettigi goriilmektedir. Istatistiksel olarak da farkli olan bu azalmanin

artan NF konsantrasyonundan ve C vitamininden kaynaklandigi disiiniilmektedir
(p<0,001).
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Tablo 3.4. Tiim deney gruplarindaki bcl-2 mRNA ekspresyon diizeyleri

Gen Gruplar n Ortalama+Standart Hata
Negatif Kontrol 20 1,00+£0,00
Solvent (Etanol) Kontrol 20 0,13+0,19
0,1 pg/ml Ostrojen (178-Ostrodiol) 20 1,29+0,38
0,1 ng/ml NF 20 1,21+0,30

A 10 pg/ml NF 20 1,40+0,24
@ 1000 pg/ml NF 20 0,14+0,25
100 pg/ml C vitamini 20 0,82+0,44
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,63+0,34
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,52+0,33
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,36+0,32

Tablo 3.4’de goriildiigii gibi gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir

(p<0,05). 0,1 ug/ml 6strojen, 0,1 pg/ml NF, 10 pg/ml NF uygulanan gruplarda

ekspresyon seviyesi kontrol grubuna oranla artarken, 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C

vitamini ve 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini uygulanan gruplarda doza bagh

olarak ekspresyon seviyesi azalmaktadir.

Tablo 3.5. Bcl-2’nin genel olarak cinsiyet ve dokulara gore kargilastiriimasi

Gen Cinsiyet Doku n Ortalama+Standart hata
. Beyin 50 2,47+0,14
Disi* N
Karaciger 50 0,03+0,05
iy Beyin 50 -0,05+0,11
S Erkek* yw
m Karaciger 50 0,56+0,20
Beyin 100 1,20+0,16
Toplam N
Karaciger 100 0,29+0,11

*Cinsiyet*doku *toplam etkilesim arasindaki istatistiksel anlamlilig1 agiklamaktadir (p<0,05).

Tablo 3.5’de goriildiigi gibi bcl-2 gen ekspresyon diizeyi, beyin dokusunda

arttigi, karaciger dokusunda azaldigr bulunmustur. Ancak farkedilebilir bir sekilde

disi beyin dokusunda ekspresyon artarken, karaciger dokusunda azaldigi; erkeklerde

ise tam tersi durumun s6z konusu oldugu goériilmiistiir (p<0,001).
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3.4. NF'nin Bcl-XL Gen Ekspresyon Diizeyine Etkisi

Bcl-XL gen ekspresyonunun Kkantitatif analizi gruplarin beyin ve Kkaraciger

dokusundan elde edilen RNA ve RNA’dan izole edilen cDNA ile amplifikasyonu

yapildi.

Bcl-XL’nin gruplar arasindaki gen ekspresyon seviyeleri Sekil 3.9, 3.10,

3.11 ve 3.12°de gosterildi.

Gen Eksprsyon Diizeyleri

-1,00

]
4\‘0 4\\0 x&*

O x
S P s s F oo

Ettry -«
=
(A)

4,007

3,007

N
o
]

1

iy
)
)

1

0,007

ab ab
abc ab
bc
cd

ab

==

T
Kontrol EtOH  Ostrojen 0,1INF 10NF 1000NF VitC 0,INF 10NF 1000NF

+vitC +vitC +vitC

Deney Gruplari

(B)

Sekil 3.9. Disi ratlarin beyin dokusundaki bcl-XL mRNA ekspresyon diizeyleri.

A: PCR iriinlerinin elektroforez gorintiileri. B: bcl-XL mRNA

diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli
harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel
olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Tablo 2.1°de gosterilen gruplar arasindaki farklilik kontrol grubuna ve S-aktin

gen ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde bcl-XL gen

ekspresyon degisimi Sekil 3.6’da gosterilmistir. 0,1 pg/ml NF, 10 pg/ml NF ve 1000

png/ml NF uygulanan gruplarda doz artisina paralel olarak ekspresyon seviyesinin

azaldig, 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C

52



vitamini uygulanan gruplarda da doza bagl olarak gen ekspresyon diizeyinin arttig1

goriilmiistiir (p<0,001).
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(B)

Sekil 3.10. Disi ratlarin karaciger dokusundaki bcl-XL mRNA  ekspresyon

diizeyleri. A: PCR firlinlerinin elektroforez goriintiileri. B: bcl-XL

mRNA diizeylerinin S-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.

Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Sekil 3.10°da gosterildigi gibi gruplar (Tablo 2.1) arasindaki farklilik kontrol
grubuna ve p-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde
bcl-XL gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak da farkli olan bir artis
meydana gelmistir (p<<0,001). Buna gore 10 ug/ml NF ve 1000 pg/ml NF uygulanan
gruplarda doz artigina paralel olarak gen ekspresyon diizeyinde meydana gelen

artisin C vitamini uygulanan gruplarda da devam ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.11. Erkek ratlarin beyin dokusundaki bcl-XL mRNA  ekspresyon

diizeyleri. A: Deney grubundaki PCR iiriinlerinin elektroforez

gorintiilleri. B: bcl-XL mRNA  diizeylerinin  f-aktin - mRNA

diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde

deneysel gruplardaki etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (n=5).

Sekil 3.11°de goriildigii tizere deney gruplarmda (Tablo 2.1) bcl-XL gen
ekspresyon miktarinin azaldigi, sadece C vitamini uygulanan grupta ekspresyon
azalmasina ragmen 0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini, 10 pg/ml NF +100 pg/ml
C vitamini, 1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini uygulanan gruplarda
ekspresyonun arttig1 gézlenmistir. Ayni zaman da 10 pg/ml NF ve 1000 ug/ml NF
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore énemli bir artis s6z konusudur. Gruplar
arasinda gozlenen artis ve azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriilmektedir (p<0,001).
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Sekil 3.12. Erkek ratlarin karaciger dokusundaki bcl-XL mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR firlinlerinin elektroforez goriintiileri. B: bcl-XL
mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.
Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Sekil 3.12°de goriildiigii gibi bcl-XL gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna
ve p-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde C
vitamini uygulanan grupta ekspresyon diizeyinin arttig1 halde 0,1 pg/ml NF+100
pg/ml C vitamini, 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml
C vitamini uygulanan gruplarda doz artisina paralel olarak ekspresyon diizeyinin
azaldig1 goriilmistiir. Sadece Ostrojen uygulanan grupta ise en fazla artisin oldugu

bulunmustur. Bu artis ve azalma istatistiksel olarak da farklidir (p<0,001).
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Tablo 3.6. Tiim deney gruplarindaki bcl-XL mRNA ekspresyon diizeyleri

Gen Gruplar N OrtalamatStandart Hata
Negatif Kontrol 20 1,00+0,00%°
Solvent (Etanol) Kontrol 20 0,66+0,34°
0,1 pg/ml Ostrojen (178-Ostrodiol) 20 1,1340,34%

_, 0. ug/mlNF 20 1,89+0,36%
> 10 pg/ml NF 20 2,3140,55%
Elﬁ 1000 pg/ml NF 20 1,2940,23%
100 pg/ml C vitamini 20 1,49+0,30%°
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 1,08+0,35%
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 2,45+0,64°
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 2,11+0,45%®

Tablo 3.6’da gosterilen bcl-XL mRNA ekspresyonu {izerindeki NF, etanol,
Ostrojen ve C vitamin’nin etkisi incelendiginde genel olarak etanol grubu hari¢ tiim
gruplarda ekspresyon diizeyinin arttig1 goriilmektedir. 10 pg/ml NF ve 1000 pg/ml
NF uygulanan gruplardaki artan ekspresyon diizeyi, 10 pg/ml NF +100 pg/ml C
vitamini ve 1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini uygulanan gruplarda C vitaminin
etkisiyle daha fazla artmaktadir. Cinsiyet ve doku gézetmeksizin gruplar arasindaki

degisiklikler istatistiksel olarak da farklidir (p<0,05).

Tablo 3.7. Bcl-XL nin genel olarak cinsiyet ve dokulara gore karsilastirilmasi

Gen Cinsiyet Doku n OrtalamatStandart hata

. Beyin 50 1,76+0,17

Digi* o
Karaciger 50 3,18+0,34

-

X Beyin 50 0,71+0,12

S Erkek* y_v
@D Karaciger 50 0,48+0,15
Beyin 100 1,2540,12

Toplam* N
Karaciger 100 1,83+0,23

*Cinsiyet*doku *toplam etkilesim arasindaki istatistiksel anlamlilig1 agiklamaktadir (p<0,05).

Tablo 3.7°de goriildigii gibi bcl-XL mRNA ekspresyon diizeyi S-aktin gen
ekspresyon diizeylerinin nisbi  degisimine gore incelendiginde; cinsiyet
gbozetmeksizin beyin ve karaciger dokusunda ekspresyon diizeyinin artigi, fakat
karacigerde daha fazla artis oldugu goriilmiistiir. En fazla ekspresyon artiginin agik
bir sekilde disi karaciger dokusunda oldugu, erkek karaciger dokusunda ise

azalmanin oldugu gortilmiistiir (p<0,001).
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3.5. NF'nin p53 Gen Ekspresyon Diizeyine Etkisi

p53 gen ekspresyonunun kantitatif analizinde disi ve erkek ratlarin beyin ve
karaciger dokusundan elde edilen RNA ve RNA’dan izole edilen cDNA ile
hazirlanan orneklerin amplifikasyonu yapildi.  p53’iin gruplar arasindaki gen

ekspresyon diizeyleri Sekil 3.13, 3.14,3.15 ve 3.16’da gosterildi.
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Deney Gruplar

(B)
Sekil 3.13. Disi ratlarin beyin dokusundaki p53 mRNA ekspresyon diizeyleri. A:
PCR iirlinlerinin elektroforez goriintiileri. B: p53 mRNA diizeylerinin
f-aktin mRNA diizeylerine goére nisbi degisimi.  Farkli harfler
p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel olarak
anlamli oldugunu goéstermektedir (n=5).

Tablo 2.1°de gosterilen gruplar arasindaki farklilik incelendiginde p53 gen
ekspresyon diizeyinin tiim gruplardaki artis1 Sekil 3.13°de gosterilmistir. 0,1 pg/ml
NF, 10 pg/ml NF ve 1000 pg/ml NF uygulanan gruplarda doz artigina bagli olarak
gen ekspresyonunda azalma goriiliirken, 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini, 10
pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini

uygulanan gruplarda doz artisina bagl olarak ekspresyon diizeylerinde bir artma
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oldugu goriilmiistiir. p53 mRNA ekspresyonu {izerinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak farklilik vardir (p<0,001).
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Sekil 3.14. Disi ratlarin karaciger dokusundaki p53 mMRNA ekspresyon

diizeyleri. A: PCR iiriinlerinin elektroforez goriintiileri. B: p53

mRNA diizeylerinin S-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.

Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Gruplar (Tablo 2.1) arasindaki farklilik kontrol grubuna ve p-aktin gen
ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde p53 gen ekspresyon
diizeyinin tim gruplarda azalmaya neden oldugu, ancak 0,1 pg/ml Ostrojen
uygulanan grupta ise artma oldugu Sekil 3.14’de gosterilmistir.  Bu durum
istatistiksel olarak da farklidir (p<0,001).
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Deney Gruplar

(B)
Sekil 3.15. Erkek ratlarin beyin dokusundaki p53 mRNA ekspresyon diizeyleri.
A: PCR friinlerinin elektroforez gorintiileri. B: p53 mMRNA
diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli
harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel

olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Sekil 3.15°de gorildigi tizere S-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi
degisimine ve kontrol grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde p53 gen ekspresyon
diizeyi azalmaktadir. 10 pg/ml NF ve 1000 pg/ml NF uygulanan gruplarda doz
artisina bagl olarak gen ekspresyonunda artis oldugu, 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C
vitamini, 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C
vitamini uygulanan gruplarda doz artigina bagli olarak ekspresyon diizeylerinde

azalma oldugu bulunmustur (p<0,001).
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Sekil 3.16. Erkek ratlarin karaciger dokusundaki p53 mMRNA ekspresyon

diizeyleri. A: PCR firiinlerinin elektroforez goriintiileri. B: p53

mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.

Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

p53 mRNA ckspresyonu {iizerinde gruplar (Tablo 2.1) arasinda istatistiksel
olarak fark goriilmiistiir (p<0,001). Ostrojen ve 0,1 pg/ml NF uygulanan gruplarda
ekspresyon diizeyleri artarken diger tiim gruplarda ekspresyon seviyesinde azalma

oldugu C vitamini uygulanan gruplarda da azalmanin devam ettigi gozlenmistir.
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Tablo 3.8. Tiim deney gruplarindaki pP53mRNA ekspresyon diizeyleri

Gen Gruplar n Ortalama+Standart Hata
Negatif Kontrol 20 1,00+0,00*
Solvent (Etanol) Kontrol 20 0,72+0,42%
0,1 pg/ml Ostrojen (174-Ostrodiol) 20 2,04+0,32°
0,1 pg/ml NF 20 1,00£0,27°

@ 10 pg/ml NF 20 0,10+0,30°
S 1000 pg/ml NF 20 0,28+0,23°
100 pg/ml C vitamini 20 0,55+0,33"
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,19+0,16"
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,36+0,30°
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,66+0,98°

Tablo 3.8’de gosterilen gruplarin artimetik ortalama degerleri incelendiginde
ve fS-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine ve kontrol grubuna goére
kiyaslandiginda kontrol ve solvent (etanol) kontrol uygulanan gruplarin benzer
oldugu ve diger gruplarda 6nemli bir azalma oldugu, sadece éstrojen verilen grupta

ekspresyon diizeyinde artis oldugu goriilmiisiir. S6z konusu bu degisim istatistiksel
olarak da farklidir (p<0,001).

Tablo 3.9. p53’iin genel olarak cinsiyet ve dokulara gore karsilastirilmasi

Gen Cinsiyet Doku n OrtalamatStandart hata
. Beyin 50 2,45+0,14
Disi* .
Karaciger 50 0,20+0,13
™ Beyin 50 -0,27+0,07
e Erkek* yw
Karaciger 50 0,28+0,17
Beyin 100 1,09+0,16
Toplam* N
Karaciger 100 0,24+0,10

*Cinsiyet*doku *toplam etkilesim arasindaki istatistiksel anlamlilig1 agiklamaktadir (p<0,05).

p53 mRNA ekspresyonu ilizerinde cinsiyet ve doku farkliliklar1 dikkate
alindiginda cinsiyet gozetmeksizin beyin dokusunda ekspresyon diizeyi artarken,
karaciger dokusunda azalmaktadir. Cinsiyete bagli olarak da disi beyin dokusunda
ekspresyon diizeyi artarken, erkek beyin dokusunda ekspresyon diizeyinin azaldigi,
karaciger dokusunda ise 6nemli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 3. 9). Bu

degisim istatistiksel olarak da farklidir (p<0,001).
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3.6. NF'nin Tnf-a Gen Ekspresyon Diizeyine EtKkisi

Tnf-a gen ekspresyon analizinde disi ve erkek ratlarin beyin ve karaciger dokusundan
hazirlanan Orneklerin amplifikasyonu yapildi. Tnf-a’nin gruplar arasindaki gen

ekspresyon diizeyleri de Sekil 3.17, 3.18, 3.19 ve 3.20’de gosterildi.
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Sekil 3.17. Disi ratlarin beyin dokusundaki tnf-a mRNA ekspresyon diizeyleri.
A: PCR iriinlerinin elektroforez goriintiilleri. B: tnf-a mRNA
diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli
harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel
olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=5).

Gruplar (Tablo 2.1) arasindaki farklilik kontrol grubuna ve p-aktin gen
ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde tnf-a gen ekspresyon
diizeyinde istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (p<0,001). Gruplar arasindaki
ekspresyon diizeyleri etanol, 6strojen, 0,1 pg/ml NF, 10 pg/ml NF, 0,1 ug/ml NF
+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini uygulanan
gruplarda artarken, 1000 pg/ml NF, C vitamini ve 10 pg/ml NF+100 pg/ml C
vitamini uygulanan gruplarda azaldigi gézlenmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.18. Disi ratlarin karaciger dokusundaki tnf-« mMRNA ekspresyon

diizeyleri. A: PCR iriinlerinin elektroforez goriintiileri. B: tnf-a

mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi degisimi.

Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki -etkinin
istatiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir (n=5).

Sekil 3.18’de goriildiigii gibi gruplar (Tablo 2.1) arasindaki degisiklikler
kontrol grubuna ve p-aktin gen ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore
incelendiginde tnf-a gen ekspresyon diizeylerinde genel olarak bir azalma
gortliirken, 0,1 pg/ml Ostrojen uygulanan grupta 6nemli bir artma meydana

gelmistir. Goriilen bu artma ve azalma istatistiksel olarak da farklidir (p<0,001).
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Sekil 3.19. Erkek ratlarin beyin dokusundaki tnf-a mRNA ekspresyon diizeyleri.
A: PCR fiiriinlerinin elektroforez goriintiileri. B: Deney gruplarinda
tnf-a mRNA diizeylerinin fS-aktin mRNA diizeylerine gore nisbi
degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki
etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (n=>5).

Tablo 2.1°de gosterilen gruplar arasindaki degisiklikler incelendiginde tnf-a
gen ekspresyon diizeylerinde genel olarak bir artig goriilmektedir (Sekil 3.19) 0,1
pug/ml NF, 10 ug/ml NF, 1000 pg/ml NF, 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini, 10
pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 1000 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini
uygulanan gruplarda doz artisina paralel olarak ekspresyon diizeylerinde azalma
goriiliirken, C vitamini uygulanan grupta tnf-o’nin en fazla eksprese oldugu ve tiim

bu durumlarn istatistiksel olarak fakli oldugu bulunmustur (p<0,001).
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(B)
Sekil 3.20. Erkek ratlarin karaciger dokusundaki tnf-o mRNA ekspresyon
diizeyleri. A: PCR iriinlerinin elektroforez goriintiileri. B: Deney
gruplarinda tnf-a mRNA diizeylerinin f-aktin mRNA diizeylerine gore
nisbi degisimi.  Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel
gruplardaki etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir

(n=5).

Sekil 3.20°de gosterilen gen ekspresyon diizeyinin degisimi incelendiginde
istatistiksel olarak fark gortilmistiir (p<0,001). Sadece 1000 pg/ml NF ve 10 pg/ml
NF+100ug/ml C vitamini uygulanan gruplarda tnf-o mRNA ekspresyon diizeyi
azalirken diger gruplarda artis gézlenmistir.
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Tablo 3.10. Tiim deney gruplarindaki tnf-a mRNA ekspresyon diizeyleri

Gen Gruplar n Ortalama+Standart Hata
Negatif Kontrol 20 1,00+0,00"
Solvent (Etanol) Kontrol 20 2,16+0,42%
0,1 pg/ml Ostrojen (178-Ostrodiol) 20 2,62+0,22°
0,1 pg/ml NF 20 1,93+£0,30%°

$ 10 pug/ml NF +0,32%

< 100%gpg/m1 NF - 1()’%731%3128°

= 20 > 5
100 pg/ml C vitamini 20 1,73+0,58%
0,1 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 2,41+0,43%
10 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 0,10+0,20°
1000 pg/ml NF +100 pg/ml C vitamini 20 1,76+0,43%

Tablo 3.10’da gosterilen tiim gruplarin artimetik ortalama degerleri beyin ve
karaciger dokularindan alinan 6rneklerin kontrol drneklerine oranlamasi sonucu tnf-a
gen ekspresyonu lizerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur
(p<0,001). Buna gore doza bagl olarak agik bir artma ve azalma goériilmemistir.
Ancak 10 pg/ml NF uygulanan gruba gore 10 pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini
uygulanan grup kiyaslandiginda farkedilebilir bir azalma, 1000 png/ml NF ile 1000
ng/ml NF+100 pg/ml C vitamini ve 0,1 pg/ml NF ile 0,1 pg/ml NF+100 pg/ml C

vitamini uygulanan grup kiyaslandiginda farkedilebilir bir artis gdozlenmistir.

Tablo 3.11. Tnf-a’nin genel olarak cinsiyet ve dokulara gore kargilastiriimasi

Gen Cinsiyet Doku N Ortalama+Standart hata
o Beyin 50 1,83+0,30
Disi* .
Karaciger 50 0,35+0,13
6 -
b Beyin 50 2,49+0,22
‘€ Erkek* y_ 3 ’ ’
— Karaciger 50 1,60+0,22
Beyin 100 2,16x0,19
Toplam N
Karaciger 100 0,98+0,14

*Cinsiyet*doku etkilesimi arasindaki istatistiksel an-lamhhgl agiklamaktadir (p>0,05).

Artimetik ortalama degerleri incelendiginde tnf-a mRNA ekspresyonu iizerinde
cinsiyet ve doku etkilesimleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmazken (p>0,05), sadece dokular arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001). Cinsiyet gozetmeksizin kontrol grubuna gore beyin
dokusunda ekspresyon diizeyinde artis, karaciger dokusunda ekspresyon diizeyinde

de azalma meydana gelmistir (Tablo 3.11).
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4. TARTISMA

NF’nin norotoksikan rol tstlendigi, beyinde apoptotik genlerin ekspresyonunu
artirabildigi, apoptozis, ndrotoksisite ve bazi norodejeneratif hastaliklarla iligki
halinde olabildigi rapor edilmektedir. Kronik NF uygulamasinin belirlenmesinin, in
vivo apoptozis kaynagini bulmak i¢in en Onemli arastirma konularmdan biri
olabilecegi bildirilmistir (Mao ve ark., 2008).

Gong ve ark., (2009) NF uygulanan fare sertoli hiicrelerinde canliligin
azaldigini, morfolojik degisikliklerin oldugunu ve hiicre apoptozis oraninda artis
meydana geldigini rapor etmislerdir. Ek olarak hiicre ici Ca*? seviyelerindeki artisla
birlikte, endoplazmik retikulumun (ER) nanodlgiimsel yapisinda degisiklige neden
oldugu ve NF’nin apoptozis uyarilmasinda ©onemli rol oynayabilen sertoli

hiicrelerinde ER stresini uyardigi bildirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda; g¢evrede bulunan, Oldiriici olan ve olmayan
konsantrasyonlardaki NF’nin farkli dozlar1 secilerek deney diizeni olusturulmustur
(Denslow ve ark., 2001; Olsvik ve ark., 2009; Midhila ve Chitra, 2015). Denslow ve
ark., (2001), yiksek doz 17p-0strodiol ve NF’nin sucul ¢evredeki
konsantrasyonlarina maruz birakilan ufak baliklardaki Ostrojen reseptor mRNA
ekspresyon diizeylerinden elde edilen verilerinin hemen hemen ayni bulundugu rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda, Shanthanagouda ve ark., (2013)’da, hem NF’nin hem de
17p-6strodiol’un yetiskin Murray nehir gokkusag: baliklari iizerinde yikict bir etkiye
sahip oldugunu ve cinsiyet farklilagmasi, seksiiel davranislar ve iireme siklusu
tizerinde kotl etkilere neden olabilecegini rapor etmektedirler. Yapilan galigmalar
dikkate alindiginda bu tez galigmasinda, dstrojenin etkisininin daha agik bir sekilde
anlasilabilmesi ve NF’nin 0Ostrojeni taklit etme yetenegine sahip olmasindan dolay1

deney diizeninde kontrol olarak strojen grubuna da yer verilmistir.

Nagao ve ark., (2001)’nin yaptig1 calismada, NF’ nin ratlar iizerinde {iremeye

olan etkisi incelenmis ve erkeklerin karaciger, bobrek ve hipofiz bezi agirliklarinin

67



onemli derecede arttigini, disilerde ise Sadece ovaryum agirliginda azalmaya neden
oldugunu, Jung ve ark., (2006)’da NF’ye disilerin erkeklerden daha hassas oldugunu
rapor etmektedirler. Bu durum NF’ye maruz kalan erkek ve disilerin farkli sonuglar
dogurabilecegini desteklemektedir. Bu tez calismasinda da, NF’nin bilinen
Ostrojenik etkisinden dolayi, calismada kullanilan ratlar hem erkek hem de disi

olarak secilmistir.

Lopez-Espinosa ve ark., (2009)’nin yaptig1 calismada, Giiney Ispanya’da
alkilfenollere maruz kalan kadinlarin yag dokularinda NF varhigi tespit edilmis,
Diamanti-Kandarakis ve ark., (2009)’nin yaptig1 ¢alismada ise, NF ve BFA’nin yag
dokusunda biriktigi bildirilmistir. Zamana ve konsantrasyona bagli olarak NF’nin
olgun yag gozesinde farklilasarak hizla yayildigi da rapor edilmektedir. Uguz ve
ark., (2003a, b)’nin yaptig1 caligmalara gére AFE’ler hidrofobik (suda ¢6ziinmeyen)
ve lipofilik (yagda ¢oziinen) ozelliklerinden dolayi, sularda degil, sediman ve suda
yasayan canlilarda biriktigi rapor edilmistir. Calismada NF’nin yagda ¢6zenebilme
ozelliginden dolayr yag orani yiiksek olan beyin dokusu ve hayati 6neme sahip

karaciger dokusu segilerek NF’nin genler tlizerindeki etkisi incelenmistir.

Bu tez ¢alismasinda se¢ilmis apoptotik ve anti-apoptotik genlerdeki (kaspaz-3,
bcl-2, bel-XL, p53, tnf-a) gen ekspresyon diizeylerinin degisimi iizerindeki NF’nin
etkisi arastirilmigtir.  Gen ekspresyon diizeyleri, real-time PCR cihazindan elde
edilen veriler kullanilarak, f-aktin mRNA diizeyinin nisbi degisimi ve kontrol
grubuna gore hesaplanan deger, her bir gen i¢in 2722C formiiliinde yerine konularak
mRNA ekspresyon diizeyinin misli olarak azalmasi ya da artisi seklinde
belirlenmistir. Elde edilen veriler gen ekspresyon diizeyi hakkinda en dogru sonucu

sayisal degerlerle vermektedir.

Bu tez calismasinda, apoptozis boyunca aktif olan ve apoptozisin ana
yiriitiiclisii olan, kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna ve g-aktin gen
ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimine gore incelendiginde Tablo 3.3’de
gosterildigi gibi cinsiyet gozetmeksizin beyin dokusunda daha fazla hasar

olusturdugu bulunmustur. Ayrica tiim veriler dikkate alindiginda (Tablo 3.2) artan
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NF konsantrasyonuna bagli olarak kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinin uyarildigi
hatta C vitaminin etkisiyle kaspaz-3’iin daha fazla eksprese oldugu ortaya

¢ikarilmstir.

TUNEL ve DNA fragment analizi kullanilarak tiimor hiicre hattinda, apoptozis
tizerinde NF’nin etkisi incelendiginde; bcl-2 aktivitesinde 6nemli bir degisiklik
gozlenmezken, NF miktarinin artmasi ile kaspaz-3 aktivitesinin arttigi ve 100 ng/ml
dozun altindaki NF’nin, timor hiicre hattinda kaspaz-3 aktivitesiyle uyarilmis
apoptozisi arttirdigit (Aoki ve ark., 2004), aym1 zamanda NF’nin kaspaz-3
aktivasyonunu mitokondriyal depolarizasyonu ile apoptozisi uyardigi bildirilmistir
(Yao ve ark., 2006). Yapilan bu galigsmalar da bu tez ¢alismasindaki NF’nin kaspaz-

3 gen ekpsresyon diizeyini arttirdigini desteklemektedir.

BFA, NF ve OF’nin beyin (Aydogan ve ark., 2008) ve karaciger dokusunda
(Korkmaz ve ark., 2010) oksidatif hasara neden oldugu, C vitamini ile birlikte
uygulandiginda da beyin dokusunda oksidatif hasari siddetlendirdigi bildirilmistir.
Bu da gostermektedir ki; bu tez calismasinda apoptozisi uyaran kaspaz-3 gen
ekspresyon diizeyinin artmasi, NF’nin hiicreleri apoptozise gotiirdiigiini ve C

vitaminin de bu durumu agirlastirdigi sonucunu desteklemektedir.

Apoptozu engelleyen anti-apoptotik bir protein olan bcl-2 gen ekspresyon
diizeyinde Tablo 2.1°de gosterilen deney gruplarnn arasindaki farkliliklar
incelendiginde, sadece NF nin tiim gruplarda goriilen ekspresyon diizeyini azaltmasi
hiicrelerin fonksiyonlarini yitirdigini ve apoptozisin basladigini, C vitaminin de bu
durumu arttirdigr (Tablo 3.4), cinsiyete gore degerlendirildiginde ise Tablo 3.5’de
gorildiigli gibi NF’nin disi beyninde daha fazla hasara yol ag¢tig1 bulunmustur.

Son yillarda bir tiimor baskilayici gen olan p53 ve apoptozisi kontrol eden bcl-
2 geninin, bir¢ok tiimoriin gelisiminde ve seyrinde rol oynadigi rapor edilmektedir
(Stlli ve ark., 2006). Bu nedenle ¢alismamizda hem p53 geni hem de bcl-2 geni ile

calisma yapilmistir.
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Mao ve ark., (2008) NF’nin beyindeki apoptozisle iliskisini belirlerken, bu tez
calismasinda da oldugu gibi, NF’nin fare beyninde bcl-2 mRNA ekspresyonunu
azaltigini, apoptozisi uyaran, aktif kaspaz-3’in ekspresyonunu  arttigini

bildirmislerdir.

Jubendradass ve ark., (2012) yaptig1 ¢alismayla bu ¢alismada kullanilan NF
miktarlarinin  benzer olmasi ile apoptozisle iliskili olan genlerin ¢aligmasi
benzemektedir. NF’nin ratlarin karacigerinde apoptozisi indiikleyen, sitokrom c,
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Fas ve Fas-L mRNA seviyelerini artirdigi, bcl-2
MRNA (anti-apoptotik) seviyelerini azalttigi, bax mMRNA (apoptotik) ekspresyonu,
kaspaz-3 yerlesimini arttigi, karacigerde DNA hasart olusturdugu, apoptozisi
uyardigi ve karacigerde tahribata yol agabildigi bildirilmistir. Bu durum bu tez
calismasinda da bulunan sonuglarla 6rtiismektedir. NF’nin sadece beyin dokusunda

degil karaciger dokusunda da hasara yol agabilecegini de desteklemektedir.

NF’nin artan dozuna bagli olarak tiim deney gruplarinda (Tablo 2.1) bcl-2
mRNA ekspresyon seviyelerinin azalmasi ve C vitamini etkisiyle azalmasimnin devam
etmesi, yani hiicredeki DNA hasarina bagli olarak apoptozisin uyarildigini ve C

vitaminin agirlastirici etkisinin oldugunu da desteklemektedir.

Hiicresel sistemde apoptozisin diizenlenmesini inhibe eden ve mitokondride
apoptotik degisikliklere kars1 koruyucu olan bcl-2 aile tiyelerinden biri olan bcl-XL
timor gelisimi ve ilerlemesinde onemli rol oynamaktadir. Calismamizda Tablo
2.1°de gosterilen genel gruplar arasindaki farkliliklar incelendiginde bcl-XL gen
ekspresyonunun disi gruplarda arttig1, erkek gruplarda ise azaldigi NF’ye erkeklerin

disilerden daha fazla hassas oldugunu gostermektedir (Tablo 3.7).

Tablo 3.6°da gosterildigi gibi gruplar arasinda doz artigina bagli bir artma veya
azalma gozlenmemis ancak tiim gruplarda kontrole gore 6nemli bir artis meydana
gelmistir.  En fazla artisin 10 pg/ml NF ve 10pg/ml NF+100 pg/ml C vitamini
verilen dozda oldugu ve NF’nin en yiliksek konsantrasyonu uygulanan grubun

ekspresyon seviyesinin azaldigi, C vitaminin de bu azalmayr destekledigi
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bulunmustur. Uguz ve ark., (2009)’nin yaptig1 ¢caligmaya gore de NF miktarina bagl
olarak NF’nin farkli sonuglar dogurdugu ¢alismamizdaki sonuglarla ortiismektedir.
Sonug¢ olarak da, apoptotik degisikliklere karsi koruyucu etkisi olan bcl-XL
proteininin NF’nin 6ldiiriicii olmayan dozunda arttigi, 6ldiiriicii olan dozunda ise

azalmaya neden oldugu bulunmustur.

Yapilan diger arastirmalara bakildiginda NF ile bcl-XL gen ekspresyon
degisimi arasindaki iliski hakkinda ¢alisma yapilmadigi gorilmustiir. Sadece NF
gibi endokrin yikic1 olan OF’nin testis embriyo hiicrelerinde apotozise yonelimin
acik bir sekilde arttigi, bcl-XL mRNA ekspresyonunun doza bagh olarak azaldigi
rapor edilmistir (Kim ve ark., 2004). Ayrica, Ito ve ark., (2013), oldiiriicii madde
olan 4,5-dikloro-2-n-oktil-3(2H)-izotiyazolon (Sea-Nine 211)’nin baliklar tizerindeki
Kistlerdeki kaspaz 2, 3, 6 ve 8 ekspresyonunun onemli bir sekilde arttigi, anti-
apoptotik protein olan bcl-XL’nin sinyal yogunlugunun azaldigi rapor edilmistir.
Yapilan bu calismalar da zararli olan maddelerin canlilar iizerinde bcl-XL gen
ekspresyonunu azalttigi bildirilmektedir. Calismamizda da bcl-XL gen ekspresyon
seviyesinin en yiiksek NF konsantrasyonunda azaliyor olmasi, hiicrelerin apoptozise

yoneldigini kanitlamaktadir.

DNA tamir mekanizmasinda, apoptozis, genetik stabilite ve 6zellikle hiicre
dongiisii kontrol noktasinda Onemli diizenleyici rol oynayabilen p53 geninin
ekspresyon diizeyleri, gruplar arasindaki (Tablo 2.1) farkliliklara gore
incelendiginde, sadece NF uygulanan gruplarda ekspresyonun azalmasi hiicrelerdeki
tahribatin arttigini1 ve hiicrenin apoptozise dogru gittigini gostermekte, C vitaminin
de bu durumu agirlastirdig1 (Tablo 3.8) goriilmektedir. Cinsiyete bagli olarak beyin
dokusunda disi gruplarda p53 ekspresyonu uyarilirken, erkek gruplarda
baskilanmaktadir. Cinsiyet goézetmeksizin goriilen en O6nemli farklilik karaciger
dokusunda meydana gelen NF’nin artan dozuna bagh olarak p53 gen ekspresyonun
baskilanmasidir (Sekil 3.16; Tablo 3.9). Sadece disi beyin dokusunda Sekil 3.13°de
goriilen degisiklige gore, p53 gen ekspresyonunun once en diisikk dozda yiiksek
olmas1 NF’nin artan dozuna bagli olarak hiicrelerin apoptotik yola dogru gittigini

gostermektedir.

71



Min ve ark., (2003) 17p-6stradiol ve NF varliginda Japon baliklarinda p53
geninin ekspresyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir. Kimyasallara 10 giin muamele
edilen hem disi hem de erkek baliklarda 2 giinde p53 gen ekspresyon seviyesinin
maximum degerlere ulastigi, fakat daha sonraki giinlerde zamana bagh olarak, yavas
yavas azaldigi bildirilmistir. Yine aymi sekilde (Lee ve ark., 2008), BFA, NF ve
OF’nin de p53’iin ekspresyon seviyesinin 3 saat muamele sonrasinda onemli
derecede arttigi, 96 saat muamele sonrasinda ise ekspresyonun Onemli derecede

azaldig rapor edilmistir.

Apoptotik siirecler, ¢cekirdek ve DNA pargalanmasi, mikro ¢ekirdek olusumu
gibi olgular i¢erdigi ve hiicrede var olan apoptozis iligkili marker olan p53, bax, p21
ekspresyonunun arttigi (Abarikwu ve Farombi, 2015) ve Tigriopus japonicus sucul
tirde NF, OF ve BFA maruziyetinden sonra p53 gen ekspresyonunun onemli
derecede uyarildig: rapor edilmektedir (Hwang ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalar bu

calismadaki sonuglari desteklemektedir.

Tez ¢alismamizda, tiimor nekrozis faktor alfa (tnf-a) gen ekspresyon diizeyinde
gruplar arasindaki farkliliklar incelendiginde, erkek ve disi beyin dokusunda ve
ozellikle de erkek ratlarda hasarin daha fazla oldugu Tablo 3.11°de gosterilmistir.
Tnf-a gen ekspresyon diizeylerinde doz artigina bagl olarak orantisal bir artis ve

azalis gortilmemistir (Tablo 3.10).

Kapitanovi¢ ve ark., (2014)’nin yaptig1 caligmada kolon tiimorlerinde tnf-a
mRNA ekspresyonunun tiimdr dokulu hastalarda 6nemli derecede yiiksek bulundugu
ve daginik kolon kanser siirecinde bagisiklik diizenleyici genlerden biri olarak tnf-
o’nin rolliniin biiyiik oldugu bildirilmistir. Hung ve ark., (2010) tarafindan NF ve 4-
OF ile muamele edilen hiicrelerde tnf-a gen ekspresyonunun arttigi bildirilmistir.
Tnf-a ekspresyonunu artisinin 6nemli bir sekilde histon asetiltransferaz inhibitorii
tarafindan baskilandigi rapor edilmektedir. BFA ile muamele edilmis farelerde de
tnf-a’nin arttig1 ve fare karaciger dokusunda zararli etkilere neden olabilecegi rapor
edilmistir (Yang ve ark., 2006). Yapilan bu ¢alismalarda ¢alismamizdaki oldiiriicti

olmayan dozun tnf-a gen ekspresyonu artirdig ile ortiismektedir.
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NF’nin sitokin iiretimi ve immun sistem fonksiyonu iizerindeki etkisi agik
degildir. Fare makrofajlarinda tnf-a iiretimi ve tnf-a gen ekspresyonu iizerindeki
NF’nin etkileri arastirtlmis, tnf-a {iretimini etkiledigi, doza bagl durumlarda tnf-o
mRNA seviyelerini inhibe ettigi ve NF’nin immun sistem fonksiyonunun gelisimini
etkileyebildigi rapor edilmistir (You ve ark.,, 2002). Bu calisma da, bu tez
calismasinda tnf-a gen ekspresyon seviyesinde doza bagli goriilen artis ve azalislari

desteklemektedir.

Soyle ki; Xia ve ark., (2013) tarafindan disi ratlarin dalak ve boyun alt1 bezinde
oral yolla alinan NF’ye maruz kalan disi ratlarin dalak ve boyun alti bezinde
bagisiklik sisteminde olumsuz etkilere neden olabilecegi ancak immiin sistem
tizerindeki NF’nin etkilerinin halen tam olarak agiklanmadigi rapor edilmektedir. Bu
bilgilere dayanarak calismamizda NF’nin tnf-a gen ekspresyonuna olas: etkisinin
bulunmasi, iImmiin sistem {izerindeki halen tam olarak agiklanmayan NF’nin

etkilerinin belirlenebilmesine katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Golovko ve ark., (2005) tnf-a’nin prostat kanser hiicrelerinde apoptozise ve
hiicre biiyiimesinin 6nlenmesine neden olabilecegini, tnf-o ve reseptorlerinin prostat
kanserinde eksprese oldugu, D vitamininde bu sitokinlerin prostat kanserinde hiicre
gelisimini  diizenledigi bildirilmistir. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda C
vitamininin tnf-o gen ekspresyonu fiizerine etkisi belirlenmemistir. Calismamizdaki
sonuglar degerlendirilmidigin de ise, yiiksek NF konsantrasyonunda, C vitaminininin
hiicrelerde hasar1 agirlastirdigi, ancak diisiik NF konsantrasyonun da iyilestirici etkisi

oldugu bulunmustur.

Marin ve ark., (2008) NF’nin letal ve subletal etkileri disi ve erkek
midyelerde degerlendirilmis ve ilging bir sekilde erkeklerin NF’ye disilerden daha
duyarli oldugu rapor edilmistir (Marin ve ark., 2008). Bu aragtirma ¢alismamizdaki
kaspaz-3, bcl-2, bcl-XL, p53 ve tnf-a gen ekspresyon diizeylerinin tiim veri sonuglari
degerlendirildiginde erkek ve disilerde goriilen farkliliklar1 desteklemektedir.
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5. SONUC

Ksenobiyotik kimyasallarin, insanlar ve ekosistem iizerindeki tiim canlilart
etkiledigi, hormonlarin sentezine, metabolizmasina ve hareketlerine engel oldugu
bilinmektedir. Alkilfenoller plastik katki maddeleri ve yiizey aktif maddeleri olarak
genisce kullanilan potansiyel endokrin yikict kimyasallardir. NF’nin Ostrojenik bir
bilesik oldugu ve genellikle nonilfenol etoksilatlarinin iiretiminde kullanildig:
bilinmektedir. NFE’ler iyonik olmayan yilizey aktif maddesi olarak plastiklerde,
latex, boya, kayganlastirma yaglari, emiilsiyonlastiricilar, kagit ve tekstil
sanayilerinde ve ev ve endiistriyel deterjanlarda bulunabilmektedir (Dobrzy nska,
2014)

AFE’ler toksik ¢evresel oncii kirletici olarak gidalardan, sulardan ve havadan
canli biinyesine alinmakta ve genis bir kullanim alanina sahip oldugundan, canliligin
devami i¢in tehdit olusturmaktadir (Xiec ve ark., 2013). Bu durumda insan ve
dogada yasayan tiim canlilarin siirekli maruz kalabildigi, endokrin yikici 6zelligi ve
Ostrojen benzeri yapiya sahip olmasiyla éneminin giinden giine arttigit NF’ nin gen
ekspresyon diizeylerini degistirme potansiyeli iizerindeki etkisinin bilinmesi

onemlidir.

Calismamizda kullanilan apoptotik ve anti-apoptotik genlerle (kaspaz-3, bcl-2,
bcl-XL, p53 ve tnf-a) yapilan arastirmalarla, ¢alismamizin sonuglar1 paralellik
gostermektedir. Ancak yapilan galigmalarin hemen hemen hepsinde NF oral yolla
canlilara verilirken, bu tez c¢alismasin da solunum yoluyla verilmistir. Gen
ekspresyon diizeylerinden elde edilen bulgularin diger ¢alismalarla paralellik
gosterdigi goriilmiis ve NF’nin solunum yoluyla da canli biinyesine girebildigi ve

beyin ve karaciger hiicrelerinde hasar olusturdugu belirlenmistir.

NF’nin gen diizeyindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in, ¢alismamizda kaspaz-
3, bcl-2, bel-XL, p53 ve tnf-a genlerinin birbiriyle etkilesimi de dikkate alinarak

ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.
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Bu tez calismasinda, kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde,
NF’nin doz artisina paralel olarak kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinin arttigi
ve C vitaminin etkisiyle kaspaz-3’iin daha fazla eksprese oldugu yani C
vitaminin NF’nin etkisini artirdigi bulunmustur. Cinsiyet goézetmeksizin
bakildiginda da beyin dokusundaki hasarin karacigerden daha fazla oldugu

bulunmustur.

Anti-apoptotik bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, NF’nin
ekspresyon diizeylerini azalttigi, C vitaminin de NF’nin etkisini artirdig1 yani
ekspresyon seviyesinde daha fazla azalma oldugu, gorilen en Onemli

azalmanin ise disi ratlarin beyin dokusunda meydana geldigi bulunmustur.

Apoptotik degisikliklere karsi koruyucu olan bcl-XL gen ekspresyon
diizeyleri deney gruplarindeki farkliliklar incelendiginde bcl-XL gen
ekspresyonunun disi gruplarda arttigi, erkek gruplarda ise azaldigt NF’ye

erkeklerin disilerden daha fazla hassas oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Hiicrede ¢ok onemli diizenleyici rol oynayabilen p53 geninin ekspresyon
diizeyleri incelendiginde, NF’nin tiim gruplarda gen ekspresyon seviyesini

azalttig1, C vitaminin de bu etkiyi arttirtig1 bulunmustur.

Timor nekrozis faktor alfa (tnf-a) gen ekspresyon diizeyini incelendiginde,
cinsiyet gdzetmeksizin beyin dokusunda ve erkek ratlarda hasarin daha fazla
oldugu ancak tnf-a gen ekspresyon diizeylerinde doz artigina bagli olarak

orantisal bir artig ve azalig goriilmedigi bulunmustur.

Sonug olarak, bu tez ¢alisgmasinda elde edilen veriler, apoptotik ve anti-

apoptotik genlerin diizeylerinin belirlenmesi ile NF’nin hiicresel diizeydeki etkisinin

bilinmesine, bunun sonucu olarak da NF’nin hangi hiicresel yolaklar1 etkilediginin

aciga kavusmasiyla, olusabilecek hastaliklarin onceden teshis edilmesine veya

hastaliklarin tedavisi i¢in yararl bilgiler sunabilecegine katki saglayacaktir.
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OZET

Ratlarda Kronik Nonilfenol ve C Vitamini Uygulamasinin Gen Ekspresyon

Diizeyine Etkisi

Oncii toksik ¢evresel kirletici ve endokrin yikici kimyasallardan biri olan
alkilfenol etoksilatlar1 (AFE) tiim canlilar1 tehdit etmektedir. AFE, temizlik tiriinleri,
boya, ot ve bocek ilaglart gibi maddelerin yapiminda kullanilan yiizey aktif
bilesenleridir. AFE’nin pargalanma {iriinii olan nonilfenol (NF), ev ve endiistriyel
tiriinlerin formulasyonunda yaygin olarak kullanilan en 6nemli ara {irlinii temsil
etmektedir. NF, boyalarda, tekstilde, kisisel bakim tiriinlerinde ve plastiklerde bolca
bulunmaktadir. Cevrede var olmasi ve toksik etkiye sahip olmasi NF’ nin 6nemini
artirmaktadir. Bu caligmada dogada bulunan miktar1 géz Oniine alinarak, NF’nin
etkisi ve kuvvetli antioksidan Ozellikli ve giinliik viicuda alinmasi gereken C
vitamini’nin NF’ye kars1 koruyucu etkisinin olup olmadig1 gen ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi ile arastirilmistir. Gen ekspresyonunda fiziksel degisiklikleri gérebilmek
icin, hedef mRNA'nin goreceli miktar1 belirlenmis ve real-time PCR'dan elde edilen
floresan veriler, veri analiz metoduna gore degerlendirilmistir. NF’nin doza bagh
olarak, apoptotik kaspaz-3 geninin ekspresyon diizeyini artirdigi, buna karsilik anti-
apoptotik bcl-2 geninin ekpresyon diizeyini azalttigi ve C vitamininin her iki
durumda da NF’nin etkisini artirdig1 ortaya konulmustur (p<0,05). Ayrica, NF doza
bagli olarak p53 gen ekspresyon diizeyini tiim deney gruplarinda azaltirken, bcl-XL
gen ekspresyon diizeyini disi ratlarda artirmis fakat erkek ratlarda azaltmistir. Sonug
olarak, NF doza bagl olarak apoptotik genlerin ekspresyon diizeylerini artirirken,
anti-apoptik genlerin ekspresyon diizeylerini azalttigi ve C vitamininin de her iki

durumda da NF’nin etkisini artirdig1 ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar kelimeler: Nonilfenol, C vitamini, gen ekspresyonu, rat
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ABSTRACT

The Chronic Effects of Nonylphenol and Vitamin C on the Level of Gene

Expression

Alkylphenol ethoxylates (APEs) which are one of precursor toxic enviromental
pollutants and endocrine-disrupting chemicals threaten all living creatures. APEs are
surfactants that are used in products such as paint, cleaning products, herbicides and
pesticides. Nonylphenol (NF), which is the degradation product of APE stands out
as the most important intermediate product that is widely used in formulation of
household products and industrial products. Paints, textile products, personal care
products and plastics are abundant in NF. Being available in the environment and
having a toxic effect increase the importance of NF. In this thesis, it was sought to
determine whether environmentally relevant concentration of NP has an effect on the
expresson of genes that regulates apoptosis. In order to determine the level of
changes in the gene expression, relative quantity of the target mRNA has been
determined and fluorescent data coming from real-time PCR have been assessed in
line with the data analysis method. Results indicated that NP caused a significant
increase in the expression of apoptotic caspase-3 gene, while it caused a significant
decrease in the expression of anti-apoptotic bcl-2 genes in a dose dependent manner
and the vitamin C enhanced the effects of NP in both cases (p<0.05). Morover, NP
caused a dramatic decrease in the expression of p53 genes in all treatment groups,
whereas it caused a dramatic rise in the expression bcl-XL gene in females but not in
males. In conclusion, while NP induced the expression of apoptotic gene, it inhibited
anti-apoptotic genes and vitamin C had been shown to accelarate the NP-induced

effects in both cases.

Key words: Nonylphenol, vitamin C, gene expression, rat
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