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Ozet

Bu c¢alismada 17a-etinilestradiol (EE2) ve 4-n-nonilfenol (NP)’iin orta diizey
konsantrasyonlarinin, Chalcalburnus tarichi (Pallas, 1811) (Cyprinidae)’den izole
edilen hepatositlerde, apoptozis iizerine olan etkileri arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda,
EE> ve NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlar1 hiicrelere, 24 saat siire ile uygulandi.
Daha sonra hiicreler TUNEL ve propidyum iyodiir ile boyandi ve apoptotik hiicreler
akim sitometrisi ile analiz edildi. Elde edilen sonuglara gore apoptotik hiicre yiizdesinin
her iki bilesigin biitiin konsantrasyonlarinda arttig1 ancak bu artiglarin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi. Ote yandan EE; ve NP’nin 10 uM konsantrasyonunda,
apoptotik hiicre yiizdesinde, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli olma
yoniinde egilim gosteren yiikselisler gozlendi (sirasiyla; P = 0.08 ve P = 0.12). Elde
edilen bulgular hem EE>’nin hem de NP’nin baligin hepatositlerinde, karaciger
toksisitesi ile iliski olarak, apoptozu uyarabilme potansiyeline sahip olduklarim
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Chalcalburnus tarichi, apoptoz, hepatosit kiiltiirii, akim sitometri
17a -etinilestradiol, 4-n-nonilfenol

Effects of Intermediate Concentrations of 17a-Ethinylestradiol and 4-n-
Nonylphenol on Apoptosis in Primary Hepatocytes of Chalcalburnus tarichi
(Pallas, 1811) (Cyprinidae)

Abstract

In the present study, the effects of intermediate concentrations of 17a-
ethinylestradiol (EE2) and 4-n-nonylphenol (NP) on the apoptosis of hepatocytes
isolated from Chalcalburnus tarichi were investigated. For this purpose, 0.1, 1, and 10
uM concentrations of EE> and NP were applied to the cells for 24 h. Next, the cells
were stained with terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling and
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propidium iodide, and apoptotic cells were analyzed by flow cytometry. According to
the results, the percentage of apoptotic cells increased with all of the concentrations of
both compounds, although the increases were not statistically significant. However,
there was a tendency toward a higher percentage of apoptotic cells when compared with
the controls using 10 uM of EE> and NP (P = 0.08 and P = 0.12, respectively). The
results showed that both EE> and NP possessed apoptosis-inducing potential in the
hepatocytes of the fish, which was related with hepatotoxicity

Key words: Chalcalburnus tarichi, apoptosis, hepatocyte culture, flow cytometry, 17a-
ethinylestradiol, 4-n-nonylphenol

Giris

Insanlar tarafindan {iretilen bircok kimyasal madde, dogal hormonlar gibi
davranarak, hayvanlarda endokrin bozucu etkilere neden olabilmektedirler. Bunlar
arasinda pestisitler, poliklorlu bifeniller, alkilfenol etoksilatlar, sentetik farmasotikler
gibi ziraatte, endiistride ve tipta kullanilan kimyasallar sayilabilir (Colborn ve ark. 1993;
L Brevini ve ark. 2005). Gegmiste yapilan c¢alismalar, iireme ve gelismeyi
engelleyebilme yeteneginde olan endokrin bozucu kimyasallarin ve zenobiyotiklerin,
sediment, ylizey sular1 ve gol gibi akuatik kompartmanlarda belirlendigini gostermistir
(Kannan ve ark. 2003; Bursch ve ark. 2004). Dolayisiyla farkli akuatik ekosistemlerde
yasayan baliklar, bu kimyasallarin hedef organizmalar1 arasindadirlar. Endokrin bozucu
kimyasallara maruz kalma baliklarda, organlarda toksisiteye ve tireme fizyolojilerinde
degisimlere yol agar (Weber ve ark. 2003). Baliklarin endokrin bozuculara maruz
kalmasi sonucunda meydana gelen degisimler arasinda, ovotestis olusumu (Jobling ve
ark. 1998; Vigano ve ark. 2001; Kavanagh ve ark. 2004), steroid hormon seviyelerinde
degisim (Villeneuve ve ark. 2002; Labadie ve Budzinski, 2006), erkek balikta disiye
Ozgii vitellogenin (Sumpter ve Jobling, 1995; Jobling ve ark. 1998) ve zona radiata
proteinlerinin tretilmesi (Arukwe ve ark. 1997; Fossi ve ark. 2004; Knoebl ve ark.
2004), feminizasyon (Sole ve ark. 2000), spermatogenezisin bozulmasi (Kinnberg ve
Toft, 2003), testis gelisimi ve olgunlasmasinda gecikme (Hassanin ve ark. 2002) ve
diisiik sperm sayist (Haubruge ve ark. 2000) gibi anomaliler sayilabilir. Endokrin
bozucu kimyasallardan olan 17a-etinilestradiol (EE>), gebelik onleyici uygulamalarda
kullanilan sentetik bir Ostrojendir, nonilfenol ise deterjan, plastik ve herbisitlerin
tiretiminde kullanilan, alkilfenol polietoksilatlarin bir indirgenme {iriiniidiir (Jobling ve
Sumpter, 1993; Larsson ve ark. 1999). Hem EE> hem de NP, aritma atik sularinda,
sedimentlerde ve akuatik ¢evrelerde belirlenmislerdir (Ahel ve ark. 1994; Ternes ve ark.
1999; Kannan ve ark. 2003; Bursch ve ark., 2004). Dolayisiyla bu kimyasalarin toksik
etki mekanizmalarinin bilinmesi ¢evre saglig1 acisindan oldukca dnemlidir.

Apoptoz, embriyonik morfogenez, metamorfoz ve hormon ile uyarilan dokularin
sekillenmesi gibi temel biyolojik olaylarda rol oynayan, bir hiicre 6liim mekanizmasidir.
Apoptozdaki en karakteristik biyokimyasal 6zelliklerinden birisi DNA’nin, Ca?*-Mg?*
bagimli endoniikleaz aktivitesi sonucunda, interniikleozomal bolgelerden diizenli olarak
kesilmesi ve hiicrede 180-200 baz ¢ifti biyiikligiinde DNA fragmentlerinin
olusmasidir. (Schwartzman ve Cidlowski, 1993). Endoniikleaz aktivitesi ile olusan kirik
DNA 3’-OH uglarinin terminal transferaz enzimi ile isaretlenmesi ve igaretli bolgelerin
biyotin avidin peroksidaz teknigi ile goriinlir hale getirilmesi (TUNEL teknigi),
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apoptotik hiicrelerin incelenmelerine olanak saglar (Gavrieli ve ark. 1992). Apoptoz
ayn1 zamanda, zenobiyotik stresine, hiicresel fonksiyon/yap1 kaybina ve organizmanin
sagligina iliskin mekanistik bilgi sunan duyarli ve faydali bir biyomarkoérdiir (Sweet ve
ark. 1999).

Balik primer hepatosit kiiltiirleri, agir metallerin, zenobiyotiklerin ve hormonlarin
etkilerini incelemek i¢in ge¢misten bu yana kullanilan faydali tarama araglaridir (Bols
ve ark. 2005). Bu ¢alismada, Van Golii Havzasi’nda yasayan ve Cyprinidae familyasina
ait endemik bir tiir olan inci kefali (Chalcalburnus tarichi, Pallas 1811)’nden izole
edilen ve primer kiiltiirii yapilan hepatositler iizerinde, EE> ve NP’nin {i¢ farkli otya
diizey konsantrasyonlarinin, 24 saatlik siire i¢indeki apoptozu uyarici etkilerinin,
TUNEL yontemi ve akim sitometri ile belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Balik temini

Calismada kullanilan inci kefalleri (ortalama g¢atal boy: 9.5 cm; ortalama total
vicut agirhgr: 8.5 g) Van Goli'ne dokilen Karasu Cayi’ndan elektrosok ile
yakalandiktan sonra 1000 | hacimli ve hava motorlar1 ile havalandirilan fiberglas
tanklara aktarildi. Baliklar su sicakliginin ortalama 16 °C oldugu tanklarda ve dogal
fotoperyot altinda, bir ay aklimatizasyon siirecine birakildi. Bu siire¢ sirasinda baliklarin
ticari alabalik yemine aligtirilmasi ve yem almalar1 saglandi.

Hepatosit izolasyonu ve Kiiltiirii

Izolasyon &ncesi biitin cam malzemeler ve cerrahi aletler kuru hava
sterilizatoriinde steril edildi (130 °C’de 2 saat). Ayrica kullanilacak olan soliisyonlar ve
medyum 0.22 um por agikligina sahip filtreden (MFS Advantec, ABD) gegirildi.
Karaciger hiicre izolasyonu, Tollefsen ve ark. (2003) ve Mortensen ve ark. (2006)’ndan
bazi modifikasyonlar yapilarak gergeklestirildi. Steril kosullarda baligin abdomen
bolgesi agildiktan sonra karaciger dokusu ¢ikartildi. Cikartilan karaciger, kalsiyumsuz
NaCl (7.14 g/l), KCI (0.36 g/l), MgSOg4 (0.15 g/l), Na2HPO4 (1.6 g/l), NaH2PO4 (0.4
g/l), NaHCOs (0.31 g/l) ve EGTA (Etilen glikol tetra-asedik asit, Fluka, Kat. No:
C3777, 20 mg/1) igeren soliisyon igerisine alinarak dokudan kan uzaklastirilincaya kadar
oda sicakliginda 10 dk yikandi. Beyazlasan karaciger bu kez EGTA yerine CaClz (0.22
g/l) ve kollajenaz (%15, Sigma-Aldrich, kat. no: C5138, Type IV) igeren ayni1 tampona
alindiktan sonra ajite edildi. Karaciger ayn1 soliisyon iginde yaklagik 15 dk tritiirasyon
islemine tabi tutuldu. Tritlirasyon, once, kesik uclu mavi pipet ucu ile daha sonra mavi
pipet ucu ile yapildi. Bu isleme daha sonra sar1 pipet ucu ve insiilin enjektoriiyle devam
edilerek dokuya ait hiicrelerin iyice ayrismasi saglandi. Islem tamamlandiktan sonra,
stispansiyon 100 g’de 3 dk. santrifiij edildi ve siipernatant icindeki kaba doku
partikiilleri pipetlendi. Pellet {izerine antibiyotik-antimikotik (% 1), NaHCOz (0.38 g/l)
ve glutamin igeren serumsuz Leibovitz 15 (L-15, Sigma Kat. No: L1518) medyumu
eklendi. Hiicreler tekrar siispanse edildikten sonra 60 g’de 3 dk santrifiij edildi.
Siipernatant alinarak {izerine L-15 eklendi ve santrifiij islemi enzimin uzaklagmasi i¢in
tic defa tekrarlandi. Tekrar siispanse edilen hiicreler bu defa 30 g’de 3 dk santrifijj
edildikten sonra siipernatant alindi ve izole edilen hiicreler 1 ml medyum ile yeniden
siispanse edildi. Hiicre canliligi, Tripan mavisi ekskliizyon metodu kullanilarak yapildi

10



Dogu Fen Bilimleri Dergisi / Journal of Natural & Applied Sciences of East 4(1): 8-18 (2021)

Arastirma Makalesi / Research Article

ve sollisyon igindeki hiicre canliliginin % 95’ten fazla oldugu belirlendi. Hiicre
stispansiyonunda ml’deki hiicre sayisi belirlendikten sonra hiicreler 48 kuyulu
mikroplakanin (Greiner Bio-one, Cellstar, Kat. No: 677180) her kuyusunda 1x10%ml
hiicre olacak sekilde L-15 i¢inde ekildi. Kiiltiire aliman hiicreler daha sonra invert
mikroskop (Leica DMI 6100) ile incelenerek goriintiileri alindi. Hiicreler kimyasal
uygulamasindan 6nce O2/CO;’siz steril inkiibatorde 20+1 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Karaciger hepatositlerinin kiiltiirden hemen sonraki (0. saat) ve 24 saat sonraki
goriintiileri Sekil 1°de gosterilmistir. Hepatositlerin inkiibasyondan 24 saat sonra, kord
benzeri dizilim gosterdikleri gozlendi (Sekil 1b).

X Y b B : s RN
7 v s .ﬂ cPny L fé,
Sekil 1. Inci kefalinde kiiltiirii yapilan hepatositlerin goriintiileri. a) Kiiltiire alindiktan
hemen sonra (0. saat) b) Kiiltiire alindiktan 24 saat sonra.
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Kimyasal uygulama

Test kimyasallar1 olan 17a-etinilestradiol (EE2, saflik: >%98, Sigma) ve 4-n-
nonilfenol (NP, saflik: %99, Riedel de Haen), DMSO (Dimetil siilfoksit, Merck) i¢inde
¢oziildiikten sonra, 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde, kiiltiir vasatina
eklendi. Vasat i¢indeki DMSO konsantrayonu, %0.1°1 gegmeyecek sekilde ayarlandi.
Kuyulara ekilen hiicrelerin iizerindeki vasat alinarak EE> ve NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM
konsantrasyonlarini igeren vasat ile degistirildi. Kontrol grubuna ait kuyudan alinan
vasat ise sadece L15 ile degistirildi. Her grup i¢in iki tekrar yapildi. Hiicreler,
02/CO2’siz steril inkiibatorde 20 + 1 °C’de 24 saat kimyasallara maruz birakildi.

Hiicre siispansiyonunda TUNEL ve propidyum iyodiir duble boyamasi

Kimyasal uygulamasi1 tamamlandiktan sonra, hiicreler pipetlenerek kaldirildi ve
bulunduklar1 vasat icinde bir ependorf tiipe alinarak siispanse edildi. Hiicre
stispansiyonundaki apoptotik hiicreler, TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yontemi ile isaretlendi. TUNEL boyama, ticari kit (Fluorescein
FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Kat. No: QIA39, Calbiochem, Merck,
ABD) kullanarak ve kit prokollerine uyularak yapildi. Siispanse edilen hiicreler, 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra L-15 pipetlendi. Hiicreler PBS ile hazirlanan
%4’lik formalin ile 10 dk tespit edildikten sonra 1000 rpm’de 5 dk tekrar santrifiij
edildi. Fiksatif pipetlenerek alindi ve hiicreler %80’lik etanol ile tekrar siispanse edildi.
Santrifiij edilen silispansiyon pipetlendikten sonra tris tuz tamponu (TBS; 20 mM Tris
pH: 7.6, 140 mM NaCl) ile siispanse edilerek oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona
birakildi. Hiicreler, santrifiijleme basamagindan sonra proteinaz K (10mM Tris’de,
pH:8, 2 mg/ml) ile oda sicakliginda 5 dk muamele edildi. Siispansiyon santrifiijlenip
proteinaz K uzaklastiriltiktan sonra TdT tamponu (1 M Sodyum kakodilat, 0.15 M Tris,
1.5 mg/ml BSA, 3.75 mM CoCl,, pH: 6.6) ile tekrar siispanse edilen hiicreler oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra
siispansiyon santrifiij edilerek TdT tamponu uzaklastirildi ve hiicreler floresan (FITC)
isaretli deoksiniikleotidler ve TdT enzimini (3 pl enzim, 57 pl TdT isaretleme karimi)
iceren karisim ile 37 °C’de karanlik ortamda 60 dk inkiibe edildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra siispansiyon santrifiij edilerek, isaretleme karisimi uzaklastirildi.
Hiicreler, TBS ile muamele edildikten sonra santrifiij edildi ve TBS ile iki defa daha
yikandi. Daha sonra hiicreler, 0.5 ml TBS’de tekrar siispanse edildi. Son olarak
slispansiyona propidyum iyodiir (PI, 2 pg/ml) eklendi ve zit boyama yapildi. Pozitif
kontroller, proteinaz K uygulamasindan sonra, siispansiyon DNaz-I (TBS ile hazirlanan
1ImM MgSOs’de 1pg/ul, Kat. No: A3778, AppliChem) enzimi ile oda sicakliginda 20
dk inkiibasyonu ile yapildi. Negatif kontroller de ise isaretleme karisimina, TdT
enziminin yerine bidistile su birakildi. Diger basamaklar her iki kontrolde de yukarida
tarif edildigi gibi gergeklestirildi.

Akim sitometri ile apoptotik hiicre sayimi
EE> ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda maruz
birakilan inci kefali hepatositlerinde meydana gelen apoptotik hiicre Oliimiiniin

kantifikasyonu, TUNEL metodu ile isaretlenen hiicrelerin akim sitometri cihazi (Coulter
Epics XL) kullanilarak o&l¢iimii sonucunda yapildi. Hiicreler TUNEL-PI duble
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boyamasindan sonra yesil floresan (FITC, apoptotik DNA fragmentasyonunu
belirtmektedir) ve kirmiz1 (PI, total DNA miktarin1 belirtmektedir) floresanda analiz
edildi. Hiicre sayiminda ortak pozitif (FITC*/PI*) hiicreler, apoptotik olarak tanimlandi.
Daha sonra total hiicre populasyonu (FITC*/PI* ve FITC-/PI*; apoptotik ve apoptotik
olmayan hiicrelerin toplami) icerisinde apoptotik hiicre yiizdesi, hesaplandi. FITC-/PI~
gibi boyanmayan yapilar hiicre kalintis1 olarak, FITC*/PI- gibi boyanan yapilar ise
artefakt olarak kabul edildi ve sayima dahil edilmedi. Her 6rnek icin en az 2000 hiicre
sayildi.

Istatistiksel analizler

Biitiin istatistiksel analizler “SPSS 11.5 for Windows” programi kullanilarak
yapildi. Akim sitometri analizleri sonucu elde edilen verile, ANOVA’ya tabi
tutulduktan sonra Dunnet’s testi ile degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart hata
(ort £ sh) olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi P<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

EE> ve NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarina 24 saat boyunca maruz
birakilan hepatositlerde meydana gelen apoptoz yiizdesinde artiglar gozlenmesine
ragmen, bu artislarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
olmadiklar1 belirlendi (Sekil 2). Bununla birlikte EE> ve NP’nin 10 uM
konsantrasyonunda, apoptoz yiizdesindeki artiglara ait istatistiksel anlamlilik
derecelerinin sirasiyla P = 0.08 ve P = 0.12 oldugu belirlendi. Dolayisiyla her iki
kimyasalin 10 pM konsantrasyonunda apoptoz ylizdesinde meydana gelen yiikseliste,
istatistiksel anlamliliga dogru bir egilimin oldugu tespit edilmistir. EE2 ve NP’nin 10
uM konsantrasyonlarina 24 saat boyunca maruz birakilan inci kefali hepatositlerinde
meydana gelen apoptotik hiicre 6liimiiniin akim sitometri ile 6lglimlerine ait histogram
goriintiileri Sekil 3’de gosterilmistir. Buna gore hepatosit apoptozunun kontrol grubuna
gore, belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir (sag iist paneller).

wllul

Eontrol EEOQ.1 EE 10 NPO.1 NP 10

Apaptoz (%)

Sekil 2. EE2 ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda maruz
birakilan inci kefali karaciger hiicrelerinde apoptoz yiizdesi. Degerler her grup
icin birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin (n = 3) ort £ sh’s1 olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3. EE> (a) ve NP (b)’nin 10 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan inci kefali
hepatositlerinde, kontrol grubu hiicrelerinde (C), pozitif kontrol hiicrelerinde
(d) ve negatif kontrol hiicrelerinde (e), akim sitometri analizi sonucunda elde
edilen histogramlar. Histogramlarda sag iist kareler, apoptotik hiicreleri (+/+;
PI*/ FITC™); sol iist kareler apoptotik olmayan hiicreleri, (+/-; PI*/ FITC); sol
alt kareler boyanmayan yapilari, (-/-; PI'/ FITC); sag alt kareler ise artefakt
yapilarim (-/+; PI/ FITC"), gostermektedir. EE2 ve NP’nin 10 uM
konsantrasyonlarina maruz birakilan hepatositlere ait histogramlarin sag tist
panellerinde goriildiigii gibi apoptoz, belirgin bir sekilde artmistir.

Tartisma ve Sonug¢
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Bu ¢alismada, EE2> ve NP’nin {i¢ farkli konsantrasyonuna (0.1, 1 ve 10 uM), 24
saat boyunca maruz birakilan inci kefali hepatositlerinde, apoptotik hiicre yiizdesinin
arttig1 gozlendi ancak bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi. Rat
hepatositlerinde EE2’nin 2 saatlik LC50 degerinin 150 = 8 pmol/l oldugu belirlenmistir
(Wan ve O'Brien, 2014). EE2’nin 1 ve 10 uM konsantrasyonlarina 24 saat siire ile
maruz birakilan insan A375 melanoma hiicrelerinde apoptotik hiicre ylizdesinin her iki
konsantrasyonda anlamli olarak arttig1 ancak B164A5 murin melanoma hiicrelerinde
sadece 10 uM konsantrasyonda anlamli artisin oldugu belirlenmistir (Coricovac ve ark.
2018). Serumsuz medyumda NP’ye 0, 0.01, 0.1, 1 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda
maruz birakilan PC12 hiicrelerinde meydana gelen apoptozda artis oldugu ancak bu
artisin 1 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda anlamli oldugu belirtilmistir (Aoki ve ark.
2004). Baska bir ¢alismada ise NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM konsatrasyonlarina 2, 4 ve 6 saat
boyunca maruz birakilan timositlerde, apoptozun sadece 4. ve 6. saatlerde anlaml
derecede arttig1 bildirilmistir (Yao ve ark. 2006). Bu calismada elde edilen bulgulara
benzer olarak, NP’nin 0.5 ile 50 uM konsantrasyon araligina, 24 saat siire ile maruz
birakilan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) epidermal hiicrelerinde ve sazan
baligi (Cyprinus carpio)’na ait deri timoriinden izole edilen epidermal hiicre hattinda,
apoptozun, sadece 50 uM NP konsantrasyonunda anlamli olarak arttigi, 10 uM NP
konsantrasyonunda ise apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir artis olmadigi
belirlenmistir (Lamche ve Burkhardt-Holm, 2000). Dolayisiyla, EE> ve NP’nin
apoptozu uyarici etkilerinin, hiicre tipine, uygulama siiresine ve uygulama
konsantrasyonuna bagimli olarak degisebildigi sdylenilebilir. Bu calismada EE> ve
NP’nin 10 uM’lik konsantrasyonlari, apoptotik hiicre ylizdesini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artirmamis olsalar bile bu yonde egilim gosterdikleri gozlendi (P
degerleri sirasiyla; 0.08 ve 0.12). Bu nedenle, her iki kimyasalin inci kefali karaciger
hepatositlerinde apoptozu uyarici potansiyele sahip olduklari ifade edilebilir.
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