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OZET

Perflorooktan Silfonat (PFOS)’1n Embriyonel Orjinli Hicre Serilerindeki

Etkisinin In-Vitro Ara stiriimasi

Perflorooktan sulfonat gibi florin organik komponentler stabil

kimyasallar olup, endustriyel alanda oldukca yaygirolarak kullaniimaktadir.

Perflorooktan sulfonatin potansiyel toksisitesi heiiz ¢ok iyi karakterize
edilemems ve toksik etkisinin altinda yatan molekuler mekanzma ile ilgili de ¢ok
az sey bilinmektedir. Perflorooktan sulfonatin  mitokondrial membran
permeabilitesini degistirmesi potansiyel toksisite mekanizmasi olarak kabl
edilmektedir. Mitokondrial membran permeabilitesinin degistirmesi sonucu
hicrenin apoptoz slreci balamaktadir. Ancak perflorooktan stlfonatin
toksisitesinin altinda yatan apoptotik molekiler mé&anizma ile ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu calismada, amniyon hucre serilerinde perflorooktan sulfmatin hticreyi
apoptoza goturen Apaf-1 ve kaspaz-3 genlerinin ekspsyonuna etkisi
arastirllmi stir.  Amniyon ve fetal akciger hicrelerindeki apoptotik gen
ekspresyonunu belirlemek icin  Ankara Sap Enstitisi Hucre Kultir
Kolleksiyonundan (Hukik) saglanan amniyon ve fetal akcger hicreleri kilttre
edilmistir. Degisik konsantrasyonlarda perflorooktan silfonat uygulanan amniyon
hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilmg ve Apaf-1 ve kaspaz-3'Un ekspresyonlari
RT-PCR kullanilarak belirlenmi stir.

Yapilan calismada yiksek dozda perflorooktan sulfonat uygulanan
hicrelerde kaspaz-3 ve Apaf-1 ekspresyonunda anlaml derecede arty
gOzlenmitir. Ayrica uzun stre PFOS uygulanan hicrelerde dé\paf-1 ve kaspaz-3
ekspresyonunun anlamli derecede art@ gorulmisttr. Ancak disik doz ve kisa
sureli uygulamalarda anlaml bir artis gérilmemistir.

Sonug olarak; perflorooktan stilfonat uygulanan hicelerde apoptotik gen
ekspresyonunun doza ve zamana igh olarak artti g tespit edilmistir. Bu
calismanin perflorooktan sulfonatin apoptotik etkisini inceleyen ilk ¢alsma olmasi
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nedeni ile bu konuyla ilgili yapilacak diger calismalara yol gosterici olacg:

dustnulmektedir.

Anahtar Sozcikler: Apoptoz, Perflorooktan Sulfonat, Apaf-1, Kaspaz 3.
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ABSTRACT

An In Vitro Investigation of the Effect of Perfluor ooctane sulphonate On Cell
Lines of Embryonic Origin

Fluorinated organic compounds, such as perfluorooene sulfonate, are
stable chemicals with a wide range of industrial aplications.

The potential toxicity of perfluorooctane sulfonateis not well characterized,
and even less known are the mechanisms underlyingtsi toxic effects.
Perfluorooctane sulfonate change of inner mitochontial membrane permeability
has been implicated as a potential mechanism of tizky. But there has been no
study about apoptotic molecular mechanisms underlyig toxicity of
perfluorooctane sulfonate.

In this study, we research that perfluorooctane stdibnate effects the
expression of Apaf-1 and caspase-3 genes in the domand fetal lung cell line that
initiate the cells to undergo apoptosisTo determine the apoptotic gene expression
in amnion cell line, amnion and fetal lung cells tat obtained from Ankara Foot-
and-Mouth Disease Institute collection of cell culire (Hukik) was cultured. Total
RNAs of amnion and fetal lung cells exposed to ddfent concentration
perfluorooctane sulfonate was purified and the expssion of caspase 3 and Apaf-1
determined by using RT-PCR.

In the study there is significant increase in expresion of caspase-3 and
Apaf-1 in amnion and fetal lung cell line exposeda high dose. Also there is
significant increase in expression of Apaf-1 and spase-3 in cell lines exposed for
along time perfluorooctane sulfonate. But no signi€ant increase was seen in the
low doses and exposed for a short time.

In conclusion, apoptototic gene expression is inaee in cells exposed
perfluorooctane sulfonate by dose dependent mannewas determined. So this
work is the first study examine the apoptotic effets of perfluorooctane sulfonate it
will lead the way to the other topical studies.

Keywords: Apoptosis, Perfluorooctane Sulphonate, Caspase&i-A
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1. GIRIS

Florokimyasal komponentler, perflorooktan sulfofidrit (POSF)'den turensi
bilesikler olup bu komponentler déme, deri, kumave tahta yizey kaplamalarinda
kullanilarak bunlarin leke, ya ve suya kan direncli olmasini sdar. Bu
komponentlerin icinde en ¢ok dikkat ceken perflitan sulfonattir (PFOS). PFOS 50
yildan daha fazla bir stredir endustriyel alanddubta yaygin olarak kullaniimaktadir.
PFOS k&t koruyucu olarak yiyecekler ile goudan temas eden g&darin (kasit
tabaklar, yemek konteyniri ve ambalaghkkar) yag ve suya kan direncli olmasi icin
kullaniimaktadir (1, 2, 3).

PFOS, karbon ve flor arasinda kimyasal olarak ktabive gucli bglar
olusturmaktadir. Gecgmgte bu kimyasalin toksik olmagli kabul edilmekteyken yapilan
son aratirmalarla PFOS’un oldukca toksik olglw gosterilmgtir (1, 2). Toksikokinetik
calismalar, PFOS’'un c¢ok iyi absorbe eddohi (>95%) ancak hidroliz, fotoliz ve
mikrobiyal ayrsmaya kagi direncli old@gundan c¢ok az elimine edilebifgni
gostermgtir (3).

PFOS’a maruz kalmanin temel yolu tam olarak almeamakla birlikte ¢ok iyi
absorbe edilgii, karacger ve serumda birikgi bilinmektedir. Kannan ve ark. (4)
tarafindan Belcika, Brezilya, Kolombiya, Hindistdtalya, Polonya ve Amerika olmak
Uzere 5 farklh bdlgede yayan 473 kiinin serum veya plazma PFOS konsantrasyonlari
deserlendirilmistir.  Bu  bolgelerde  ygyan insanlarin  kaninda ggen
konsantrasyonlarda PFOS’a rastlagtmi En yiksek PFOS konsantrasyonu Amerikada
goriliurken en dgilk PFOS konsantrasyonu ise Hindistan’da gorigtir

PFOS cok iyi birsekilde absorbe edilirken, eliminasyonun da ¢ok uyuar
almasi nedeniyle son 25 yilda Japonya'daki insamldeaninda bulunan PFOS
konsantrasyonunun 14 kat agttbelirlenmitir. Ayrica son yillarda PFOS kullaniminin
yayginlamasi da konsantrasyonunun artmasindardir 6nemli etkendir (5).

Yapilan c¢algmalar PFOS’un, tatli su ve deniz memelileri, balklkular ve
kabuklu deniz hayvanlari gibi cok gt tlrlerde bulundgunu ortaya koymgtur (6, 7).

Memelilerde (maymun, tgen, fare ve sicanyapilan gekim toksikolojisi
calismalarinda da PFOS’un fetagidi g1 azalttgl, yarik damak olgumunu indukledii,
kardiyak anomalilerine sebep offlu ve iskelet ossifikasyonunu geciktigditespit
edilmistir. Ayrica 2 mg/kg gibi dgiik dozda PFOS verilen gebe siganlarda bile neonatal
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mortalitenin artgi gosterilmgtir. PFOS’a maruz kalmanin o6ncelikle kaggeri
etkiledigi gorulmistir. PFOS hepatik hicrelerde hipertrofiye yol actadk. Ayni
zamanda vdcut g@rhigini, serum kolesterol ve trigliserit seviyesini lrakta ve
karacger airligini arttirmaktadir. Ayrica PFOS plasenta bariyerggcerek fetal
dolasima da katilmakta ve bdylece gebe sicanlarda férésinde cok sayida toksik
etkiye neden olmaktadir (8, 9, 10)

PFOS’un toksisitesinin altinda yatan nedenin mitakal fonksiyon kaybi
oldugu distunilmektedir. Bu kimyasallar U¢ farkli mekanizmae ilmitokondri
fonksiyonunu bozmaktadir. Bunlar; membran gecing@ml bozulmasi, kalsiyum
induksiyonuna bgi olarak mitokondrilerin sismesi ve son olarak da solunum
reaksiyonlarinin  engellenmesidir. Bunlar arasindaolunum reaksiyonlarinin
engellenmesi ve mitokondrilerigismesi daha nadir gortlmekte olup mitokondrinin
fonksiyon kaybinda en ©Onemli etken mitokondrinin nmbean gegirgenginin
bozulmasidir (11, 12).

Mitokondrinin ds zar gecirgenfiinin artmasi mitokondri membranlari
arasindaki bgukta bulunan bazi proteinlerin sitoplazmaya kex@ neden olur.
Bunlarin balicalari sitokrom-c, mitokondriden turetilen ikinkaspaz aktivatori/gik
pl ile dagrudan IAP bglayan protein (SMAC/DIABLO, second mitochondrialrded
activator of caspase/Direct IAP binding proteinhalibw pl), apoptoz indukleyici faktor
(AIF, Apoptosis Inducing Factor), Endonikleaz G d&@)'dir. Bu proteinler arasinda
en 6nemlilerinden biri sitokrom-c’dir. Mitokondr¢ imembraninda bulunan ve elektron
transport zincirinin bir proteini olan sitokrom-a'n sitoplazmaya gegi ile bir seri
apoptotik reaksiyon eamaktadir (13).

Sitokrom-c sitoplazmik bir protein olan apoptotifofeaz aktive edici faktor-1'e
(Apaf-1, apoptotic protease activating factor-1glaair ve onu aktive eder, ardindan
ATP’nin de katilmiyla “apoptozom” adi verilen bkompleks olgur. Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz-9’'un aktif kaspaz-9 halirdmesini sglar. Aktif kaspaz-9 ise
efektdr kaspazlardan prokaspaz-3'U aktive eder.if Addspaz-3, kaspazla-aktifien
deoksiriboniikleaz inhibitérana (ICAD, inhibitor  of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktifiarir, bdylece ICAD’UnuUn bgladigl kaspazla-aktiflgen
deoksiriboniikleaz (CAD, Caspase-activated deoxyulctease) serbesgie ve bu da
apoptozun Kkarakteristik bulgularindan biri olan rkedin kondensasyonuna ve

oligonikleozomal DNA fragmentasyonuna neden oldj.(1
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PFOS endustriyel alanda oldukgca yaygin olarak kufa bir bilsiktir. Son
yillarda sicanlar ile yapilan c¢gnalar, PFOS’un neonatal mortalite ileskili oldugunu
gostermgtir ancak bu etkinin molekiler mekanizmasi ilelilgayinlanmg bir calsma
bulunmamaktadir. Bu camada PFOS'un embriyonel orjinli hicre serilerinden
amniyon (Fl) ve fetal akger (Hel299) hucrelerinde, sitokrom-c aracili apaptie
iliskili genlerin (Apaf-1, kaspaz-3) ekspresyonu Uzeeki etkisinin argtirilmasi
amaclanmytir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Perflorooktan Stlfonat

Perflorooktan ulfonat (PFOS), perflorooktan suii floritten Uretilmis
bilesiklerin son metabolik Grir olup 50 yili askin bir siredir enduistriyel alant
oldukca yaygin olarak kullaimaktadir (1).

Perflorooktan silfonat ve tuzlaflor iceren organik komponentlerdiFlor,
halojenler arasinda en yuksek elektronegaéflsahiptir. Bi da karbo-flor baglarina
gucli bir polarite sglar. Karbor-flor bagi (110 kcal/mol)dogadaki en gucli kg olup
oldukca yuksek enerji tamakta ve PFOS’sstabilite sglamaktadi (2). PFOS’un
sematik yapisgekil 2.1'de verilmitir.

Sekil 2.1. PFOS’un sematik yapisi (15)

Perflorooktarsulfonat Amerik, Avrupave Japonya’'da Uremektedir.Islendigi
firmalar da Japonysae Minesot da bulunmaktadirSon yillarda yillik4500 ton PFOS
icerenkimyasal Uretilmgtir (16).

2.1.1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Cizelge 2.1'de goruldtu gibi yaplan calsmalarda, 2@1°C’de saf sudaki
¢Ozunarlignin 519 mg/L oldgu tespit edilmgti. Tuz konsantrasyonu arttik,
¢6zUnurliginin ciddi derecede difiigu goralmitar (22-23 °C’de daal deniz
suyundaki ¢cozunurfii 12.4 mg/L ve 22-24 °C’ de 98.5'luk NaCl c¢ozeltisindek
¢Ozunurligh 20.0 mg/L).Saf okanoldaki ortalama ¢ozinuginin 56 mg/L oldgu
gosterilmitir. Bu bulgu PFOS’un bir su kaypena ulastiktan sonra 0zel bir madt
tarafindan emilene veya bir organizma tarafindaimites edilene kadar ortamc
kaldigini gostermektedilEger PFOS 6zel bir maddeyedhanirsa materyal sonunda |
cOkeltide bulunacaktii3).



PFOS'un sicak@i maksimum 400 ©°C'ye cikarilabilgni ancak erimedgh
gbzlenmgtir. Bu nedenle erime noktasi >400 °C olarak gdstektedir. Erime
noktasinin bu kadar yiksek olmasi nedeniyle kaynaoidasinin tespit edilmesi ile

ili skili bir calisma yapilmanstir (3).

Cizelge 2.1 PFOS'un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ozellik Degeri

Fiziksel Durumu Kati

Molekul Agirli g 538 ¢

Buhar Basincl 3.31x10"mm-hg

Suda Cozunarligl 519 mg/L (20+0.5 °C)
680 mg/L (24-25 °C)

Erime Noktasi >400 °C,

Ucuculuk orani <2x10° Pa.m/mol

Ucuculuk orani hesaplarginda olculebilen higbir aralikta ucucglu tespit
edilememitir. Buhar basincinin (3.31xfammhg) da oldukca diitk olmasi PFOS’un
anlaml derecede ucucu olmaai gostermektedir. Ucuculuk orani <2x8.@a.ni/mol
olup cok dguk olmasi nedeni ile sifir olarak kabul edilmektedincak bazi PFOS
iceren maddelerin yuksek buhar basinci nedeniglewiuklari s6z konusudur. Bu da
PFOS'un kendisinin dgudan hava aracg ile transportunun olmamasinagnaen
PFOS prekursorleri aragilile transportunun oldiunu gostermektedir.

PFOS’un dgik buhar basinci ve diik ucuculgu nedeni ile dnemli 6lctide
havada bulunamayagmdan c¢oOkelmesi de o©Onemli bir faktor olarak kabul
edilmemektedir. Bu konuda da yeterli gala yapiimamtir (3, 17).

2.1.2 Kullanim Alanlari

Florokimyasallar endustriyel alan igin oldukca fald 6zelliklere sahip
olduklarindan bircok 6nemli komponentin Uretimin&eallaniimaktadirlar. Oldukca
stabil olup genellikle reaktif dgdlerdir. Kullanildiklari komponentin su ve ylzey
gerilimini diger maddelerden daha fazlasdtiirler. Oligomerizasyon ve polimerizasyon
icin katalizor roli oynarlar. [@er komponentlerin parcalargi sartlarda bile

fonksiyonlarini yerine getirebilirler (18).



2.1.2.1 Metal (Krom) Kaplama

PFOS’'un temel kullanim alanlarindan biri metal veork yuzeylerinin
kaplanmasidir. PFOS metal kaplama solUsyonlaridizey gerilimini azaltmak icin
kullantlirlar. Boylece solisyondan zararli kompahen iceren bgu olusumu
onlenmektedirler. Ayrica krom kaplamalarda da kullrak asit gnmasini onlerler.
Bu amacla Avrupada her yil 8.6-10 ton PFOS kultaaKtadir (19, 20).

2.1.2.2 Fotgrafcilik

PFOS fotgraf filmleri, kagitlari ve matbaa levhalarinin kaplamasinda da
kullaniimaktadir. Bu maddelerin buradaki temel feighnu anti-statik ajan olmasidir.
Bu da statik akimi Onleyerek c¢gnlarin materyale dokunabilmesinigkamakta ve
fotografik materyallerin akima maruz kalmasini 6nlemdkteBu maddeler ayrica
surtinmeyi de azaltmaktadir. Fgtafik materyallerde bircok ince tabakaniga@
yukari kaymasi onemli olgundan kamera, yazici ve projektorlerdeki surtinmeyi
Onlemek amaciyla kullaniimaktadir. PFOS’un kulldr@l temel alan, medikal alan
(x-1s1n) olup Avrupa’da fotgrafcilik sektoriinde kullanilan PFOS’un % 85’inin &lan
tarafindan kullanildn bildirilmektedir. Film Gretimi icin yilda 850 kgPFOS
kullaniimaktadir (19, 20).

2.1.2.3 Havaclilk

PFOS ucaklarin age dayanikli hidrolik sivilarinin komponenti olarala
kullanilmaktadir. Hidrolik sivilara eklenerek hidiko sistemdeki hasar ve erozyon
Oonlenmektedir. Dunyada bu amagcla kullanilan PFQGi@amnin yilda 2.2 ton oldtu
tahmin edilmekte ve bunun 0.73 tonu Avrupa tarafmtiiketilmektedir (19, 20).

2.1.2.4 Yangin Sénduruculer

Su, yanginlarin gaunda 6nemli ve etkilidir. Ancak cabuk yanabilenitldse
iceren yanginlari (sinif B) sondirmek icin yeterkamaktadir. PFOS temelli yangin
sondurtcuiler ise bu tip yanginlarin sénddrilmesn igon yillarda kullaniimaya
baslanmstir. PFOS iceren yangin sondurict kopuk, sollsi@hava arasinda ince bir
film tabakasi olgturarak suyun ylzey gerilimini azaltir ve yanginyaylimasini
engeller (19, 20).

Ingiltere’de itfaiye yetkilileri, yillik 76 ton PFORBeren yangin sonduriict kopuk
konsantresi kullandiklarini bildirtir. Yangin sondirict kopuk konsantrelerinin % 1
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PFOS icerdii goz oninde bulundurulurdagiltere’de yilda 760 kg PFOS’un yangin
sondurucuilerde kullanilgh tespit edilmgtir (19, 20).

2.1.2.5 Dokumalarda (hali, tekstil, deri) Koruyucu

PFOS dokumalarin toprak, su vesgekas! direncli olmasini ggdamak amaci ile
yogun olarak kullanilmaktadir. Materyal ylzeyine uyaudginda, materyalin ylzey
enerjisini dgurerek koruyucu bir bariyer ajturur.

Ingiltere’de her yil 48 ton PFOS bu amagcla kullaakta bunun 23 tonu hall,
15 tonu giyim ve deri, 10 tonu da @ine sanayinde kullaniimaktadir. Bu amacla tim
dinyada kullanilan PFOS miktarinin ise 240 ton glddistintlmektedir (19, 20).

2.1.2.6 Kaitlarin Muamele Edilmesi
PFOS bir ¢cok kat tipinde ve Urininde Katlarin ygs ve suya kan direncli

olmasini sglamak amaci ile kullanilmaktadir. Bu tip g#ar yiyeceklerle dgrudan
temas halindedir. Orgen; kek, margarin,seker, unlu mamiiller ve evcil hayvan
yemlerinin konuldgu paketlerde, hamburger paketleri, sandvi¢ paketatates cipsi
kutulari ve k@it tabaklarda kullaniimaktadir.

Bu amacla, 2000 yilinda Avrupa’da 32 ton PFOS kulkais olup tim diinyada
kullantlan miktarin ise 160 ton oldu disunilmektedir. Kgitlar icin geri donglim de
olabilmektedir. Ancak PFOS iceren busktarin (yiyecek paketleri gibi) geri dogiime
girmek yerine evsel veya kentsel atiklar ile imdddegi dustintlmektedir (19, 20).

2.1.2.7 Endustriyel, Ev Temizleme ve Kisel Bakim Urinleri

PFOS’un dger bir yaygin kullanim alani ise ssel bakim ve endustriyel
temizlik GrUnleridir. Sislenmeyi o©nleyici olarak mé havaya maruz kalan cam
yuzeylerinde (banyo aynalari, otomobil 6n camlag®zlik mercekleri) kullantlir.
Cimentoya eklenerek cimentonug@idigindaki azalmay! azaltir. Boyalara eklenerek
kirlenmeyi Onleyici ya da geciktirici olarak kulldm. Ayrica alkali temizleyiciler
(otomotiv cilalari, ucaklarin di ylzey temizlgi, zemin parlaticilar, takma i
temizleyicileri), sacsekillendiriciler, sampuanlar dier kullanim alanlaridir. Bu alanda

kullanilan PFOS miktari ile ilgili yeterli bilgi dunmamaktadir (19, 20).



2.1.2.8 Pestisitler

PFOS karinca ve kara boceklere skatiretiien yemlerde kullaniimaktadir.
Avrupa’da bu amacla PFOS kullanilan bir firma tésglilmis olup yilda 0.5 ton PFOS
kullanmaktadir (19, 20).

2.1.3Degradasyonu

Karbon-flor b& oldukca direncli bir ba oldusundan asit, asit-baz reaksiyonlari,
oksidasyon, rediksiyon ve degradasyonail@dukca direnclidir (2). Ucucufiu disik
oldugu icin atmosferdeki degradasyonu énemlgitter. Bu nedenle de konu ile ilgili
deneysel bir veri bulunmamaktadir. Degradasyondulgié olarak yapilan cakmalar

sivi ortamda gergelgarilmi stir (21).
2.1.3.1 Abiyotik Degradasyonu

i.  Hidroliz
PFOS’un hidrolizi icin ¢cok daésken pH araliklarinda (1.5-11) cglmustir.
Reaksiyonun hizlanmasi icgin testler 50 °C’de gdesakilmistir. Ancak hicbir
calismada PFOS miktarinda azalma olmgtmu Yarilanma omrindn 25 °C'de
41 yildan fazla oldgu tahmin edilmektedir.

ii. Fotoliz
Fotolizini tespit edebilmek i¢in goudan veya dolayl olarak fotolize izin veren
bircok test tekrdi kullaniimis ancak test edilen hicbir kolda d@rudan veya
dolayl olarak fotolizitespit edilemenstir. Fotolizi i¢in yarilanma émrindn 3.7

yildan fazla oldgu tespit edilmgtir (21).

2.1.3.2 Biyodegradasyonu

i. Aerobik

Kurume Laboratuvari tarafindan yapilan 28 gunlik B85 gunluk
biyodegradasyon testleri anlamh bir degradasyonuolmadgini gostermytir
(22). RKZ (23) n-etilperflorooktansulfonamidoetanoliin (NFBDSE) atik
sularda PFOS ve perflorooktan asite (PFOA) kadagratke edildiini
gostermgtir. N-EtFOSE aerobik biyodegradasyonurslaagic molekull olarak

tanimlanmgtir. Mekanizmayi tanimlamak icin 5 ara metabolitriagyri test



edilmis ve bu 5 ara metabolitin de 18 giinde PFOS ve PF@afrade edilgi
gorulmistir. PFOS ve PFOA'nin ise degrade edilerdede zincirin sonunda
yer aldgi tespit edilmgtir. Bu durum N-EtFOSE’nin aerobik biyodegradasyon
drtnlerinde son noktanin PFOS ve PFOA'nIn gldhw gostermektedir.

Ote yandan Cahill ve Mackay (24) ayrica N-EtFOSE’ miikrobiyal
degradasyonu sonucunda % 92 PFOS ve % 8 PFOAtuglimu ortaya
koymustur.

ii. Anaerobik

PFOS’'un anaerobik kallarda yapilan 56 gunlik bir camada da
degradasyonuna rastlanmatm Yapilan mikrobiyal kultirler sonucunda higbir
turin PFOS’'u degrade edem@digorulmistur (21). Schroder (25) yapil
calismada ise anaerobik kallarda 2. giin sonunda PFOS konsantrasyonunun ilk
belirlenen dgerin altina d&tiguni tespit etmstir. Ancak 25 gunlik cajma
sonunda, flor iyon konsantrasyonu olciidiiide flor konsantrasyonunda bir
artma olmadil tespit edilmgtir. Bu da tam anlamiyla mineralizasyonun
olmadgini gostermektedir.

2.1.4 Cevresel Konsantrasyonu

PFOS ve prekursorleri ile ilgili ilk cevresel gaha Japonyada yapilgwve
Tokyo korfezinde yluzey sularindaki en yiuksek kotrsemyon 59 ng/L (ortalama: 26
ng/L) olarak olculmétir. Yizey sularindaki PFOS konsantrasyonunun poohiatik
hidrokarbonlara (PAHSs) yakin oldu, poliklorlu bifenil, dioksin ve furan’dan yiksek
oldugu tespit edilmgtir (26). Daha sonraki yillarda Saito ve ark. (2&rafindan
Japonya’daki 142 farkh vyerdeki ylzey su orneklden PFOS'un en yuksek
konsantrasyonunun 157 ng/L’ye kadarstia tespit edilmgtir.

Loos ve ark. (28) tarafindan Avrupa’da yapilarskaabir calsmada ise 100
nehirden 94 tanesinde PFOS’a rastlagaimi PFOS konsantrasyonu ortalamasi ise 39
ng/L olarak tespit edilnstir.

Su sikintisi ¢eken lUlkelerde, fabrika ve evsek a&wlarinin glenmesi ile
susuzlgun onlenecg disunulmektedir. Ancak aritilan sularda 90-470 ngl/l
florokimyasal tespit edilmi olup bunun 20-190 ng/I'sinin PFOS ofglu belirtilmistir
(29). Gecmyte baka alternatif olmadgindan glenmis atik sular ylzey sularina
verilmistir. Atik su isleyen fabrikalaringlenen sulari ylzey sularinagadtmalari nedeni
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ile de nehirlerde PFOS konsantrasyonu belirggkilde arttgl bildirilmistir (30).
Almanya’da 5 farkli nehirden su 6rnekleri alinasapilan bir cakmada atik susleyen
fabrikalara yakin olan bolgelerde PFOS konsantmagyon 3 kat daha yiksek oflu
tespit edilmgtir (31).

Ispanya’da Ericson ve ark. (30) tarafindan yapilanchlismada ise musluk
suyundaki PFOS konsantrasyonunu orani 0.39-0.87 olgfak tespit edilirken sadece
sise sularinda PFOS’a rastlanmatm Ancak musluk suyu tiketen insanlarin gtinde
ortalama iki litre su ictii g6z 6ntinde bulundurulgunda 0.78-1.74 ng PFOS’a maruz
kalacaklari bildirilmgtir.

Ayrica, Ispanya’da market raflarindaki Urliinlerde PFOS kamnasyonunun
arastinldigi bir calsmada, 20 tGrinin 4’Unde ciddi oranda PFOS’a rastigmrBunlar
patates (10 ng/g), yumurta (2 ng/g), konserve sdéhzeg/g) veseker (1 ng/g) olup
bakliyat, tahil, sut ve ydarda ise PFOS konsantrasyonu oldukcau#iur. Bu
calismada kuzu, dana eti ve pilicte degdgk konsantrasyonlarda PFOS’a rastlagtmi
(32). Amerika’da da sit ve @r etinin de 6lculebilir konsantrasyonda PFOS igard
tespit edilmgtir. Sican karageri, sican yiyec@inde ve balik etinde de farkl
konsantrasyonlarda PFOS’a rastlagtmy20).

2.1.5 Biyoakumiulasyonu

PFOS oral yolla cok iyi absorbe edilmektedir. Sigda yapilan catmada
icinde 4.2 mg/kggaretlenmg PFOS iceren solusyonunun tek oral dozunun % 924in
saat sonununda absorbe edildjosterilmitir (33).

Ayrica yapilan cadmalar PFOS’un hidrofilik olmasi nedeni ilegdr direncli
organik kirleticiler gibi y& dokuda birikmediini gostermgtir. Bunun yerine PFOS kan
ve karacgerdeki proteinlere @ganmaktadir (21).

Vestergen ve ark. (34) tarafindan endistriyel élid# genel populasyonun
maruz kaldgl kronik doz 3.9-520 ng/kg/gin olarak hesaplagtmi Bunun yani sira
Trudel ve ark. (35) ise Kuzey Amerika ve Avrupa’dtketicinin PFOS ile kontamine
yiyecekler ve iceceklerin tuketilmesi ile kronikaohk 3-220 ng/kg/giin PFOS’a maruz
kaldigini tespit etmitir. Ayrica vicut tarafindan emilen tozlar, evlerédOS ile
muamele edilnyi halilar, yiyecek ile temas eden gkidar (kaplayicilar) da tiketici
maruziyetinde rol oynayan gbkr etkenlerdir. Cocuklar tozlarla daha fazla temas

ettiginden yetskinlere ve genclere oranla daha fazla PFOS’a mialmaktadir (35,
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36) Ancak yapilan ¢camalarda ya gruplari ile PFOS konsantrasyonu arasinda anlamli
bir ili ski bulunamamgtir (37).

PFOS’un bitkiler tarafindan alingiile ilgili sinirh miktarda veri bulunmaktadir.
PFOS verilen 7 bitki tirtinde toksisite gatalar1 yapilmg ve bitki dokularindaki PFOS
konsantrasyonlari  Olculngtur.  Bitkilerin  vejetatif ~ dokularindaki  PFOS
konsantrasyonunun topraktakine oranla 1-2 kat daz& oldgu tespit edilmitir.
Topraktaki PFOS konsantrasyonusidki oldusunda bu dgerin ikiye daha yakin oldiu
gorulmistir. Meyvedeki konsantrasyon ise topraktaki seviye¥h 10'nundan daha
disik olarak tespit edilmgtir.  Ayrica bitkilerin PFOS’dan daha az etkilegidi
gorulmugtar.

Cssitli hayvan tirlerinde de farkli konsantrasyonlalanPFOS’a rastlanstir.
Bu hayvanlar arasinda baliklar, kutup ayilari, kafdr, aslanlar, klar, fok baliklari,
kaplumbgalar yer almaktadif6, 7, 38)

Kannan ve ark. (39) tarafindan Florida, Kaliforniydaska, Akdeniz, Kuzey
Baltik Denizi, Kuzey Kutbu, Kanada'daki Samur adeilda yapilan cajmalarda
memeli hayvanlarin karggrlerinde ve kanlarinda saptanabilir derecede P&l@&u
gosterilmitir. En yiksek karager PFOS konsantrasyonu 1520 ng/g olup Florida’daki
yunusta, en yuksek kan konsantrasyonu ise 475 ngllah Baltik denizindeki ayi
baliginda gorulmétir.

Adams ve ark. (40) Amerika Charleston’dgseburun yunus balinda
(Tursiops truncatus PFOS konsantrasyon oranini 317-6260 ng/g olatdkuslar ve
PFOS'un ygun kullanildgi bdlgelerde ygayan yunuslarin  plazma PFOS
konsantrasyonlarinin anlamli derecede yuksekgoldu tespit etnsierdir.

Almanya’da da, 4 Liman fokund&koca vitulina) yapilan cakmada PFOS
konsantrasyonunun en yiksek diduorganin karager (1017 + 536 ng/g) sonra
sirasiyla akger (433 + 227 ng/g), kan (349 = 370 ng/g), timud23 136 ng/qg),
bobrek (288 = 117 ng/g), kalp (143 £ 40 ng/g), bef@9 + 49 ng/g), tiroid (62 + 58
ng/g), kas (59 + 52 ng/g) ve engtlik olduyzu organin da yadokusu (8.91 + 9.93 ng/g)
oldugu tespit edilmgtir (41).

Cheasepeake korfezi ve Meksika korfezlerinden taplaistiridyelerde ve
Amerika nehirlerinden toplanan deniztaraklarind@®&&®S tespit edilngiir (42). Tokyo
korfezinin ylzey sularindan elde edilen 78 gpalikan ve karagerinde PFOS oldiu
tespit edilmgtir (43).
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PFOS konsantrasyonunun balikla beslenegiakda da oldukcga yiksek olgu
tespit edilmgtir. Kahverengi pelikan, beyaz pelikan, blyuk mia&iikcil, karabatak, kel
kartal ve deniz kartalinin kan ve kargailerinde dgisik konsantrasyonlarda (orani: 6-
2055 ng/l) PFOS’a rastlangtir (44).

Japonya’daki ciftlik ve ev hayvanlarinda PFOS lgatiroranda tespit edilrtir.
PFOS konsantrasyonunun en yuksek gldaiftlik hayvani tavuk (5.8 ng/ml) olup onu
sirasiyla giir (3.0 ng/ml), keci (2.4 ng/ml), at (0.71 ng/mb domuz (0.37 ng/ml) takip
etmektedir (45).

PFOS, genel insan populasyonun kaninda ise ilk @i8&8'de belirlenntir.
Japonlar tarafindan yapilan bir gatada serum PFOS konsantrasyonunun 25 yilda 14
kat arttpl goOsterilmgtir (5). Cin'de ise 1999-2002 yillar1 arasinda $erlPFOS
konsantrasyonunun 13 kat attti tespit edilmgtir (46). Son yillarda genel
populasyondaki insanlarin serumunda da PFOSzaltespit edilmgtir. Ancak mesleki
olarak PFOS’a maruz kalastilere gore oldukca diik oranlarda bulunmaktadir (5).

Amerika’da yapilan bir caimada genel populasyondaki insanlarin serumlarinda
PFOS konsantrasyon orani 13.8-56.5 ul/l olarakittesflmistir (37). Kore sava@ndan
kalan kan orneklerinde PFOS’a rastlanmamasi 19%@I¢PFOS Uretimi damadan
once) PFOS’a maruziyetin olm&dh gostermektedir.

Amerika’da 3 farkli ya populasyonu kullanilarak kan PFOS seviyeleri
Olculdigiinde ise 3 populasyonda da geometrik ortalamata(@s, 31 ve 38 ng/ml)
birbirine olduk¢ca yakin oldiu gozlenmgtir.  Ancak cocuklar (515 ng/ml) ve
yetiskinlerde (1656 ng/l) gozlenen en yiksek PFOS kamaayonu ysilarda (175
ng/l) gozlenen en yiksek PFOS konsantrasyonundaan ylgksektir (47).

Kannan ve ark. (4)nin yaptiklari caiada ise en yuksek kan PFOS
konsantrasyonunun Amerika’da30 ng/l) en digik kan PFOS konsantrasyonunun ise
Hindistan'da(3 ng/l) oldugu gorulmektedir. Kore, Belcika, Malezya, Brezilyitalya,
Kolombiya ise PFOS konsantrasyon(@a29 ng/l) orta dereceli oldgu tlkelerdir.

PFOS’un plasenta bariyerini gecerek fetal sirkjpas girebildgi cesitli
calismalarla gosterilmgtir. Baltimor'da Apelberg ve ark. (48) tarafindamapylan bir
calismada umblikal kord o6rneklerinin % 99’'unda PFOS’astlenmstir. PFOS
konsantrasyonunun geometrik ortalamasi 4.9 ng/mL Alyrica Inoue ve ark. (49)
Japonya’da 15 gebenin maternal ve kordon kaningd&kdS seviyelerini 6lcrmderdir.

Maternal drneklerdeki en dilk PFOS konsantrasyonu 4.9 ng/ml iken en ygik$&.6
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ng/ml'dir. Fetal 6rneklerde ise engik PFOS konsantrasyonu 1.6 ng/ml ve en yfikse
ise 5.3 ng/mldir. Sonuglar arasinda oldukc¢a yukeeknda bir korelasyon oldunu
tespit etmglerdir (: 0.88). Midasch ve ark. (50) da 11 gebenin mateveakordon
kaninda PFOS konsantrasyonugeldendirildiginde benzersekilde maternal PFOS
konsantrasyonunun kordon kani konsantrasyonun@ {(i§/l vs. 7.3 pg/l) oranla daha
yuksek oldgunu tespit etnstir.

Bunun yani sira yapilan cghalar PFOS’'un anne sitinde de @lgou
gostermgtir. Massachusetts’de yapilan bir gedlada 45 anne sitl ogfiedeki PFOS
konsantrasyonu 131 pg/ml olarak tespit editmi(51). Almanya’'da ise 70 anne sutu
ornesindeki PFOS konsantrasyonu ggelendiriimis olup PFOS konsantrasyonu
ortalamasi 330 ng/l ve orani 96—639 ng/l olarakubmiwtur. Bu calgmaya goére
yenidazan 5 kg'lik bir bebek ginde 0.10 mg (median kulemak) veya 0.27 g
(maksimum dger kullanilarak) PFOS’a maruz kalmaktadir (52).

Kadavralarda da karamr ve serum PFOS  konsantrasyonlari
deserlendirildiginde karagier:serum PFOS orani 1.3éklinde bulunmstur (47).

Yapilan calymalarda bazi kilerin serum PFOS konsantrasyonlarinipedierine
oranla oldukgca yuksek atu tespit edilmg olup buna neden olan faktorler hentz
aydinlatilamanstir. Serum PFOS konsantrasyonu ilgredik boélge, sigara kullanma
ya da ya arasinda 6nemli derecede birskli bulunamamgtir. Bazi calgmalarda
erkeklerde PFOS konsantrasyonunun geometrik ortedamn kadinlardan daha yuksek
oldugu tespit edilmekle birlikte bazi camnalarda cinsiyet ile PFOS konsantrasyonu
arasinda anlamli bir gki bulunamamgtir. Serum PFOS konsantrasyonunu etkileyen
nedenler arasinda uretim veya kullanima yakin li@gdgurma ve drtinlerle maruziyetin

(yiyecekler ve cevresel kaynaklar) yer glditstiniimektedir (5).

2.1.6 Vicuttan Atilmi

Hayvanlarda yapilan camalar PFOS’un ¢ok iyi absorbe ediii ve en ¢ok
serum ve karagerde biriktgini gostermgtir. Vicuttan eliminasyonu oldukca yavhir
sekilde gerceklgmekte olup idrar ve fecesle atiimaktadir. PFOS’uiicuitan
eliminasyon vyarilanma suresi, turler arasinda fakklgostermektedir. Serumdaki
yarilanma siresi yakin sicanlarda 7.5 gunken (33) Cynomolgus maymunmdar bu
sure 200 gunddr (8). Bu surenin insanlarda isedgdia uzun oldgu gorilmektedir. En

biyuk PFOS uretici firma olan 3M’den emekli ol@nscide yarilanma émri analizleri
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yapiimstir. Bu calsmada 18 giunde sg araliklar ile 4 kez serum PFOS
konsantrasyonlari g¢erlendirilmis ve ortalama yarilanma émrinin 8.67 yil (orani 2.29
21.3, SD:6.12) oldgu tespit edilmgtir (53).

2.1.7 Toksisitesi

Meslezsi nedeniyle PFOS’a maruz kalan gahlarin bu maddenin gkklarina
olan etkilerini argtiran pek cok cagma yapilmgtir. 3M sirketi florokimyasal
uretiminde ¢akan kcilerini 20 yil boyunca medikal gézlem altinda tuktur. Lipit ve
hematolojik parametreler, enzimler ve 11 farkli hon iceren bir klinik test seti
uygulanan gcilerde PFOS serum konsantrasyonu ile hematolbjgkmonal ve dier
biyokimya parametreleri arasinda anlamh bikilibulunamamgtir (1, 54).

Yapilan bir mortalite cagmasinda mesane kanseri ifgilerdeki PFOS seviyesi
arasinda anlaml bir gki oldugu tespit edilmgtir. Mesane kanserinden o6legtilerin 20
yildir 3M fabrikasinin Decatur, Alabama fabrikatata calgtigl ve en az 5 yilda yuksek
miktarda PFOS’a maruz kalaglérde calgtiklari tespit edilmitir. Istatistiksel analizler
yiksek miktarda PFOS’a maruz kalagtilerin mesane kanserinden oOlme riskinin
Alabama’daki genel populasyona oranla daha yukddlkgonu gosternstir. Ancak
mesane kanserinden 6limin temel nedeninin florokgaly maruziyeti mi yoksa
fabrikadaki olasi bga bir karsinojen mi oldgu ile ilgili yeterli miktarda veri olmamasi
nedeni ile bu durum tam anlamiyla amlamamstir. Ayrica mesane kanserinin yani sira
basta erkek treme sistemi kanserleri ve gastrointaksistem kanserleri olmak Uzere
tum kanser cgtlerinde arty gozlenmgtir. Ancak bu ary istatistiksel agidan anlamh
bulunmamgtir. Risk oraninin yiuksek dozda ve uzun sire flonglasala maruz
kalmayla arttgl tespit edilmgtir (55).

Fei ve ark. (56) maternal PFOS seviyesi @gnidla hamile kalma oraninda azalma
oldugunu tespit etmstir. Genel populasyonda da PFOS’a maruziyetiggudganlgi
disUrdigl gosterilmgtir.

PFOS’un toksik oldgu sicanlarin akut, subkronik, kronik olarak ve maytarin
subkronik olarak PFOS’ a maruz birakilmasi sonwmutkanmgtir. Tekrarlayan dozda
PFOS verilerek maymunlarda yapilan oral toksisatigsipalarinda iki maymun tartinde
de benzer karakteristik etkiler gozlertiri (8, 57).

Rhesus maymunlari ile yapilan 90 gunlik gahda PFOS gavaj yolu ile 0, 0.5,
1.5 ve 4.5 mg/kg/gun olarak verilgnve istahsizlik, kusma, ishal, hipoaktivite, bitkinlik,
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cirpinma, takrik bezleri ve pankreasta atrofi, userkolesterol seviyesinde anlamli
derecede diils, adrenal bezlerde lipit seviyesinde azalma gozigtnmYiksek dozda
PFOS verilen tim maymunlar olgtir (4.5 mg/kg/gin PFOS verilen maymunlar 7.
haftada olmgtar), 0.5 ve 1.5 mg/kg/gin PFOS verilen maymunlardéim
gozlenmemekle birlikte gastrointestinal sistemdesito etkiler goriilmeye bdganmstir
(57).

6 ay boyunca kapsitil ile glik dozda PFOS verilen Cynomolgus maymunlarinda
ise besin tuketiminde azalma, hipoaktivite, kataaie vakuolizasyon, hepatoseliler
hipertrofi, serum kolesterol seviyesinde anlangiietede azalma ve 6lum goriktiir
(calismanin son ayinda 0.75 mg/kg/gin PFOS verilen ke 2’si 6lmigtir) (8).

Sican cakmalarinda meydana gelen etkiler arasinda ise Kamaenzimlerinde
artis, hepatoseluler hipertrofi, gastrointestinal etkilhematolojik anormallikler, kilo
kaybi, ¢cirpinma ve olim yer almaktadir. GavajlagR8, 5 mg/kg/gin ve 20 mg/kg/gin
PFOS verilen Sprague—Dawley sicanlarinda en yukBERS konsantrasyonunun
karacgerde oldgu daha sonra sirasiyla kalp, bobrek, tam kangekcdalak, beyin ve
en dik PFOS konsantrasyonunun ise testislerdegoidaspit edilmitir. Yiksek doz
grubunda anormal davratar, hizl kilo kaybi, hepatomegali, bébrek hipefisi, testis
tumoru gorulmetir. Histopatolojik bulgular karager ve akaierde blyuk hasarlar
oldugunu gostermsitir. Karacigerde hepatosit hipertrofisi ile sitoplazma vakuadigonu,
akcigerde ise epitelyal duvarlarinda kalgrtza tespit edilmtir (58).

Austin ve ark. (59) tarafindan yapilan ealada yetikin disi farelere (n=4-5)
2 hafta boyunca 0.1 veya 10 mg/kg PFOS uygulginmDoza bgli olarak yiyecek
tuketimi ve vucut girhiginin azaldg tespit edilmgti. PFOS'un 06stros siklusunu
etkiledigi, serum kortikosteron seviyesini arttgdve serum leptin seviyesini azaiiti
tespit edilmgtir. PFOS’un ayrica hipotalamusun paraventrikiléklaus bdlgesinde
norepinefrin konsantrasyonunu da art@irdy6zlenmgtir.

Johanssonn ve ark. (60) tarafindan yapilarsmpalda 10 gunluk farelere tek oral
doz 1.4 veya 21 mmol/kg PFOS (0.75 or 11.3 mg) wdemve norotoksik etkilerini
deserlendirmglerdir. PFOS uygulanan 2 ve 4 aylik farelerin dawlarinda
dengesizlik, belirgin birsekilde oturmada azalma ve hiperaktivite gozlesimi Bu
etkilerin ya& ilerledikce de kotuye gitgini belirlemiglerdir. PFOS’a maruziyet

kolinerjik sistemi etkilemektedir. Bu norotoksik kéer poliklorlu bifenil ve
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polibromodifenil eter ile benzerdir ve PFOS gatisel norotoksik bir madde olarak
kabul edilmitir.

Diger etkilerin yani sira flow sitometri analizlerindegiun 0, 5, 20 ve 40 mg
PFOS/kg verilen sicanlarda ozellikle 20 ve 40 mgOBKg dozlarinda lenfosit
sayisinda ciddi bir azalma olglu tespit edilmgtir. Bu calsmada PFOS’a maruziyetin
immun fonksiyonu da baskiladitespit edilmgtir (61).

Sicanlarda PFOS’un prenatal gehe olan toksik etkisini belirlemek icin
reproduktif toksisite ¢ajmalari icin sicanlara gavajla 0.1, 0.4, 1.6 ve R@kg/gin
PFOS verilmgtir. 1.6 ve 3.2 mg/kg/gun dozlarinda F1 jenerasyalaucanlilikta anlamh
derecede bir azalma gorilgtir. 1.6 mg/kg/gin dozunda F1 yavrularinin % 34’0
dogumdan sonraki ilk 4 gin icinde dlgtar. 3.2 mg/kg/gin grubundaki F1 yavrularinin
% 45’i (71/156) dgumdan sonraki gun olngtur. Bu gruptaki yavrulardan hic biri 4
gunden fazla yammamstir. Yiksek dozlarda ilk jenerasyondaki tim yavrutdms,
distik dozlarda ise ikinci jenerasyondaki tim sicardmistlr. ikinci jenerasyonda
etkilerinin gorilmesi oldukca ilgingtir. Neonatalomialitenin altinda yatan nedenin ise
akcigerlerin gelsmemesi oldgu disinulmektedir (9).

Gebelik sirasinda PFOS uygulanan sigcanlarin fetidke gelsimsel toksik etkiler
arasinda fetal vicutgaliginda azalma, yarik damak, anazarka, ventrikiletasep
defekt, sg atriumda genleme, karager girliginda artma, i¢ organlarda anomaliler,
kemik olisumunda gecikme ve iskelet anomalilerigdondan sonra hayatta kalan yavru
sayisinda azalma, gomsal kusurlarda artma, yavrunun vicg@riaginin artsinda
azalma, serum tiroid hormon seviyesinde azalma ajsraktadir. Ayrica gebelin
ilerleyen gamalarinda (17. gin ve sonrasi) PFOS uygugganda neonatal mortalite
oraninin da artyn tespit edilmgtir. Gebelik sirasinda PFOS uygulanan sicanlarda is
serum tiroksin ve triodotironin seviyesinde anlardkrecede azalma gorulmive
tirotropin (TSH) seviyesinde telafi edici bir grtigozlenmemitir. Aksine TSH
seviyesinde de bir azalma s6z konusudur (103eDmaternal toksik etkiler ise vicut
agirhginda ve besin tiketiminde azalmadir. Fetdirlkta azalma ve iskelet
olusumunda gecikme gebelik sirasinda PFOS uygulanaartmrda da gorilmektedir
(62, 63, 64). Tasanlardaki maternal etkiler ise gik olmasi, besin tiketimi ve vicut
agirhginda azalmadir (65)Daha az boyutta olmak Uzere benzer etkiler farelerel
yavrularinda da gozlenstir. Farkll olarak ana hayvanda kargamide ciddi bir buyime
de gozlenmitir (66).
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Gelisimsel ve reproduktif toksisite camnalarinda gorilen neonatal mortalitenin
altinda yatan etki mekanizmasi ile ilgili birgolotedne surtlmigttr. Steroid sentezi ve
lipit metabolizmasindaki dgsimler, akcger yuzeyindeki fonksiyon bozukluklari,
hipotiroksinemi, fetal akg@erin, pulmoner fonksiyonlarin ve merkezi sinir siiain tam
olarak gelfmemi olmasi neonatal mortalitenin muhtemel nedenleasieuda kabul
edilmektedir. Lipit metabolizmasi ve kolesterol temndeki dgisimler ve
hipotroksinemi neonatal mortalitenin goadan sebebi olarak gorilmemektedir.
Neonatal mortalitenin gercek nedeni bu giine kadkr belirlenemengtir (62).

PFOS'un muhtemel etki mekanizmasini saran pek cok sayida cgtna
yapiimstir. Peroksizom proliferasyonunu induklemesi ve ogsizom enzimleriyle
iliskili olmasi (67), lipit mekanizmasini engellemes serum kolesterol seviyesini
disirmesi (68) ve hicresel ilgitnde ©6nemli bir roli olan gap junctionlarin
inhibisyonundan sorumlu olmasi muhtemel nedenkesiada sayilmaktadir (69).

Kemirgenlerde en o©Onemli toksik etkiler lipit metdboasinda dgsim,
hepatomegali, vlcut galiginda azalma olup bu toksik etkinin altinda yatan
mekanizmanin mitokondrinin fonksiyon kaybi ofgdudistintlmektedir (12)

Florokimyasal bilgikler, in vitro ortamda 3 farkli mekanizma ile nmktandri
fonksiyonunda bozukluklara yol acarlar. Bunlar rkdodriyal solunumun bozulmasi,
membran permeabilitesinin  artmasi, kalsiyum indgiksuna bglh olarak
mitokondrilerin sismesidir (11, 70). Mitokondrial membran permeabditeleki arts
mitokondrilerin fonksiyon kaybindaki en dnemli naedelarak gorulmektedir (11, 12).
Membran permeabilitesinin bozulmasi mitokondri iembraninin 1.5 kD’'dan daha
blylk maddelere kgirda gecirgen olmasina neden olacaktir. Bu gediilgaadeniyle,
ic ve dg ortamin gitlenmesi icin maddelerin mitokondri icine ghgikisinin olmasi ve
bunun sonucunda mitokondrilerigismesi ve sitokrom-c gibi apoptotik faktorlerin

mitokondri dgina salinimi s6z konusu olacaktir (71).
2.2. Apoptoz

2.2.1 Tanimi ve Tarihgesi

Olum, canlilarda bitiin yam siireclerinin geriye dosiii olmayacak bicimde
durmasidir. Tum canlilarin en kici#evsel birimi olan hiicrede 6lim, patolojik ya da
fizyolojik surecler sonunda gercekie Baslica iki hiicre 6lumseklinden biri olan

nekroz, hicrgismesi ve hicre parcalanmasi ile karakterize, gniiakemi, mekanik
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travma gibi buyuk cevresel gigikliklerin neden oldgu patolojik ve pasif bir strecdir.

Bu tur hicre olumunde hucre i¢i denetim mekaniznnaila etkisi yoktur. Hicre kendi

istegi ile 6lmez (cizelge 2.2). [@er bir hicre olunsekli olan fizyolojik 6lim yolu ise

“apoptoz”

olarak adlandirilir.

Apoptoz;

getis

organizmalarda gereksinim

duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hicrelerin kol bir mekanizma ile cevreye

zarar vermeden programli dlumuddr (13).

Cizelge 2.2. Nekroz ve apoptozun kadastiriimasi (13)

OZELL iK NEKROZ APOPTOZ
Blyume faktori eksikgii
iskemi Hucre yglanmasi
Yol agan Hipertermi HIV
nedenler Hipoksi Kanser ilaclar
Litik viral enfeksiyon Radyasyon
Toksik maddelerin yiiksek Yuksek doz glukokortikoid
konsantrasyonlari Fas veya Tumor Nekroz Faktor reseptorlerinin
Siddetli oksidatif stres aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Coksiddetli olmayan oksidatif stress
Hucre membran bitingiinin | Hicre membrani bozulmagmwlmasi fakat
kaybi membranda cepciklerinin glumu
Morfolojik Hucresismesi Kromatinin nukleer membran civarinda toplanmag
Ozellikler Organellerin parcalanmasi | ve yasunlagmasi
Endoplazmik retikulumun Hucre kugtlmesi
genilemesi Hucreninmitokondri, ribozom, nikleus parcalari v
Buyuk vakuollerin olgumu diger organelleri iceren membranla kapl apoptoti
Hucre lizisi cisimciklere parcalanmasi
Bozulmu iyon hemostazisi | Iyi kontrollii, bazi aktivasyonlarin ve enzimatik
ATP gerekmez (pasif stire¢) | basamaklarin olmasi
Biyokimyasal s o ATP gereklidir (aktif sureg)
Sxellikler +4 C'de gerceklgebilir o

DNA rastgele parcalanir
(agaroz jel elektroforezinde
“smear” goruntisi)
Postlitik DNA
fragmentasyonu

(6limun gecg safhasinda)

+4 C'de gerceklgmez

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb ¢iftinin
katlari olacalksekilde kirilir mono ve
oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven patterni)

Prelitik DNA fragmentasyonu

(erken evrede gercekie)

D

117

Diger ozellikler

Hucreler gruplar halinde 6lur
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gercekie
Lizozomal enzimler salinir
inflamasyona neden olur

Hucreler tek tek veya birkaci bir arada olur
Fizyolojik sartlarda da gergeldebilir

Komsu hicreler veya makrofajlar tarafindan fagog
edilirler

Inflamasyon goriilmez

Hucre olumuyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilindasik mikroskobunun ve yeni boya

yontemlerinin kefiyle baslamis olup ilk olarak nekroz tanimlangtr. 1972 yilinda,

iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozddwa diarkl hiicre 6lumu gésterilgi

ve buna, pac yapraklarinin govdeden ayrilmasi anlamina gebgmoptoz” adi
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verilmistir. Apoptoz Yunanca'da apo (ayri) ve ptosis gaék) kelimelerinden okan
ve ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie adli patologléarafindan 1972 yilinda kullanilan
bir terimdir (72). 1983 yilinda Duke ve ark. (14) tarafindan jel ebébtezi ile
apoptozda endontkleazlarin DNA kiriklarina nededu@inu gostermesi ile hicre
olumundn ilk biyokimyasal kaniti elde edilgnive apoptoz ile ilgili cabmalar
hizlanmstir.

Deneysel apoptoz da vyine ilk kez Wylie tarafindadustorulmustur.
Glukokortikoidlere maruz birakilan olgugtaams timus hticrelerinde apoptotik hlcre
olumund gercekkgiren bu aratiricilar, apoptotik hiicre DNA’sInin elektroforetjkl
ayrimini  yaparak apoptotik hicrelerde DNA butigaiiin  kalmadiini  bunun
sonucunda da apoptotik hiicre icin karakteristik nolmerdiven tarzinda DNA
ve genlerle dizenlenen bir olay ofdunu gosternsiir (74).

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularindahierelerinde surekli olarak
olusmaktadirlar ve bu okwum émir boyu devam etmektedir. Boylece olim (apopte
yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku homeasiizolusturmak tzere dinamik
bir denge halinde siregelir. Normal apoptotik hiétedmi ve yerine yeni hicre
yapiminin  (“tissue remodelling”) giinde vyakla 1x10" hicreyi buldgu
hesaplanmaktadir. Bu hizda bir hicre 6lima ve yanigapimi yegkin bir insanin
vicut airhginin her 18-24 ayda bir yeniden yapim ve yikimaaemha gelmektedir. Bu
doku ve hicrelere 6rnek olarak verilebileceklggadadir:

a. Ince barsaklarince barsaklardaki kriptalarin tabanlarinda yenisaru hiicreler,
kriptalarin uclarina dgru goc ederler ve 3-4 guin stiren bu gécun sonuretalglbarsak
bosluguna dokulurler.

b. Deri: Derinin keratinositleri derinin bazal t&laainda olgtuktan (stem hicre
bolinmesi) sonra derinin en Ust tabakasingru@stratum korneum) go¢ ederler. Bu
goc esnasinda derinin her tabakasinddliciarklilasma 6zellikleri gosterip en sonunda
derinin organizmayi dietkenlerden (enfeksiyon ajanlari, travmatik zecieleler vs.)
koruyucu 6lu tabakasini alfturmak tGzere o6lurler. Deri keratinositlerinde kekilde
gerceklgen apoptozun 6zelmis bir apoptoz formu oldgu distnilmektedir.

c. Timus:Immun sistemin ¢cok 6nemli hiicreleri olan T lenfesitimusda olgunkarlar.

Bu hdcrelerin etkisiz olanlari veya organizmanimdiedokularina kas reaksiyon
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verme potansiyeli tayanlari kan dol@amina girmeden 0Once apoptozla olurler ve
bdylece ortamdan uzaktarilirlar.

d. Uterus: Menstruasyon esnasinda uterusun ic ohdaki hicreler olurler ve
menstruasyon kaniyla uzakieulirlar. Boylece, uterusun i¢ tabakasl (endoimet)
apoptozla dokulur

f. Gozdeki lensde icleri saydam bir protein olamstallin ile dolu apoptotik htcreler
bulunur.

g. Diger: Viruslerle enfekte olnmyuveya kalici DNA hasari ofius hicreler siklikla
apoptozla kendilerini oldurirler (intihar ederleBu yolla apoptoza gidemeyen ve
genetik olarak d&smis hicreler ileride kanser ggilinine neden olabilirler.

Apoptoz, doku gedimi esnasinda istenmeyen hicrelerin yok edilmesuheleol
alir. Ornggin bocek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda ladakusunun yok
edilmesine neden olur. Ber bir 6rnek de memelilerde sinir sisteminin gei
esnasindaki programlangrinticre dlimudur. Fazla sayida Uretilen noronlarib®len
fazlasi programlanmihticre 6lumi yoluyla ortadan kaldirilifnsan embriyosunda
intrauterin gekim sirasinda el ve ayak parmaklarinin arasinda&rdiérin apoptoz ile

yikilmasiyla balangicgta kapali olan parmaklar birbirlerinden ayaktadir (75).

2.2.2 Apoptotik Hiicre Olimunin Asamalari

Apoptoz hicre icinden veyastindan gelen sinyallerle klatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugiiarbnin fagositozu ile sona erer. Bu
asamalar;

[) Apoptozun bglatiimasi,

[I) Hucre ici proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

[I1) Hucrede cgtli morfolojik ve biyokimyasal dgisikliklerin olusmasi,
IV) Fagositoz, olarak dzetlenebilir.

2.2.2.1 Apoptozun Balatiimasi

2.2.2.1.1 Sinyal Uretici Yollar

Hucrenin apoptoza gidebilmesi icin ilk 6nce, ilgienetik mekanizmayi harekete
gecirecek bir sinyalle katasmasi gerekir. Bu sinyal hicre icinden veyaimidan
gelebilir (Cizelge 2.3).
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1. Hucre Disindan Kaynaklanan Sinyaller (Cevresel ygam sinyallerinin ve

biyume faktorlerinin yetersizligi): Hdicreler, c¢evre hicrelerden ve
ekstraselliler matriksden gelensgen sinyallerine, blytme faktérlerine ihtiyag
duyar. Bu sinyaller duzenli bigekilde ve yeterli miktarda olmazsa hicreler
apoptoza gider. Orn: noéronlar néron biyiime fakt(MGF) yetersiziginde
apoptoz gosterebilirler.

2. Hucrelerin Maruz Kaldi g1 Dis Etkenler: Hipoksi, 1sI, antikanser ilaglar,
radyasyon, gamma ve ultraviyokenlar gibi etkenler apoptoza neden olabilirler.
Bu etkenler DNA hasari ojturarak apoptoz meydana getirirler.

3. Hucre Icinden Kaynaklanan Sinyaller: DNA hasari, hiicre i¢i Ca
seviyesinde an) hicre ici pH'da dime, metabolik ve/veya hicre siklus
bozukluklari hucreyi

baslatabilmektedir (76).

apoptoza gotiren merkezi hucikeim sinyallerini

Cizelge 2.3. Apoptozu tetikleyen hiicre ici ve shiajanlar (76)

Fizyolojik Aktivatérler Hasara Ba gl indilkleme | Tedavi Ajanlari Toksinler

Kemoterapdtikler

TNF ailesi (FasL, TNF)

Isjoku

Sisplatin, Bleomisin Etanol

Transforming growth
factor beta (TGF)

Viral Enfeksiyonlar

Gama radyasyo

Beta-amiloid peptit

Norotransmitterler;
Glutamat,dopamin

Bakteriyel toksinler

UV radyasyon

Blyume faktdrlerinin
seviyesinde d{ils

Onkogenler

Kalsiyum

TUmo6r supresor genler

Glukokortikostreoidler

Sitotoksik T hiicreler

Oksidanlar

Serbest radikaller

Besin eksiklgi ve
Antimetabolitler

2.2.2.1.2 Antiapoptotik ve Proapoptotik Faktorler
Apoptoz sirasinda ¢#li genlerin kodladgl bazi protein ve faktorlerin hiicre

icinde aktif veya inaktif hale gelmesiyle apotozuontrol edildii bilinmektedir.
Buglne kadar saptangnen az 30 protein ve bir o kadar da apoptozda ofalsi
distnulen protein vardir. Bu proteinlerden en bilirnkc-myc, p53 ve Bcl-2, Bax ve
BH3'tlr (77).
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1. c-myc

Bir transkripsiyon faktorli olan c-myc proteini artda bazi faktorlerin
bulunmasina kgl olarak hicrenin proliferasyonuna ya da apoptgzenesine neden
olur. c-myc protoonkogeni bir hicrenin buyimesimogramlar. Ber hicrede hem
c-myc hem de uygun buylime faktorleri yoksa blyuraeud her ikiside yeterli ise
¢cogalma olur ama c-myc var, buyume faktorleri yoksappz gorulir. Yani c-myc
blyume faktorleri tarafindan baskilanan apoptozarmmaktadir. Ayrica c-myc yapimi
hiicreyi timor nekroz faktorin (TNF, tumor necrofsistor) uyardgl apoptoza daha
duyarli kilar (78, 79).

2.p53

Baslangicta bir onkoprotein olarak belirlendiyse debagmail p53 proteininin
Ozellikle DNA hasarina yanit olarak hicre olumuraglddici islev gordigu acikhk
kazanmgtir. DNA hasari tarafindan indiklenen apoptoz dinya iletimi p53 ile
baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir str@&jtitimor sipresor gen olarak
calsan p53 mutasyona gtadgl ya da bulunmagli zaman hicre yami uzar.
Genotoksik olaylarla okan hlcre hasari, bir transkripsiyon regulatér gdan p53'U
aktive eder (80)Aktive olan p53 geni, DNA hasari glugunda aktiflgerek p21 genini
harekete gecirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazkadarak, S fazina gegcmesini engeller.
Bdylece hicre siklusu durdurularak ghws olan DNA hasarli hicrenin galmasi
engellenir. p53 geni DNA tamiri yapan proteinleriranskripsiyonunu sgar. Bu
proteinler DNA hasarini tamir edebilirse, hicre liskindaki blok kalkar. Hicre
hasarinin tamiri barl olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 gruymoteinlerden,
proapoptotik) aktive ederek mitokondri aragilile hiicrenin apoptoza giderek 6lmesini
sailar (81). Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kalohrg olur. Bazi hiicre tiplerinde
p53’Un induklenmesi ile bax yapiminin induklgidgorilmektedir (82). Diger olasi
hedefleri hiicre ylzeyi 6lum reseptorleri DR5 ve'tia83, 84).

3. Bcl-2/Bax ve BH3

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptaolusur. Bu gruplardan biri pro-
apoptotik etkiye sahiptir ve apoptozu induklergén ise anti-apoptotik etkiye sahip
olup apoptozu baskilar. Bu ailenin 20 Uyesi tanmmatir; bunlardan anti-apoptotik

etkiye sahip olanlar; Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Boo, Mg, proapoptotik etki gosterenler ise
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Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP®ad, Bid gibi)'dur. Bcl-2/Bax
gen ailesinin Urdnleri, mitokondiri ve nukleus zarhin yani sira endoplazmik
retikulum zarinin Gzerinde de yer alir ve homodingar da heterodimerlegeklinde
kompleks olgturarak calirlar. Ornegin; Bcl-2'nin Bax ile olan etkilgiminde Bcl-2'nin
oraninin daha yuksek olmasi hicrenigayaini surdirmesini gharken, Bax'in daha
fazla olmasi durumunda ise hicre 6lume gitmektegitt-2'nin hicreleri apoptozdan
koruma mekanizmasi, mitokondri zarini stabilize ekm serbest radikallerin
olusmasini/etkilerini engellemek, nukleusa apoptoz lyami dizenleyici molekillerin

secici olarak girmesini dnlemektir (85, 86).
2.2.2.1.3 Apoptoz Mekanizmalari

1. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi

Bazi sitokinler hicre membraninda bulunan reseg®@ribglanarak o6lum
programini harekete geciren sinyaller Uretebilirkex apoptozu tetikleyen sinyal
molekdllerinin hicre zarinda bulunan ilgili resefgée bglanmasi apoptozu blatir.
Apoptozda rol alan membran reseptorleri icinde aandli grup timor nekroz faktor
reseptor (TNFR, tumor necrosis factor receptogsadir. Bu reseptor grubunun en az
29 d0yesi vardir. Bunlardan bazilari; TNFR-1, TNFR-Bas, lenfotoksin-beta,
NGF-reseptér, CD40, CD27 ve CD30’dur. Bu reseptiirlbiyolojik etkileri ¢ssitlidir
ve apoptoz ile sinirli g@dir. Bir kismi apoptoz olgtururken, bir kismi proliferasyona
neden olur. Bir kismi ise her ikisini de giurur. TNFR icinde apoptoz ajturan
reseptorlerden en onemlileri Fas ve TNFR1'dir. Besepttrler uyarildiklarinda,
hicrenin sitoplazmasinda bulunan parcalari, “adaptoteinlere” bglanir. Adaptor
proteinlerin 6lum effektor parcalari vardir. Bunlda apoptoz icin batici olan

kaspazlara (6rn: prokaspaz-8lamirlar (87).

i. Tumor Nekroz Faktor Aracili Apoptoz: TNF ligandi, reseptoérleri olan TNFR-
1 veya TNFR-2 ile bgandiginda apoptozu aktive eder. TNFR-1, pek ¢cok dokddm6
sinyalinin aktivasyonundan ve iletiminden sorumken TNFR-2 sadece timositlerde
TNF baimh sinyalin iletiminden sorumludur. Bir sitokinlam TNFnin TNF
reseptorleri ile birlgmesi (6rn: TNRF1) sonucunda reseptdriin hicre icimgdenan
parcasi, TNFR adaptor protein (TRADD, TNFR adapi@tein) ile etkilgir. TRADD
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daha sonra FADD ile birferek prokaspaz-8'i aktifigirerek apoptoza neden olugekil
2.2).

Fas reseptorinin aksine, TNFR1’in TRADD’la etkitesi her zaman apoptoz ile
sonuclanmaz. TRADD, FADD yerine fk@ adaptor proteinlere planabilir. Bunun
sonucunda 6nemli bir transkripsiyon faktéri olarkleér faktorkB (NFkB) harekete
gecebilir. Bu durumda hicre canli kalir. Hucredediayolun, nasil secildi acik
degildir. Ancak, hicrede aktif N&B (bazi timorlerde bulunur) bulunglu zaman,
hiicrenin canli kalgh distinilmektedir (88, 89).

TNF Fas L
TNFR Fas

TRADD ﬁ TRADD

RIP FADD
TRAF-2 Prokaspaz-8

\.*Jw YAYRYAY

antiapoptotik
genler

Sekil 2.2. Fas ve TNFR-1 reseptorleri ile tetiklenempoptoz mekanizmasi (89)

ii. Fas-Fas ligand aracili apoptozBu tip apoptoz hiicre yiizey reseptoéri Fas (CD95,
APO-1) aracigl ile olusur. Fas ligandin Fas reseptérineglaamasi ile Fas
reseptoriinin hicre icinde bulunan parcasi, FADDitkeserek 6lim bglatan sinyal
kompleksini (DISC, Deatlinducing Signal Complex) afturur. Bu da prokaspaz-8'in
aktiflesmesini sglar. Aktif hale gelen kaspaz-8 ya kaspaz-3'U #diirerek apoptozu
indukler ya da bir pro-apoptotik protein olan Bigtoteolitik olarak aktive edip tBid’e
donistardr ve tBid de dier pro-apoptotik proteinlerle beraber mitokondridig zarinin

delinmesi olayina katilir (87, 89).
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2. Mitokondri/sitokrom—c aracili apoptoz

Mitkondri aracili apoptoz, hiicreden kaynaklanan ceditli sinyaller tarafindan
(onkogen aktivasyonu, DNA hasari, sitotoksik ilackeya hicresel stres gibi)
tetiklenen bir yoldur. Cgtli apoptotik uyaranlar ATP vaglinda mitokondrinin
intermembran bgugunda bulunan bazi proteinlerin sitoplazmaya «aei neden olur.
Bunlarin balicalari SMAC/DIABLO, AlF, EndoG ve OMI/HTRAZ2 olugn 6nemlisi
de sitokrom-c salinimidir.

Sitokrom-c salinim mekanizmasi heniiz tam olaraksdaimamakla beraber bu
mekanizmayi aciklayabilmek icin cok sayida goditaya atilmgtir. Ik gorise gore
sitokrom-c salinimi i¢ (IMM) ve gi(OMM) mitokondri membranlari arasindaki kontak
noktalarinda yer alan ve heniiz tam olarak karadeedilemensi olan permeabilite
transisyon poru (PTP) yolu ile gercejdeektedir fekil 2.3). Bu kompleksin
merkezinde IMM’de adenin nukleotid translokator (AN Adenine Nukleotide
Translocator) ve siklofilin D, OMM’'de Voltaj Eaml anyon kanali (VDAK, Voltage
dependent anion channel) bulunmaktadir. Oksidatss yiksek kalsiyum, seramid ve
disik ATP seviyesi PTP’nin acilmasina yol acar. Buudu dizik molekuler girlikl
maddelerin IMM’ye r@men diflize olmasina yol acar ve mitokondrigigmesi ve
OMM’nin yirtilmasi ile sonuglanir. Boéylece sitokremve dger membranlar arasinda

yer alan proteinler sitozole salinpalur (90).

Sitoplazina

Sitokrom e O 0 o oooe
IMS Eia0h ddd

Ly
W
:1‘1?1‘1?:'1‘1:1':. A

M

Crsmatikk Basme ve

Iatriks
WO IM ve OM'de yrtilma

Sekil 2.3. Mitokondriden sitokrom-c salinimi (91 )
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PTP'nin pro ve anti-apoptotik proteinlerden @uo Bcl-2 ailesi tarafindan regile
edildigi dusinulmektedir. Proapoptotik olan Bcl-2 ve Bcl-xL, P¥i kontrol ederek
onun kapall kalmasini gamaktadir. Ancak Bax ve Bak proteinleri, VDAC v&lA ile
etkileserek PTP’nin aciimasini garlar. PTP’nin acilmasi mitokondrial membranin
depolarizasyonuna yol agmaktadir. Ancak birgoksgedda sitokrom-c salinimi igin
PTP’nin aciimasinigart olmadgl gosterilmitir.

Diger bir model Bcl-2 ailesi tyelerinin OMM (zerindeembranlar arasindaki
co6zlnebilir proteinlerin salinimini @ayacak porlar ve blyik kanallar elurdusu
yoniindedir. Bcl-2 ailesinin Bcl-xL, Bcl-2, Bax veirkmis Bid (tBid) gibi birgok
dyesinin lipit vezikiullerde ve lipit membranlardaonksiyonel iyon kanallar
olusturabildigi gosterilmitir (92). Ancak 20 kDa’luk bir protein olan Bax’sitokrom-
c’nin salinimini  sglayabilecek buydklikte bir poru nasil sturdugu hentz
aydinlatilamanstir. Ancak Bax ve Bak oligomerize olarak daha buykik yapi
olusturarak sitokrom-c ve der proteinlerinde salinimi gayaca& disunidlmektedir.
Bu kanallarin olgmasi icin Bax'da konformasyonal gigikler meydana gelmesi ve
sitoplazmadan OMM’ye gelmesi gerekmektedir. OMMyelen Bax membranin icine
girer ve burada oligomerize olarak porughluiur. Boylece Bax sitokrom-c saliniminda
hem sinyal hem de effektor molekul olarak gorev. aBax sitoplazmada BH3 iceren
tBid (kaspaz tarafindan kirilarak aktive edilen )Bigrafindan aktive edilir ve OMM'ye
girerek poru sekillendirir (93). Por modellerinde antiapoptotikcl®2 ve Bcl-xL
proteinleri Bax’in konformasyonel @gimini ve/veya membrana girmesini ve/veya
membrana girip oligomerizasyonu engeller (92).

Sitokrom-c sitoplazmada monomerik Apaf-1 ile bideek bu proteinin
konformasyonunda desiklige neden olur ve bu yapi da inaktif durumdaki kaspaz
enzimine bglanarak “apoptozom” adi verilen batint glurur. Apoptozomda kaspaz-9
proteolitik olarak aktif hale gelir ve kaspaz enlam hiyeragisinde bulunan dger
kaspazlari yine proteolitik olarak aktive edgekil 2.4).

Apoptozun ilerlemesindeki bir ger kritik asama da normalde sitoplazmada
bulunan apoptoz inhibitérlerinin inaktifigeriimesidir. Bu inaktifletirme slreci
mitokondrinin intermembran Blgundan salinan SMAC/DIABLO ve OMI/HTRAZ2
gibi proteinler tarafindan gercekteilir (94).
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Oksidanlar Bax
l Caz+
Ny 4
€— Kaspazlar
Matriks siser Kanallar A¢ilir
(dis membran (dis membran
yirtihr) genellikle
bozulmamistir)
.\
\l ~ inaktif Apaf-1 l
[
o0 o
o'. @ o’
sitokrom ¢ ..O @ ® sitokrom ¢

ve diger \o\ktif Apaf-1 /
kaspaz o
aktivatorleri

‘ Kaspaz-9

!

Apoptoz

Sekil 2.4. Sitokrom-c salinimi ile kaspaz kaskadiniaktivasyonu

Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (Apaf-1)

1997'de Zou ve ark. (95) tarafindaDaenorhabditis elegan€ed-4 geninin

insanlardaki homolgunun cDNA'sI klonlanmy olup Apoptotik Proteaz Aktive Edici
Faktor-1 (Apaf-1) olarak adlandiriligtir. Apaf-1 mRNA’'si fetal ve yegkin tim
hiicrelerde eksprese edilmektedir. Apaf-1 1194 anasitten olgan 130 kD’luk bir

protein olup sitokrom-c’ye kianarak kaspaz-9 aktivasyonunuslsanaktadir. Apaf-1
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proteini, Ced-4'e homolog olan dATP/ATP ghayan bdlgesi, kaspaza@anan CARD
bolgesi, ve Apaf-1'in negatif regllasyonundan sdwriVD-40 tekrar bolgelerini
icermektedir $ekil 2.5) (96).

A

linker 1 linker 2

CARD CED-4 l WD-40

Sekil 2.5. Apaf-1'in sematik yapisi

Yapilan ¢algmalarda kaspaz-9'un sitokrom-c ve dATP’ygb&ir mekanizma ile
Apaf-1’e balandgl ve bdylece aktive oldiu tespit edilmgtir. Apaf-1'in kaspaz-9'a
baglanmasi her iki proteinde de bulunan kaspaz toptamdigeleri (CARD, caspase
recruitment domain) aracii ile gerceklstirimektedir. Kaspaz-9 Apaf-1l'e
baglandiktan sonra aktive olup kaspaz-3'U kirar veivakieder. Apoptotik kaskadin
baslangicinda mitokondriden sitokrom-c salinmasiyladak Apaf-1 alt Gnitesi iceren
(apoptozom olarak adlandirilir) buyidk bir multinkekiomplekssekillenir (97).

(a) b)
Apaf-1 monomeri Apaf-1 Heptameri Inaktif Aktif
Monomer Dimer
Prokaspaz-4
Sitokrom ¢ WDdU
’%) L ) r:iATF' v
_.. Altif
ATP
CED-4 GARD
kapal Agik

Sekil 2.6. Apoptozomun yapisi ve kaspaz-9 aktivasyarn(98)

Apoptozomunun 7 jant teli ve bir gobek bdlgesindipaekerlek benzeri bir
multiprotein kompleksi oldgu gosterilmgtir (Sekil 2.6a). Acehan ve ark. (98)
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tarafindan onerilen modele gore 7 tane Apaf-1 mdlekCARD bolgeleri aracgh ile
gobek kismina Lganir. Kaspaz-9 ile de bu bolge etkilme girecektir. Apaf-1
moleklliniin kalan parcalari kol kismini ve iki lde biten ysekilindeki bdlgeyi
olusturur. Her bir lob 6 ya da 7 WD-40 tekrarinin (Adafzoformlarina bgl olarak)
bir pervaneseklinde katlanmasi ile ojur ve sitokrom-c molekilt bu iki pervane
arasina bganir Sekil 2.6a).

Bu modele gére ortamda sitokrom-c bulunmamasi dungda CARD bélgesi bu
pervanelere kgandgindan oto-inhibitér bir konformasyona sahiptir. dBtom-c’nin
Apaf-1'in CARD bolgesini a@a cikardgl gortlmektedir. Apoptozom ojumu
sirasinda sitokrom-c’nin pervanelereglamarak CARD bolgesinin yerini almasi ced-4
homolgiu olan bdlgeye ATP [@anmasina olanak giar ve bu da Apaf-1 molekilinde
konformasyonal bir dgsime yol acar. Farkli Apaf-1 molekdllerinin CARD \e&d-4
homolog bdolgeleri etkilgm kurarak apoptozomun gébek bdlgesini stimurlar. Bu
asamada 7 prokaspaz-9 molekuli CARD-CARD etite ile apoptozoma kdanirlar
(Sekil 2.6b). Kaspaz-9 dimerlerinin glumu ise pro-kaspaz-9'un aktivasyonunda son
asamadir (96, 97).

Apaf-1'in Transkripsiyonel Kontrolu

Apaf-1’in transkripsiyonel kontroli hem transkripsnel seviyede hem de birgok
transkipsiyon sonrasi mekanizma ile dizenlenir.fApa promotdr bolgesi apoptozun
aktivasyonundan ve hicre siklusunun kontrolindemirstu transkripsiyon faktorleri
igerir.

Yapilan calgmalar Apaf-1’in p53 tarafindan indiklenen tek ppmptotik gen
oldugu gostermglerdir. Daha sonraki yillarda Robles ve ark. Apaiftlpromotor
bdlgesinde 13 bp (604-570 arasi transkripsiyonglab@a bolgesi ile ikkili) bir parca
tespit etmglerdir ve bu parcanin p53 cevap elementi ile ortgdk_-
PuPuPuCA/TT/AGPyPyPy-3 ) bir palindromik dizi offlunu belirlemglerdir. Bu
calsmayla Apaf-1'in p53 geninin dgudan transkripsiyonel hedefi olgiu
gosterilmitir.

Ayrica Apaf-1'in, ¢aitli biytimeyle iliskili genlerin ekspresyonunu regule ederek
Okaryotik hiicre G1/S transisyonunun kontrolinderustu E2F ailesi transkripsiyon
faktorlerinden E2F-1'in dgrudan transkripsiyonel hedefi olgunu gosterilmitir.
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Ayrica E2F-1'in sitokrom-c salinimi olmadan Apafekspresyonunun artmasindan
sorumlu oldgunu belirlemglerdir (99).

Apaf-1 yolunun negatif regulatorleri

Apaf-1 yolunda ayrica ¢ok sayida negatif regulatardir. Apoptoz inhibitor
(IAP; Inhibitor of Apoptosis) proteinleri apoptozam ba&lanarak kaspaz-3
aktivasyonunu inhibe ettikleri gibi aktif kaspaz Ieldillerinin de kompleksten
ayriimasina yol acarlar.Apaf-1 yolundaki IAP proteinlerinin negatif etkisi
mitokondriden salinan ve kaspaz-9'glaaan IAP’yi uzaklatirabilen SMAC/DIABLO
gibi proteinler veya IAP’yi parcalayabilen OMI/HtRAgibi proteazlar tarafindan yok
edilebilir. Apaf-1 yolu ayrica 1sjok (heat shock; HSP) proteinleri tarafindan da kant
edilmektedir. Apaf-1 yolunda hiicre 6limindn negedifitrolinden sorumlu en az 3 Hsp
(HSp27, Hsp70ve Hsp90) tanimlagtm Hsp27 sitokrom-c'ye kianarak onun Apaf-
1'e baglanmasini 6nlerken Hsp70 ve Hsp90, Apaf-1 molekeilbalanarak kaspaz-9
aktivasyonunu engellemektedir. Son yillarda cAMRugian da Apaf-1 yolunun negatif
regulasyonuna katilgh gosterilmgtir. Ekstrasellller sinyaller sonucu cAMP seviy@sin
artmasi protein kinaz A'nin aktivasyonuna yol actadk. Aktive olan protein kinaz-A
da Apaf-1'in prokaspaz-9'a Bnmasini inhibe etmektedir (97).

3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz Olusturulmasi:
Son yillarda yapilan ¢amalarda mitokondriyal yola ek olarak endoplazmik

retikulumun (ER) da intrinsik yolda rol oynadi gosterilmgtir. Endoplazmik
retikulumda yanl katlanmg proteinler az miktarda olgunda salg! yollarindaki
regulator proteinlerin sentezini uyarirkepee ¢cok fazla miktarda ise ER’daki stresin
artmasina kg olarak kalsiyum depolarinin aciimasina yol agarER aracili 6lima
baglatir (Sekil 2.7). Bu gibi durumlarda proapoptotik Bax Bak gibi Bcl-2 ailesi
Uyeleri ER’a hareket eder. ER, apoptozyld&tarken ER’un sitosolik yizinde lokalize
olan ve dger downstream kaspazlarin aktivasyonunu yapan kakpaktivasyonuna
ihtiyac duyar. Son caimalar CA" seviyelerinin ve kalpainin endoplazmik retikulumu
etkilemesi ile prokaspaz-12'nin aktifkegini gostermgtir. Aktiflenmis kaspaz-12
sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile kdkli olarak etkilserek sitozolik kaspaz
kaskadini aktive eder (100).
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Sekil 2.7. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz

1.2.2.2Hucre I¢i Proteazlarin Aktivasyonu

Apoptotik hiucre olumindeki biyokimyasal ve morfakoglegisimler, aspartik asit
spesifik proteazlarin sistein gruplarinin aktivasysonucu meydana gelmektedir. Bu
proteazlarkaspaz (“caspasez Cysteine-Containing\spartate Specific Prosses) adi
verilmektedir. Kaspaz aktivasyonu apoptozun enirdpal Ozelligi olup bu
mekanizmanin  anahtar elemanlarCaenorhabditis elegansin  Drosophila
melanogastegé sonucta memelilere kadar evrim siresince korusumu Apoptotik
hiicre olimindeCaenorhabditis elegarda dort gene (ced-3, ced-4, ced-9 ve egl-1)
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ced-3 bir sistein proteazpointerlokin-B dongturict enzimin
(ICE, IL-1B converting enzyme) homaladur ve su anda kaspaz-1 olarak
bilinmektedir. Sonraki gier 13 kaspaz ise memelilerde tanimlapwlup bunlardan
bazilari inflamasyonda rol alirken bir kismi da gramli hiicre 6liminde yer
almaktadir (Cizelge 2.4) (101).

Yapi ve glevlerine gore kaspazlar 3 grupta toplagtm

1. Balica lenfokin yapiminda bulunan kaspazkmlardir: Kaspaz-1 (ICE),
kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-11, kaspaz-12, kaspeg-&&spaz-14. Sitokin sekresyonu
ve inflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz-1 ve kadpayrica apoptozda da rol oynar.
Kaspaz -1, -4, -5 tetrapeptid olup kendi kendileraktive olabilmektedirler.

2. Cseitli hiucresel proteinleri parcalayan ve kucukglaamma bdlgeleri olan

apoptozu yuriten kaspazlar, kaspaz-3 (CPP32/Yakwgpaz- 6 ve kaspaz-7’dir.
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Bunlara Sinif 1l ya da sonlandirict (effektor) kazlar da denir. Yapisal ve
biyokimyasal cakmalar aktif kaspazlarin her biri bir aktif bolgeysmhip benzer
katalitik birimlerin ba&lanmasi ile olsan dimerler oldgunu goésternstir. Kaspazlarin
aktif formdaki G¢ boyutlu yapisi, her katalitik temin bir blylk ve bir kicik alt
birimden olytugunu gosternstir. Bu alt birimler, tek bir prekirsér molekulint a
birimleri birbirinden ayiran linker bélgeden kiri&si ile olgmaktadir. TUm sonlandirici
kaspazlar linker bélgedeki proteolitik kirlima a&tive edilmektedir§ekil 2.8).

3. Sinyal iletiminde yer alan ve effektor kaspazlaktive eden aktivasyon
kaspazlari, kaspaz-2, kaspaz-8 (FLICE/MACH), kaspar kaspaz-10'dur. Sinif | ya
da balatici (initiator) kaspazlardir. Pro-enzim veya njgn olarak sentezlenmekte olup
bir proteolitik kaskad ile aktive edilirler. Blatici/aktive edici kaspaz kendinden sonraki
kaspaz! kirar ve aktive eder, aktive olan kaspabidaonraki kaspazi aktive eder ve
kaskad busekilde devam eder. Kaspazlarin sadece ihtiya¢ duguhda aktive
olmasini sglamak icin kaspaz kaskadindakistzangic aktivasyonu amsiz, kontroll

ve hataya kar givenli bir mekanizmaya ihtiya¢c duymaktadir (102)

Cizelge 2.4insan Kaspaz Ailesi (102)

Kaspazlar Alternatif isimleri
Kaspaz-1 ICE

Kaspaz—-2 ICH-1

Kaspaz—3 CPP32, Yama, Apopain
Kaspaz—-4 ICErel-Il, TX, ICH-2
Kaspaz-5 ICErel-lll, TY
Kaspaz—6 Mch2

Kaspaz—7 Mch3, ICE-Lap3, CMH-1
Kaspaz—8 FLICE, MACH, Mch5
Kaspaz—-9 ICE-LAP6, Mch6
Kaspaz—-10 Mch4, FLICE 2
Kaspaz-11 ICH-3

Kaspaz—12

Kaspaz-13 ERICE

Kaspaz-14 MICE

Baslatici kaspaz zimojenleri hiicre icinde inaktif mamerler olarak bulunurlar ve

bu monomerik zimojenlerin aktif konformasyona gelgebleri icin dimerizasyona
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ihtiyaclari vardir. Bu dimerizasyon olayl aktive edici bir multiprotekompleksi
tarafindan gercekigarilir. Efektor kaspazlarin aksine fatici kapsazlarin aktivasyonu
ve regulasyonu oldukca komplekstir. sgdici kaspazlarin aktive olmasi icin spesifik
adaptor proteinlere ihtiyac duyulmaktadir. Kasparr2aktivasyonu icin PIDDosome,
kaspaz-8’in aktivasyonu icin DISC’e ve kaspaz-9ivadyonu icin ise apoptozoma
ihtiya¢c duyulmaktadir (103).

Apoptozda Kaspaz-3'iin Yeri ve Onemi

Yapilan calgmalar kaspaz-3 geninin 4 numarali kromozomun uzahlurikda
(4933-g35.1) lokalize oldiunu gostermitir. Kaspaz-3, 2.6 kb’lik bir mRNA tarafindan
kodlanmakta olup hemen hemen tim doku ve hicrertigle bulunmaktadir. 277
amino asitten okan (32 kD) proenzimin proteolitik kirllmasi sonyz20 ve pl1 olarak
adlandirlan iki alt tniteden admaktadir. Bu iki alt Gnite dimerize olarak aktifzami
olusturmaktadir (105).

Proteolitik l Kirllma * Asp-X Kinlma noktasi

=
2
k=
=
=

Loz D

AKtif Kaspaz Dimeri

Sekil 2.8. Kaspazlarin aktivasyonu (104)

32 kDa’'luk kaspaz-3 prekirséori (prokaspaz-3 veyaQiPP32) CED3 proteini ile
% 35 benzerlik gdstermektedir (105, 106). KaspaakBvasyonu ICE (kaspaz-1),
kaspaz-9, granzyme B ve Mch4 (kaspaz-10) agacié gerceklemektedir. Granzim B
ve kaspaz-10 tarafindan Aspl75'den prokaspaz-3iinmiasi sonucu p20 ve pl2
altiiniteleri olgur. P20 ve pl2 alt Uniteleride bigerek aktif kaspaz-3 dimerini
meydana getirir (107).

Yapilan calgmalar, Kaspaz-3'un katalitik Cys residusundeki mutenun, kaspaz-
3 aktivitesini durdurdgunu gosternstir (105). Ayrica kaspaz-3 aktivasyonunun
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apoptoz sirasindaki birgcok uyaran tarafindagldbdabilecesi de gosterilmgtir. Bunlar
arasinda Fas-ligasyonu, radyasyon, biyume faktksiklesi sayilabilir. Sitotoksik T-
hiicreleri tarafindan salinan granzim B’nin de kaspé aktive ettgi gosterilmitir
(108).

Kaspaz-3'in hedefi olan ¢ok sayida protein bulurtadik. Bunlar arasinda poli
ADP-riboz polimeraz (PARP; DNA tamiri), Ul-70K, hiNP Cl ve C2 (mRNA
islenmesi), sterol dizenleyici elemanglagyici proteinler (SREBP, Sterol Regulatory
Element Binding Proteins, sterol biyosentezi) ve GDZ (hicre iskeletinin
organizasyonu) sayilabilir. Ek olarak kaspaz-3 kasgaskadindaki bircok proteazin
aktivasyonuna da katilir. Bunlar kaspaz-2, kagpae kaspaz-7'dir. Aktive olan bu

proteazlar ise d@er hiicresel proteinlerin degradasyonunu katal{dler).

2.2.2.3 Apoptotik Hiicrede Gorulen Morfolojik ve Biyokimyasal Desisiklikler

1. Morfolojik De gisiklikler

Apoptoz, tek bir hiicrede bigiie ve gevre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile
karakterizedir. Apoptotik uyarim alan htcre, hiuerelle balantisini koparir. Hicre
yuzeyindeki mikrovillus ve b#anti noktalari gibi 6zellgnis yapilar ortadan kalkar,
hiicrenin yiizeyi yuvarlakia. Endoplazmik retikulumda gecici ggl@meler gorulur.
Bu genglemelerin, sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuh gecmesi ile oltugu
disinulmektedir. Genleyen sisternalar, hiicre zari ile bggeek hiicre ylzeyine gou
tomurcuklanmalar oktururlar. Onemli yapisal dgsiklikler niikleustan bglayarak
izlenir. NUkleus apoptotik olaylarin odak noktasidNukleus buzgiir, nikleer porlar
secilemez, nukleugekli duzensizlgir ve ileri evrede kiguk nukleer pargalara bolunur.
Nukleolus geniler ve granulleri kaba kimeler halinde gda. Hucrenin
parcalanmasiyla ntkleer materyal iceren zarla Gelapoptotik cisimcikler" olgur.
Apoptotik cisimciklerin bazilar sitoplazma pargdari icerir, siki bicimde paketlengmi
organellerden okurlar ve membranla sarilidirlar. Hiicre iskeleti gipada 6nemli bir
role sahiptir ve stabilizasyonu apoptozu engellaexik (109).

2. Biyokimyasal Degisiklikler
Sonlandirici kaspazlar aktive olduktan sonra sioplada ve nukleus icinde hedef

proteinleri yikarlar.
1-DNA kiriklarinin olymasi: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endonUkiéa

bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikaemdonukleazi serbesiteirler.
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Nukleusicine giren C&-Mg** bazgiml endoniikleaz, DNA kiriklari ofgurur. 180 baz
cifti ve katlariseklinde kirilma olgur.

2-Hucre iskeletinin yikilmasi: Kaspazlarin akffiedigi bir baska protein ise
hiicre iskeletinin ana b#enlerinden olan aktini yikan bir proteindir. Aktin
filamentlerinin yikilmasi ile hiicre normsgeklini kaybeder.

3-Hiicre membran gssiklikleri: ki katlh lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, higr
zarinin bir 6zellidir. Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fasddserin (PS) ve
fosfatidiletanolamin (PE) ve gdtabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrilarak
dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’yegharanslokaz ile aktif olarak
korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaumezIgi ya da dger enzim
sisteminin aktivasyonu negatif yukli PS’ninsdylzey tabakaya yetmesi ile
sonugclanir. Fosfolipid dalimindaki bu dgisiklik sonucu, kolektin gibi ¢gtli cézinur
proteinlerin apoptotik hicre membraninagleadgi ayrica mitokondri yerkemli
kardiyolipinin de yine membranda bulurilu saptannstir. Apoptotik cisimlerin
makrofajlarca taninmasinda rol oynayagedi reseptorler; trombospondin resptérleri
olanavB ve CD-36 reseptérudiur. Butiin bu membrapidklikleri apoptotik hiicrelerin
cevre fagositler tarafindan fark edilmelerini vgdaitozlarini sglamaktadir.

Apoptoza yonelen hicredesekilsel deisiklikler gelismeden ve DNA
parcalanmasi gorilmeden 6nce b-tubulin miktarrafteansglutaminaz aktivasyonu ile
membran proteinlerde aofan capraz kganmalar, membranlarin parcalanmasini ve
apoptotik cisimlerin olgmasini sglar. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasve
inflamasyon olgumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komhicreler tarafindan
fagosite edilirler. Apoptoz 30-60 dakika gibi birrede tamamlanir (76, 109, 110).

2.2.2.4 Fagositoz

Apoptotik cisimler ¢cevredeki parenkim hucreleri fagositler tarafindan fagosite
edilerek dokudan temizlenirler. Dokuda 4-9 saatinahbilir halde kalan apoptotik
hicreler daha sonra fagozomlar icinde birka¢c saadak gorilebilir, sonra da
sindirilemeyen materyal olarak kalirlar. Apoptozasindaki hiicre zarn dsimleri,
komsu hucrelerin 6lU hicreyi fagosite etmesi igin géirdkm uyarilari verecekekilde
dizenlenir. Apoptotik cisimlerin makrofajlar tamadian taninmasinda, fibronektin
benzeri bir serum proteini olan ve doku hicrelerinbirbirine bg&lanmasini

kolaylastirdigi bilinen vitronektin reseptorinin de rol oynadelirlenmitir (111).
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2.2.3 Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozu saptamak icin cok g yontemler gelgtirilmistir. 1972 yilinda,
apoptoz terimi ilk kez kullanilginda htcrenin morfolojik gorinimuine goére karar
verilmisti. Oysa gunumuizde morfolojik derlendirmenin yanisira apoptoza 0zgu
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz&8ini) molekiler dizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir.

Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemlgagada siralannstir:
1. Morfolojik gorunttleme yontemleri
2. Histokimyasal yontemler
3. Biyokimyasal yontemler
4. Immunolojik yontemler

5. Molekduler biyoloji yontemleri

1. Morfolojik gorunttleme yéntemleri:

1.1. Istk mikroskopu kullanimi:

a. Hematoksilen boyama Morfolojik gortntileme yontemleri iginde en ucuz
ve kolay olani hematoksilen ile boyamadir. Hemateksile boyanan preparatlagik
mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen boyama (H&)m hiicre kiltiri ¢aimalarinda
hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabiliiematoksilen boyamada,
hematoksilen boyasi kromatini boygohdan apoptotik htcreler nukleus morfolojisine
gore dgerlendirilir.

b. Giemsa boyamaGiemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada dl#gwl
gibi nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotikcitgler taninir. Sitoplazma sinirlari
hematoksilen boyamaya goére daha iyi secilebilmélkiikte hematoksilen boyamaya
belirgin bir Gstunligd yoktur.

1.2. Floresan mikroskopu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi:

Floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI, pigiam iyodir)
kullaniimasiyla yapilan bir boyamaseklidir. Floresan boyalar DNA'ya
baglanabildiklerinden hicrenin kromatini dolayisiylakteusu géruntr hale gelebilir.
Floresan sistemlersik mikroskopuna goére cok daha pahalidir. Fakat éniailtira

calismasinda kullanilirlarsa, canh hicre ilesggan hicrenin ayirimina olanak tanirlar.
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1.3. Elektron mikroskopu:

Elektron mikroskopu ile dgerlendirme apoptozda en gli yontem (“gold
standard”) olarak diintlmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dagru olarak
g6zlendgi bir yontemdir. Ustelik subselltler detaylar (6rmitokondrinin durumu,
hiicre zari ya da nukleus membraninin butgiimiin bozulup bozulmagh gibi) da
incelenebilir.

1.4. Faz kontrast mikroskopu:

Bu tir mikroskop sadece hicrelerin kiltir ortamjntlask” veya “plate”lerde
blyutuldigt calsmalarda, htcreyi veya hicre toplglinu incelemek amaciyla
kullanilir. Olen hiicreler yaghklari yiizeyden ayrilacaklari igin besiyer icinglizmeye
baslarlar. Bu hicreler faz kontrast mikroskopu ile igiebilirler. Ancak faz kontrast
mikroskobunda mitoza giren hicreler apoptotik higcne erken evredeki goéruntulerine

benzer ve ayrimlari hemen hemen imkansizdir.

2. Histokimyasal yontemler:

2.1. Anneksin V Yontemi:

Normal hicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik ytzui& bulunmaktadir. ger
hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yluzde yeiteolan PS molekdlleri hiicre zarinin
dis ylzune transloke olurlar. Pylze transloke olan PS’ler, floresan bir madde.(6r
FITC) ile isaretlenms Anneksin V kullanilarak gortndr hale getirilirleBdylece
apoptotik hiicreler saptangolur.

2.2. TUNEL Yontemi:

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini gar. Parafin bloklar, donngu
kesitler, kaltirh yapilngi solisyon halindeki veya “plate”lere ekinya da lameller
Uzerinde buyutulmdihtcrelerde apoptozun vanibu metodla saptanabilir.

2.3. M30 Yontemi:

M30 yonteminde apoptotik hicreler sitokeratin 18kaspazlarin etkisiyle
kirllmasi sonucu ortaya cikan yeni antijenik boigeimmunohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece sitbkel18'i eksprese eden dokularda
kullaniimasi mumkundur. Bu dokular epitelyal kaymalokulardir.

2.4. Kaspaz-3 Yontemi:

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hulcrelerdesaal aktif kaspaz-3

belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz-3 ekserettginin bilinmesi ya da cajilan
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dokuda apoptoza yol acan ajanin kaspaz-3'U kirnmaadlginin bilinmesi gerekir.
Ancak, bu bilinirse apoptotik hicreler bu metodiagit edilebilirler.

3. Biyokimyasal Yontemler

|. Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA fragmentasyonu DNA kiriklarinin gosterilebidibir baska yontemdir.
Apoptozda DNA, 180 baz cifti ve bunun Kkatlarina skdéc gelen noktalardan
(internukleozomal bdolgelerden) king icin merdiven gorintiist "ladder pattern”
olusur. Bu bulgu apoptozun karakteristik 6zgitlir ve nekroziste goérilmez. O yiuzden
apoptozu nekrozisten ayirmada faydali yontemleldedir.

Il. "Western" Blotting :

Bu metod yardimiyla apoptoza 0©6zglu bazi proteinleeksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilm&thrinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
mamkundur.  Sitokrom-c'nin - mitokondriden c¢ikip cilkaga da bu metodla
belirlenebilir. Yalniz, sitokrom-c tespitinde ona# fraksiyonlama yapilarak hicrelerin
mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlari ayriliArdindan, normalde sitoptazmik
fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom-c'nin ftaksiyonda tespit edilmesi
halinde hicrelerin apoptoza gittikleri agla.

lll. "Flow" Sitometri:

"Flow" sitometri yardimiyla florasan bir madde ilesaretlenmg antikor
kullanilarak apoptozda eksprese @dubilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin
saptanmasi mumkindur. Boylece apoptotik hiucrelerdyeebilir. Kolay uygulanabilir
olmasi, uzun zaman almamasi ve kantitatif sonugbienesi acisindan klinikte
apoptozun saptanmasinda kulldnir yontemdir.iki farkh sekilde uygulanmaktadir:

a. Floresan bir madde olan propidium iyodur kulnak,

b.Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayaslemleri kullanilarak hicre boyutu ile icepd
DNA miktari kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin @paz lehine oldgu gercginden
hareketle, apoptotik hiicre populasyonu tayin edKincisinde, floresan mikroskobuyla

uzun zaman alan saymgeimi saniyeler icinde yapilarak sonug alinir.
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4. immiinolojik Yontemler

l. ELISA:

ELISA ile gerek kudltart yapilngi hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek minehlki Ayni sekilde M30
dizeylerinin 6lcimu de mumkundur.

ll. Florimetrik Yontem:

Kaltarh yapilms hicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesikd#anilan bir
yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunloulund@gu flasklara hicre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekulleri twbulve sonra ortama kaspazlarin
parcaladii ve kendisine floresan bir maddenin tutugdubir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak gaaikan floresanigiddeti florimetre

ile dlctlerek kaspaz aktivitesi saptanir.

5. Molekuler Biyoloji Yontemleri
DNA "microarray" teknolojisi hentiz cok yeni ve ¢pkhali bir yontemdir. Fakat
yakin bir gelecekte tip prgtni radikal bir bicimde dgistirme iddiasi tayan bu
teknoloji ile ayni anda ve kisa bir sire icinded@aen aylarca surerken) yuzlerce hatta
binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mMRNA'lajinespiti mimkin olabilecektir.
Boylece, apoptoza 6zgl hicre ylzey o6lum resepibirerekspresyon durumlari
hakkinda gesibilgi edinme olang dogacaktir (75).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calsmada, Ankar&ap Enstitlisii Hiicre Kulturti Koleksiyonu'ndan (HUKUK)
sagilanan insan amniyon (Fl) ve fetal ager (hel299) hiicre hatti kullanildi.

Bu hicrelerde sitotoksisiteyi gostermek icin belidz ve sirelerde perflorooktan
sulfonat uygulandi ve tripan blue canllik testyipan Blue Exclusion) yontemi ile
canliik deneyi yapildli. Ayrica hicbir kimyasal uygnmayan hicreler de negatif
kontrol olarak kabul edildi. Perflorooktan sulféonaygulanan hicrelerden ve
kontrolden RNA izolasyonu yapilarak Apaf-1, kasgaz«e beta aktin (housekeeping
gen) gen ekspresyonlari, Realtime online Reveraskrgptaz RT-PCR ile saptandi ve

beta aktine oranlanarak ekspresyonlarin relatifilarabelirlendi.

3.1 Kullanilan Kimyasallar

DMEM hicre besi yeri ortami (Biological Industri@s—053—1A)
Tripsin EDTA (Sigma T4049)

Fetal dana serumu (Biochrom AG S0115)

L—Glutamin (Biochrom AG K0282)
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (Biological Ingtries 03—033-1C)

Perflorooktan Sulfonat (Fluka 77282)
Kimyasal Formuli:gF;7/KO3S
Molekuler Agirlik: 538.22

Tripan Mavi Boyas! (Sigma T8154)

PBS Tablet (Amresco E404)

Sodyum sitrat (Sigma S-4641)

Sodyum laurilsarkozin (Amresco 0719)
Guanidyum tiyosiyanat (Amresco 0380)
B-merkaptoetanol (Sigma M3148)
Dietilpirokarbonat (DEPC) (Serva 18835)

Fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) (Amresco B9)
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Kloroform/izoamil alkol (24:1) (Amresco 0757)
Etanol (Riedel-de Haen 32221)
Agarose (LE Prona Basica 051342PR)
Borik Asit (Carlo Erba 302177)
NaEDTA (Sigma E-5134)
Orange G (Sigma O-3756)
Trizma Base (Sigma T-6066)
Gliserol (Merck 4091)
Ethidium Bromide (Sigma E-1510)
25 mM dNTP Mix (MBI Fermentas, #R0241)
25 M MgCI2 (MBI Fermentas)
Revers transkriptaz (M-MLV) (Fermentas EP0441)
RNAse inhibitér (Fermentas E00381)
Light Cycler TagMan Master (Roche 04535286001)
Primerler:

Apaf-1 Forward 5-AGTGGTTGCTTTGTCCCAGT-3'
Reverse 5-ACCCAACTTAAATGTCCTCTGC-3'
Kaspaz-3 Forward 5-CTGGTTTTCGGTGGGTGT-3’
Reverse 5—-CAGTGTTCTCCATGGATACCTTTATT-3
Problar:
Apaf-1 UPL Prob 83 (Roche Universal ProbeLibr&4689062001)
Kaspaz-3 UPL Prob 34 (Roche Universal ProbeLib@87671001)

3.2 Kullanilan Cozeltiler

Dietilpirokarbonat (DEPC) H ;0

1000 ml deiyonize su igine 2 damla DEPC konup igiakkalanir.

Bir gece oda isisinda birakilir.

60°C’de 2 saat kaga hafifce geyetilerek tutulur ve ardindan otoklavianir.

+4.°C'de saklanir. Bu isida 1 yil stabildir.
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0.75 M Sodyum Sitrat

Sodyum sitrat (15.78 Q)

DEPC HO ile 100 mlI' ye tamamlandi (pH 7.0)
Otoklavlanarak sterilize edildi.

Oda isisinda 6 ay stabildir.

% 10 Sarkozil
Sarkozil (1 g)
DEPC kD (10 ml)
Oda isisinda en az 3 ay stabildir.

4M Guanidinyum Tiyosiyanat (GSCN)
Guanidinyum tiyosiyanat (25 g)

0,75 M sodyum sitrat (5 ml)

% 10 Sarkozil (2.5 ml)

DEPC kD 50 ml'ye tamamlanir.

Bu karsim oda isisinda 3 ay stabildir.

Denaturasyon Cozeltisi (Solusyon D)
GSCN 4M cozeltisi (9.9 ml)
2-merkaptoetanol (0.1 ml)

Bu karsim oda isisinda 1 ay stabildir.

10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu
Trizma Base (108 Q)

Borik asit (54,8 Q)

EDTA (5,44 g)

Distile su ile 1lt'ye tamamlanarak ¢ozulda.

Orange G ¢ozeltisi
NaEDTA (2,232 g)
Orange G (200 mg)

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan g&n soltisyon icerisinde ¢ozuld.
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% 1.5’luk Agaroz Jel Solisyonu
1X TBE Buffer (140 ml)

Agarose Basica LE Prona (2.1 g)
Ethidium Bromide (0.5ug/ml)

3.3 Kullanilan Yéntemler
3.3.1 Hucre Kultura

Hucre kaltart, bir organ veya dokudan alinan kudik parcanin, uygun
fizikokimyasal ve biyolojik glemler sonucuin vitro kosullarda Uretilmesi semidir.
Hucre (doku) kaltart caymalarinin gecnsi ytz yili askin bir sireyi kapsamaktadir ve
orjini 1885’ dayanmaktadir. 1885'de Wilhelm Roumlgiyonik tavuk htcrelerinin
hayvan vicudunun ginda, tuz ¢ozeltisinde canfilni surdirebildiini gostermesi ile
hicre kalturi catmalari balamis, daha sonraki yillarda uygun besi ortamlarinin
Uretimesi ile ve kontaminasyon sorununda c¢ozilmilesihlcre kalttrd cagmalar
blyuk bir hiz kazanmtir.

Hucre kaltarleri kaynaklarina ve buyime bicimlergie siniflandirilirlar.

1. Kaynaklarina gore;

Primer kudltarler: Hicre ya da doku izole edildikten sonra yapilda kliltire
primer kaltir denir. Primer kiltirde hicre soyu Ilsdar yani pasajlamalar sonunda
hiicreler yalanarak 6lurler. Bu nedenle primer hiicrelerle keliir sayida pasajlama
yapilabildginden deneyler bu donemde yapilimaldir.

Hucre hatlari (Cell line'lar): Primer kiltirden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da virUsler eklekénsan eliyle olgturulurlar.
Tuamor dokusundan alinan hiicrelerden de elde etilidticre hatlari primer kiltirden
su Ozellikleri ile farklilk gosterirler;

» Kilturde yuksek ygunluga ulagabilmeleri,
* Bilyume faktorleri ve seruma daha az gereksinim cuigm
» Cogalmak icin bir zemine tutunma gereksinimlerinin daz olmasi,

* Sonsuz ¢galma yetenekleri (bu 6zellikleri ile timaor hiicreter benzerler).

2. Buyume bicimlerine gore;
Suspansiyon kiulturler: Kan, dalak, kemik ifii ve olgunlgmamsg hicreler bu
sekilde kultire edilirler. Bu kulturler kultir kabaryapsma gostermezler.
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Monolayer (tutunarak buyidyen) kalttrler:Ekdoderm ve endodermden gdn
hacreler (fibroblast ve epitel hicreleri) ekstréider matrix olarak adlandirilan ve
kollagen, fibronektin, laminin, proteoglikanlar giimakromolekdllerin bir kagimi olan
kompleks bir yapi Gzerinde, bu yapidaki molekiéeriembran reseptorleri aragilile
etkileserek buydrler. Bu etkilgmi saglayan membran proteinlerinin en dnemlileri

integrin adli heterodimerik proteinlerdir.

Hicre Kultard Yonteminin Temel A samalari

Hucre kultart cakmalari icin gerekli donanimdaki arac—gerecler, teaniakimli
kabin, karbon dioksit (C@etuvi, faz kontrast mikroskop, hiicreleri saklam&oeima
icin sivi azot tanki ile htcrelerin Uremesi icintulmma ve hareketlerine olanak
sagilayacak toksik olmayan, biyolojik olarak inert veptik olarak saydam, tek
kullanimlik steril plastik kaplardir.

Laminar akimli kabinler partikdl filtresine sahipéir. Bu kabinler dikey ya da
yatay olabilirler, dikey olanlarinda sitzilen havabikin dstinden cikarken, yatay
olanlarinda kullanici bdlgesinden yatay olaralsad! Gfurtlmektedir. Kabinlerin
kullanim 6ncesi UV (ultraviyole, morotesiikla sterilizasyonu sganmalidir. Hiicreler
yaklasik olarak % 5 CQ@ iceren ortamda dretildikleri icin CGOetluvlerinden
yararlaniimaktadir. Hiicreleri gbzlemek icin de kantrast mikroskoplar kullanilir.

Kdalttrler gunlik olarak kontrol edilmelidir. Besyinin rengi ve morfolojisi ile
hicrelerin  ygunlugu g6zlemlenmelidir. Kudltirde hucreler; hicre tipinekilme
yogunluguna, ortamin ygunluguna ve daha oncekglemlere bgli olarak 6nce sessiz
(inaktif) ya da“lag fazi” denilen bir doneme girerler. Bunu, en yiksek matkb
aktivitenin gozlendii “log fazi” yani logaritmik arty (ireme) dénemi izler. Bundan
sonra da hicreler hiicre sayisinin sabit galghlato fazi” olarak adlandirilan dugan
bir evreye girer (tim Udreme yizeyleri kaplagim). Hicre yg@unlugu Uremeyi
baskiladgl zaman besiyerinden alinirlaideal olani hicrelerin dutan evreye
girmeden once kultirden alinmalaridir. Hicreleritlk kabindan alinmalari igin
degisik yontemler kullanilabilir:

Mekanik: Bir spatil kullanarak hticreler ylizeyden fizikskdrak ayrilabilir. Ancak
hizli bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hgéler zarar gorebilirler. Bu
nedenle ancak hicre cargihin 6énemli olmadi kosullarda bu ydntem tercih

edilebilir.
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Proteolitik enzimler:Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTé& kombine
edildiginde htcrelerin Ureme yuzeyinden ayrilmasina nediem. Bu enzimler
proteolitik aktiviteye sahiptir ve hiicreler arasogin-protein bglarini koparir.
ca&* ve Md™ iyonlari hiicre d# matriksin stabilitesini arttirir. Hiicreler arasi
tutunmada rol oynayan hiicre yiizey glikoproteinl€d&* varliginda etkindir.
EDTA, C&* ve Mdf* iyonlarini etkiler. Bu nedenle tripsin ile birlikt@iicre dg
ca* ve Mg iyonlarinin uzaklgtiriimasi icin de EDTA kullanilir. Bu yéntem de
hizli ve glvenilir olmasina kan hicre ylzeyine zarar verebilir. Proteolitik
reaksiyon serum iceren tam kultir ortaminin katdiyla hizli bir bicimde sona
erdirilebilir.

Kaltar ortami (besiyeri) icin gereken bilenler ve Greme gereksinimleri Cizelge

3.1'de ozetlendii gibi sgglanmalidir. Kiltir kaplari C@etlviine (37C; % 5 CQ)
konduzu zaman gaz ggicikisi icin kaplarin gzi hafif acik olmalidir. Ayrica ortamin
nemli olmasi ve gorunusiktan sakinilmasi da gereklidir. Hucre kulttri gallarinda
da tim laboratuvar ¢camalarinda oldgu gibi guvenlik 6nlemlerine dikkat edilmelidir
(112, 113).

Cizelge 3.1 Hiicre kilturl besiyerinin bilesenleri (memeli hiicresi i¢in)(112, 113)

Amino asitler Vitaminler Tuzlar Di gerleri Proteinler
(serum yerine)

Arjinin

Sistin Biotin NacCl Glukoz Insulin

Glutamin Kolin KCI Penisilin Transferrin

Histidin Folat NaH,PO, Streptomisin Blyume faktorleri

izolosin Nikotinamid NaHCG, Fenol kirmizisi

Ldsin Pantotenat CaClb Tam serum

Lizin Pridoksal MgCl,

Metiyonin Tiamin

Fenilalanin Riboflavin

Treonin

Triptofan

Tirozin

Valin

Bu argtirmada kullanilan embriyonel orijinli hicre serileFl ve Hel299
hiicreleri Sap Enstitist Hucre Kultir Kolleksiyonu (Hukuik)'deatindi ve aagida

verilen besiyeri ortaminda kultlre edilerelgatiiimasi sglandi.
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Hucrelerin Besiyeri Ortami

DMEM hicre besi yeri ortami 100 ml

Fetal dana serumu % 20

Penisilin 10.000 U/ml

Streptomisin 10 mg/mi

Amfoterisin—B 0.025 mg/ml

L-Glutamin 0.3 g/L
Hucrelerin Fiziksel Ortam Sartlari

Sicaklik 37C

pH 7.0-7.4

CGO, % 5

Hucrelerin Bélinme ve Pasaj Zamanlari
Fl: 1:3 pasaj 3—6 glunde bir,
Hel299: 1:3 pasaj 3-4 gunde bir Tripsin—EDTA ile

Ureme Ortami
T3 (25ml) ve T4 (75ml) ortam kaplari,

6 kuyucuklu ortam kaplari

Hucrelerin konfluent olup olmagh invert mikroskopta kontrol edildi ve % 80
ve Uzerinde konfluent olguna karar verilen flasklardaki hicreler, treyen rielic
sayisini daha da arttirmak amaciyla tripsinizasgtemi uygulandi. Daha sonra elde
edilen hucreler uygun sayida flaska pasajlanarakdgs ekildi.

Tripsinizasyon glemi icgin secilen flasklarin kiltir ortamlari uza#tirilarak
flasklar serum fizyolojik ile yikandi. Bu ylkamaslemi sonrasinda htcreler
Tripsin+etilendiamintetraasetikasit (EDTA) solisyonile muamele edilerek
tutunduklari yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmalsgtlanms oldu.

Yuzeyden kaldirilan hicreler flask sayisi ile orartlarak kualttr ortami ile
restspande edildi. Elde edilen suspansiyon daha i@herine kultir ortami konngu

flasklara git miktarlarda ekilerek pasajlamglemi tamamlandi.
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3.3.2 Tripan mavisi boyama yontemi

Hucrelerin Sayimi:

Tripsinizasyon gleminden sonra tripsin+htcre olan flasklar medideniyice
yikanarak elde edilen suspansiyon tripsintEDTA’lledrumun uzaklgtiriimasi
amaclyla 1200 rpm’de 10 dakika oda sicakida santrifij edildi.

Hucreler 1:1 oraninda taze besi yeri ortami/PBS séyreltildikten sonra
Neuber—hemositometreye alindi. Hemositometrenirt Baresindeki hicreler sayilip
ortalamasi alindiktan sonra ¢ikan sayi Diliisyoregikld ile carpilip 1 ml'deki hiicre
sayisi (hucre/ml) bulundgékil 3.1).

Smm=0.2mm

Eritrosit karesi 4=

Lakositkaresi

[ Hi20=0.05mm

Sekil 3. 1. Neuber—Hemositometrede hiicre sayimi (77).

In vitro Sitotoksisite Deneyi

Bu deney icin 24 kuyucuklu kaplarin her bir kuygena 1x108 hiicre/ml olacak
sekilde hiicre konuldu. Daha sonra bu kuyucuklaggsilediliisyonlarda (10° M, 10™
M, 10° M, 10° M, 107 M, 10® M) PFOS eklenerek 12, 24, 36, 48 ve 72 saatlik
sUrelerdeki sitotoksisite tripan mavisi boyasikkdirlendi. inkiibasyon sonrasi hicreler
1:1 oraninda (hlcre sispansiyonu:tripan mavi byygasreltildiler veNeuber Laninda
Istk mikroskobunda sayildilar. Tripan mavisini alaiicteler 610 oldgundan, maviye
boyanmg ve boyanmami hicrelerin sayimi ile sitotoksisite belirlendi.k@n sayi,
diltisyon faktorii ve 10ile carpilip 6lii ve canh hiicrelerin yiizdegdderi bulundu. %
70 ve Uzerinde canlilik saptanan gruplar deneygralaahil edildi.

Ol hiicrelerin yiizdesi: Tripan mavisini alan htienéTim hiicreler x 100
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3.3.3. Gen Ekspresyonu Deneyleri

3.3.3.1 RNA izolasyonu:

Canlilik testi sonucunda belirlenen diliisyonlardag(* M, 10° M, 10° M)
PFOS eklenen flasklardan 24, 48 ve 72. saat sen@itbmczynski ve ark. (114)
tarafindan 1987'de tanimlanan Asit Guanidinyum-fFdé€oroform (AGPC) yontemi
modifiye edilerek RNA izolasyonu gercekieildi. Yontem doku ya da hucrelerin lizis
solusyonu ile parcalanip fenol yardimiyla RNA'ninkseakte edilmesine
dayanmaktadir. Bu yontemde gucli bir protein déneaedici ve RNaz'lar inaktivite
edici olan guanidin tiosiyanat iceren bir lizis @&®fonu kullanildi. RNA izolasyonunda
fenol ekstraksiyonu genellikle DNA ve RNA icerenli®yonlardan protein ve
restriksiyon enzimlerinin uzalgariimasi icin kullanilir. Fenol proteinlerin sekaer
yapisini parcalayarak onlarin denatiire olmasirsolésyonda presipitasyonunugka.
Fenol ekstraksiyonu esnasinda bu presipite olateipter bir araya toplanarak sivi ve
organik fazlar arasinda interfazda toplanirlar. dfém stabilitesi olduk¢a diik olup
kisa surede nukleik asitlerdeki fosfodiesteglaani kiran bir serbest radikale (kuinon)
okside olmaktadir. Kagima kloroform eklenmesi fenol oksidasyonu azaltraake
stabilitesini arttirmaktadir. Ayrica kloroform pent denatlrasyonunun etkigiki
arttirmakla birlikte lipitlerin uzakigtirimasinda da rol oynamaktadir. Fenol:kloroform
karisimina izoamil alkol de eklenerek kdoplrme engellekiedir. Kullanilan cam ve
plastik malzeme ile solisyonlardan RNase kontargorashun elemine edilmesi icin
ise DEPC kullanildr (115).

Bu yontem igin sirasiylgu islemler yapildi;

a. Flask icindeki hiicre kultir mediumu pipetle bir igme alindi.

b. Hucreler 2 kere PBS ile yikandi. 1-2 ml tripsin-E®&klendi. Flask 5-10
dakika inktibatore konarak hticrelerin ylizeyden kalgnsglandi.

c. Yuzeyden kalkan htcreler ayni tup icerisine alikd®@00 rpm’de 10 dak.
santrifuj edildi.

d. Olusan pellet bir 1.5 ml'lik ependorf tiipe aktarildi.

e. Uzerine 50QI denatiirasyon soliisyonu eklenip birkag saniyeeksienerek
buz icinde 15 dk bekletildi.

f. Karisimlarin tizerine 70Ql fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ekleyip
buz icinde 15 dk daha bekletildi.

g. Tupler 4 dk 10 000 rpm (10 dk, 13000 rpm)’de séitedildi.
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h. Ust faz alinip yeni bir 1.5 ml lik steril ependdiiplere aktarild.

i. Yeni tuplere 700l kloroform-izoamil (24:1) ekleyip 2 dk 10000 rpn&d
santrifuj edildi.

j. Ust sivi fazi yeni bir 1.5 ml lik steril ependdifpe aktarildiktan sonra alinan
bu tist faza 1 ml %100 etanol ekleyip -20d@ bir gece birakildi.

k. Tupler -20 Cden alinip 15 dk 12500 rpm de santrifij edildi.

|. Tdplerdeki etanol dokulip 500 %70‘lik etanol eklenerek birkag saniye
vortekslendikten sonra 5 dk 12500 rpm de santeiliidi.

m. Supernatanti dokulup birka¢ saniye mikrosantrifigdetrifij edildikten sonra
tuplerin dibinde kalan etanol pipetle uzagialdi.

n. Tadplerin &zi acgik olarak (en az 10 dk) bekletilip ¢cokelek rirze 20-50pl
DEPC-distile su eklendi.

0. RNA'nin ¢ozilmesi icin 78C'de 1 saat bekletildi.

p. Izole edilen RNA'nin 5 pl'si alinip 10l orange G eklendi.

g. Etidyum bromid iceren % 1.5 luk agaroz jel hazidarHer bir tipten 15l
alinarak jel kuyucuklarina yuklendi.

r. 120V elektrik akim uygulanarak elektroforglemi yapildi ve RNA gozlendi.

s. Kalan RNA daha sonraki ¢ainalarda kullaniimak tzere -80'de saklandi.

3.3.3.2 cDNA eldesi

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA, komplemeDtéA (cDNA) sentezi icin
kalip olarak kullanildi. cDNA sentezi i¢in tek sahRNA'yl kalip olarak kullanabilen
bir DNA polimeraz enzimi olan reverse transkrip®@VVRT) kullanildi. Bu enzim,
Wisconsin-Madison Universitesinden Howard Martirendin ve Massachusetts
Teknoloji Enstitistiinden David Baltimore'nin surdikkeri bgzimsiz ¢algmalar sonucu
kesfedilmistir. cDNA sentezinde MMVRT'nin yani sira dNTP, RNAahibitéri, DNA
primeri kullanildi. DNA primeri dT oligonukleotidicermekte olup (sadece hexamer
yapida thymidine nikleotidi) messenger RNA’ nii pokuyruguna komplementerdir.
Tam RNA caitlerinde bulunmakla birlikte dezavantaji 25°C dibridize olmasi ve

ortamda RNaz inhibitdrti bulunmazsa cabuk bozulmagld6, 117) .

49



PCR ortami:

5XRT Buffer 4l

dNTP 1Qul
polydT primer Ll
MMVRT 1l (20U/ ul)
RNAaz inhibitoru 0.5l

Su 12l

RNA ul

Final hacmi 3Qul olacaksekilde hazirlandi.
Hazirlanan PCR ortami, 3T 60 dk inkiibe edildi. Enzim inaktivasyonu icin 95
°C’de 5 dakika bekletilen drnekler, analizi yapildaalar -20°C’de saklandi.

3.3.3.3 Realtime Revers Transkriptaz RT-PCR ile Gekkspresyonu Analizi

Elde edilen cDNA o6rneklerinden Apaf-1, kaspaz-3beta aktin (housekeeping
gen) gen ekspresyonlari Real-Time online Reversskmptaz RT-PCR ile Light
Cycler Real-Time PCR (Roche, Almanya) cihazi ildirendi. Her bir gruptan elde
edilen konsantrasyon orani, beta aktine oranlanekspresyonlarin orani (E ghsi;
efficiency) saptandi.

Real-Time PCR drunlerinin kalitatif ve kantitatihaizlerinde, diziye 6zgin
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgunlprdan yararlaniimaktadir. Boylece
sonucglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski aa&l tim ¢lemler sicaklik
donguleri balayinca otomatik olarak devam etmektedir.

TagMan Gen Ekspresyon Master hassassékilde formile edilmi, yiksek
duyarlihikta, rutin ve ardirma amach kantitatif uygulamalarda kullanilahilbir Real-
Time PCR sistemdir. TagMan sisteminde, 5’ ve 3'augidan florokrom maddelerle
isaretli prob kullaniimaktadir. Probun 5’ ucunda ndfo florokrom (Reporter, R; 6-
karboksifloresein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayfrokrom (Quencher, Q; 6-
karboksi-tetrametil-rodamin=TAMRA) bulunmaktadffekil 3.2). Prob tek sarmal hale
getirilen hedef molekul tzerinde, primerleringtemma bdolgesinin arasinda kalan yere
baglanmaktadir $ekil 3.3).
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3 lkalip DNA 5

Sekil 3. 3. Probun tek sarmal hale getirilen kalip INA'ya baglanmasi (84).

%' T >

g S ntikleotidleri
= ‘
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komplementer zincir

3 kalip DNA 5'

Sekil 3. 4. Raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi (84).

Prob—hedef molekul arasindaki hibridizasyon devattigiesirece raportor
florokrom maddenin sinyal ofturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef nikleik asidasldnmasini takiben Rktilan
primer uzamasi probun glandgi noktaya kadar gelginde, sentezin devam edebilmesi
icin Taq DNA polimeraz enzimi 53’ ekzonukleaz aktivitesini kullanarak probu 5’
uctan yikmaya bdar. Boylece raportor florokrom serbest hale gagesinyal olgturur
(Sekil 3.4). Her siklusta dretilen amplikon miktariparalel olarak sinyaiddeti de
artar. Bu sinyagiddeti de Light Cycler cihazi tarafindan olcultr.
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Ayri bir PCR’da yapilan ayni cDNA preparasyonu &uollarak beta-aktin
kodlayan mRNA housekeeping gen olarak kullanildin@n Grint, RNA kontrolli ve
rolatif kantitasyon icin kullanildi. Her bir orgm kantitasyonu, floresan rezonans
enerjisi Light Cycler Kantitasyon Software’t (LCQia Roche Diagnostics)
kullanilarak o6lgultr. Bakilacak 6rnekte, ilgili gemRNA miktarinin oOl¢ilmesi igin
rolatif kantitasyon kullanildi. Amplifiye edilen DAInin  kantitasyon analizi,
kantitasyon software (Relative Quantification sa@fter Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) ile hesaplandi. PCR sirasindia edlilen amplikonlar, goudan
Light Cycler cihazinda, logaritmik aga gectikleri donglu sayisina goregddendirildi.
Calisilan ornekteki geginoktasina (CPCrossingPoint) gére DNA'nin rolatif miktari

kantitasyon yazilimi tarafindan belirlendi (118911

Realtime PCR reaksiyonu Apaf-1, kaspaz-3 ve beia ahn su sekilde yapildi;

1 6rnek icin
Su oul
UPL Prob (1QuM) 1pl
Primer (forward) ul
Primer (reverse) ful
TagMan master al
cDNA 5ul

PCR kaullari Light Cycler cihazi ilgu sekilde sglandi;

95°C 10 dakika 1 siklus
95°C 10 saniy

45°C 20 saniye 45 siklus
72°C 1 saniye

40°C  30saniye 1 siklus

3.4.istatistiksel Analiz

Gen ekspresyonu deneyleri dorder kez tekrarlandriléf ortalama * standart
hata olarak ifade edildi. En az iki grup arasirgtst dgerleri bakimindan herhangi bir
farkhlik olup olmadgini tespit etmek icimfek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA}esti
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kullanildi. Gruplar arasi yapilan k#@estirmalarda negatif kontrol gruplari baz alinarak,
diger gruplar ile kanlastirildi. Yapilan analizde kontrol gruplari vegdr gruplar
arasinda anlamli bir farkhlik olup olmaani tespit etmek icinDunnet _t testi
kullanildi. Yapilan istatistiksel camada 1. tip hata miktari olarak=0.05 belirlenmy

ve her cakmadan elde edilen anlamhlik gleri ile (p) kagilastiriimistir.
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4. BULGULAR

Bu calsmada PFOS’un etkilerini, embriyonel orjinli hiicerigerinden amniyon
(FI) ve fetal akater (Hel299) hucrelerinde, sitokrom-c aracili apapte iliskili Apaf-1
ve kaspaz-3 genlerinin ekspresyon dizeyine bakanagkrdik. Canlilik testi sonucunda
dozlar 10* M, 10° M, 10° M olarak belirlendi. FI hiicre hattina bu dozlaBOS
uygulanarak 24, 48 ve 72. saatler sonunda ApafHagpaz-3 genlerinin amplifikasyon
dizeylerine bakildi. Ancak 72. saat sonunda HelB86relerinde oOlium gorilmesi
nedeni ile bu hicre hattinda sadece 24. ve 48. saainda Apaf-1 ve kaspaz-3
genlerinin amplifikasyon dizeylerine bakildi.

PFOS uygulanan gruplarin light cycler da Apaf-1 igggin elde edilen
amplifikasyon grisi Sekil 4.1'de gosterilmtir.

Amplifikasyon Egrisi

Floresan (530)

1234567 8 9101112131415161718132021 222324 252627 28203031 3253334 353637 35394041 42454445
Siklus

Sekil 4. 1. Fl huicre hattinda Apaf-1 geni i¢in eldedilen amplifikasyon egrisi

PFOS uygulanan gruplarin light cycler da kaspazedi g¢in elde edilen
amplifikasyon grisi Sekil 4.2’de gosterilmtir.

54



Amplifikasyon Egrisi

Floresan {530)

12345678 09101112131415161 71519 2021 22253 242525 27 2828 3031 3233 343536 37 3630 4041 4243 4445
Siklus

Sekil 4. 2. Fl hiicre hattinda kaspaz-3 geni i¢in ekledilen amplifikasyon grisi.

PFOS uygulanan gruplarin light cycler da housekeggen olan beta-aktin geni
icin elde edilen amplifikasyongesi iseSekil 4.3'de gosterilmtir.

Amplifikasyon Egrisi

0,26
0,264
0,244
0,224
0,24
016
0,164
014
0124
0,1
0,054
0,064
0,044
0,024
0

Floresan {530}

12345678 4101112131415161715192021 2223 24 2525 27 2920 3031 3233 343535 373530 4041 4243 4445
Siklus

Sekil 4. 3. Fl hiicre hattinda beta-aktin geni i¢in e edilen amplifikasyon grisi.

Calsilan tim gruplarda, ekspresyon oranlari negatif tkdnbaz alinarak
hesaplanngtir. Negatif kontrole gore istatistiksel olarak amili arts gosteren gruplara

ait p degerleri (*) ile gosterilmgtir.
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4.1. Fl Hucre Hattinda 24. Saatte Apaf-1 ve Kaspa2-Ekspresyonu

FI hiicrelerine 24. saatte 18 PFOS uygulanan hiicrelerde Apaf-1 ve kaspaz-3
geni icin anlamli bir ekspresyon artsaptanirken I0M PFOS uygulanan hiicrelerde
sadece Apaf-1 ekspresyonununda anlamli big adptanmtir (p<0.05; Cizelge 4.1,
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). 10° M PFOS uygulanan FI hiicrelerinde her iki genin
ekspresyonundaki agtda anlamli dgildir (p>0.05; Cizelge 4.1Sekil 4.4 veSekil 4.5).
Ayrica 10°M PFOS uygulanan Fl hiicrelerinde de kaspaz-3 ekgpreinda anlamli bir

artis gozlenmemitir (p>0.05; Cizelge 4.1Sekil 4.5).

Cizelge 4. 1. Fl hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspaz¢eni icin 24. saatte ekspresyon orani (E geri)

ortalamalari, NK: negatif kontrol,

E Degeri Ortalama
PFOS N Ortalamasi Fark P degeri
Apaf-1
P NK 4 0.3181
10°M 4 0.6106 0.2925 0.777
10°M 4 1.5177 1.1997 0.019*
10*°M 4 3.4505 3.1324| 0.000%**
NK 4 0.1380
Kaspaz-3 102M 4 0.6626 0.5246 0.946
10°M 4 1.5020 1.3640 0.551
10*M 4 5.0705 4.9325|  0.004**
*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001
24. Saat
44 *k %k
CINK
o Y 10° M PFOS
g" 0 10° M PFOS
w £ Bl 10* M PFOS
<8 2]
3 (o)
< 1
0

Sekil 4. 4. FI hiicre hattinda Apaf-1 geni icin 24. saatte eksgsyon orani (E dgeri) ortalamalari,

NK: negatif kontrol,
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24. Saat

7.5+

* INK

s XY 10°Mm
03 5.0
w e
" &
T
gt‘
U)O 2.5
©
NV

0.0 —=

Sekil 4. 5. Fl hiicre hattinda kaspaz-3 geni i¢in 24. saatte efgeesyon orani (E déeri) ortalamalari,
NK: negatif kontrol

4.2. Hel299 Hucre Hattinda 24. Saatte Apaf-1 ve Kpaz-3 Ekspresyonu

Hel299 hiicrelerine 24. saatte™l® ve 10° M PFOS uygulanan Apaf-1 geni
ekspresyonunda anlamli bir arsaptanmtir (p<0.05, Cizelge 4.2 vgekil 4.6). Ancak
kaspaz-3 gen ekspresyonu her ii¢ dozda daNILOLO° M ve 10° M) artmakla birlikte
bu arts istatistiksel olarak anlamli didir (p>0.05; Cizelge 4.2 v&ekil 4.7). Ayrica
10° M PFOS uygulanan Hel299 hiicrelerinde Apaf-1 gempesyonundaki agtida
anlamh dgildir (p>0.05; Cizelge 4.2 v8ekil 4.6).

Cizelge 4. 2. Hel299 hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspe geni icin 24. saatte ekspresyon orani (E
degeri) ortalamalari, NK: negatif kontrol

E Degeri Ortalama
PFOS N Ortalamasi Fark P degeri
NK 4 4642
10°M 4 1.4511 0.9869 0.695
Apaf-1 5
10°M 4 3.5176 3.0534| 0.039*
10*M 4 7.9616 7.4974| 0.000 ***
NK 4 .3782
Kaspaz-3 [ 10°M 4 2.4796 2.1014 0.947
10°M 4 7.8010 7.4227 0.328
10*M 4 8.0387 7.6605 0.305

*P<0.05, *P<0.01, **P<0.001
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24. Saat

10.0+

CINK
5 e 10-6 M PFOS
& @ 110-5 M PFOS
o E BN 10-4 M PFOS
g O
< 2.5-
-
0.0

Sekil 4. 6. Hel299 hicre hattinda Apaf-1 geni icin 24. saatte kepresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol

24. Saat

154
— CINK
S 10°M PFOS
O § 10- 10°M PFOS
= Bl 10“M PFOS
N S
gt‘
0 O 5+
©
x T

O | —

Sekil 4. 7. Hel299 hicre hattinda kaspaz-3 geni icin 24. saattekspresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol

4.3. Fl Hucre Hattinda 48. Saatte Apaf-1 ve Kaspa2-Ekspresyonu

48. saatte I6M ve 10°M PFOS uygulanan FI hiicrelerinde Apaf-1 ve kaspaz-3

geni ekspresyonunda anlamli bir agaptanmtir (p<0.05; Cizelge 4.3Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9 ). Ancak 18 M PFOS uygulanan FI hiicrelerinde Apaf-1 ve kaspaz-3

ekspresyonundaki agtanlamli dgildir (p>0.05; Cizelge 4.3Sekil 4.8 veSekil 4.9).
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Cizelge 4. 3Fl hicre hattinda Apaf-1 ve kaspaz-3 geni icin 4&aatte ekspresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol.

E Degeri Standart Ortalama
PFOS N Ortalamasi Sapma Fark P Degeri
Apaf-1 | NK 4 0.6065 0.01202
10°M 4 2.1593 1.49273 1.5528 0.461
10°M 4 4.5833 2.07238 3.9768 0.017*
10*M 4 9.5121 2.27743 8.9056 0.001**
NK 4 0.3395 0.04056
10°M 4 3.7488 1.93829 3.4093 0.202
Kaspaz-3 5
10°M 4 6.3391 2.89975 5.9997 0.017*
10*M 4 8.7306 3.84097 8.3911 0.002**
*P<0.05, **P<0.01
48. Saat
154
[ INK
s XN 10°M PFOS
3 10- 10°M PFOS
o Bl 10*M PFOS
<8
[T
30 s
<
L
0

Sekil 4. 8. Fl hiuicre hattinda Apaf-1 geni icin 48. saatte eksmsyon orani (E dgeri) ortalamalari,
NK: negatif kontrol

48. Saat
15+
[INK

g _ 10°M PFOS
O § 10 10°M PFOS
= Bl 10“M PFOS
N ®
15
) 54
S T

0 —

Sekil 4. 9.FI hiicre hattinda kaspaz-3 geni i¢in 48. saatte efgeesyon orani (E dgeri) ortalamalari,
NK: negatif kontrol.
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4.4. Hel299 Hucre Hattinda 48. Saatte Apaf-1 ve Kpaz-3 Ekspresyonu

10° M PFOS uygulanan Hel299 hiicrelerinde 48. saatte f-Apayeni
ekspresyonunda anlamli bir arsaptanirken (p<0.05), kaspaz-3 geni icin is& D
PFOS uygulanan hicrelerdeki ekspresyonsiaistatistiksel olarak anlamli gedir
(p>0.05; Cizelge 4.4Sekil 4.10 veSekil 4.11). Ayrica 1§ M PFOS uygulanan Hel299
hicrelerinde de kaspaz-3 gen ekspresyonunda antamdirts gozlenirken (p<0.05),
Apaf-1 ekspresyonundaki artistatistiksel agidan anlaml gi&gir (p>0.05; Cizelge 4.4;
Sekil 4.10 veSekil 4.11). 10" M PFOS uygulanan Hel299 hiicrelerinde ise her iki ge
ekspresyonunda da anlamli bir sugrilmemgtir (p>0.05; Cizelge 4.4Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11). Ayrica doza l@h kaspaz-3 ekspresyonunda bir azalma gorilmekliktei

bu azalma istatistiksel olarak anlamlgdeir (p>0.05).

Cizelge 4.4. Hel299 hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspa& geni icin 48. saatte ekspresyon orani (E
degeri) ortalamalari, NK: negatif kontrol.

E Degeri Standart Ortalama
N Ortalamasi Sapma Fark P Deseri
NK 4 2.2080 49273
Apaf-1 10°M 4 9.5507 4.30746|  7.3427 0.327
10°M 4 18.7794 12.50350 16.5714 0.012*
10*M 4 7.5913 2.64394 5.3833 0.555
NK 4 2.6495 2.76614
Kaspaz-3 [10%Mm 4 9.5121 2.27743 6.8625 0.027*
10°M 4 6.9297 453834 4.2802 0.191
10*M 4 5.5078 2.72195 2.8583 0.472
*P<0.05, **P<0.01
48. Saat
30+
) CINK
= XY 10-6 M PFOS
&2 20 10°M PFOS
o E Bl 10°M PFOS
— @
1 4=
ch S
Q_O 10+ T
<
0 | |

Sekil 4.10. Hel299 hiicre hattinda Apaf-1 geni igin 48. saatte kspresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol
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48. Saat

15+
CINK

g . XY 10°M PFOS
a Q@ 10- T 110°M PFOS
= Bl 10“M PFOS
G
8t
%o 5
< T

0

Sekil 4. 11. Hel299 hiicre hattinda kaspaz-3 geni icin 48. saattekspresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol.

4.5. FI Hucre Hattinda 72. Saatte Apaf-1 ve Kaspa2-Ekspresyonu

PFOS uygulanan FI hiicrelerinde 72. saatfé Nickonsantrasyonda Apaf-1 gen
ekspresyonunda anlamli bir artsaptanirken (p<0.01), fOM PFOS uygulanan
hiicrelerdeki artiise anlaml dgildir (p>0.05; Cizelge 4.5S8ekil 4.12). 10" M PFOS
uygulanan hucrelerde ise Apaf-1 ekspresyonundazaima s6z konusudur. Ancak bu
azalma da istatistiksel acidan anlamigittbr (p>0.05; Cizelge 4.55¢ekil 4.12). Kaspaz-
3 gen ekspresyonu ise PFOS uygulanan tim grupkatdzakla birlikte sadece M
PFOS uygulanan hicrelerdeki kaspaz-3 ekspresyodananmts istatistiksel acidan
anlamhdir (p<0.05; Cizelge 4.5%ekil 4.13 ). 1¢ ve 10° M PFOS uygulanan
hiicrelerde kaspaz-3 ekspresyonunda cok hafif lig gorilmekle birlikte bu arfi
istatistiksel agidan anlaml giidir (p>0.05; Cizelge 4.58ekil 4.13).

Cizelge 4. 5FI hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspaz-3 geni i¢in 7Xaatte ekspresyon orani (E dgeri)
ortalamalari, NK: negatif kontrol.

E Degeri
Ortalama Standart Ortalama
N Sl Sapma Fark P Deseri
Apaf-1 NK 4 2.6836 2.68176
10°M 4 6.3205 3.14051 3.6369 0.308
10°M 4 16.3414 2.70954 13.6578 0.001**
10*M 4 4.2702 4.24188 1.5866 0.832
NK 4 0.8114 0.79051
Kaspaz-3 10°M 4 3.7457 2.40386 2.9343 0.785
10°M 4 8.5259 5.17941 7.7145 0.155
10*M 4 17.0988 9.12214 16.2874 0.003**

*P<0.05, *P<0.01
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72. Saat

20
CINK

?P - 10°M PFOS
a g 10°M PFOS
WS o Bl 10°M PFOS
80O L

<

-
0

Sekil 4. 12.Fl hiicre hattinda Apaf-1 geni icin 72. saatte eksgsyon orani (E dgeri) ortalamalari,
NK: negatif kontrol

72. Saat

30+
C—INK

10°M PFOS
0°M PFOS
Bl 10°M PFOS

Kaspaz-3 E Dgeri
Ortalamasi

Sekil 4. 13 Fl hiicre hattinda kaspaz-3 geni i¢in 72. saatte egeesyon orani (E dgeri) ortalamalari,
NK: negatif kontrol.
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5. TARTISMA

Bu calsmada perflorooktan silfonatin insan amniyon (Flinsan fetal akger
(Hel299) hicre hatlarinda apoptotik etkileri smalmistir. Olusturulan deney
gruplarinda, apoptotik genler olan Apaf-1 ve kaspazcin gen ekspresyon
duzeylerindeki dgisiklikler incelenmitir.

Yaptigimiz calsmada her iki hiicre hattinda da Apaf-1 ve kaspazfdeaginin
PFOS uygulanan gruplarda ekspresyon dizeylerirgatifekontrole oranla arg tespit
edilmigtir.

24. saat sonunda 6zellikle yilksek dozda*(2) PFOS uygulanan Fl hiicre
hattinda ekspresyon oranlarinin g@rttyozlenirken dgiik dozlarda PFOS’un kaspaz-3
ve Apaf-1 ekspresyonuna bir etkisi olmadgozlenmgtir. Hel299 hicre hattinda ise
yine yilksek dozda (IbM) PFOS'un Apaf-1 ekspresyonunu arttgndgdzlenmitir.
Ancak kaspaz-3 ekspresyonunun da oldukca yiksekassima rgmen bu ary
istatistiksel olarak anlamli bulunamagm. Bunun nedeninin standart sapmadakisart
oldugu disundlmekte olup ©6rnek sayisi arttirgchda anlamhlik  kazanaga
dUstndlmektedir.

PFOS uygulanan FI hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspakspresyonlari 24. saatte
ve 48. saatte en yilksek doz olan*1@ konsantrasyonda artgtir. Ayrica 48. saatte
daha diiik olan 10° M'da artts gdzlenmitir. Hel299 hiicre hattinda da FI hiicre hattina
benzersekilde 10° M'da her iki genin ekspresyonu arghr. Ancak Hel299 hiicre
hattindan 24. saatte yiiksek dozda{M) PFOS uygulanan grupta goriilen ekspresyon
artisl 48. saatte anlamlgini kaybetmgtir. Bunun nedeninin gen ekspresyonularinin
erken apoptotik bir gosterge olmasi goz dnunde rodwularak hicrelerin apoptozun
daha ileri gamalarinda olmasindan kaynaklanabifgakisintlmektedir. Hel299 hiicre
hattinda 72. saatte de PFOS uygulanmayan hicrediadgié tim hicrelerin 6lmesi de
fetal akcger hicrelerinin buyime faktéri eksikliklerine veriiasallara kar amniyon
hiicrelerine oranla daha dayaniksiz olmalarindanddgndg! distinulmektedir.

PFOS uygulanan Fl hiicre hattinda Apaf-1 ve kaspakspresyonlari 24. saatte
ve 48. saatte en yiiksek doz olan*1@’da artmstir. Ayrica hem Fl hiicre hattinda
hemde Hel299 hiicre hattinda 48. saatté lda artly gézlenmitir. Ancak FI hiicre
hattindan farkl olarak Hel299 hiicre hattinda® M'daki artis 48. saatte anlamlgini
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kaybetmgtir. Bunun nedenininde benzegekilde hicrelerin apoptozun daha ileri
asamalarinda olmasindan kaynaklanabifg@agistinilmektedir. Hel299 hicre hattinda
72. saatte de PFOS uygulanmayan hicreler de dahilhlicrelerin 6lmesi de fetal
akciger hdcrelerinin biyume faktort eksikliklerine vemkiasallara kar amniyon
hiicrelerine oranla daha dayaniksiz olmalarindanddgndg! distinulmektedir.

Fl hicre hattinda 72. saatte yiuksek doz PFOS uggal&ulcrelerde, kaspaz-3
ekspresyonu anlamli derecede artarken Apaf-1 ekgpneinda bir azalma gorulstir.
Bu durum Apaf-1 gen ekspresyonunun daha erken fmptatik gosterge olmasina
dayandiriimaktadir. Apoptozun erken evrelerindegpaptik gen ekspresyonu uyarilr,
hicrelerin zar yapisi bozulmayastaa. Hicre zari i¢ kisminda bulunan fosfotidil seri
zar dgsina cikar. Daha gegamalarinda ise DNA fragmentasyonuslbaa ve hiicre zari
gecirgenlgi artar. Son olarak hicre apoptotik cisimciklgeklinde paketlenir.
Hucrelerin yiksek dozda PFOS’a maruz kaldiklaresdnttikga artik bu hicreler geg
apoptotik doneme dgou ilerlemektedirler. Bu nedenle gen ekspresyotiakn artsin da
anlamhlgini kaybettgi gorulmektedir.

Sonu¢ olarak, bu ¢camada PFOS’un doza ve zamanalbalarak apoptozu
indukledigi gozlenmgdir. Bizim calsmamiza benzesekilde Hu ve ark. (120) insan
karacger hicre hatti (HepG2) ile yaptiklar gatada 50-20Qumol/l PFOS’a maruz
kalan hicrelerde PFOS’un apoptozu indukiedi gostermgtir. Ayrica bu cama
sonunda PFOS’'un ROS Uretimini indukl@di mitokondri membran potansiyelini
bozdwgu, hicre ici glutatyon miktarini azafit) p53 ve kaspaz-9 gen ekspresyonunu
arttirdgi goralurken Bcl-2 ekspresyonunu da azgilth tespit etrmlerdir.

Liu ve ark. (121) bir tath su b&h olan tilapia’dan izole ettikleri hepatositlerden
elde ettikleri primer kdltared, 1, 5, 15 and 30 mg/L PFOS uygulalamdir. Tripan
mawvisi ile canlilik testi yaptiklari ¢camada bizim camamizla benzegekilde doza
bagll olarak canhlik oraninin azakgni tespit etmilerdir. Bizim sonuclarimizla benzer
sekilde PFOS uygulanan grupta kaspaz 3, 8, 9 aksivdrtmg ve DNA fragmentasyon
analizi de apoptozun doza gha olarak arttgini gdostermytir. Ayrica yapilan bu
calismada ROS uretiminde de anlamli derecede biy aldugu tespit edilmgtir.

Watanable ve ark. (122) yaptiklari gatada 30 ve 60 uM PFOS’a maruz kalan
tavuk embriyosu hepatosit kiltlrlerinde 24. saatusola canllik oraninin anlaml
derecede difiigli tespit edilmiti. Bu bulguda bizim bulgularimizla oldukc¢a

uyumludur.
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Bizim calsmamizdan farkh olarak Krovel ve ark. (123) ise sdaliginda
yapmsg olduklari ¢alsmada 24 ve 48 saat 2.1-6.2-15.1-25.0 mg/L PFOSiaizriealan
hicrelerde doza lgh olarak canlihlk oraninda bir deiklik olmadigini tespit
etmislerdir. Ayrica PFOS’a maruz kalan hiicrelerde kdetaranla apotozun azaani
tespit etmglerdir. Sonuclardaki bu farklilik balik hiicrelemndiger hayvan hicrelerine
oranla kimyasallarin akut toksik konsantrasyonuaaikdaha az duyarli olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Krovel ve ark. (123) Atlantik som bgindan Galmo salay izole ettikleri
karacger hiucrelerine PFOS uygulayarak yaptiklar busgada 24 ve 48. saat sonunda
apoptoz yani sira hicresel stres, lipit metabolama faz Il enzimleri ile ikkili
genlerin ekspresyon duzeylerini de samanislardir. Hoechst 33342 ile nikleusu
boyayarak hiicre canlgh ve kaspaz-3 ekspresyonunugddendirmgiler ve hicre
canliliginda doza bl bir azalma olmagni tespit etmglerdir. Bizim bulgularimizdan
farkl olarak kaspaz-3 ekspresyonunun 24. saagismedigi ayrica 48. saatte 25 mg/L
dozda PFOS uygulanan grupta kaspaz-3 ekspresyomdeabir azalma oldiu tespit
edilmitir.

PFOS’a maruz kalan hepatositlerdeki hiicresel strebilemek icin glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve 1siok proteini (Hsp70) ekspresyon diizeyine baktiklari
calismada 25 mg/L'ye maruz kalan hicrelerde oksidatéssgostergesi olan GSH-Px
MRNA seviyesinde anlaml derecede birsadidugunu tespit etmierdir. Daha dgik
dozlarda ise GSH-Px seviyesinin etkilenngdjozlenmstir (123).

Hemen hemen tim canlilarda cevresel, kimyasal Veyalojik strese cevap
olarak sentezlenen 1sok proteinlerinin de 25.0 mg/L PFOS’a maruz kaldcrelerde
ekspresyonunun ardil tespit edilmgtir. Ancak stresin altinda yatan mekanizma tam
olarak anlailamamstir (123).

Ksenobiyotiklere maruz kalan hicrelerde faz | ve flh enzim seviyesi
artmaktadir. Sitrokrom p450 enzimleri faz | enzirmiden en 6nemlileri olup Krovel ve
ark. (123) tarafindan yapilan bu gatada PFOS’a maruz kalan hepatositlerde CYP1A
ve CYP3A ekspresyonunun agiti tespit edilmgtir. Ayrica diik PFOS
konsantrasyonunun (2.1 mg/L) faz Il enzimlerindedRJGlukoronil transferaz (UGT)
seviyesini azaltp goérulurken daha yuksek PFOS konsantrasyonunutb.(mg/L)

UGT ekspresyonunu arttigini tespit etmilerdir.
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Lipit metabolizmasinda gorev alan peroksizomal@ogA oksidaz ve ¢ PPAR
varyantinin (PPAR:x, PPARf$ ve PPARy) ekspresyonuna bakifginda ise
peroksizomal acil-CoA oksidaz ve PPARRAIN doza bgh olarak ekspresyon
seviyesinin artfil tespit edilmgtir. PPARy ekspresyonu 15.1 mg/L PFOS’a maruz
kalan hicrelerde artarken PPARekspresyonunda hicbir dozda srydzlenmemtir
(123).Cwin ve ark. (124)’'nin tavuk embriyolarindan izetikleri hepatosit kultirinde
yaptiklari casmada da PPAR-ve PPARe hedef genlerin enzimleri olan peroksizomal
acil-CoA oksidaz (ACOX), ya asiti balayici protein (L-FABP), enol-koenzim A,
hidrataz/3-hidroksiacil koenzim A dehidrojenaz, doiksiyonel enzim (BIEN),
peroksizomal 3-ketoagcil tiyolaz (PKT) ve malik emz(ME) ekspresyon diizeylerinin
arttigl tespit edilmgtir.

PFOS’un toksik etkileri kemirgenlerde cgalmis olup yapilan cajmalarda
hamilelik déneminde PFOS’a maruz kalmanin, su weggk aliminda azalmaya ve
dolayisiyla maternal viicugaliginin da azalmasina yol agtive ayrica fetls Uzerinde
de gelsimsel etkilere yol actn gorulmistir. Bunlar arasinda fetalgailikta azalma,
yarlk damak, anazarka (6dem), iskelet ossifikasgdau gecikme ve kardiyak
anomaliler yer almakta olup gebe sicanlara PFG8kddozlarda (2mg/kg) verilse dahi
neonatal mortalitenin arl gosterilmgtir (62, 63, 64).

Ayrica yapilan cadmalarin birggu PFOS’un gefimsel norotoksik bir madde
oldugunu gostermekle birlikte bazi c¢ghalarda PFOS’un herhangi bir nérotoksik
etkisinin olmadg tespit edilmgtir. Pinkas ve ark. (125) PFOS’un dgtardaki gelgimsel
norotoksik etkilerini argtirdiklari c¢algmada; PFOS’'un kulugka sonrasi ¢sbl
davranglari etkiledgini ortaya koymuglardir. Ancak bunun altinda yatan sinaptik
mekanizma aydinlatilamastir. Johansonn ve ark. (60) tarafindan yapilarsigelda ise
10 gunluk farelere oral yolla tek doz 1.4 veya 2thoilkg PFOS (0.75 or 11.3 mg)
vermisler ve norotoksik etkilerini deerlendirmglerdir. Dasan yavrularin 2. ve 4.
aylarinda davraglarinda dengesizlik, belirgin birsekilde oturmada azalma ve
hiperaktivite g6zlenmstir. Ancak Butenhoff ve ark. (126)'nin 0, 0.1, O.3eya 1.0
mg/kg PFOS’u gebelik BadigI andan itibaren dmuma kadar uyguladiklari sicanlarla
yaptiklari ¢calymada PFOS uygulanan sicanlardargado yavrularda kontrole oranla
dogum kilosu, buyime, sekstel olgugiea donemindeki vicutgaliginda, @renme,
hafiza, bilssel davrardarda ve beyin @rliginda herhangi bir farklilik olmagh tespit
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edilmistir. 1.0 mg/kg PFOS uygulanan sicanlarda materiguty &irliginin oldukca
disUk olduzu tespit edilmgdir.

Danimarka’da 12 ve 30. gebelik haftalarinda takijilem ve maternal serum
konsantrasyonu ortalamasi 35 ng/mL olan kadinldagum sonrasi APGAR skorlari
hesaplanngtir. Ayrica dgumdan sonraki 6 ve 18. aylarda da bu kadinlarlaatek
gortsilmis ve cocgun gelsimi ile ilgili sorular sorulmgtur. Motor gelgimi, dil
gelisimi, bilissel fonksiyonlarinda bir anomali olup olmadideserlendirilmistir.
Yapilan bu ¢cabma sonunda maternal PFOS konsantrasyonu yuksekkatinlar ile
disik olan kadinlar arasinda ¢@eun motor ve mental gelmsel parametreleri ve
APGAR skoru agisindan bir farklilik bulunamatm (56).

Shi ve ark. (127)'nin yaptiklari bir catnada PFOS’un zebra baliembriyolari
Uzerindeki geklimsel toksik etkilerini argiriimis, fertilizasyondan sonraki dérdincu
saatte zebra bgh embriyolarina 0.1, 0.5, 1, 3 ve 5mg/L PFOS uggdkinda
yumurtalarin  kinlmasinin gecikii ve 1, 3 ve 5mg/L PFOSa maruz kalan
yumurtalarda kirillma oraninda ciddi derecede azatidagu gibi larvalarin hayatta
kalma suresinin de anlamli derecede agaltespit edilmgtir. Ayrica balik yavrulari
ciddi derecede gelmsel bozukluklar goéstermektedir. Bunlar arasindpib@i
deformiteleri, pigmentasyonda azalma, kuyruk vepkahomalileri, yolk kesesinde
0dem yer almaktadir. 1 mg/L'den daha yiuksek PFQ8a&auz kalan yumurtalardan
ctkan yavru baliklarda da belkegmde erilik gorulmastir. 3 ve 5 mg/L PFOS’a maruz
kalan grupta ise vicut uzugunda anlaml derecede azalma tespit edtimi
Gelisimsel etkilerin altinda yatan nedenin apoptoz oblmadg! ise flow-sitometri,
Tunel yontemi ile argirmiglardir. Yaptiklari cahma sonunda bizim bulgularimizla
benzersekilde PFOS konsantrasyonunaghaolarak apoptotik oranin argini tespit
etmislerdir. PFOS ile muamele edilen embriyolarda datta@nembriyolarina oranla
apoptotik hiicre oraninin agtitespit edilmgtir.

Ayrica Shi ve ark. (128) tarafindan yapilan ske bir calgmada da
fertilizasyondan sonraki ilk 192. saatte 0.5 mgAO%S’a maruz kalan zebra hkali
embriyolarindaki protein ekspresyonunusairanislardir. Yaptiklari cakma sonunda 69
proteinin seviyesinde kontrol grubuna oranla artraga azalma oldiu tespit edilmg
olup bunlardan 18 tanesi tanimlagtm  Bu proteinler detoksifikasyon, enerji
metabolizmasi, lipit transportu/steroit metaboliamahicre yapisi, sinyal iletimi ve

apoptozda rol oynamaktadir.
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Peden-Adams ve ark. (129) tarafindan ise PFOS’uorigm Gizerindeki etkileri
beyaz leghorn tavuklarinda anaillmistir. Yaptiklari calymada tavuk yumurtalarina ilk
embriyonik gunden itibaren 1, 2.5, veya 5 mg/kg BFénjekte etmlerdir. PFOS
uygulamasinin yumurta kirllma oranina herhangetkisinin olmadgini tespit etmiler,
ancak kontrol grubuna oranla PFOS’a maruz kalanwtatardan c¢ikan civcivlerin ga
kanatlarinin daha kisa olgu g6zlenmgtir. Immunoglobulin titresinde de anlamli
derece dgis oldugu tespit edilmgtir. PFOS uygulanan tim gruplarda beyin asimetrisi
gozlenmgtir. Bu calsma sonucunda PFOS’a in ovo olarak maruz kalmanin
immunolojik, morfolojik ve norolojik etkileri oldgunu gosternstir.

Starkov ve Wallace’in (12) Sprague-Dawley sicanlarkaracger hiicrelerinden
izole ettikleri ve yiksek dozda PFOS uygulanan kdtawrilerde membran
gecirgenlginin bozuld@gunu ve PFOS’un mitokondridgismeye neden oldiunu
gostermglerdir. PFOS 3 farkli mekanizma ile mitokondri famonunda in vitro
bozukluklara yol acarlar. Bunlar, mitokondriyal @oumu bozarlar, membran
permeabilitesini arttirirlar, kalsiyum indiksiyoraunbali olarak mitokondrilerin
sismesine neden olurlar (11, 70Mitokondriyal membran gecirgegindeki arts
mitokondrilerin fonksiyon kaybindaki en dnemli nedelarak gorulmektedir (11, 12).
Membran permeabilitesinin bozulmasi mitokondri iembraninin 1.5 kD’dan daha
bliylik maddelere kgirda gecirgen olmasina neden olmaktadir. Mitokendn¢ ve ds
ortamin gitlenmesi icin maddelerin mitokondri icine ghtikisi s6z konusu olacak ve
mitokondrilerde sisme ve sitokrom-c gibi apoptotik faktorlerin mitolanm disina
salinimi olacaktir ve dolayisiyla apoptoz ile sdangcaktir (71).

PFOS ile ilgili yukarida bahsedilen gahalarin yani sira perflorin bijglerinin
diger bir Gyesi olan PFOA ile yapilan gathalardan Panaretakis ve ark. (11)’lari HepG2
hiicrelerine 200 ve 400M PFOA uygulayarak 24 saat icerisinde gl reaktif oksijen
turleri (ROS) ile mitokondri transmembran potanbiyjedegerlendirmilerdir. Ayrica 5
ve 17. saatlerde kaspaz-9 aktivasyonunu westerhyidlotemi ile 6lgerek apoptotik
etkisini argtirmiglardir. Yaptiklari cahma sonucunda PFOA’nin doza ve zamangiba
olarak apoptozu induklegini gostermglerdir.

Benzersekilde Shabalina ve ark. (130) HepG2 hiicre ha@@ puM, 250 puM,
300 pM, 350 pM, 400 pM, 450 pM ve 500 pM PFOA uwgarak DNA
fragmantasyon analizi, hicre siklus analizii, TUNBWntemleri ile elektron

mikroskobisi yaparak hucrelerin morfolojik goruni@mhi deserlendirmgler ve
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PFOA'nin apoptozu induklegini gostermglerdir. Shabalina ve ark. (130) PFOA’nIn
doz ve zamana Bh olarak apoptozu induklegini belirlemisler ve 450 uM PFOA’ya
maruz kalan hicrelerde, 200 uM’a oranla apoptakine arttigini géstermglerdir. Bu
calismada da bizim calmamizda oldgu gibi doza bgli olarak PFOA’ya maruz kalan
hiicrelerde apoptotik etkinin agtigorulmektedir.

Gruge ve ark. (131) 21 gun boyunca gunde 5 fakhskntrasyonda (1, 3, 5, 10,
veya 15 mg/kg) PFOA'yl gavajla erkek sicanlara velen ve 21. gin sonunda
sicanlarin karagerlerinden total RNA izolasyonu yapgtardir. Affymetrix sican gen
¢ipi kullanarak yaptiklari mikroarray cginasi sonucunda 31.042 genden 108 genin
kontrole oranla ekspresyonunun a1 tespit etmilerdir. Ekspresyonu induklenen
genler arasinda ki@ apoptoz ile ilgili genler olmak Uzere gyaasitleri, lipit
metabolizmasi ve transportunda goérev alan proteiktellayan genler, hiicre ilgimi,
adezyon, buyime, hormon dizenleyici, proteolizisya iletimi gibi yollarda goérev
alan proteinleri kodlayan genler bulunmaktadir.

Yao ve ark. (132) tarafindan yapilan gadada ise HepG2 hiicrelerinde
PFOA'nin genotoksik potansiyeli tek hicre jel etekbrezi (single cell gel
electrophoresis (SCGE)) ve mikronukleus (MN) testellanilarak tespit edilngtir.
50—400 uM PFOA’ya maruz kalan hicrelerde DNA karkhin arttgl belirlenmitir.

Sonug olarak; PFOS uygulanan hicrelerde apoptetikekspresyonunun doza
ve zamana ki olarak arttg1 tespit edilmgtir. Bu calsma, perflorooktan silfonatin
insan embriyonel hicrelerindeki apoptotik etkisimceleyen ilk cakma olmasi
nedeniyle bu konu ile ilgili yapilacakgdr argtirmalara yol gdosterici olacaktir.

Hucrelerin davragibicimlerinin huicre kulttrd ortaminda farkli, orgamalarda
ise ait olduklari dokuda daha farklidir. Bu gergekhareketle, agairmalarda kullanilan
deneysel modellerin, hiicre kiltiri modellerindegviaa modellerine dgru kaymasi,
PFOS’'un apoptoza olan etkilerinin aydinlatiilmasirédha net yanitlar bulunmasini

sglayacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

PFOS’un potansiyel toksisitesi henliz ¢ok iyi kaeaize edilemensi ve hatta
toksik etkilerinin altinda yatan molekiler mekananile ilgilide c¢ok az sey
bilinmektedir. PFOS’un mitokondrial membran permbtasini degistirmesi potansiyel
toksisite mekanizmasi olarak kabul edilmektedir.ptamiz bu cakma, PFOS’un
toksisitesinin altinda yatan apoptotik molekilerkar@zmaya gik tutmaktadir. Ayrica
calismamizda in-vitro ortamda fetlse ait hicreler kulemak gebelik doneminde
PFOS’a maruz kalma durumunda plasenta bariyegara& fetal dolgma girdgi
bilinen PFOS’un fetis Uzerindeki olasi etkileri efenmitir.  Sonug¢ olarak bu
calismada elde edilen bulgular, PFOS’un embriyonehoriiticre serilerinde apoptozu

indukleyebilecgini gostermektedir.

Bu calsmanin in-vitro ortamda insan fetlisine ait hicrekedlanilarak
PFOS'un fetlis Uzerindeki olasi etkilerinin gmalmasi ile ilgili yapilan ilk ¢cakma
olmasi nedeni ile de yapilacak bundan sonrakismaliara da yol gosterici olaga
dUstindlmektedir.
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