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Dilek EKE
(0)/

Canlilar yasam boyu c¢evredeki kimyasallarla etkilesim halindedir. Bu
kimyasallardan bazilar1 kalicidir ve kronik maruziyet olusturan bu kimyasallar,
canlilarda bazi saglik etkilerine sebep olurlar. Hem dogal olarak bulunan hem de
insan yapimi olan bu kimyasallarin izlerine; havadan, sudan yiyeceklerden ve
tiketim mallarindan gelen maruziyet sonucu; dokularda ve viicut sivilarinda
rastlanir. Bu ¢alismada, bu kimyasallardan ikisi olan perfolorooktan siilfonat (PFOS)
ve kurkumin degerlendirilmistir. FOS, perflorooktanil siilfonat bilesikleri ailesinin
bir iiyesidir. Kiyafet, doseme, hali yiyecek ve paketlemeninde i¢inde bulundugu
ticari, endiistriel ve diger tiikketim mallarinda genis capta kullanilmaktadir.
Zerdegal(hintsafrani) bitkisinden elde edilen kurkumin, ylizyillardir hindistanda
baharat olarak kullanilmaktadir. geleneksel olarak bolge halki  kurkumini
yemeklerine lezzet katsm diye eklemektedir ancak birgok kiiltiir onun tibbi
faydalarmin farkindadir. Kurkuminin siirekli artan popiileritesiyle birlikte faydalarida
tastiklenmis oluyor. Bu ¢alisma i¢in ellidort tane sican dokuz guruba ayrildi.
Kimyasal maruziyetinin sonunda; kan ve karaciger hiicrelerindeki toksik hasar;
mikronukleus, komet ve kantitatif gen ekspresyonu (kaspaz 3 ve kaspaz 8) testleri ile
degerlendirilmistir. Kan ve karaciger hiicrelerinde; komet testi ile degerlendirilen
DNA kiriklari, mikronukleus sikligi ve kaspaz 3 kaspaz 8 genlerindeki ekspresyon,

kontrol gurubuna kiyasla artmigtir. Kurkuminin varligi, PFOS 1n toksisitesine kars1

koruyucu etki gostermistir.
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Damsman: Prof. Dr. Ayla CELIK, Biyoloji Béliimii, Mersin Universitesi
Yardimc1 damigsman: Prof. Dr. Nurcan ARAS ATES, Tibbi Biyoloji Ve Genetik
Anabilim Dali, Mersin Universitesi



Eke, D. 2013. Investigation of Genotoxic and Aphoptotic Effects of Perfluorooctan Sulfonate and Curcumin Compounds iz Rat

Liver and Blood Tissues. Doctoral Thesis. Mersin University

INVESTIGATION OF GENOTOXIC AND APHOPTOTIC EFFECTS OF
PERFLUOROOCTAN SULFONATE AND CURCUMIN COMPOUNDS IN
RAT LIVER AND BLOOD TiSSUES

DILEK EKE
ABSTRACT

Alive beings are affected by chemicals in the environment. Some chemicals
are persistent in the environment and the chronic exposure to these chemicals leads
to some health consequences in alive. Traces of a large variety of both natural and
man-made compounds can be found in the tissues and body fluids as a result of
exposure to these compounds in air, soil, water, food, and consumer products. In this
study two of these chemicals, Perfluorooctane sulfonate (PFOS) and curcumin, were
evaluated. PFOS is a member of a large family of perflurooctanyl sulfonate
chemicals. These chemicals have been used in a variety of industrial, commercial
and consumer products; clothing fabrics, carpets, and food packaging. Curcumin
comes from the Turmeric plant and has been in India as a spice for centuries.
Traditionally, people used curcumin to add flavour to their dishes, with many
cultures recognizing the spice for its many medicinal properties. As the use of
curcumin continues to grow in popularity, so does the acknowledgement of its many
benefits. For investigation fiftyfour rats were divided into nine groups. At the end of
the experimental period, toxic damage in blood and liver cell was assessed by
micronucleus, comet and quantitative gene expession (caspas 3 and caspas 8) assays.
DNA breaks (evaluated by comet assay), frequency of micronuclei and Caspas 3 and
Caspas 8 gene expressions were significantly increased in peripheral blood and liver
cell of rats when compared with control. Curcumin exerts protective effect against
PFOS toxicity.

Key Words: PFOS, Curcumin, Micronucleus, Comet, Gene expression
Advisor: Prof. Dr. Ayla CELIK Department of Biology, Mersin University
Co-advisor: Prof. Dr. Nurcan ARAS ATES Department of Medical biology and
genethics, Mersin University
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KISALTMALAR DIiZiNi

AP-1, activating protein-1

AR, androgen receptor

Arh-R, aryl hydrocarbon receptor
DR-5, death receptor-5

EGF, epidermal growth factor
EGF-R, EGF-receptor

EGFRK, EGF receptor-kinase

Egr-1, early growth response gene-1
EPC-R, endothelial protein C-receptor
EpRE, electrophile response element

ERK, extracellular receptor kinase

ER-a, estrogen receptor-alpha

FAK, focal adhesion kinase

Fas-R, Fas receptor
FGF, fibroblast growth factor

FPTase, farnesyl protein transferase

Gcl, glutamate-cysteine ligase

GST, gluthathione S-transferase
H2-R, histamine (2)- receptor

HGF, hepatocyte growth factor

HO, hemeoxygenase
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HSP-70, heat-shock protein 70

IAP, inhibitory apoptosis protein

IL 8-R, interleukin 8-receptor

IL, interleukin;

InsP3-R, inositol 1,4,5-triphosphate receptor
IR, integrin receptor

INOS, inducible nitric oxide oxidase

K, Kurkumin

LOX, lipoxygenase

MAPK, mitogen-activated protein kinase
MCP, monocyte chemoattractant protein
MDR, multi-drug resistance

MMP, matrix metalloproteinase

MN, mikronukleus

NAT, Arylamine N-acetyltransferases
NF-xB, nuclear factor-kappa B

NGF, nerve growth factor

Nrf-2, nuclear factor 2-related factor
PDGF, platelet derived growth factor
PFOS, perflororoktan siilfonat

PPARYy, peroxisome preoliferator-activated receptor-gamma
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STAT, signal transducers and activators of transcription
TGF-B1, transforming growth factor-p1

TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase-3

TNFa, tumor necrosis factor alpha

VEGF, vascular endothelial growth factor
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1. GIRIS

Bu projede perflorooktan siilfonat (PFOS)’in olusturabilecegi genotoksik
hasara kars1 Kurkumin maddesinin koruyucu etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu etkinin ortaya konmasi toplum sagligi agisindan
onem arz etmektedir. Clinkii genotoksisite olusturan maddelerin etkilerinin diyetle
alman destekleyici katkilarla azaltilmasi dnemlidir. Bu ¢alisma ile elde edilen veriler
sayesinde, insan saghigini etkilemesi olasi madde olan PFOS maddesinin canli
organizmalardaki etkileri belirlenmeye ¢alisilmis ve bu etkiler arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Kurkumin maddesinin koruyucu etkisinin, toplum sagligi ile

ilgili olarak ileride yapilacak ¢aligmalara 11k tutacagi diisiiniilmektedir.

Tez ¢alismasinda uygulanan testlerle genotoksisite ve apoptotik gen
ekpresyonu arasindaki iliski belirlenmis ayrica PFOS’in in vivo ortamda test
edilmesiyle bu madde hakkindaki hem yetersiz hem de tartismali sonuglarin elde
edildigi genotoksisite raporlarina katki saglanmasi amaglanmistir. PFOS maddesinin
genotoksik etkisine karst Kurkumin maddesinin koruyuculugu hakkinda hi¢ veri
bulunmamasi nedeniyle bu konuda bilgi saglanarak, literatiirdeki bosluk giderilmeye

caligilmustir

Calismada siganlara 48 saat araliklarla, toplam 30 giin siire ile hem PFOS
maddesi ti¢ farkli dozda (0,6, 1,25 ve 2,5 mg/kg) tek basina ve Kurkumin maddesi
(80 mg/kg) ile beraber ve kurkumin maddesi de tek doz olarak gavaj yolu ile
verilmis ve uygulamalarin 30. giiniinden sonraki gilinde ratlardan kan ve karaciger

dokular1 alinarak genotoksisite ve apoptotik gen ekpresyonu ¢aligsmalari1 yapilmustir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. PERFLOROOKTAN SULFONAT (PFOS)

2.1.1. Yapisi

Kimyasal adi: PFOS

Molekiiler formiili: CgF17S03

Yapisal formiilu; CF3-CF2-CFQ-CFQ-CFz-CFz-CFz-CFz-S(:O)(:O)O

Cizelge 2.1. PFOS’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [Karakas, 2010]

OZELLIK DEGERI

Fiziksel Durumu Kat1

Molekiil Agirhig 538

Buhar Basinci 3.31x10™

Suda Céziiniirligii 519 mg/L (20+0.5 °C)

680 mg/L (24-25 °C)

Erime Noktasi >400 °C
Kaynama Noktasi Hesaplanmamustir
Ucuculuk orani <2x10°®
Sinonimleri:

1-oktano siilfonik asit, 1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-heptadekafloro
1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-heptadekafloro-1-oktano siilfonik asit;
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1-oktano siilfonik asit hepta dekafloro;
1-perflorooktan siilfonik asit;
heptadekafloro-1-oktano siilfonik asit;

perfloro-n-oktasiilfonik asit;

perflorooktan siilfonik asit;
perflorooktil siilfonik asit[Olsen vd., 1999] [Meesters ve Schréder, 2004] [3M
Reports, 1999][Kelly vd., 2009] [Karakas, 2010]

Sekil 2.1. PFOS ve tiirevlerinin yapisal formiilleri (A) Perfluorooctanesulfonate —
serbest asit formu (PFOS); (B) perfluorooctanoic acid (PFOA); (C)
perfluorohexanesulfonate —  serbest asit formu (PFHxS) and (D)
perfluorooctanesulfonamide (PFOSA) [Olivero-Verbel vd., 2006]
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2.1.2. Kullanim Alanlar1

Perflorooktan siilfonat (PFOS) ve onunda igerisinde bulundugu
florokimyasallar ailesi 6zellikle endiistriel agidan oldukg¢a genis bir kullanim alanina
sahiptirler. Bu kadar genis kullanim alanma sahip olmalari, onlarin diger
kimyasallara oranla bazi avantajlara sahip olmalarindan ileri gelmektedir. Ornegin;
kullanildiklar1 komponentin su ve yiizey gerilimini azaltirlar. Oligomerizasyon ve
polimerizasyon i¢in katalizor rolii oynarlar. Diger komponentlerin pargalandigi
sartlarda bile fonksiyonlarmi yerine getirebilirler [Karakas, 2010]. Oldukga kararh
olup genellikle reaktif degillerdir.

2.1.2.1. Metal kaplama

En yaygin kullanim alanmidir. PFOS metal kaplama soliisyonlarmnin yiizey
gerilimini azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Boylece bugu olusumu Onlenmektedir.
Ayrica krom kaplamalarda da kullanilarak korozyonu onlemektedir. Bu amagla
Avrupada her yil 8.6-10 ton PFOS kullanilmaktadir [PFOS, 2009] [POPRC1, 2009]
[Karakas, 2010].

2.1.2.2. Fotograf¢ilik

PFOS fotograf filmleri, kagitlari ve matbaa levhalarmin kaplamasinda da
kullanilmaktadir. Film iretimi i¢in yilda 850 kg PFOS kullaniimaktadir. Bu
maddelerin buradaki temel fonksiyonu anti-statik ajan olmasidir. Bu da statik akimi
Onleyerek caliganlarin materyale dokunabilmesini saglamakta ve fotografik
materyallerin akima maruz kalmasini 6nlemektedir [PFOS, 2009] [POPRC1, 2009]
[Karakas, 2010].



Eke, D. 2013. Perflorooktan Siilfonat ve Kurkumin Bilesiklerinin Sican Karaciger ve Kan Dokularinda Genotoksik ve

Apoptotik Etkilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

2.1.2.3. Ugak sanayisi

PFOS ugaklarin atese dayanikli hidrolik sivilarinin bir bileseni olarak da
kullanilmaktadir. Hidrolik sivilara eklenerek hidrolik sistemdeki hasar ve erozyon
onlenmektedir. Diinyada bu amagla kullanilan PFOS miktarmin yilda 2.2 ton oldugu
tahmin edilmekte ve bunun 0.73 tonu Avrupa tarafindan tiiketilmektedir [PFOS,
2009] [POPRCI, 2009] [Karakas, 2010].

2.1.2.4. Yangm sondiirticiiler

PFOS igeren yangim sondiiriicli kopiik, alttaki sondiiriicli soliisyon ile iistteki
hava arasinda ince bir film tabakasi olusturarak suyun yiizey gerilimini azaltarak
yangmin yayilmasini engellemektedir. ingiltere’de itfaiye yetkilileri, PFOS igeren
yangm sondiiriici koplik konsantresini yillik 76 ton kullandiklarini bildirmistir.
Bunun % 1°i PFOS igerdigi gdz oniinde bulundurulursa Ingiltere’de yilda 76 kg
PFOS’un yangin sondiriiciilerde kullanildigi tespit edilmisticr [PFOS, 2009]
[POPRCI, 2009] [Karakas, 2010].

2.1.2.5. Dokuma sanayi

Bu alanda hali, tekstil ve deri sanayi yer almaktadwr. PFOS dokumalarin
yiizey enerjilerini diigiirerek, toprak, su ve yaga karsi direncli olmasini saglamak
amaci ile yogun olarak kullanilmaktadir. Bu amagla tiim diinyada kullanilan PFOS
miktarmm ise 240 ton oldugu disiiniilmektedir [PFOS, 2009] [POPRC1, 2009]
[Karakas, 2010].
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2.1.2.6. Kagit sanayi

PFOS, yiyeceklerle direkt temas halinde bulunan bir ¢ok kagit tipinde ve
iriniinde kagitlarm yag ve suya karst direngli olmasini saglamak amaci ile
kullanilmaktadir. Ornegin; kek, margarin, seker, unlu mamiiller ve evcil hayvan
yemlerinin konuldugu paketlerde, hamburger paketleri, sandvi¢ paketleri, patates
cipsi kutular1 ve kagit tabaklarda kullanilmaktadir. Bu amagla, diinyada yillik 160
ton PFOS kullanilamktadir [PFOS, 2009] [POPRC1, 2009] [Karakas, 2010].

2.1.2.7. Endstriel tiriinler, kisisel bakim ve temizlik {irtinleri

Sislenmeyi Onleyici olarak nemli havaya maruz kalan cam yiizeylerinde
(banyo aynalar1, otomobil 6n camlari, gézliik mercekleri) kullanilmaktadir. Boyalara
eklenerek kirlenmeyi Onleyici ya da geciktirici olarak kullanilir. Ayrica alkali
temizleyiciler (otomotiv cilalari, ugaklarm dis ylizey temizligi, zemin parlaticilar,
takma dis temizleyicileri), sa¢ sekillendiriciler, sampuanlar diger kullanim alanlaridir

[PFOS, 2009] [POPRC1, 2009] [Karakas, 2010].

2.1.2.8. Pestisitler

PFOS karinca ve kara boceklere karsi iiretilen yemlerde kullanilmaktadir.
Avrupa’da bu amagla yilda 0.5 ton PFOS kullaniimaktadir [PFOS, 2009] [POPRC1,
2009] [Karakas, 2010].

2.1.3. Biyoakiimiilasyonu

Trudel ve ark. Kuzey Amerika ve Avrupa’daki tiiketicinin PFOS ile

kontamine yiyecekler ve iceceklerin tiiketilmesi ile kronik olarak 3-220 ng/kg/giin

6
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PFOS’a maruz kaldigini tespit etmistir. Ayrica viicut tarafindan emilen tozlar,
evlerde PFOS ile muamele edilmis halilar, yiyecek ile temas eden kagitlar

(kaplayicilar) da tiiketici maruziyetinde rol oynayan diger etkenlerdir [Trudel
2008].

PFOS molekiilii yapist itibart ile hem hidrofilik hemde lipofobik 6zellik
gostermektedir. Bu yiizden diger kirleticilerin aksine yag dokusunda degilde
karaciger ve kan dokusunda birikme egilimi gostermektedir[PFOS, 2009] [POPRC1,
2009] [Karakas, 2010].

PFOS’un bitkiler tarafindan alindig1 ile ilgili sinirhh sayida veri
bulunmaktadir. PFOS verilen 7 bitki tiiriinde toksisite ¢alismalar1 yapilmis ve bitki
dokularindaki PFOS konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. Bitkilerin vejetatif dokularindaki
PFOS konsantrasyonunun topraktakine oranla 1-2 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Meyvedeki konsantrasyon ise topraktaki seviyenin % 10’nundan daha
disiik olarak tespit edilmistir. Ayrica bitkilerin PFOS’dan daha az etkilendigi
goriilmiistiir [Stahl Heyn 2008].

Kannan ve ark tarafindan Florida, Kaliforniya, Alaska, Akdeniz, Kuzey
Baltik Denizi, Kuzey Kutbu, Kanada’daki Samur adalarinda yapilan ¢alismalarda
memeli hayvanlarin karacigerlerinde ve kanlarinda saptanabilir derecede PFOS
oldugu gosterilmistir. En yiliksek karaciger PFOS konsantrasyonu 1520 ng/g olup
Florida’daki yunusta, en yiiksek kan konsantrasyonu ise 475 ng/mL olup Baltik
denizindeki ay1 baliginda goriilmiistiir [Kannan, 2001].

Japonya’daki c¢iftlik ve ev hayvanlarinda PFOS belirgin oranda tespit
edilmistir. PFOS konsantrasyonunun en yiiksek oldugu ciftlik hayvani tavuk (5.8
ng/ml) olup onu srrastyla sigir (3.0 ng/ml), ke¢i (2.4 ng/ml), at (0.71 ng/ml) ve
domuz (0.37 ng/ml) takip etmektedir [Guruge, 2008].
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PFOS, genel insan populasyonun kaninda ise ilk defa 1968°de belirlenmistir.
Japonlar tarafindan yapilan ¢alismada serum PFOS konsantrasyonunun 25 yilda 14
kat arttig1 gosterilmistir [Harada, 2004]. Cin’de ise 1999-2002 yillar1 arasinda serum
PFOS konsantrasyonunun 13 kat arttigi tespit edilmistir [Jin, 2007]. Son yillarda
genel populasyondaki insanlarin serumunda da PFOS oldugu tespit edilmistir. Ancak
mesleki olarak PFOS’a maruz kalan isgilere gore olduk¢a diisiik oranlarda

bulunmaktadir [Harada 2004].

Amerika’da yapilan bir ¢alismada genel populasyondaki insanlarin
serumlarinda PFOS konsantrasyon araligi 13.8-56.5 pl/l olarak tespit edilmistir
[Calafat, 2006]. Kore savasindan kalan kan orneklerinde PFOS’a rastlanmamasi
1950’lerde (PFOS iiretimi baslamadan once) P FOS’a maruziyetin olmadigini
gostermektedir [Olsen, 2003].

PFOS’un plasenta bariyerini gecerek fetal sirkiilasyona girebildigi cesitli
calismalarla gosterilmistir. Bunun yani swra yapilan calismalar PFOS’un anne

stitiinde de oldugunu gostermistir [Apelberg BJ, 2007] [Tao 2008].

Insanlardaki en yiiksek PFOS maruziyeti 12.830 ppb mesleki maruziyet
olarak kaydedilmistir. Tiiketici maruziyetleri ise 656-1.656 ppb arasinda
kaydedilmistir [Fromme vd., 2009].

Leo ve ark. Cinde goniillii kan bagiscilarinin kanlarinda yapilan dlglimlerde
elde edilen PFOS i verileri derlemislerdir. Calisma sonucuna gore kandaki en
yiiksek veriler Cin’de bulunurken en diisiik veriler Hindistan’dan elde edilmistir
(Sekil 2.2.) [Leo vd., 2006].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Apelberg%20BJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 2.2. Hastanelerde ve iiniversitelerde goniillii kan bagis¢ilarinin kanlarinda

yapilan dl¢iimlerde elde edilen PFOS verileri [Leo vd., 2006].

OECD nin ¢evre arastirmalarma gore; PFOS, memeliler i¢in biyolojik
birikim yapma egilimi olan, toksik ve kararli bir birbilesiktir [Wikipedia, 2012].

Erkek farelerin kan serumlarindaki l¢iimlerde; 90 ppb lik konsantrasyonun

immiin sistemi etkiledigi goriilirken, insanlarda bu oranin bagisiklik sistemini daha

fazla baskiladig1 goriilmiistiir. 2006 da yaymlanan bir derlemeye goére yapilan bazi
Olgtim sonuglar1 Cizelge 2.2. de verilmistir [Houde vd., 2006].
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Cizelge 2.2. Cesitli hayvan gruplarindaki PFOS miktarlarifHoude vd., 2006].

. PFOS
Tiir Cografi alan Yil Ornek
(PRb)
Kartal Midwestern USA 1990-93 ||Plazma {2,200
Brandt's karabatak|{California, USA 1997 Karaciger ||970
Guillemot Baltic Sea 1997 Yumurta ||614
Les kargast Tokyo Bay, Japan 2000 Karaciger ||464
Red-throated )
North Carolina, USA 1998 Karaciger ||861
Loon
Kutup ayist Sanikiluag, Nunavut 2002 Karaciger {3,100
Dutch Wadden Sea,
Harbor ayibaligi 2002 Kas 2,725
Denmark
Bottlenose yunus |[[Charleston, USA 2003 Plazma |1,315
Yunus Mediterranean Sea, Italy 1998 Karaciger {940
Vizon Michigan, USA 2000-01 ||Karaciger (59,500

2.1.4. Cevresel konsantrasyonu

Avrupa’da yapilan bir c¢alismada 100 nehirden 6 tanesinde PFOS’a
rastlanmamistir. PFOS konsantrasyonu ortalamasit 39 ng/L (araligi 6-1371ng/L)
olarak tespit edilmistir [Loos vd., 2009].

Su sikintis1 ¢eken iilkelerde, fabrika ve evsel atik sularmim islenmesi ile

susuzlugun oOnlenecegi diisiiniilmektedir. Ancak aritilan sularda 90-470 ng/I
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florokimyasal tespit edilmis olup bunun 20-190 ng/l’si PFOS’dur [Plumle vd.,
2008]. Geg¢miste baska alternatif olmadigindan islenmis atik sular yiizey sularina
verilmistir. Atik su isleyen fabrikalarin iglenen sular1 ylizey sularmma bosaltmalari

nedeni ile de nehirlerde PFOS konsantrasyonu belirgin sekilde artmaktadir [Bossi
vd., 2008].

Japonya’da iki farkli bolgede 12 aylik siirecte aylik toz 6rneklerinde 6lgtim
yapmustir. Yapilan bu ¢alismada PFOS konsantrasyonu sirasiyla 19.2 ve 97.4 ng/g
olarak tespit edilmistir. Murakami ve ark.’da trafigin yogun oldugu boélgelerdeki toz
orneklerinde PFOS konsantrasyonunun diger caddelere oranla daha yiiksek oldugunu

tespit etmislerdir [Murakami vd., 2009].

2.1.5. Viicuttan atilimi

Cok iyi absorbe edilen PFOS serum ve karacigerde birikmekte ve idrar
yoluyla atilmaktadir. Serumdaki yarilanma siiresi; siganda 7.5 giin, maymunda 200
giin, insanda 8,5 yil olarak tesbit edilmistir [Karakas, 2010] [Johnson vd., 1984]
[Seacat vd., 2002] [Burris vd., 2002].

2.1.6. PFOS toksisitesi

Mayis 2009 da yapilan, Kalict Organik Kirleticiler adli Stokholm kongresinde,
PFOS, annex B smifina dahil edilmistir. Kanada ¢evre koruma ajansi tarafindan
yasaklanmas1 Onerilmistir. PFOS ile ilgili OECD ve saglik ve cevre riskleri Avrupa
Bilimsel Komitesi’nin 2006 calismalarina gore; gidalarla temasi olan iirlinlerde
yasaklanmis sonradan tim agwhgm 0.005% ini geg¢meyecek sekilde
siirlandirilmistir. Bu yasaklamada, fotolitografi, yangin sondiiriiciiler, agir sanayide
kullanilan krom kaplama ve ucak sanayisindeki kullanimi1 hari¢ tutulmustur. 2010 da

11
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PFOS m kalict organik kirleticiler den biri olarak kullanimi 0.001% (10mg/kg)

gegmeyecek sekilde smirlandirilmigtir.

Florokimyasal bilesiklerin , in vitro ortamda 3 farkli mekanizma ile mitokondri
fonksiyonunda bozukluklara yol agtigi bildirilmistir. Bunlar mitokondriyal
solunumun bozulmasi, membran permeabilitesinin artmasi, kalsiyum indiiksiyonuna
bagli olarak mitokondrilerin sismesidir [Keller vd., 1992] [Panaretakis vd., 2001].
Mitokondrial membran gegirgenligindeki artis mitokondrilerin fonksiyon kaybindaki
en 6nemli neden olarak goriilmektedir [Panaretakis vd., 2001] [Starkov ve Wallace,
2002]. Membran permeabilitesinin bozulmasi mitokondri i¢ membraninin 1.5
kD’dan daha biiyiik maddelere kars1 da gecirgen olmasina neden olacaktir. Bu
gecirgenlik nedeniyle, i¢ ve dis ortamin esitlenmesi i¢in maddelerin mitokondri i¢ine
giris-¢ikismin olmasi ve bunun sonucunda mitokondrilerin sismesi ve sitokrom ¢ gibi

apoptotik faktorlerin mitokondri disina salinimi s6z konusu olacaktir [Kroemer ve
Reed, 2000].

PFOS’un muhtemel etki mekanizmasini arastiran pek ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Peroksizom proliferasyonunu indiiklemesi ve peroksizom enzimleriyle
iligkili olmas1 [Berthiaume ve Wallace, 2003], lipit mekanizmasini engellemesi ve
serum kolesterol seviyesini diisiirmesi [Haughom ve Sydevold, 1992] hiicresel
iletisimde 6nemli bir rolii olan gap junctionlarin inhibisyonundan sorumlu olmasi

muhtemel nedenler arasinda sayilmaktadir [Hu vd., 2003].

PFOS’un ratlarda akut, subkronik, kronik olarak toksik etkilerinin oldugunu

belirten ¢alismalar vardir.

Rat caligmalarinda meydana gelen etkiler arasinda ise karaciger enzimlerinde
artig, hepatoseliiler hipertrofi, gastrointestinal etkiler, hematolojik anormallikler, kilo

kaybi, ¢cirpinma ve 6liim yer almaktadir.
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Gavajla, 28 giin, 5 mg/kg/giin ve 20 mg/kg/giin PFOS verilen Sprague—
Dawley ratlarinda en yiiksek PFOS konsantrasyonunun karacigerde oldugu daha
sonra sirastyla kalp, bobrek, tam kan, akciger, dalak, beyin ve en diisiik PFOS
konsantrasyonunun ise testislerde oldugu tespit edilmistir. Yiiksek doz grubunda
anormal davraniglar, hizli kilo kayb1, hepatomegali, bobrek hipertrofisi, testis timori
gorilmiistiir. Histopatolojik bulgular karaciger ve akcigerde biiylik hasarlar oldugunu
gostermistir. Karacigerde hepatosit hipertrofisi ile sitoplazma vakuolizasyonu,

akcigerde ise epitelyal duvarlarda kalinlasma tespit edilmistir [Cui ve Zhou, 2009].

Austin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada yetiskin disi farelere (n=4-5) 2
hafta boyunca 0.1 veya 10 mg/kg PFOS uygulanmistir. Doza bagl olarak yiyecek
tilketimi ve viicut agirhigmimn azaldigi tespit edilmistir. PFOS un 6stros siklusunu
etkiledigi, serum kortikosteron seviyesini arttirdigt ve serum leptin seviyesini
azalttig1 tespit edilmistir. PFOS’un ayrica hipotalamusun paraventrikiiler niikleus

bolgesinde norepinefrin konsantrasyonunu da arttirdigi gézlenmistir [ Austin ve ark.
2003].

Johansonn ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada 10 giinliik farelere tek oral doz
1.4 veya 21 mmol/kg PFOS (0.75 or 11.3 mg) uygulanmis ve ndrotoksik etkileri
degerlendirilmistir. PFOS uygulanan 2 ve 4 aylk farelerin davraniglarinda
dengesizlik, belirgin bir sekilde oturmada azalma ve hiperaktivite gézlenmistir. Bu
etkilerin yas ilerledik¢e de arttigini belirlemislerdir. PFOS’a maruziyet kolinerjik
sistemi etkilemektedir. Bu norotoksik etkiler poliklorlu bifenil ve polibromodifenil
eter ile benzerdir ve PFOS gelisimsel norotoksik bir madde olarak kabul edilmistir

[Johansonn vd., 2008].

Diger etkilerin yan1 sira Flow sitometri analizlerinde 7 giin 0, 5, 20 ve 40 mg

PFOS/kg verilen ratlarda ozellikle 20 ve 40 mg PFOS/kg dozlarinda lenfosit
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sayisinda ciddi bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu calismada PFOS’a
maruziyetin immiin fonksiyonu da baskiladig1 tespit edilmistir [Zheng vd., 2008].

Ratlarda PFOS’un prenatal gelisime olan toksik etkisini belirlemek igin
reprodiiktif toksisite caligmalar1 i¢in ratlara gavajla 0.1, 0.4, 1.6 ve 3.2 mg/kg/giin
PFOS verilmistir. 1.6 ve 3.2 mg/kg/giin dozlarinda F1 jenerasyonunda canlilikta
anlamli derecede bir azalma goriilmiistiir. 1.6 mg/kg/giin dozunda F1 yavrularmin %
34’ dogumdan sonraki ilk 4 giin i¢inde Olmiis, 3.2 mg/kg/giin grubundaki F1
yavrularmin % 45’1 (71/156) dogumdan sonraki giin 6ldiigli kaydedilmistir. Bu
gruptaki yavrulardan hi¢ biri 4 giinden fazla yasamamustir. Yiiksek dozlarda ilk
jenerasyondaki tiim yavrular 6lmiis, diisiik dozlarda ise ikinci jenerasyondaki tiim

fareler 6lmiistiir [Luebker vd., 2005].

Gebelik swrasinda PFOS uygulanan ratlarm fetiislerinde gelisimsel toksik
etkiler arasinda fetal viicut agirliginda azalma, yarik damak, ventrikiiler septal defekt,
sag atriumda genisleme, karaciger agirliginda artma, i¢ organlarda anomaliler, kemik
olusumunda gecikme ve iskelet anomalileri, dogumdan sonra hayatta kalan yavru
sayisinda azalma, dogumsal kusurlarda artma, yavrunun viicut agirhigmin artisinda
azalma, serum tiroid hormon seviyesinde azalma yer almaktadir. Ayrica gebeligin
ilerleyen asamalarinda (17. giin ve sonras1) PFOS uygulandiginda neonatal mortalite
oraninin da arttig1 tespit edilmistir. Gebelik sirasinda PFOS uygulanan ratlarda ise
serum tiroksin ve triodotironin seviyesinde anlamli derecede azalma goriilmiis ve
tirotropin [TSH] seviyesinde telafi edici bir artis goézlenmemistir. Aksine TSH
seviyesinde de bir azalma s6z konusudur [Chang vd., 2007]. Diger maternal toksik
etkiler ise viicut agirliginda ve besin tiiketiminde azalmadir. Fetal agirlikta azalma ve
iskelet olusumunda gecikme gebelik sirasinda PFOS uygulanan tavsanlarda da
goriilmistir [Grasty wvd, 2003] [Lau vd., 2003] [Thibodeaux vd., 2003].
Tavsanlardaki maternal etkiler ise diisiik olmasi, besin tiikketimi ve viicut agirliginda

azalmadir [Case vd., 2001]. Daha az boyutta olmak {izere benzer etkiler farelerde ve
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yavrularinda da gozlenmistir. Farkli olarak ana hayvanda karacigerde ciddi bir

biliylime de gozlenmistir [Fuentes vd., 2007].

Gelisimsel ve reprodiiktif toksisite ¢aligmalarinda goriilen neonatal
mortalitenin altinda yatan etki mekanizmas ile ilgili bir¢cok teori 6ne siiriilmiistiir.
Steroid sentezi ve lipit metabolizmasindaki degisimler, akciger yilizeyindeki
fonksiyon bozukluklari, hipotroksinemi, fetal akcigerin, pulmoner fonksiyonlarin ve
merkezi sinir siteminin tam olarak gelismemis olmasi neonatal mortalitenin
muhtemel nedenleri arasinda kabul edilmektedir. Lipit metabolizmas1 ve kolesterol
sentezindeki degisimler ve hipotroksinemi neonatal mortalitenin sebebi olarak
goriilmemektedir [Grasty vd., 2003], neonatal mortalitenin ger¢ek nedeni bu giine

kadar hala belirlenememistir.

PFOS hakkinda yapilan kronik toksisite ¢alismalarma bakildiginda; PFOS ve
potasyum tuzlar1 siganlarda ¢alisilmistir. 40 erkek ve 70 disi sigana 0.5, 2,5 ve 20
mg/kg dozlarda PFOS yemlerine katilarak tek doz olarak ayrica 0.04, 0.14, 0.36 ve
1.42 mg/kg erkeklere ve 0.035, 0.14, 0.37 ve 1.49 mg/kg disilere giinliikk olarak 52
hafta boyunca verilmistir. Erkeklerde 5 mg/kg ve 20 mg/kg lik dozlarda hayati
dgisimler gozlemlenirken disilerde negatif kontrole kiyasla anlamli degisimler
gozlenmemistir. Sentrilobiiler hipertrofi, sentrilobiiler hepatoksik pigmentler, ve
sentrilobiiler hepatoksik vakiilasyon gibi hepatoksik veriler disi ve erkeklerde 5 ve 20
mg/kg lik dozlarda not edilmistir [Thomford vd., 2002] [Jan Alexander vd., 2008].

PFOS ile yapilan genotoksisite ¢aligmalarina deginilecek olursa;

PFOS ve onun tuzlarmin genotoksisitesi; 2002 yilinda OECD, 2004 yilinda
KANADA Saglik, 2006 yilinda U.S. EPA, yine 2006 yilinda U.K. KOMITE sinde
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(cevredeki, tiiketim mallarindaki ve gidalardaki kimyasallarin toksisitesi)

degerlendirilmistir.

Salmonella typhimurium geri gen mutasyon testinde 0.01-500 pg/plate(-S9)

ve 0.1<500 pg/plate(+S9) konsantrasyonlarda negatif ¢ikmis ve mutajenik olmadigi
rapor edilmistir. Calismada TA100, TA1535, TA1537, TA1538 VE TA09 soylar1
kullanilmistir.  Ayrica Saccharomyces cerevisiae (D4) mitotik rekombinasyon
testinde etkisiz oldugu belirtilmistir [Litton Bionetics vd., 1978] [Jan Alexander vd.,
2008].

Salmonella ve Escherichia coli geri mutasyon testinde 5000 pg/plate(-S9 ve

+S9) konsantrasyonuna kadar negatif ¢ikmistir. Calismada S. typhimurium TA1535,
TA100, TA98, TA1537 and E. coli WP2UVRA soylar1 kullanilmistir [Mecchi vd.,
1999] [Jan Alexander vd., 2008].

Insan lenfosit hiicrelerinde 599 pg/mL(-S9) ve 449 upg/mL(+S9)
konsantrasyonlara kadar kromozomal aberasyonu tetiklemedigi bildirilmistir [Cifone
vd., 1999] [Jan Alexander vd., 2008].

Sican karaciger primer Kkiiltiirlerinde 4000 pg/mL konsantrasyona kadar
programlanmamis DNA sentezini arttirmadigi bildirilmistir [Cifone vd., 1999] [Jan
Alexander vd., 2008].

Fare kemik iligi mikronukleus (MN) testinde, 237.5, 450 ve 950 mg/kg tek
oral dozda ayrica 24, 48 ve 72 saatlik ¢oklu uygulamalarda genotoksik olmadigi
bildirilmistir [Corning Hazleton vd., 1993] [Jan Alexander vd., 2008]

Perfluorooktan siilfonat (PFOS) ve perflorooktanoik asit (PFOA) in

genotoksik etkileri Paramecium caudatum igin gelistirilen komet testi ile

aragtirtlmistr.  PFOS  uygulamasinda herhangi bir DNA hasar1 gozlenmezken,
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PFOA (100 pM) in 12 ve 24 saatlik uygulamalarinda DNA hasarinin (komet gocii)
anlamli derecede yiikseldigi tesbit edilmistir [Kawamoto vd., 2010].

Florentin ve ark. tarafindan PFOS ve PFOA nin sitotoksik ve genotoksik
etkileri HepG2 hiicrelerinde ¢alisiimigtir. 200 uM ve 300 uM liikk dozlar halinde 1-
24 saat arast uygulamalar yapilmis ve uygulama sonunda MN testi yapilmistir ve

anlaml artiglar gériilmemistir [Florentin vd., 2011].

PFOS ve siklofosfamid (cyclophophamid CPP) in etkileri, hemster akciger
hiicrelerinde MN testi kullanilarak arastirilmistir. PFOS, CPP nin tosisitesini
arttirrken, tek basina uygulanan dozda da anlamli derecede genotoksik bulunmustur
[Jernbrol vd., 2007].

PFOS ve PFOA in oksidatif stres ve apoptoz yoluyla hiicresel toksikolojisi
tatlisu Tilapia (Oreochromis niloticus) hepatosit primer kiiltiirlerinde galisilmistir.
Kiiltiire alinan hiicreler 24 saat boyunca 0, 1, 5, 15 and 30 mgL(-1) dozlarda PFOS
ve PFOA e maruz birakilmig ve hiicre canliligi triphan blue ile Ol¢ililmiistiir.
Stiperoksit dismutaz (superoxide dismutase:SOD), katalaz(catalase:CAT) ve
glutatyon rediiktaz(glutathione reductase:GR) miktarlarinin arttig1 goriliirken,
glutatyon peroksidaz(glutathione peroxidase:GPx) ve glutatyon-s-
transferaz(glutathione-S-transferase:GST) m aktivitesi azalmistir. Hem PFOS hemde
PFOA gruplarinin hepsinde kaspaz-3, -8, -9 aktivitelerinde anlamli derecede artis
olmustur. Agaroz jelde apoptoza 6zgii olan DNA merdiven basamaklar1 goriilmiistiir

[Liu vd., 2007].

PFOS 1n apoptozise olan etkileri, mikroglia, murin N9 hiicre dizileri
kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda mitokondrial membran potansiyelinin
bozulmasi, p53, Bax, kaspaz9, kaspaz3 genlerine ait mRNA larin bozulmasi1 yoluyla
hiicresel apoptozin indiiklendigi sonucuna varilmistir. Buna karsin Bcl-2 mRNA nin
ekspresyonu azalmistir. Caligma sonucunda; apoptosizi baglatip bitiren apoptoz
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diizenleyici genleri ve mitokondriyi etkilemek yoluyla PFOS m, N9 hiicre
homeostazisini bozdugu belirtilmistir [Zhang vd., 2011]

PFQOS; Oral [LD50] PFOS: 233 to 271 mg/kg (sigan)
Dermal [LD50] PFOS: > 5,000 mg/kg (rabbit)
Inhalasyon [LD50] PFOS: 5.2 mg/L (1 hr, sigan) olarak belirtilmistir [Jan Alexander
vd., 2008].

2.2. KURKUMIN

Kurkumin, zerdegal olarak da bilinen hint safran1 baharatinda (Curcuma
longa) bulunan bir pigmenttir. Kori tozu tiretiminde kullanilmakta ve Hint safranina

sar1 rengini vermektedir.

Desmetoksi  kurkumin ve bis-desmetoksi kurkumin ile beraber
kurkuminoidler ailesinin en bilinen iiyesidir. Kurkuminoidler dogal fenollerdir.
Kimyasal yapis1 incelendiginde keto ve enol formu olmak tizere iki tautomerik formu
bulunmaktadir. Enol formu kat1 fazda ve soliisyon i¢gindeyken enerjisi bakimindan

daha kararhdir [Kolev vd., 2005].

0 xif]\;’ﬂ“u-"ﬁ‘ﬁ].f"‘x\l/ =0
o o

CH, CH,
keto formu

CH, O OH CH,
enol formu

Sekil 2.3. Kurkuminin enol ve keto formlar:.
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*Tumerik (25g) *Kurkumin(0,5g)

*Tumerik( Notral)  timerik (asidik) tumerik( alkalin)  ( kurkumin) M

tetrahidrokurkumin

Sekil 2.4. Asidik ve alkali kosullarda tiimerik ve kurkumin goriintiileri [Shishodia
vd., 2005] .

Kurkuminin en bilinen kullanom alani, bor madeninin Kkalitesinin
saptanmasidir. Borik asitle tepkimeye girerek kirmizi bir renk olusturmakta buda
mineralin kalitesi hakkinda bilgi vermektedir. Kurkumin metodu olarak bilinen bu

metod genis capta kullanilmaktadir.

2.2.1. Kimyasal Ozellikleri

Kurkumin pek ¢ok fonksiyonel grup igermektedir. Polifenol olan aromatik
halkalar, doymamis karbonil gruplar yolu ile baglanmaktadir. Yapis1 ilk kez 1910
yilinda J. Milobedzka, Stanistaw Kostanecki ve Wiktor Lampe tarafindan
tanimlanmustir (Sekil ve Cizelge 2.3) [Milobedzka vd., 1910].
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Cizelge 2.3. Kurkuminin kimyasal 6zellikleri.

Formiilii C21H2006

Molekiil agirhigr  |368.38 g/mol

Gorliniimii Parlak yesil-portakal rengi

Erime Noktasi 183 °C (361 °F) (456.15 K)

2.2.2. Biyosentezi

Uzun stiren ¢alismalardan sonra 1973 yilinda Roughly ve Whiting tarafindan

kurkuminin biyosentezi konusunda iki mekanizma ortaya atilmastir.

[Ik mekanizma, sinamik asit ve 5-malonil-CoA nin yer aldig1 uzun bir zincir
reaksiyonudur ve sonugta bir kurkuminoid aciga ¢ikmaktadir. Ikinci mekanizmada
ise; iki tane sinnamit bir tane malonil-Co-A tarafindan birlestirilmektedir. Her iKi
mekanizmada da baslangic molekiilii sinamik asittir. Sinamik asit fenilalanin
aminoasitinden tiirevlenen bir molekiildiir. Sinamik asitin baglangi¢ molekiilii olarak
kullanilmas1 ¢ok nadir goriilen bir olaydir. Kurkuminin swradisiligi burada
baslamaktadir. Genellikle kimyasal biyosentezinde p-komarik asit baslangic icin

kullanilmaktadir [Schmitt vd., 2000].

2.2.3. Kurkuminin Dogal Kaynaklar1

Kurkumin igeren bitki tiirleri Sekil 2.5 te gosterilmistir.
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. «Curcuma mangga
» Curcuma zedoaria %0.1

« Curcuma xanthorrhiza%1-2
* Etlingera elatior

Sekil 2.5. Kurkumin kaynaklari. Mevcut kurkuminin ne kadarmin bitki tiirtinden

karsilandig1, ylizde olarak verilmistir. Miktar yazmayanlar hakkinda net veri
bulunmamaktadir. [Chattopadhyay vd., 2004] [ Abas vd., 2005] [Syu vd., 1998]
[Mohamad vd., 2005] [Dechatowongse vd., 1976].

2.2.4. Medikal Kullanim1

Zerdecal, yiizyillardir Hindistan'da birgok hastaligin tedavisindinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. 20 y.y. m ikinci yarisindan itibaren zerdecalin biyolojik
etkilerinin kurkuminden kaynaklandig1 bulunmustur. Uzun zamandir yapilan in vitro
ve hayvan ¢alismalarinda; birgok hastalikta, kurkuminin tedavi edici ve koruyucu rol
istlendigi bulunmustur (Sekil 2.6 ve 2.7). Bugiin insanlarda bu etkiler dogrudan
ispatlanmamasina ragmen multipl miyelom, pankreas kanseri, miyelodisplastik
sendrom, kolon kanseri ve ozellikle alzaymir iizerinde tedavi edici ve koruyucu

etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir [ Aggarwal vd., 2007] [Hatcher vd., 2008]
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) *sAstim
dugér?seizligi 'g'(rlederlme +Soguk gl
*Eklemagrisi +Ates
'Uyar|C|. *Romatizma Bojaz
°.Kozmet|k o
sistahsizlik enreksiyo
*Oksiirik
ssiniziit
*Kizamik
*Cicek hastaligi
*Frengi *Kanama
*Kan temizleyici
*Anemi
*Diken batmasi
*Akne
*Deri allerjileri *Ciban
*Egzema *G0z hassasiyeti
*Kuru cilt catlaklar *Clirk
*Anti helmintik *Yaralanma Safrakesesi
Uyuz *Bécek isirg hastaliklari
*Kinisik cilt f§.eker hastalarinda *Karaciger hastaliklar
“Antivenomik lyilesmeyen yaralar *Hematoria
Sivrisinek varalan *G0z hastaliklar
yarala
*Prazitik deri hastaliklari *Sarilik

Sekil 2.6. Kurkuminin hindistanda halk tarafindan geleneksel kullanim alanlari
[Aggarwal vd., 2007] [Shishodia vd., 2005].

Yapilan in vitro ve hayvan ¢alismalarinda kurkuminin antitiimor, antioksidan,
antiartritik, antimiyeloid, antiistemik ve antiinflamatuar etkilerinin oldugu
bulunmustur. Antiinflamatuar etkisinin eikosanoid biyosentezini inhibe etmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Malarya nin tedavisinde ve serviks kanserinin
onlenmesinde etkili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica HIV viriisiiniin replikasyonunu
baskiladig: bildirilmistir. HIV tizerindeki bu etkisini P300/CREB-baglayici proteinle
etkilesime girerek gergeklestirmektedir. Kurkumin ayni zamanda karacigeri

koruyucu etkiye sahiptir. 2008 yilinda Michigan State Universitesi'nde de yapilan bir

calismada kurkuminin Herpes simplex virus-1 (HSV-1) in replikasyonunu

engelledigi gosterilmistir. Bunu yapmak i¢in; viral DNA ya gerekli olan RNA
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Polimeraz 1l ile etkilesime girerek transkripsiyonu baskiladigi diistiniilmektedir

[Aggarwal vd., 2006] [Hyunsung 2006] [Shukla vd., 2008].

*DIGERLERI KRONIK
HASTALIKLAR
*Katarakt
*Antidepressan *Gastrik iilser
*Hipolipidermia *Alzaymir
*Hiyalin membran hastaliklart +AIDS
+Antivenomik *Scleroderma
*Fankon anemisi *Sedef hastalig
*Hipotroidizm
*Bobrek hastaliklart
*Sistik fibriozis
*Parkinson
*Epilepsi
*Seker
“NFLAMATUAR  cKamser
HASTALIKLAR *Miyokard enfaktiis
*Karaciger hastaliklart
“Ates *Osteoporoz
“Allerji , . 'Akcigc:r hastallkl.arl
*Gebelik énleyici ENFEKSIYONLAR *Multipl sklerosis
. i *Kireglenme
. Pankreatltv Malarya ¢
*Inflamatuar bagirsak oLei
hastaliklart | Leigmanya
*Cinsel yolla bulagan
hastaliklar

Sekil 2.7. Kurkuminin modern tiptaki kullanim alanlar1 [ Aggarwal vd., 2007]
[Shishodia vd., 2005].

Kurkumin ayni zamanda; lipid peroksidasyonunu ve oksidatif DNA hasarini
baskilamak suretiyle serbest radikal siipiiriiciisii ve antioksidan olarak ta gorev
yapmaktadir. Genel anlamda kurkuminoidler ise zaten glutatyon-s-transferazi
indiiklemektedirler ve giiclii bir sitokrom p-450 inhibitorii olarak bilinmektedirler

[Bourne vd., 1999].

Kurkuminin hippokampus i¢indeki noérojenezis ve BDNF (brain-derived

neurotrophic factor) konsantrasyonu iizerine olumlu etkilerinin oldugunu ve ayrica
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stres, depresyon, anksiyeti gibi olumsuz durumlar1 baskiladigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir [Ng vd., 2006] [Xu vd., 2007] [Wu vd., 2006]. Kurkumin ayni
zamanda monoamin oksidaz inhibitoriidir (MAOI) (MAO-A tipi). Alzaymir
hastaligi {izerine kurkuminin etkisinin arastigrildig1 bir sican ¢aligmasinda floresan
gostergeler kurkuminin kan beyin bariyerini astigini gostermistir. Pek ¢ok ¢aligma
glukronidlenmis kurkuminin, serbest kurkuminin aksine lipofilik oldugu i¢in hemen
kan beyin bariyerini gectigini gostermistir [Garcia-Alloza vd., 2007] [Begum vd.,
2008] [Yang vd., 2005].

2009 da Iranli bir grup kurkumini 28 farkli antibiyotikle ayr1 ayri

kombinleyerek Staphylococcus aureus a karsi test etmistir. Calismada kurkuminin

varligi antibiyotiklerin etkinligini cefixime de 52.6%, cephotaxime de 24.9%
vancomycin de 26.5% ve tetracycline de 24.4% oraninda arttirirken nalidixic acid

antibiyotiginin etkisini azaltmistir [Shahverdi vd., 2009].

2008 de Salk Institute (Drs. Dave Schubert ve Pam Maher) bir kurkumin
prirazol tlirevini tamimlamiglar ve bu molekiiliin hafiza {izerine olumlu etkilerinin
oldugu ve noroprotektif oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu tiirev BDNF (Brain-derived
neurotrophic factor) yi, yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda stimule etmistir. Bu
calisma kurkuminin felce kars1 koruyucu roliinii ortaya koyan UCSD (University of

California, San Diego) grubu ile beraber yiiriitiilen bir ¢alismadir ve sonuglar
tutarlidir [Mancuso vd., 2009] [Pam vd., 2010] [Liu vd., 2008] [Wu vd., 2011].

2011 yilinda Mariola ve ark. tarafindan sigcanlarda kurkumin ve metabolitleri

tanimlanmistir(Sekil2.8).
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Sekil 2.8. Siganlarda tanimlanmis kurkumin ve metabolitleri [Mariola vd., 2011]
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2.2.5. Antikarsinojenik Etkisi

Kurkumin saglikli hiicrelerde sitotoksik etki gdstermemesine ragmen kanser
hiicrelerinde apoptozisi tetiklemektedir. Bu yetenegini kanser gibi  pek c¢ok
inflamatuar hastalikla baglantis1 oldugu bilinen transkripsiyon faktor NF-KB(nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) ile etkilesime girerek yaptigi
diistiniilmektedir [ Aggarwal vd., 2004].

2009 daki bir ¢calismanin sonucuna gore; kurkumin kanser iizerindeki etkisini
hiicrenin sinyal yolaklarin1 etkileyerek gerceklestirmektedir. Bu yolaklar arasinda
hiicre proliferasyon yolagi (cyclin D1, c-myc), hiicre yasam yolagi (Bcl-2, Bcl-xL,
cFLIP, XIAP, c-IAP1), kaspaz aktivasyon yolag1 (caspase-8, 3, 9), timor siipressor
yolagi (p53, p21) 6liim reseptor yolagi (DR4, DR5), mitokondrial yolak ve protein
kinaz yolag1 yer alir [Ravindran vd., 2009].

2010 da yapilan bir ¢alismada malignant beyin tiimoriinde kurkumin timor
hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve invasionunu inhibe etmistir. Etkisini

STAT-3 sinyal yolagi1 araciligiyla yaptigi diistiniilmektedir [Senft vd., 2010].

Kurkumin meme kanserine karsi etkili olan fito-Ostrojenik etkiye sahip

oldugu belirtilmistir [Bachmeier vd., 2010].

Goglis kanserinin metastaz asamasinda kurkumin akcigere metastazi inhibe
etmistir [Bachmeier vd., 2007]. Bunun NF-kappa yoluyla gerceklestirmis oldugu
tahmin edilmektedir [Bachmeier vd., 2008]
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Cizelge 2.4. Kurkuminin hiicrede etkiledigi molekiiller [Aggarwal vd., 2007]
[Shishodia vd., 2005] .
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Cizelgedeki kisaltmalar: NF-xB, nuclear factor-kappa B; AP-1, activating protein-
1; STAT, signal transducers and activators of transcription; Nrf-2, nuclear factor 2-
related factor; Egr-1, early growth response gene-1; PPARy, peroxisome
preoliferator-activated receptor-gamma; CBP, CREB-binding protein; EpRE,
electrophile response element; CTGF, connective tissue growth factor; EGF,
epidermal growth factor; EGFRK, EGF receptor-kinase; FGF, fibroblast growth
factor; HGF, hepatocyte growth factor; NGF, nerve growth factor; PDGF, platelet
derived growth factor; TGF-B1, transforming growth factor-p1; VEGF, vascular
endothelial growth factor; AR, androgen receptor; Arh-R, aryl hydrocarbon receptor;
DR-5, death receptor-5; EGF-R, EGF-receptor; EPC-R, endothelial protein C-
receptor; ER-a, estrogen receptor-alpha; Fas-R, Fas receptor; H2-R, histamine (2)-
receptor; InsP3-R, inositol 1,4,5-triphosphate receptor; IR, integrin receptor; IL 8-R,
interleukin 8-receptor; LDL-R, low density lipoprotein-receptor; MMP, matrix
metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase-3; INOS, inducible
nitric oxide oxidase; COX2, cyclooxygenase-2; LOX, lipoxygenase; Gcl, glutamate-
cysteine ligase; NAT, Arylamine N-acetyltransferases; IAP, inhibitory apoptosis
protein; HSP-70, heat-shock protein 70; MDR, multi-drug resistance; TNFa, tumor
necrosis factor alpha; IL, interleukin; MCP, monocyte chemoattractant protein; MIF,
migration inhibition protein; MIP, macrophage inflammatory protein; CcAK,
autophosphorylation-activated protein kinase; CDPK, Ca2+-dependent protein
kinase; cPK, protamine kinase; ERK, extracellular receptor kinase; FAK, focal
adhesion kinase; IARK, IL-1 receptor-associated kinase; JAK, janus kinase; JNK, c-
jun N-terminal kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PhK,
phosphorylase kinase; PKA, protein kinase A; PKB, protein kinase B; PKC, protein
kinase C; pp60c-src, pp60c-src tyrosine kinase; TK, protein tyrosine kinase; FPTase,
farnesyl protein transferase; GST, gluthathione S-transferase; HO, hemeoxygenase;
ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular cell adhesion
molecule-1; ELAM-1, endothelial leukocyte adhesion molecule-1; Bcl-2, B-cell
lymphoma protein 2; SHP-2, Src homology 2 domain-containing tyrosine
phosphatase 2, uPA, urokinase-type plasminogen activator, DFF40; DNA

fragmentation factor, 40-kd subunit.
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2.2.6. Potansiyel Riskleri

%85 Kurkumin igeren tiimerik oleoresin ile pekcok calisma yapilmistir

[Dadhaniya vd., 2011].

Kawanishi ve ark. 2005 te iyibir antioksidan oldugu bilinen kurkumini 'duble
edge sword' '¢ift basli bigak' a benzetmislerdir. Antikanser ve antioksidan etkisine ek

olarak prooksidan etki gdsterebilecegini ileri siirmiislerdir [Kawanishi vd., 2005].

Karsinojenik etkisinin p53 tiimor siipressor yolaginin baskilanmasidan
kaynaklandigini ileri siirtilmiistiir. Bu durum, insandaki kolon kanseri i¢in 6nemli bir

detaydir [Moos vd., 2004].

Insanda yapilan klinik ¢alismalarinda 2-12 gramlik kurkumin miktar1 nadirde
olsa mide bulantis1 ve bas donmesi gibi yan etkilere sebep olmustur [Hsu ve Cheng

2007].

Daha yakin zamanda yapilan caligmalarda; duyarli hastalarda hepsidin
proteinini baskilayarak ve demiri tutarak, demir metabolizmasini etkileyerek demir
eksikligine sebep oldugu goriilmiistiir [Jiao vd., 2009] bu konu ile ilgili caligmalar
yetersizdir [ Burgos-Moron vd., 2010].

Kurkuminin hamile kadinlarda olumlu yada olumsuz etkilerinin oldugunu
gosteren calisma yoktur. Bununla birlikte yine de kurkumin iceren iiriinlerin uterusu
uyarabilecegi i¢in diisiik tehlikesi tasiyabilmektedir (bu konuda hicbir kanit
olmamasma ragmen). Hamile domuz ve guena domuzlarinda kurkuminin embriyo
yada hamilelik {izerinde olumlu yada olumsuz higbir etkisine rastlanmamistir

[Vijayalaxmi 1980] [Jheng-Yu vd., 2007].
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2.2.7. Kurkuminin Genotoksik Ve Apoptotik Etkileri

Kurkumin (CR), klorojenik asit (CGA) ve B-karoten (BC) in y-radyasyona
kars1 koruyucu etkisi, fare kemik iliginde in vivo olarak calisilmis ve polikromatik
eritrositlerde mikronukleus miktarina bakilmistir. y-radyasyon (1.15) Gy; 0.05 Gy/s)a
maruz birakilan hiicrelerde MN seviyesi artmistir. Hem radyasyon hemde CGA (50,
100 ve 200 mg/kg b.w.), CR (5, 10 ve 20 mg/kg b.w.) ve BC (0.5 and 2.5 mg/kg
b.w.) ye maruz birakilanlarda ise polikromatik eritrositlerdeki mikronukleus miktar1
doza bagli olarak azalmistir. Boylece kurkumin klorojenik asit ve f-karotenin, 1v-

radyasyona kars1 koruyucu etkisi kanitlanmistir [Abraham vd., 1993].

Cao ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada; In vitro ortamda HepG2
kullanan ekip kurkumini tek basina ve siklofosfamid (CP) ile kombinleyerek MN
yontemi ile test etmistir. 8 ve 16 ug/ml lik konsantrasyonlardaki kurkumin MN
oranmi arttirrken, 2 pg/ml liikk konsantrasyondaki kurkumin CP nin toksik etkisini

azaltmistir [Cao vd., 2007].

Bandyopadhyaya ve arkadaslar1 kurkuminin etkilerini nikotine karsi test
etmiglerdir. Nikotin her ne kadar sigara yoluyla akcigerlere solunsada karacigerde
metabolize edilmektedir. Bu ylizden doku olarak sican karacigeri secilmistir.
Karacigerdeki toplam DNA konsantrasyonu 6l¢iimii ve komet testi kullanilmastir.
Nikotine maruz birakilan disi siganlarin karacigerlerindeki toplam DNA miktar1
kontrol gurubuna goére anlamli seviyede azalmistir. Komet testi ile DNA hasari
olgiildiigiinde ise DNA hasar1 kontrol gurubuna kiyasla anlamli seviyede artmistir (p
< 0.001). Bu diyete ek olarak kurkumin eklendiginde ise sadece nikotinin
kullanildig1 deney gurubuna kiyasla karacigerdeki toplam DNA miktar1 artarken,
komet testi Olgtimlerindeki DNA hasar1 azalmistir (p < 0.01). Sadece kurkuminin

kullanildig1 grupta ise toplam DNA miktar1 en yliksek seviyede ¢ikarken, komet
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testindeki DNA hasar1 oram1 en disik seviyede ¢ikmustir (p < 0.001)[
Bandyopadhyaya vd., 2008].

Tiwari ve ark. tarafindan kurkuminin, sulardaki kirleticilerden olan arsenik
(As) ve florid (F) e karst koruyucu etkisi arastrilmistir. Insan periferal kan
lenfositleri kullanilmis ve dokuz deney gurubu olusturulmustur (negatif kontrol,
pozitif kontrol (EMS; 1.93 mM), sadece kurkumin(1.7 uM), sadece kimyasallar As
(1.4 uM), F (34 uM) ve kutkumin+ kimyasallar). 24 saatlik uygulamanimn sonunda,
hiicre kiiltiirleri; kromozomal aberasyonlar (hem sayisal hem yapisal) ve komet testi
ile test edilmistir. Calisma sonucunda kurkuminin varligi; hem arsenik hem de

floridin toksik etkilerini azaltmistir[ Tiwari vd., 2010].

Srinivasan ve ark. tarafindan, Kurkuminin radyoaktiviteye karsi koruyucu
etkisi primer sican hepatosit kiiltiirlerinde test edilmistir. Siiperoksit dismutaz,
katalaz gibi antioksidanlarin Ol¢iimii yapilmis ve komet testi kullanilmistir.
Kurkumin kullanilmayan guruplarda radyasyondaki doz artisina bagli olarak (1, 2 ve
4 Gy) DNA hasar1 artmistir. Kurkumin eklendiginde (1, 5 ve 10 ug/ml) DNA hasari
doza bagli olarak azalmis ve antioksidan enzim seviyeleri artmistir [Srinivasan vd.,
2007].

2.3. SICANLAR

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Mammalia
Takim: Rodentia
Familya: Muridae

Cins: RattuTir: Rattus rattus ve Rattus norvegicus
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Sicanlar bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik ¢aliymada deney hayvani olarak
kullanilmaktadir. Tercih edilmesinin nedeni ¢abuk iireyebilmesi, deney
uygulamalarinda kullaniminin ve bakiminin kolay olmasi ve kisa siirede genetik
acidan benzer nitelikte gruplar olusturulabilmesidir. Gibbs ve ark. tarafindan sicanin
genetik haritasmin ¢ikarilmasinin ardindan genetik ¢alismalarda da ¢ok fazla tercih

edilen bir laboratuvar hayvani haline gelmistir [ Gibbs vd., 2004].

Sicanlar tliysiiz, gozleri ve kulak kanallar1 kapali olarak dogarlar. Yavru
sayist ve dogum agirlig1 birbiriyle ters orantilidir. Kulak kanali 2,5-3,5 giinliikken,
gozler 14-17 giinliikken agilir. Hayvanlar 7-10 giinliik yasa ulastiklarinda tiiyleri
timiiyle ¢ikmug olur. Siitten kesilme 21. giinde sekillenir. Bu yastaki sigan yavrulari
su icmeye ve yem tliketmeye baslamislardir. Disilerde fertilite 7-9 aylik yasa
ulastiklarinda azalmaya baglar. Erkeklerin iireme yetenekleri disilere gore daha uzun
stirer fakat iki yasina yaklagsmis erkek sicanda iireme yetenegi azalmaya baglamistir.
Bizim ¢alismamizda kullandigimiz sicanlar 5 haftalik erkek siganlardir. Sekil 2.9.de

kullanilan si¢anlarin anatomik yapis1 gosterilmektedir [Soylu, 2012].

2.3.1. Davranig

Sigcanlar nokturnal hayvanlar olduklarindan, daha ¢ok gece ve sabaha dogru
aktivite gosterirler. Glin 15181 almayan odalarda barindirilan siganlarmn 1sik-karanlik
dongiileri degistirilerek hayvanlarin  giindiiz aktif olmalar1 ve bdylelikle
arastirmacilarla ayni zamanda uyanik kalmalar1 saglanabilir. Bu degisimin
gerceklesebilmesi igin iki haftalik bir uyum siiresi gereklidir [Soylu, 2012]. Bu
calismada kullandigimiz siganlar zaten calismanin yiiriitiildiigii Mersin Universitesi

Hayvan Deneyleri Arastirma Merkezinde {iretilmis ve burada biiylimiis hayvanlardir.
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Sekil 2.9. Siganlarin anatomik yapisi.
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.3.2. Cevre Ve Viicut Isis1

Sicanlar 10 °C ile 30 °C arasindaki ¢evre sicakliklarina uyum saglayabilirler.
Ancak sicanlar i¢in optimal ¢evre sicakligi 20 °C ile 26 °C arasidir. Erkek sicanlarin
yiiksek ¢evre sicakliklarma (31,6 °C - 32,5 °C) maruz kalmas1 geri doniisiimsiiz testis

harabiyetine, disilerde ise laktasyonun normal seyrinin bozulmasma neden

olabilmektedir [Faith vd., 2006] [whishaw vd., 2006][Soylu, 2012].

2.3.3. Tsik

Uygulanan 1s1k siiresinin dstrus siklusunun uzunlugu iizerine 6nemli bir etkisi
vardir. Aydinlik/karanlik siiresi 12 saat/12 saat olan siganlarda Ostrus siiresi 4 gilin
iken, 16 saat/8 saat olan hayvanlarda Ostrus 5 gilindiir. Hayvanlar giin igerisinde 22
saat siireyle 1s1ga maruz birakildiklarinda ise Ostrus siklusunun diizensizlestigi ve

hayvanlarmn tireyemedikleri goriilmiistiir [Faith vd., 2006] [Soylu, 2012].

2.3.4. Dolasim

Diger memelilerden farkli olarak ve baliklardakine benzer sekilde kalbin
ekstrakoroner damarlarla da baglantis1 s6z konusudur. Kalp kas1 aksiyon potansiyeli
kalp atim sayis1 fazla olan hayvanlarda daha kisa siireli sekillenmektedir. Insanda
kalp kas1 aksiyon potansiyeli 200-500 msn iken yetigkin siganin kalp kasi aksiyon
potansiyeli yaklasik 100 msn’dir [Langer vd., 1978][Soylu, 2012].

2.3.5. Hematoloji

Hematopoezis kemik iligi ve dalakta gerceklesir (Sekil 2.10). Geng bir
sicanin kemik iliginde hiicre profili % 45 oraninda lenfositlerden olusurken
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yetiskinde bu oran % 5’tir. Kemik iliginde olgunlasan graniilositlerde siganlara 6zgii
olarak yiiziik formunda ortasi delik hiicrelere rastlanir. Yiizik gortinimli

graniilositler myelosit ve metamyelosit arasinda bir gecis formudur.

Kalpten alinan kan 6rnekleriyle karsilastirildiginda kuyruk venasindan alinan
kan orneklerinde akyuvar sayis1 belirgin olarak yiiksektir. Ayrica kuyruk venasmdan
ve periorbital siniisten alinan kan orneklerinde hemoglobin ve hematokrit degerleri
kalpten alinan kana gore daha diistiktiir. Uygulanan kan alma tekniginden bagimsiz
olarak arteriyel kan ventz kana gore daha az sayida akyuvar ve serum protein
diizeylerine sahiptir. Kan parametrelerine dair en tutarli degerlerin sag kalpten
alinan kanda yapilan 6l¢timlerde elde edildigi bildirilmektedir. [Halpern vd., 1957]
[Jain vd., 1993] [Schwabenbauer vd., 1991] [Smith vd., 1986].
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Sekil 2.10. Kan hiicrelerinin olusumu
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Mikronukleus miktarinin saptanmasi i¢in mikroskop altinda c¢ekirdekli
hiicrelerden polikromatik eritrositler sayilir. Komet testi i¢in ise hangi c¢ekirdekli
hiicre olduguna bakilmaksizin tiim kan hiicrelerindeki DNA go¢ii dikkate alinir.

Sekil 2.11 da polikromatik eritrositlerin olusumu gdsterilmistir.

proeritroblast bazofilik
eritroblast

polikromatofilik
normoblast eritroblast

i-®
!

polikromatofilik
eritrosit

e~ 0

eritrosit

Sekil 2.11. Polikromatik eritrositlerin olusumu.

Eritropoezis asamasinda son mitozdan sonra kemik iligindeki eritroblastlar
polikromatik eritrositlere (PCE) doniisiirken ¢ekirdeklerini kaybetmekte ve bu sirada
meydana gelen kromozomal hasar sitoplazmada MN olusumuna neden olmaktadir.

MN igeren tam olarak olgunlasmamis (polikromatik) eritrosit sayisindaki artis
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kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi sonucu meydana gelen sitogenetik

hasarm bir gostergesidir.

Mikroskopta her preparat {lizerinde rastgele 1000 adet PCE sayilir ve bunlarin
icerisindeki MN tasiyanlarin sayilar1 tespit edilerek yiizdeleri ¢ikarilir. PCE’ler
gelisimlerinin ara asamasinda olan, olgun olmayan eritrositlerdir. Yapilarinda hala
ribozom bulundururlar ve ribozomlarin boyanma 6zelliklerinden dolayi, geligsimlerini
tamamlamis olgun normokromatik eritrositlerden (NCE) ayirt edilebilirler. NCE’ler
151k mikroskobunda mavi-yesil aras1 bir renkte goriiliirken, daha biiyiik olan PCE’ler
sarimst1 turuncu renkte goriilmektedirler. PCE’lerin icerisinde olusan MN’ler ise, ana
cekirdegin tigte bir ya da daha az ¢apinda, boyanma 6zelligi ana ¢ekirdegin boyanma
ozelligi ile ayni, yuvarlak sekilli, koyu mavi renkli olmasi nedeni ile kolaylikla ayirt

edilebilmektedirler [Sekeroglu vd., 2011].

Kandaki bir diger c¢ekirdekli hiicre grubu ise lenfositlerdir. Lenfositlerin en
onemli Ozelligi, eritrosit, graniilosit, trombosit gibi birer ug¢ (son) hiicre
olmamalaridir. Lenfositler boliinebilen ve yeni lenfositler verebilen hiicrelerdir.
Immunojenik(antijenik) bir uyar1 ile karsilastiklarinda, morfolojik déniisiim gosterir,
farklilagir ve ¢ogalirlar. Siradan bir insan viicudu ortalama 102 lenfoid hiicre igerir
ve lenfoid doku toplam viicut agirliginin %2 sini olusturur. Lokositlerin %20-40
kadar1 lenfositlerdir. Lenfositler i¢in normal deger bir litre kanda (1-5)x10°dur.
Lenfositozis (kandaki lenfosit sayist>5x10%L) viral enfeksiyonlara (EBW, CMV,
HIV, TBC, toksoplazmolizis gibi kronik enfeksiyonlar) tepki olarak olusur. Ayni
zamanda KLL(kronik lenfosit kosemi) ve bazi lenfoma hastaliklarinda da ortaya

cikar.

Morfolojik agidan lenfositler tice ayrilir;
1) Dar sitoplazmali kiigiik lenfositler; kandaki 16kositlerin en kiigtigiidiir (10pum).
Mavinin degisik tonlarinda boyanabilirler ayrica sitoplazma ¢ok dar ve graniilsiizdiir

. Cekirdek ¢ap1 yaklasik 9 um’dur.
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2) Genis sitoplazmal1 biiylik lenfositler; lenfositlerin yaklagik % 10'unu olusturur.

Acik gok mavisi renginde boyanan, nisbeten genis bir sitoplazmasi vardir.

3) Sitoplazmalar1 graniilli biiyiik lenfositler.

Islevsel acidan lenfositler;

Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer); dogal bagisikligin bir parcasi sayilirlar ve

konagm Tiimorlere ve viriislerle enfekte olmus hiicrelere karsi savunmasinda en
biiyiik rolii oynarlar. Dogal 6ldiiriicti hiicreler, tiimorleri ve enfekte olmus hiicreleri,
normal ve enfekte olmamig hiicrelerden ayirabilmek i¢in smif 1 Major
Histokompatibilite Kompleksi denen yiizey proteinlerinin hiicrelerdeki diizeyini
algilarlar. Dogal oldiriicii hiicreler, interferonlar denen sitokinlere yanit olarak
islevsel konuma gelirler. Islevsel dogal oldiiriicii hiicreler sitotoksik graniiller

salgilayarak hedef hiicreleri 6ldiirtirler.

T-Lenfositleri (Thymus Dependent); kanda dolasan biitiin lenfositlerin % 80'ini
olustururlar. Hiicresel bagisikliktan sorumludurlar. Ayrica B lenfositlerin
aktivasyonunda gorevleri vardir. T lenfositler efektor hiicre haline geldikleri zaman

farklilasarak Yardimci ve Sitotoksik T lenfosit olarak gorev yaparlar.

B-Lenfositleri (Burssa Fabricus Dependent); ise humoral bagisiktan sorumludurlar.

Antikor tretirler.
2.3.6. Karaciger

Bu tez caligmasinda kullanilan diger bir materyal ise sican karacigeridir.
Karaciger; proteinlerin iiretilmesi ve depolanmasi, protein metabolizmalarinin bir¢gok

yan lretimlerinin tanzim ve kontrol edilmesinden sorumlu organdir. Bunlarin yani

sira;
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-Sekerin depolanmasi ve kanda bulunmasi gereken seker miktarmin ayarlanmasi.
- Viicuttaki toksik maddelerin nétralize edilmesi.

-Depo edilmis yaglarin kullanilmasi.

-Kanin pihtilagsmasi i¢in gerekli maddelerin tiretilmesi.

-Safra ve safra tuzlarinin iiretilmesi.

-Kirmizi kan hiicreleri ve baska kan elemanlarinin iiretimi i¢in gerekli ve 6nemli olan
maddelerin iiretimi ve depolanmasi.

-Safra salgilanmasi.

-Viicut 1s1sinin ayarlanmasi,

-Viicudun ihtiyaci olan su ve vitaminlerin dengesinin saglanmasi,

-Kan miktarmi ayarlanmasi,

-Hormonlarin gorevleri iizerinde belli etkiler gibi pek ¢ok gérevi bulunmaktadir.

Biitiin bunlar insan karacigerinin, sigan karacigeri ile gorev bakimindan ortak
olan Ozellikleridir. Gorev bakimindan sigan ve insan karacigeri benzer 6zelliklere
sahip olsada morflojik ag¢idan bazi farkliliklar1 bulunmaktadir. Insan karacigeri tek
lobdan meydana gelirken sigan karacigeri dort lobdan meydana gelmektedir. Ancak

bu loblar arasinda gorev dagilimi bakimindan bir farklilik bulunmamaktadir.

* Orta veya sistik lob: Merkezde yarik vardir.

» Sol lateral lob: Biiyiiktiir ve kismen stoma(agiklik)lar vardir.

* Sag lateral lob: Anterior ve posterior olmak iizere kismi bir ayrigimi vardir.
Orta lob tarafindan gizlenmistir.

* Uc yada kuyruk lob: Kiigiiktiir, mide ve 6zefagus tarafina ¢ok belirgin bir

kivrim yapar (Sekil 2.12 ve 13).
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Sekil 2. 12. Sigan karacigerindeki loblar.

Sekil 2.13. Fotograf Michigan State tiniversitesindeki 'Sigan karacigerinden
hepatositlerin izolasyonu' adl1 bir ¢caligma esnasinda ¢ekilmistir. Karaciger

perfiizyon metodu ile kanin uzaklastirildig1 bir sigan karacigeri goriilmektedir
(Kodak DX4900 camera 2004-04-27
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2.3.7. Solunum

Akcigerin agirligi viicut biiyiikliigi ile orantilidir. Fakat akcigerin yiizey alani
tiikketilen oksijen miktariyla orantilidir. Bu nedenle alveol ¢api, birim canli agirlik
basma tiiketilen O,’nin ifadesi olan metabolik hiz ile iliskilidir. insan ve siganin
alveol genislikleri karsilastirildiginda, sigandan 17 kat daha agir olan bir insanda
alveol capmin sadece lic kat daha genis oldugu goriilmektedir (yetiskin sicanda
alveol ¢ap1 70 pum, insanda 200-250 pum’dir). Aym sekilde toplam akciger yiizey
alan1 karsilastirildiginda ise insanin sicandan sadece 10 kat daha genis bir yiizey
alanina sahip oldugu goriilmektedir (toplam akciger ylizey alan1 400 g agirhiginda bir
sicanda 7,5 m’ iken, 70 kg agwrligindaki bir insanda 75m?'dir) [Hofstetter vd.,
2006][Soylu, 2012].

2.3.8. Sindirim Sistemi

Yarig1 olan bir iist dudaga ve tam bir alt dudaga sahiptir. Her iki ¢cenede de iyi
gelismis kesici digler bulunur. Koépek disleri yoktur fakat bunlarin yerinde diastema
ad1 verilen bir bosluk bulunur ve yanak buraya dogru girinti yapar. Bu girinti
kemirme mekanizmas1 ile gerideki yanak boslugu arasinda bir smir olusturur.
Ozefagusun mideye girdigi noktada, 6n mide ve bezsel mideyi aywran anatomik
smirin yarattigi katlanma nedeniyle sicanlar kusamazlar. Sigcanlarin bu 6zelligi bizim
bu tez ¢alismamizda, kimyasali gavaj yontemiyle uyguladigimiz i¢in ¢ok biiyiik
avantaj sagladi. Sicanlar omnivor hayvanlardir. Bu nedenle laboratuvar yemi
yapiminda hem bitkisel hem de hayvansal kokenli yem maddeleri kullanilmaktadir.
Hem etkili bir enzimsel sindirim, hem de gelismis bir sekuma sahip olduklarindan
etkili bir fermentatif sindirim yapabilme 6zellikleri vardir. Genellikle 2-3 y1l yasarlar
ancak daha diisiik kalorili besinlerlbeslenen siganlarin daha uzun siire yasadiklari

bildirilmektedir [Soylu, 2012] [Hofstetter vd., 2006] [Wu vd., 1994][Poyraz, 2000].
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Cizelge 2.5. Siganlara ait bazi fizyolojik degerler [Kaya vd., 2010] [Soylu, 2012].

Eriskin viicut agirhig (disi) 200-300 g

Eriskin viicut agirhigi (erkek) 300-500 g

Dogum agirligi 5-6 g

Viicut yiizey alan1 230 cm2/50 g ;

250 cm?/130 g ;

325 cm?/200 g

Viicut sicakligi 35.9-37.5 °C

Yasam stiresi b2.5-3.5 y1l

Gida tiiketimi 5-6 g/100 g CA/giin

Su tiikketimi 10-12 ml/100 g CA/giin

Gastrointestinal kanal gecis zamani 12-24 saat

Sekstiel olgunluk (disi) 65-110 giin (13 hafta)

Sekstiel olgunluk (erkek) 65-110 giin (13 hafta)

Siklus uzunlugu 4-5 giin

Ostrus siiresi 14 giin

Gebelik stiresi 21-23 giin

Yavru sayisi 6-12

Dogurganlik siiresi 350-440 giin

Isik periyodu (aydinlik / karanlik) 12 / 12

Oksijen tiiketimi (250 g CA igin) 0.84 (0.68-1.10) ml/g/saat

Kalp atim sayis1 250-500/dak

Kan voliimii 54-70 ml/kg

Kan basinci 84-134/ 60-68 mmHg

Kan voliimii 57.5-69.9 ml/kg

Eritrosit sayis1 (RBC) 5-10 x 106 /mm°

Hematokrit (PCV) % 36-57

Hemoglobin (Hb) 11-18 g/dl

Ortalama alyuvar hacmi (MCV) 46.0-65.0 fl

Ortalama alyuvar Hemoglobini (MCH) 11.9-19.0 pg

Ortalama alyuvar hemoglobin

konsantrasyonu (MCHC) 25.9-35.1 g/dl

Lokosit sayist (WBC) 3-17 x 103/mm®

Notrofil % 9-34

Lenfosit % 65-85

Eozinofil % 0-6

Monosit % 0-5

Bazofil % 0-1.5

Trombosit sayis1 (PLT) 500-1300 x 103 /mm®

Idrar pH 7.3-8.5
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2.4. APOPTOZ

Organizma stirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken,
varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve boylece denge
korunmaktadir. Hiicre dliimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptoz ve nekrozdur. Her
ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar
sonucu hiicre 6liimii meydana gelmektedir [Ameisen vd., 1996] [Thompson vd.,
1995] [ Kiess vd., 1998] [Y1lmaz, 2005].

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim ilk olarak 1842
yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir. Programlanmais hiicre 6liimii terim olarak ilk
kez 1965 yilinda kullanilmistir. Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve
arkadaglar1 tarafindan kullanilmistir [Kerr vd., 1972]. Kerr, fizyolojik olarak &len
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin pargalarint gozlemlemis ve
organellerin iy1 korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak

adlandirmastir.

Koken olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da
"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamimna gelmektedir [Touchette vd., 1991]. Hiicre
proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmasi gereken
hiicre sayis1 da apoptoz ile belirlenir [ Bellamy vd., 1995] [Cummings vd., 1997].
Apoptoz ve mitoz dokuda stirekli bir denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimii,
hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apoptoz ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir

[Majno vd., 1995] [Schwartzman vd., 1993][Y1lmaz, 2005] [Karakas, 2010].

Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozu, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'smin
elektroforetik jel ayrimmi yaparak, hiicrede DNA biitiinligliniin kalmadigini,
apoptotik hiicre igin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA kirilim bantlarinin

olustugunu gostermistir [ Wyllie vd., 1980].
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1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri
iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin dogrudan apoptozu se¢medigini,
hiicre 6liimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini
bildirmistir [Cohen vd., 1993]. Boylece apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir
hiicre olimii oldugu ortaya cikmistir. Apoptoz genetik olarak kontrol edilen
fizyolojik mekanizmalarla yeniden diizenlenir [ Cohen vd., 1993]. Nekrozda hiicre
siser, mitokondri genisler, organeller ¢6ziiniir, plasma membrani yirtilir. Sitoplazma
materyali hiicre digina gegerek inflamasyona neden olur. Apoptoz sirasinda ise
plazma membrani yirtilmaz. Apoptozun gerceklesebilmesi icin yiiksek ATP
seviyelerine ihtiyac vardir. Hiicre ici ATP seviyesi hiicrenin apoptoz veya nekroz ile
Olecegine yon verir. Bu da mitokondrinin 6nemini apoptozun erken fazinda
gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan
enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir. Apoptoz hiicre i¢i yada hiicre dis1
sinyallerle tetiklenebilir(Cizelge 2.6). Apoptoz, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi
kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu

ile karakterizedir [Gavrieli vd., 1992] [Karakas, 2010] [Y1lmaz, 2005].

Apoptotik hiicre dliimiindeki biyokimyasal ve morfolojik degisimler, aspartik
asit spesifik proteazlarin sistein gruplarmin aktivasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Bu proteazlara kaspaz (“caspase”= cysteine —containing aspartate
specific proteases) adi verilmektedir. Kaspaz aktivasyonu apoptozun en belirgin
Ozelligi olup bu mekanizmanin anahtar elemanlar1 C. Elegans’tan Drosophila
melanogaster’e sonugta memelilere kadar evrim siiresince korunmustur. Apoptotik
hiicre Oliimiinde C. elegans'da dort gene (ced-3, ced-4, ced-9 ve egl-1) ihtiyag
duyulmaktadir. Ced-3 bir sistein proteaz olup interleukin-1f doniistiiriicii enzimin
(ICE, IL-1B converting enzyme) homologudur ve su anda kaspaz-1 olarak
bilinmektedir. Sonraki diger 13 kaspaz ise memelilerde tanimlanmis olup bunlardan
bazilar1 inflamasyonda rol alirken bir kismi da programli hiicre Sliimiinde yer
almaktadir. Insanda tanimlanmis olan kaspazlar ve alternatif isimleri Cizelge 2.7 de

gosterilmistir [Karakas, 2010]
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Cizelge 2.6. Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i ve dis1 ajanlar [Karakag, 2010].

Hasara Bagli
Fizyolojik Aktivatorler Indiikleme Tedavi Ajanlar1 Toksinler
Kemoterapdtikler
TNF ailesi . :
Sisplatin,
(FasL, TNF) Is1 soku Bleomisin Etanol
Transforming growth o
Beta-amiloid
factor beta (TGF) Viral Enfeksiyonlar Gama radyasyon | peptit
Norotransmitterler;
Glutamat,dopamin Bakteriyel toksinler UV radyasyon
Biiylime faktorlerinin
seviyesinde diisiis Onkogenler
Kalsiyum T{imor supresor gen
Glukokortikostreoitler | Sitotoksik T hiicreler
Oksidanlar
Serbest radikaller
Besin eksikligi ve
Antimetabolitler

Yapi ve islevlerine gore kaspazlar 3 grupta toplanmustir:

1. Baglica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar sunlardir: Kaspaz-1 (ICE),
Kaspaz-4, Kaspaz-5, Kaspaz-11, Kaspaz-12, Kaspaz-13 ve Kaspaz-14. Sitokin
salinimi ve uyarilmasindan sorumludurlar fakat Kaspaz-1 ve Kaspaz-4 apoptozda da
rol oynar. Ayrica kaspaz -1, -4, -5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler [Karakas, 2010].

2. Cesitli hiicresel proteinleri pargalayan ve kiiciik baglanma bolgeleri olan

apoptozu yiiriiten kaspazlar, Kaspaz-3 (CPP32/Yama), Kaspaz- 6 ve Kaspaz-7’dir.
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Bunlara Sinif II ya da sonlandiric1 (effektor) kaspazlar da denilir. Yapisal ve
biyokimyasal kanitlar, aktif kaspazlarin her biri bir aktif bolgeye sahip benzer
katalitik birimlerin baglanmasi ile olusan dimerler oldugunu go6stermistir.
Kaspazlarin aktif formdaki ii¢ boyutlu yapisi, her katalitik {initenin bir biiylik ve bir
kiigiik alt birimden olustugunu gostermistir. Bu alt birimler, tek bir prekiirsor
molekiiliin alt birimleri birbirinden ayiran linker bdlgeden kirilmasi ile olugsmaktadir.
Tim sonlandirict kaspazlar linker bolgedeki proteolitik kirilma ile aktive
edilmektedir [Karakas, 2010].

3. Sinyal iletiminde yer alan ve efektdr kaspazlari aktive eden aktivasyon
kaspazlari, kaspaz-2, kaspaz-8 (FLICE/MACH), kaspaz-9 ve kaspaz-10’dur. Siif I
ya da baslatict (initiatér) kaspazlardir. Pro-enzim veya zimojen olarak
sentezlenmekte olup bir proteolitik kaskad ile aktive edilirler. Baslatici/aktive edici
kaspaz kendinden sonraki kaspazi kirar ve aktive eder, aktive olan kaspaz da bir
sonraki kaspazi aktive eder ve kaskad bu sekilde devam eder. Kaspazlarin sadece
ihtiya¢ duyuldugunda aktive olmasimi saglamak i¢in kaspaz kaskadindaki baglangi¢
aktivasyonu bagimsiz, kontrollii ve hataya karsi giivenli bir mekanizmaya ihtiyag

duymaktadir.

Baglatic1 kaspaz zimojenleri hiicre i¢inde inaktif monomerler olarak
bulunurlar ve bu monomerik zimojenlerin aktif konformasyona gegebilmeleri i¢in
dimerizasyona ihtiyaglar1 vardir. Bu dimerizasyon olay1 aktive edici bir multiprotein
kompleksi tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2.14). Efektor kaspazlarin aksine
baslatict kapsazlarin aktivasyonu ve regiilasyonu oldukca komplekstir. Baslatic
kaspazlari aktive olmasi i¢in spesifik adaptor proteinlere ihtiyag duyulmaktadir.
Kaspaz-2’nin aktivasyonu i¢in PIDDosome, kaspaz-8’in aktivasyonu i¢in DISC’e ve

kaspaz-9 aktivasyonu igin ise apoptozoma ihtiya¢ duyulmaktadir [Karakas, 2010].
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Cizelge 2.7 Insan kaspaz ailesi [Karakas, 2010].

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-lIl, 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
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LIIDUIZ D

Aktif Kaspaz Dimeri

Sekil 2.14 Kaspazlarin aktivasyonu [Griitter, 2000].

2.4.1. Apoptozda Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 in Yeri ve Onemi

Yapilan c¢alismalar kaspaz-3 geninin 4 numarali kromozomun uzun kolunda
(4933-g35.1) lokalize oldugunu gostermistir. Kaspaz-3, 2.6 kb’lik bir mRNA
tarafindan kodlanmakta olup hemen hemen tiim doku ve hiicre tiplerinde
bulunmaktadir. 277 amino asitten olusan (32 kD) proenzimin proteolitik kirilmasi
sonucu p20 ve pll olarak adlandirilan iki alt iinite olugsmaktadir. Bu iki alt {inite
dimerize olarak aktif enzimi olusturmaktadir [Fernandes-Alnemri T, 1994][Karakas,
2010] [Y1lmaz, 2005].

32 kDa’luk kaspaz-3 prekiirsorii (prokaspaz-3 veya pro-CPP32) CED3 proteini

ile % 35 benzerlik gostermektedir [Fernandes-Alnemri, 1994]. Kaspaz-3 aktivasyonu
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ICE (kaspaz-1), kaspaz-9, granzim B ve Mch4 (kaspaz-10) araciligi ile
gerceklesmektedir. Granzim B ve kaspaz-10 tarafindan Aspl175°den prokaspaz-3’iin
kirilmas1 sonucu p20 ve p12 altiiniteleri olusur. P20 ve p12 alt iiniteleri de birleserek
aktif kaspaz-3 dimerini meydana getirir [Fernandes-Alnemri T 1996] [Karakas,
2010].

Yapilan ¢alismalar, Kaspaz-3’tin katalitik sistein residiisiindeki mutasyonun,
kaspaz-3 aktivitesini durdurdugunu goéstermistir [Fernandes vd., 1994]. Ayrica
kaspaz-3  aktivasyonunun apoptoz swrasindaki birgok uyaran tarafindan
baglatilabilecegi de gosterilmistir. Bunlar arasinda Fas-ligasyonu, radyasyon,
bliylime faktorii eksikligi sayilabilir. Sitotoksik T-hiicreleri tarafindan salinan

granzim B’nin de kaspaz-3’ii aktive ettigi gosterilmistir.

Kaspaz-3’iin hedefi olan ¢ok sayida protein bulunmaktadir. Bunlar arasinda
poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP; DNA tamiri), UI-70K, hnRNP CI ve C2 (MRNA
islenmesi), sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler (SREBP, Sterol Regulatory
Element Binding Proteins, sterol biyosentezi) ve DCGDI (hiicre iskeletinin
organizasyonu) sayilabilir. Ek olarak kaspaz-3 kaspaz kaskadindaki bir¢ok proteazin
aktivasyonuna da katilir. Bunlar kaspaz-2, kaspaz-6 ve kaspaz-7’dir [Fernandes-
Alnemri vd., 1996]. Aktive olan bu proteazlar ise diger hiicresel proteinlerin

par¢alanmalarmi katalizler (Sekil 2.15).

Bu caliymada kullanilan diger bir protein kaspaz 8 dir. Kaspaz 8 geni
tarafindan kodlanir ve hiicrenin apoptozunda diizenleyici olarak merkezi rol oynar.
Proenzim olarak sentezlenir. Bir prodomain, bir biiyiik proteaz alt iinite ve bir kiigiik
proteaz alt iinitesinden olusur. Enzimin aktiflesmesi, biiyiik ve kiigiik heterodimerik
alt iinitelerin, proteolitik yarilmalariyla olur. Bu enzim FAS ve diger apoptotik dis

uyaranlar yoluyla apoptoz yolaginda gérev yapar. Disardan gelen bir 6liim sinyaliyle
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uyarilan N-terminal FADD, kaspaz 8 proenzimini aktiflestirir ve apoptoz siirecini
baslatr. Bu protein huntington hastalarinin etkilenmis beyin alanlarinda

tanimlanirken, herhangi bir ndrodejeneratif problemi olmayan saglikli kontrol

gruplarinda goriilmemistir.

Hiicre disi

Hicre igi

| Pro kasp?B |
[ |0

‘s.

© @P(-1) apoptoz

N

Sekil 2.15. Kaspaz 3 ve 8’in apoptozdaki yeri ve dnemi.

2.4.2. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptozun indiiklenmesinde 3 tip sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir.
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz olugturulmasi.

2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme.

3. Endoplazmik Retikulum aracili apoptoz olusturulmasi.
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4.2.1. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptoz olusturulmasi[ Yilmaz, 2005].

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak iizere sitokrom-c ihtiva
eder. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre
oliimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli rol teskil eder). Bu yolda mitokondri
tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9
bulunmaktadir [ Takagi vd., 2003] [Hu vd., 1999]. Ko-faktor nukleotid trifosfat (d-
ATP ve ATP) ile aktive edilen sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u aktive
eder. Aktiflesmis kaspaz-9 da kaspaz-3’ii aktive ederek diger kaspaz kaskadinin
tetiklenmesini saglar (Sekil 2.16).

ilk adim: apoptozom olusumu

Apaf 1

Sitokrom C

Prokaspaz 9

Kaspazin aktiflesmesi

Sekil 2.16 .Apoptozom olusumu (Apaf-1 + kaspaz 9
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Baglanti 1 Baglanti 2

CARD CED-4 WD-40 (7) l WD-40 (6)

1 98A B 4241 1248

Sekil 2.17. Apaf molekiiliiniin genetik yapisi.

Apaf-1 1194 amino asitten olusan 130 kd’luk bir protein olup sitokrom-c’ye
baglanarak kaspaz-9 aktivasyonunu saglamaktadir. Apaf-1 proteini, Ced-4’e
homolog olan dATP/ATP baglayan bdlgesi, kaspaza baglanan CARD (caspase
recruitment domain) bdlgesi, ve apaf-1’in negatif regiilasyonundan sorumlu WD-40
tekrar bolgelerini icermektedir (Sekil 2.17). Yapilan c¢alismalarda kaspaz-9’un
sitokrom-c ve dATP’ye bagli bir mekanizma ile apaf-1’e baglandigi ve bdylece
aktive oldugu tespit edilmistir. Apaf-1’in kaspaz-9’a baglanmasi her iki proteinde de
bulunan kaspaz toplanma bdlgeleri (CARD, caspase recruitment domain) araciligi ile

gerceklestirilmektedir.

Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer alir

[Choi vd., 2001]. Bcl-2, Apaf-1 proteinini baglar (Sekil 2.18). Bcl-2 neden oldugu

52



Eke, D. 2013. Perflorooktan Siilfonat ve Kurkumin Bilesiklerinin Sican Karaciger ve Kan Dokularinda Genotoksik ve

Apoptotik Etkilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

internal hasarla mitokondride gatlaklar olusturarak Apaf-1 ve Sitokrom-C salinimima

yol acar. Bu iki protein kaspaz-9 molekiillerine baglanir [ Takahaski vd., 1999]

Apoptotik sinyal

y

14&-';.
Bagd

De fosforilasyon

Anti apoptotik protein olan
Bad lar 6nce serbest kalir.
Sonra Bcl-2 ye baglanir.

Apaf 1

Kaspaz 9
") /)._——' G

porlardan
sitokrom C
salinimi

Sltokrom c Apoptozom olusumu

Kaspaz
kaskadi(selalesi)

Sekil 2.18. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozun tetiklenmesi.

Bu proteolitik aktivitenin kaskadi kan pihtilasmas1 ve kompleman
aktivasyonuna benzer. Terminal u¢ kaspaz-3'tur. Bu proteolitik aktivite ile
sitoplazmada yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin degradasyonu ve

hiicrenin fagositozu saglanir.

2.4.2.2. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi

Birbirini tamamlayan Olim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre
ylizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive
eden sinyaller yayilir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlari uyarir ve hiicrenin
fagositozuna yol acar (6rn:Sitotoksik-C hiicrelerinin hedef hiicre yiizeyine
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baglanarak Fas-L  iiretmesi sonrasi oligodendrositlerde goriilen apoptotik
dejenerasyon, oliim). SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantilidir. Bu reseptorler
timor nekroz faktor reseptor (TNFR) gen ailesinin iiyeleridir. Bunlarin apoptotik
hiicre 6liimiinii baslatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir.

Diger sistemlerde de oligodendrositlerde oldugu gibi apoptoz olusumunda
Fas ve p-75’in sorumlu oldugu gosterilmistir. Fas reseptOriiniin, Fas ligand (Fas-L)
ile karsilikl1 etkilesimi FADD (Fas bagimli 6liim domain proteini) araciligi ile olur
ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek apoptotik dongii baslar (Sekil 2. 19
ve 20) [ Banasiak vd., 1998].

* FAS LIGAND

v

1
e e
xxxxxxxullxxxxxxx
¥

FAS BCL-2

Yy

FADD \
¢ CytC e \
Kaspaz 8 | Arim | APOPTOZOM
\ Kaspaz 9
Kaspaz 3 & )
£

E25520 APOPTOZ

& >

@

Sekil 2.19. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi.
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Sekil 2.20. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi.

2.23. Endoplazmik retikulum aracili apoptoz olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid B ndrotoksisitesine katkida bulunan kaspaz- 12’ye
bagimli endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptotik yol tarif edilmistir. Bu yol
mitokondrial/sitokrom-c¢ ve 6liim reseptor aracili apoptozdan farkli bir yoldur. ER,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini iceren
bircok siirecte kritik dneme sahiptir . Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptoz i¢in esas teskil eden bir kaspazdir. Son ¢aligmalar gostermistir ki
Ca++ seviyelerinin yukselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile

prokaspaz-12 aktiflesir. Ayrica kaspaz-7 salimmi ile de prokaspaz-12 salinimi
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arasinda bir baglant1 bulunur. Aktiflesmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9
ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Son ¢aligmalar,
in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir (Sekil
2.21) [Rao vd., 2001] [Bao vd., 2003].

MITOKONDRI

s l ~ED @ q %

|

8 s
e Gast
B

-

Kaspaz 3 —>. APOPTOZ

Sekil 2.21. Endoplazmik retikulum aracili apoptoz olusumu.

2.4.3. Apoptozun Genetik Kontrolii

2.4.3.1. Antiapoptotik proteinler

Protoonkogenler normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir.
Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler,
hiicrenin asir1 biiylime ve boliinmesi dogrultusunda uyarmu gerceklestirir. Hiicrenin
biiylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise

adindan da anlagilacagi lizere tiimor baskilayict genlerdir [AKins vd., 1996] [Millerk
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vd., 1990] [Nowell vd., 1990]. Son yapilan ¢aligmalar, baz1 onkogenlerin ve timor
baskilayici genlerin programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini gostermektedir [ Caotes
vd., 1996]. Omurgalilarda apoptozu diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi
(bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve tiretimini sagladiklar1 proteinler de ayni
adlarla anilmaktadir [Nakano vd., 1997] [Wyllie vd., 1995].

p-53: Apoptozu diizenleyen bir diger gen, timor baskilayict p-53 genidir.
Hipoksi ve serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozu baglatir
(Sekil 2.22). DNA hasar1 olustugu zaman S fazina gegisi bloke eder. DNA tamiri igin
zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse hasarlanmig hiicreler apoptozla yok

edilir [Miyashita vd., 1994] [Spencer vd., 1996].

c-myc: Bir transkripsiyon diizenleyici faktor olan c-myc proteini, ortamda
bazi faktorlerin bulunmasma bagl olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptoza
ugramasina neden olur. C-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiylimesini programlar.
Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biiyiime faktorleri yoksa biliytime durur, her
ikisi de yeterli ise ¢ogalma olur, c-myc oldugu halde biiylime faktorleri yoksa

apoptoz goriilir [Evan vd., 1992] [Wagner vd., 1993].

Bcl-2 ve Bcl-xI: Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin
kontroliinde en O6nemli gruptur ve bir diizineden fazla iiyesi vardir. Bunlardan
bazilar1 apoptotik aktivitenin Onciileri iken (bax ve bad), digerleri antiapoptotik
(hiicre koruyucu) proteinlerdir. Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin 6lece§ine veya
yasayacagina karar verir. Bcl-2, ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-2
giiclii bir 6liim inhibitoriidiir. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c salinimin1
engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri membran disinda, endoplazmik retikulum
ve nukleer membranlarda bulunur. Bcl-2 ayrica Raf 1 ve kalsinorine baglanir
[Korsmeyer vd., 1992]. Bcl-x1 mitokondri membran disinda lokalizedir. Bcel-xI ve
Bcl-2 beraberce mitokondri membran gecirgenligini korurlar. Proapoptotik
proteinleri (Bax ve Bad) baskilayarak apoptozu engeller [Yilmaz 2005]. Bcl-xl

kaspaz aktivasyonunu, Apaf-1 tizerinden 6nler. Bax ve bad proteinleri etkilerini diger
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bir protein ailesi kaspazlar lizerinden gerceklestirir. Bunlarin sayisi da bir diizineden
fazladir. Kaspazlar sistein proteazlardir, aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya ¢ikar.
Kaspaz-9, bcl-2 ailesi tarafindan stimule veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-8,
TNF-a gibi sitokinler tarafindan aktive edilir [Keane vd., 2001] [Choi vd., 2001]
[Newton vd., 1998] [Y1lmaz, 2005].

APOPTOTIK UYARI
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r?!\” : A\ mitokondri
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Sekil 2.22. Apoptozun genetik kontrolii.

XIAP, clAP1, clAP2, NAIP: Antiapoptotik protein ailesinden apoptoz protein
inhibitorleri omurgali ve omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis
hiicre 6liimiiniin negatif diizenleyicileridir. Baz1 memeli homologlari; XIAP, cIAP1,
clAP2, NAIP, Bruce, Survivin, plAP olarak tanimlanmistir. Bunlarm ¢ogu hiicre
Olimiinii kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9’a dogrudan baglanip onlar1 inhibe ederek
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gerceklestirirler [Yilmaz 2005]. Apoptoz protein inhibitorleri kaspazlari 6liim

reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler [ Keane vd., 2001].

2.4.3.2. Proapoptotik proteinler

Bax, Bad ve Bid: Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile
sitozolik bax mitokondriye yonelir ve cesitli degisimler sonucunda bax’mn hidrofobik
C terminal ucu agiga cikar ve sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain tarafindan
bax salinimi uyarilarak sitokrom-c acgiga c¢ikar. Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri
membraninin dis zarmda bulunur. Apoptoz sirasinda bax degisime ugrar ve N
terminal ug agiga ¢ikarken bcl-x1 bad’dan ayrilir [Wingrave vd., 2003]. Bid, bcl-2’yi
inaktive etmek veya bax’i aktiflemek iizere mitokondriye yonelir. Endojen bid’in
yarist sitozolde erir. Diger yaris1 ise hiicre i¢i membranlarda oOzellikle de

endoplazmik retikulumda bulunur [Newton vd., 1998].

2.4.4. Apoptozda Hiicre i¢i Sinyal Iletimi Ve Metabolik Degisiklikler

Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bu giine kadar elde edilen bilgiler, hiicre
diger sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi1 molekiil ve enzimlerin , apoptozdaki
sinyal iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir [Eastman vd., 1995]. Hiicre i¢i
sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca++ apoptozda de rol oynar. Hiicre
icindeki Ca++ iyonlarmin miktarindaki artig hiicreyi apoptoza gotiirmektedir.
Sitoplazmadaki Ca++ iyonu miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos, 1s1 sok
proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur. Ca++
adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir [Brinley vd., 1978]. C-
AMP ve protein kinazlar iizerinden sinyal iletimini etkiler. Hiicre i¢i c-AMP
konsantrasyonundaki artisin cesitli hiicre tiplerinde apoptozu uyardig: bildirilmistir.

Cat+'dan bagimsiz olarak da apoptoz olabilecegi gosterilmistir. Sitoplazmada artan
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Ca++, inaktif durumdaki Ca++ bagimli proteazlar1 ve nukleazlar1 aktiflestirerek
sitoplazmik proteinlerin par¢alanmasimna ve apoptoza 6zgii internukleozomal DNA

kiriklarina neden olur.

Ca++ iyonu, inaktif durumdaki endonukleaz, proteaz, transglutamaz,
fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptoza neden olur [Earnshaw vd.,
1978].

Kalsiyuma bagl endoniikleazlar: Endonukleazlar sitoplazmada artan Ca++
tarafindan aktif hale getirilir. DNA zincirini, H1 histon proteini bolgesinden 180-200
baz ¢ifti ve katlar1 uzunlugunda pargalara ayirir [Balakumran vd., 1996] [Collins vd.,
1997].

Transglutamazlar: Apoptozda hiicreler biiziisiir ve kiiglik pargalara ayrilir. Bu
pargalar; transglutamazlarin yaptigi protein ¢apraz baglanmalar1 ile kimyasal

maddelere kars1 dayanikli hale getirilir [Eastman vd., 1995].

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden proteinleri
pargalar [Collins vd., 1997]. Kalsiyum bagimli notral bir proteaz olan 'kalpin'
hiicrenin iskelet yapisini bozar [ Earnshaw vd., 1978]. Lizozomal bir proteaz olan
katepsin- D apoptozun ge¢ evresinde ortaya ¢ikan bir endopeptidazdir ve

lizozomlarin proteolitik aktivitesinin olusumunda énemlidir.

Lipid Modifiye Edici Enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda
fosfolipid asimetrisi vardir (Membran fosfolipidlerinin hiicre diginda ve i¢inde kalan
kisimlar1 farklidir). Bu asimetri ATP'ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi
tarafindan saglanir. Apoptotik indiiksiyon oldugunda bu enzim etkilenir ve zar

asimetrisi bozulur. Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre olarak algilarlar ve fagosite

eder [ Bortner vd., 1995].
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Protein Kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma
enzimlerinin apoptotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklar1 kanitlanmistir. Bu
enzimlerden protein kinaz-A, apoptozu saglarken, protein kinaz-C apoptozu durdurur
[Eastman vd., 1995].

2.4.5. Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

1. Yiizey Organellerinin Kayb1: Apoptoza ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle
baglar1 kesilir. Hiicre ylizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel
baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklasir [ Balakumran vd., 1996] [Yilmaz,
2005].

2. Hiicre Biiziilmesi: Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiclik ve
sitoplazmas1 daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri
yapilarin1 korur. Sitoplazma yogunlugu arttig1 icin organeller kalabalik goriiniir.
Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon

gbzlenmez [Balakumran vd., 1996] [Yilmaz, 2005].

3. Kromatin Yogunlasmasi: Onemli yapisal degisiklik cekirdekten baslayarak
izlenir. Cekirdek apoptozda odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte
genellikle ¢ekirdek biiziisiir .Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde
bir araya toplanir. Cekirdek porlar1 segilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri
evrede kiigiik ¢ekirdek pargalarma boliiniir. Cekirdekcik genisler ve graniilleri kaba

graniiller halinde dagilir [Balakumran vd., 1996].

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olugmasi: Hiicrede 6nce
yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma parcaciklar
iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik
cisimlere doniisiir [Balakumran vd., 1996]. Apoptoz i¢in morfolojik degisimler

hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken
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fosfotidilserin aciga c¢ikar. Saglikli hiicrelerde plazma membranimin i¢inde bulunan
fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde plazma membranmnin dis yliziinde bulunur ve

fagositik hiicreler i¢in sinyal gorevi gortir.

cekirdek

N
;\ « | Normal hiicre

)
‘-'-.1_!- =

organeller

‘.‘ -
T (& ] X
- - LR
[} o - | Fa, | i
® ) ®Ae
L ..'

-
[

nekroz apoptoz

Sekil 2.23. Apoptoz ve nekrozun morfolojisi.

2.4.6. Apoptoz Ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz, hiicrede yarattigi bu degisikliklerle nekrozun bir parcastymis gibi

algilanabilir. Ancak nekrozdan farklari sunlardir.

Fiziksel Farkliliklar:
1- Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apoptozda tek tek hiicreler etkilenir

[Spencer vd., 1996].
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2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptoz fizyolojik uyaranla da
baslayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmasi) [Wyllie vd., 1980].

3- Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile ¢agrilan
makrofajlar tarafindan fagosite edilir.

Apoptoza ugrayan hiicre ise cevreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan
epitel hiicreleri veya makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar. Nekrozda inflamatuar

cevap vardir, apoptozda ise yoktur [Majno vd., 1995] [Y1lmaz, 2005].

Morfolojik Farkliliklar:

1- Nekrozda zar biitiinliigii bozulur, apoptozda zarda kabarciklar goriiliir fakat asla

zar biitiinligi bozulmaz [Spencer vd., 1996].

2- Nekroz sitoplazma ve mitokondride sigsme ile baslar, apoptozda ise sitoplazmada

biiziilme ve ¢ekirdek yogunlasmasi goriiliir.

3- Nekroz total hiicre parcalanmasi ile sonlanir, oysa apoptoz hiicrenin daha ufak

fragmanlara doniismesi ile sonlanir (apoptotik cisimler ) (sekil 2.23).

4- Nekrozda hiicre zarinda vezikul formasyonu yoktur, total par¢alanma olur; oysa

apoptozda zara bagli vezikuller olusur [Cohen vd., 1993].

5- Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi mevcut iken, apoptozda;
apoptozu baglatan bcl-2 gen ailesinin {irettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile
organeller biitlinliigiinu korur, ancak delikli bir yapiya kavusur [Cohen vd., 1993]
[Yilmaz, 2005].

Biyokimyasal Farkliliklar:

1- Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise siki bir sekilde kontrol edilen
enzimatik olaylar mevcuttur [Wyllie vd., 1980].
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2- Nekroz enerjiye ihtiyac duymaz, pasif bir olgudur ve +4°C’de bile gerceklesebilir.
Apoptoz ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4° C'de gerceklesemez [Cohen
vd., 1993].

3- Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi
mevcuttur. Oysa apoptozda rastgele olmayan, monooligonukleozomal parcalanma
mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptoz igin karakteristik “ladder
pattern” denen merdiven basamagi seklinde kirilmalar meydana getirir [Eastman vd.,

1995].

4- Nekroz sirasinda hiicre 6liimiiniin ge¢ bulgusu; postlitik DNA par¢alanmasi vardir
(DNA, hiicre biitiinliigii bozulmadan 6nce pargalanir). Ayrica apoptozda mitokondri
tarafindan sitoplazmaya bircok faktér salinimi mevcuttur (sitokrom-c v.b.) [Eastman

vd., 1995].

5- Nekroz sirasinda nonspesifik zar parcalanmasi olurken, apoptozda zar
asimetrisinde degisiklikler olur (6rn: fosfotidilserin zarin sitoplazmik yliziinden
ekstraseluler yiiziine dogru yer degistirir). Bu degisiklik apoptotik hiicrenin
inflamatuar reaksiyon olusturmadan lokal hiicrelerce taninip, fagosite edilmesini

saglar [Cohen vd., 1993].

2.4.7. Fagositoz

Oliim mekanizmasi nasil olursa olsun, 6lii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptozda oOlii hiicre fagositozla ortadan
kaldirilir. Apoptoz sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu hiicrelerin 6l hiicreyi
fagosite etmesi i¢in gerekli tiim uyarilar1 verecek sekilde diizenlenir. Olusan
apoptotik hiicreler, hiicreler aras1 alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler. Dokuda 4-

9 saat tanmabilir halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra i¢inde birkag saat kadar
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goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak kalir [Schwartzman vd., 1993]
[Majno vd., 1995].

2.4.8. Apoptozun Goriildiigii Olaylar

Baz1 organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptoza rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinin involusyonu, kalp gibi bazi
i¢ organlarin limenlerinin olusmasi1 gosterilebilir. Apoptoz ayrica her tiirli
neoplastik olusumda; hem biiyiime hem gerileme doneminde goriilebilir. Hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptoz goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaclar, iyonize radyasydn, hafif
travma, hafif hipoksi gosterilebilir. Bu anlamda apoptoz spesifik bir uyarana maruz
kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir. Apoptozlu
hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur.Apoptozun goriildiigli baslica
olaylar sunlardir: [Bellamy vd., 1995] [Cummings vd., 1997] [Majno vd., 1995]
[Y1ilmaz, 2005].

2.4.8.1. Fizyolojik olaylar

a- Embriyogenez ve metamorfoz silirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siire¢inde yasanan involusyon).

b- Eriskinde hormona bagimli involusyon (menstruel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra
meme bezlerinin rejenerasyonu).

c- Siirekli cogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile hiicre
azaltilmasi (barsak kripta epitelleri) [Majno vd., 1995].

d- immiin hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin deplesyonundan

sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi).

2.4.8.2. Patolojik Olaylar
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a- Timorlerde hiicre 6liimi (hem biiylime hem de regresyon agamasinda) [Cohen
vd., 1993].

b- Hormonlara bagl dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat atrofisi,
glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) [Bellamy vd., 1995]
[Cummings vd., 1997].

c- Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi
(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) [Schwartzman vd., 1993].

d- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmiin hastaliklar) [Cohen
vd., 1993].

e- Cesitli etkenlerle olusan hiicre 6liimii (radyasyon, antikanser ilaclari, hipertermi,

hipoksi, travma) [Schwartzman vd., 1993].

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptoz yoluyla hiicre ¢liimiiniin artmasi ya
da azalmasmin kanser, otoimmiin bozukluklar, viral infeksiyonlar, norodejeneratif
hastaliklar gibi bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigir gosterilmistir [Hetts
vd., 1998].

2.4.9. Apoptozun Inhibisyonu Ile Iliskili Hastahklar

1-Kanser: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlar1 ile olusan karsinomlar, Hormon
bagiml tiimorler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2-Otoimmun  bozukluklar: ~ Sistemik lupus eritamatozus, Immun iliskili
glomerulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3- Viral infeksiyonlar: Herpes viriis, Poliovirus, Adenovirus [Y1lmaz 2005].

2.4.10 Apoptozun Aktivasyonu Ile Iligkili Hastaliklar

1- AIDS
2-Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer hastaligi Parkinson hastaligi, Amyotrofik
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lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon
3- Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi
4- iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, inme, Reperfiizyon hasar1

5- Toksik nedenli karaciger hasari [ Yilmaz 2005].

2.4.11. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Y 6ntemler

Apoptozu saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptoz terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa, gliniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptoza 6zgi
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarm (6rn: aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptoz, 80'li yillarm sonuna dogru DNA kiriklarinin olustu§unun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklari saptanmasma yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslamigtir. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulunmustur. Boylece, kaspaz aktivasyonlarmin belirlenmesine yonelik metodlarla
saptanabilen apoptoz, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslanmistir. Apoptozun belirlenmesine
yonelik gelistirilen tiim metodlari, 2000'li yillarin baslarinda, sadece apoptotik
epitelyal hiicrelerde olmak tizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin
18'in kirildiktan sonraki 0zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha
spesifik olarak saptanmasi takip etmistir. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan

yontemler sOyledir:

1. Morfolojik goriintiileme ydntemleri
2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yontemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri[ Y1lmaz, 2005].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. YONTEMLER HAKKINDA GENEL BIiLGILER

3.1.1. Mikronukleus (MN)

Mikronukleus (MN) ana kromozomdan kopmus olan parcaciklardan ya da
anafaz esnasindaki hatalara bagli olarak ana nukleusa dahil olamayan tam
kromozomlardan olusan ve sitoplazma igerisinde ana nukleusa ilaveten goriilebilen
kiiciik niikleustur. Mikronukleus olusumunu indiikleyen her ajan klastojen
olmayabilir. Mikronukleus olusumuna ig ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi
diger etkenler de yol agcabilmektedir. Eger olusuma kromozomlardan kopan bir parca
neden olmugsa (asentrik bir kromozom pargasi), bu klastojenik bir olayin sonucu
iken eger olusuma neden olan olgu anafazda geri kalma ya da ig ipliklerinin
hasarindan dolay1 olugsmussa, bu duruma anojenik bir ajanin neden oldugu

belirtilmektedir (Sekil 3.1.ve 2.).

Metafaz

Genotoksik
Etkiler

Normal Hucre A berasyonlu Hucre

O
@/
O
@/

Normal Normal Norm al Mikronukleuslu
Hucre Hucre Hucre Hducre

Sekil 3.1. Hiicrede mikronukleus olusumu [Cavas 2004].
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MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve
ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak; klastojenler ise kromozom
kiriklart olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Giiniimiizde, hizli
endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla, canlilar daha
fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiclii toksik, mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve Onlemler
alma ihtiyact ka¢milmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN testi sitogenetik harabiyetin
tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre
sayllmas1 ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantaji

saglamastyla yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur.

Kollar arasi Kollar aras:
. ic degisimler| ic degisim
Izokromatid <

Delesyonlar ﬂ m )
SO\

Terminal
delesyon

Kollar icinde
ic degisimler
Monosentrik = g
Triradyal

iInterstsiyal

2, delesyon
(single minute)

interstsiyal
?‘ delesyon
(double minute)

i'\
Terminal

delesyon

Disentrik
Triradyal

Karsihikh
degisimler
(s1)

Kromozomlar
arasi degisimler
(Alp, Ald)

Karsihikh . "
degisimler Eksik Resiprokal
(AC)

Translokasyon

Disentrik
Olusumu

Sentromerik
Ring

- Her zaman olusan iki yeni hiicre de etkilenmektedir.
:I Yeni hiicrelerden biri ya da ikisi birden etkilenebilir.

Olusan kromozom fragmentleri birlesebilmektedir.

Anafaz esnasinda mekanik sorunlar olabilmektedir.

Sekil 3.2.. Mikronukleus olusumuna sebep olan kromozomal hasarlar [Cavas 2004].
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Yukaridaki sekilde de goriildiigii lizere genetoksik etkiler sonucunda
metafazda gozlenen kromozomal fragmentler ya da tam kromozomlar, hiicre
bolinmesi bitiminde olusan kardes hiicrelerden birinde tekrar kromatin halde
kondanse olarak ana nukleus yaninda kiigiik bir nukleus olarak kendilerini
gostermektedir. Mikronukleus olusumuna yol agabilen kromozom anomalilerinin

cesitleri Sekil 3.2. te gosterilmistir.

Goriildiigl tizere metafaz kromozomlarindaki kirilmalar sonucunda olusan
fragmentler ve deforme kromozomlar mitoz bdliinme sonunda olusan hiicrelerde

mikronukleus olusumlarina yol agmaktadirlar [Cavas 2004] [Fenech vd., 2003] .

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin dl¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde [Widel vd., 2001] [Jagetia vd., 2001] ve daha sonra
Haddle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire edilmis [Schmid vd., 1975] insan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak

kullanilmaya baslanmaistir.

Bazi arastirmacilar [Von Ledebur ve Schmid, 1973] [Heddle ve Countryman,
1976] [Hogstedt ve Karlsson, 1985] gelistirdikleri modifiye metotlarla andploidiye
yol acan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyliklik farkindan
yararlanmisglar; klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal fragmentler
iceren kiiciik, anojenler tarafindan uyarilan MN’lerin tam kromozomlar iceren daha

biiyiik ebatli oldugunu gostermislerdir.

Eastmond ve Tucker ayni amacla antikinetokor antikorlari kullanarak
kinetokor pozitif MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise

asentrik kromozom fragmentini i¢erdigini ve bu yontemin andploidiyi uyaran ajanlar1

70



Eke, D. 2013. Perflorooktan Siilfonat ve Kurkumin Bilesiklerinin Sican Karaciger ve Kan Dokularinda Genotoksik ve

Apoptotik Etkilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol oldugunu vurgulamiglardir [Eastmond ve

Tucker 1989].

Daha sonralar1 Fenech ve Morley tarafindan gelistirilen Sitokinez-Blok
(Cytokinesis-Blocked) Metodu, bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve
teknigin uygulanmasindaki giivenilirligin artmasmi saglamistir [Fenech ve Morley
1985,1986]

Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B (Cyt-
B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart
lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ¢ift c¢ekirdekli
hiicreler kolaylikla tanmarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. Lenfosit kiiltiirlerindeki ¢alismalara paralel olarak MN teknigi,
eksfolyatif hiicrelere 1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaslari [Stich vd., 1982]

tarafindan uygulanmistir.

Bu teknik sayesinde agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde
kimyasallarin ve enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur. Hizla
cogalan bu epitelyal dokular ¢evreleriyle siirekli temas halindedir ve epitelin yiizeyel
tabakasimi olusturan eksfolyatif hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte, dolayisiyla
ugradiklar1 genotoksik hasar da kolaylikla gosterilebilmektedir. Boylece bu hiicreler
ait olduklar1 dokularda meydana gelen morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarini,
premalign degisiklikleri ve kanseri gosterebildiklerinden bir biyobelirteg olarak
degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser

riskini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir [Stich ve Rosin 1984].
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Eksfolyatif hiicrelerde uygulanan MN tekniginde Fuelgen-Fast Green boyama
yontemi kullanilmakta, hiicrenin ¢ekirdegi parlak pembe, sitoplazmasi ise acik yesil
boyanmaktadir. MN testi sigara, pestisid ve parazitik enfeksiyonlar gibi ¢evresel ve
mesleki etkileri degerlendirebilmek i¢in kolaylikla kullanilmaktadir. Benzer sekilde
yapilan bir arastirmada [Rosin ve Anvar 1992] [Zamani ve Durakbagsi 2002] periferal
kan, bukkal mukoza ve iiriner sistem eksfolyatif hiicrelerinde sigaranin genotoksik

etkisi gosterilmistir.

MN arastirmalarinda in situ hibridizasyon (ISH) teknigi, ilk defa
kromozomlarin sentromerini tanimlamak i¢cin Norppa ve arkadaglar1 [Norppa vd.,
1993] tarafindan uygulanmistir; bu ¢aligmada kullanilan proplar, 1989 yilinda Meyne
ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanmis insan kromozomlarmin her biriyle hibridize
olabilen sentromere spesifik oligoniikleotidlerdir. Daha sonra, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi ile MN olusturan kromozomlarin her birinin kimligini
belirleyebilecek teknolojik gelismeler saglanmistir [Norppa vd., 1993] [Meyne vd.,
1989].

1980’den sonra oOzellikle deney hayvanlariyla gerceklestirilen kontrollii
calismalarda, kimyasal ve fiziksel ajanlarm sebep oldugu sitogenetik harabiyetin
giivenilir bir gostergesi olarak kullanilan MN ¢alismalarinin sayist ¢ok hizli bir
sekilde artmustir. Mavournin ve arkadaslar1 1990 yilia kadar kimyasallarin canlilar
iizerindeki etkilerini belirleyebilmek icin yapilan MN test sonuclarini toplayarak,
ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi dahilinde degerlendirmeye
almislardir [Mavournin vd., 1990]. Memelilerin kan ve kemik iliginde in vivo
calisilmig olan 414 bilesigin sadece 220’sinin kriterlere uygun test edilebildigi ortaya
cikmistir. Uygun test edilen kimyasallar arasinda karsinojenlerin oran1 % 91 olarak
saptand1; ancak negatif testlerin azlig1 ciddi bir eksiklik olarak bildirildi. Ayrica bu

calismalarda esas alinan ve yillar 6nce Schmid tarafindan tanimlanan MN test
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protokolunun modifikasyonuna ihtiya¢ duyuldugu ve daha fazla caligmanin gerekli

oldugu vurgulandi [Schmid vd., 1976].

Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN c¢alismalar1 yaninda, 13 Eyliil 1987°de
Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde
olusturdugu hasar1 belirlemek icin kullanilmistir. MN  siklifinda iyonizan
radyasyonun dozuna bagli ¢ok anlamli bir artis gozlendi ve MN testinin biyolojik
dozimetre olarak kullanilmasi onerilmistir. Ayrica Goiania kazasmna maruz kalan
insanlardaki sitogenetik degisiklikler iyonizan radyasyon ile yas ve hayat tarzi (alkol
tiketimi, sigara kullanimi1) gibi faktorlerin etkisi birlikte ele alinarak

degerlendirilmistir [Cruz vd., 1994].

Daha sonra bu konuda yapilan gesitli arastirmalar iyonize radyasyonun ve
mikro dalga 1smlarin klastojenik etkisini agik¢a ortaya koymus ve ayrica mikro dalga
isinlarm, andploidi uyaran bazi kimyasallarm, karakteristik mutajen 6zelliklerine de

sahip oldugu gostermistir [ Yoshida vd., 2001].

S.K. Roy ve ark. tarafindan etkin bir hepatokarsinojen olan 1-4 Dioxin in
etkileri rat karaciger ve kemik iligi dokularinda arastirilmistir. MN frekansindaki

artig degerlendirilmis ve anlamli seviyede artis saptanmustir [Roy vd., 2005].

Hiroshi ve ark. tarafindan sican karaciger ve kan dokularinda
hepatokarsinojen—4,4metilendianilin - (MDA), kuinolin, o-toludin, 4-kloro-o-
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fenilendiamin(CPDA), dimetilnitrozamin (DMN), p-dimetilaminobenzen (DAB) ve
2-etileksplat (DEHP) kimyasallarinin mikronukleus olusturma frekanslar1 arastirilmis
kuinolin, DMN, ve DAB karaciger testinde, o-toluidine, kojic acid, DAB ve MMS
peripheral kan da pozitif etki gostermistir. Sonuglar arasindaki korelasyon bu

teknigin gecerliligini kanitlamistir [Hiroshi vd., 2005].

3.1.2. Komet Yontemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Kimyasallarin genetik materyal tlizerinde yarattig1 etkiler iki sekilde ortaya
cikmaktadir. Bunlardan ilki, gen frekansmi etkileyerek populasyonlarmm genetik
yapisi lizerinde secici bir baski olusturmak ikincisi ise mutasyon gibi DNA {izerinde
etkisi oldukca biiylik-koklii degisiklikler yaratmak. DNA da olusmus hasarmnin
saptanmasinda yararlanilan metotlar hedef biiyilikliigiine gore 2 kategoriye

ayrilmaktadir:

a) Kromozom seviyesinde goriilen etkileri 6lgenler (makro 6lgekli) ve

b) Gen seviyesinde etkili degisiklikleri 6l¢cenler (molekiiler veya DNA seviyesinde).

Gen diizeyinde DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan Komet yontemi,
pek cok DNA hasarinin ve onarimimin tayininde, biyoizleme c¢alismalarinda ve
genetik toksikolojide yaygin kullanim alani1 bulmustur [Bandyopadhyaya vd., 2008]
[Cavas ve Konen 2007,2008].

Genetik toksikoloji calismalarinda ana amag¢ genetik hasarlarin belirlenmesi
oldugundan, bu amaca hizmet edecek test yOntemlerinin gelistirilmesine dair
calismalar siireklilik kazanmistir. Bu amagla gelistirilen ¢ok cesitli test yontemleri
mevcut olmakla birlikte son yillarda {lizerinde en ¢ok calisilan ve yaygin olarak

kullanilanlardan birisinin komet teknigi oldugu goriilmektedir.
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Tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Elektrophoresis, Comet Assay)
olarakta isimlendirilen Komet Testi, DNA hasarini 6lgmek ve analiz etmek amaciyla

kullanilan, hizli, basit, duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir yontemdir

[Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Konen 2007,2008].

Bu teknigin temeli ilk olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan
yiriitiilen ve insan hiicrelerinde DNA sarmal kiriklarinin 6l¢iilmesini amaglayan
calismalara dayanmaktadir. 6 yil sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson Tek Hiicre
Jel Elektroforezi (Single Cell Gel Elektrophoresis ) ya da Komet (Comet) Testi
olarakta bilinen mikrojel elektroforez teknigini kullanarak DNA hasarlarini
incelemislerdir. Ostling ve Johanson' n 1984 te kullandiklar1 teknikte uygulanan
sartlar nétral pH’da oldugu i¢cin DNA zincirleri birbirinden ayrilmamis ve bu ylizden
sadece  ¢ift ~sarmal DNA  kiwriklarmin saptanmast miimkiin olmustur

[Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Kénen 2007,2008].

Daha sonralar1 bu teknik Singh ve arkadaglar1 tarafindan alkali kosullarda
uygulanarak DNA ¢ift sarmalinin agilmasi saglanmis ve boylece de hem tek hemde
cift iplik DNA kiriklarmin belirlenmesine olanak saglamiglardir. Singh ve
arkadaslarinin  gelistirdikleri bu yOntem, su anda bazi basamaklarda yapilan
degisikliklerle beraber en ¢ok kullanilan yontemdir [Bandyopadhyaya vd., 2008]
[Cavas ve Konen 2007,2008].

Bu yontemde yapilan temel degisiklikler en yaygin olarak lizis ve
elektroforez  kosullarinda gercgeklestirilmektedir. Boylece arastirmacilar, calisma
amaclarma ve kullandiklar1 organizma/hiicre tipine en uygun yoOntemi

belirleyebilmislerdir.
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Hasara ugramamis olan DNA’nin niikleus simirlar1 igerisinde kompakt bir
yapt halinde bulunmatadir. DNA’da bir hasar meydana geldiginde bu yapida
bozulma meydana gelmektedir. Bu durumda bireysel DNA zincirleri yogunlasmis
yapilarini kaybeder ve ana niikleus bolgesinden disar1 dogru uzanmaktadirlar. Bu
yapiya bir elektrik akimi uygulandiginda yapisi itibariyle negatif yiiklii olan DNA
katoda (+ uca ) dogru hareket etmektedir. Ana niikleusu olusturan ve hasarli olmayan
DNA zinciri ¢ok biiyiik oldugu i¢in elektrik akimi ile hareket edip niikleus bolgesini
terk edemeyip yerinde kalmaktadir. Diger taraftan kiigiik fragmentler akim uygulama
stirecine bagl olarak ana DNA’dan ayrilarak hareket/go¢ edebilmektedir. Boylece
ana niikleus bolgesini terk eden DNA’nin miktar1 bize hiicrede meydana gelen DNA
hasarmin miktarinin gostergesi olarak kabul edilir [Bandyopadhyaya vd., 2008]
[Cavas ve Konen 2007,2008].

Lam iizerinde agara gomiilii haldeki hiicrelerde DNA’nin negatif yiiklii olan
kirik uglar1 elektroforez islemi esnasinda pozitif elektrot tarafina dogru hareket
ederler. Bunun sonucunda da floresan boyama ile gozlenebilen kuyruklu yildiz
(KOMET/COMET) benzeri goriintiller meydana gelir. DNA gbé¢ miktar1 ile
DNA’daki kirik sayis1 arasinda pozitif iligki vardir. Kuyruk uzunlugu, DNA hasar1
ve elektroforez sartlarina bagli olarak artar. Disiik hasar seviyelerinde DNA’da
kuyruk gézlenmez iken kirik sayisinin artmasiyla kuyruk uzunlugunda artis gézlenir.
Notral sartlarda kuyruk kisminda sadece iplik¢ikler bulunurken alkali ortamda DNA
parcaciklari da bulunur. Boylece alkali ortamda baglarin ¢oziilmesi ve DNA
molekiillerinin denatiirasyonu saglandigi i¢in DNA tek iplik hasarlarmin detaylh
belirlenmesine olanak saglamaktadir [Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Konen
2007,2008].
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Komet testinin 6zelliklerine bakildiginda;

Cok yonliidiir

v’ Prokaryotlardan ve Okaryotik organizmalardan bir ¢ok hiicre tipine

uygulanabilir.

v Kiiltire alinmis hiicreler ve direkt olarak canlidan alinan hiicrelere

uygulanabilir.

v" Hem béliinen hem de boliinmeyen hiicrelere uygulanabilir.

Pratiktir
v Goreceli olarak ucuz ve uygulamasi kolaydir.
v' Giivenilir, hizli ve duyarlidir.

v Analiz i¢in az sayida hiicre yeterlidir.

Giicliidiir
v’ Tek bir hiicre diizeyinde elde edilen veriler olusturur.
v Sadece DNA hasarlarinin varligini belirlemekle kalmaz tipini de belirler.
v" DNA onarmm ve onarim kinetiginin galisilmasinda da kullanilabilir.

v’ Testin, yonetmeliklerde yer alabilirligi kabul edilmistir.

Komet Testinin Kullanim Alanlarina bakildiginda;

v Genotoksisite yonetmeliklerine uygunluk (endiistriyel, farmasotik, zirai ve

kozmetik kimyasallarin test edilmesi),
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v Insanlarda biyolojik izleme (zararli kimyasallara, kirleticilere ve radyasyona

mesleki maruziyetin analizi),

v Ekogenotoksikoloji  (¢evrenin genotoksik ajanlar ile kontaminasyonunun

analizi),
v DNA hasar ve onariminda mekanizma ¢alismalari

v' Beslenme (gida ve gida katki maddelerinin zararh ve yararh etkilerinin

arastirilmasi),

v' Klinik hastalik tanis ve ilag uygulamasmin etkilerinin izlenmesi.

Kommet testinin asamalar1 [Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Konen
2007,2008] Sekil 3.3. te goriilmektedir.

Preparasyon asamasi; Bu asama, hiicrelerin agar ile karistirilarak lam {izerine

yayilmasini i¢ceren sathalardan olusmaktadir.

Liziz; Bu asama agara gomiilii halde lam {izerine yayilmis olan hiicrelerin

hiicre zar1 ve proteinlerin yikimimi igermektedir. Boylece ¢iplak DNA elde edilir.

Bu islem icin dnceden hazirlanan ve +4°C’de sogutularak saklanan lizis
soliisyonu kullanilmaktadir. Lizis ¢dzeltisindeki tuz; proteinler ve hiicre ile olan
baglarin1 ve RNA yapisint bozmaktadir. Deterjanlar ise hiicre membran yapisini
bozar. Boylece lizis uygulamasi sonucunda hiicre yapisindaki membran, proteinler,
RNA ile sitoplazmik ve niiklear bilesenler parcalanmaktadir. Bunun sonucunda da
niikleoid olarak adlandirilan ve komet olusumunun goézlenecegi DNA yumaginin

kalmas1 saglanmaktadir.
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Sekil 3.3. Komet testinin asamalari.

DNA sarmalinin agilmasi (Unwinding); Bu asamada lizis isleminden
gecirilen preparatlar elektroforez tankima yerlestirilir ve tank soguk elektroforez
solusyonu (pH: 13) ile doldurulur. Bu esnadan DNA zincirleri ayrilarak tek iplik
haline gelmektedirler. Boylece Alkali sartlar altinda yiiriitiilen bu test alkali komet

testi olarak adlandirilmaktadir.

Elektroforez agamasi; Bu agsamada unwinding islemi tamamlanan preparatlara
ayni tank ve soliisyon icerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi

gerceklestirilmektedir. Bu esnada; tek iplik DNA iizerindeki kirik fragmentler ve
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kirilma ile olusan DNA ilmekleri eksi (-) yliklii olmalar1 nedeniyle boyutlarma bagl

olarak degisen hizlarda art1 (+) uca dogru hareket etmektedir.

Notralizasyon; Elektroforez islemini takiben pH13 degerindeki soliisyon
iceren tanktan ¢ikarilan preparatlar pH ayarlamasmi saglamak amaciyla
notralizasyon islemine alinmaktadir. Bunun igin preparatlar soguk noétralizasyon
tamponu iceren salelere alinmak ya da tamponu direkt olarak {izerlerine damlatmak
suretiyle notralize edilmektedir. Notralizasyon isleminden sonra preparatlar soguk

distile sudan gegcirilir ve boyamaya almmaktadir.

Notralizasyon iglemini takiben preparatlar boyama islemine alinmaktadir. Bu
islem icin en yaygin kullanilan floresan boya Etidyum bromiir’diir. Oldukca net
goriintli saglamasi yaninda yiiksek oranda kanserojen oldugu i¢in dikkatli bir
bicimde kullanilmalidir. Cok 1yi sonu¢ vermesine ragmen yiiksek oranda genotoksik
etkiye sahip olan bu boya yerine kullanilabilecek alternatif boya tipleri de
bulunmaktadir. Bu alternatifler arasindan en ¢ok kullanilanlardan biri glimiis
boyamadir. Floresan mikroskop goreceli olarak pahali sayilabilecek bir ekipman
oldugundan dolayi, giimiis boyama; kometleri 151k mikroskobu altinda da goriiniir
hale getirebilen bir yontem olarak gelistirilmistir [Bandyopadhyaya vd., 2008]
[Cavas ve Konen 2007,2008].

Kometyonteminin analizi ise su sekilde yapilir; Tipik bir komet bas ve
kuyruk olmak tizere iki temel kisimdan olusmaktadir. Komet dl¢iimlerinde kullanilan
bir¢ok parametre gelistirilmis olmakla birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruktaki DNA yiizdesi en yaygm kullanilan parametreler olarak karsimiza
cikmaktadirlar. Komet teknigi ile DNA hasarmin kantitatif olarak tayin edilmesinde
gozle degerlendirmeye dayanan Olglimler ve Bilgisayarli komet goriintii analiz

programlarinmn kullanimi olmak tizere iki esas analiz yontemi bulunmaktadir.
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Komet yapist igerisinde belirli bir bolgedeki DNA miktar1 o bdlgedeki
floresan yogunlugu ile arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Bu 06zellikten
yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde ve bilgisayar yazilim programlarindaki

kullanimina dayanan ¢esitli tayin yontemleri gelistirilmistir.

*  Kuyruk Uzunlugu: Cekirdek bas bolge dis smnirindan itibaren goc¢ eden

DNA uzunlugunun 6l¢iimiidiir.
*  Merkezden Kuyruk Uzunlugu: Kuyruk uzunlugu + Bas ¢ap1/2

* 9% Kuyruk DNA: Hiicrede bulunan toplam DNA’nin kuyrukta bulunan
ylizdesi.

* Kuyruk Momenti: Bu birim kuyruk uzunlugu ve kuyrukta bulunan toplam
DNA miktarmin 6l¢imii sonucu ortaya ¢ikmistir. Kuyrukta bulunan toplam
DNA yiizdesi ile bas bolgesinin merkezinden itibaren kuyrugun merkez

kismia olan mesafenin ortak olarak hesaplanmasina dayanmaktadir.
* Olive Tail Moment: (Tail mean — Head mean) X Kuyruktaki %DNA/100

[Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Kénen 2007,2008].

Kometin gozle (manuel) analiziinde ise; Gozle degerlendirmede hiicreler hasarsiz
ve farkli diizeylerde hasarli olarak goézle kategorize edilmektedir. Anderson ve
Kobayashi tarafindan gelistirilen ve uygulanan bu yontemin hassasiyeti sonraki
yiiriitiilen caligsmalarla da desteklenmistir. Ayrica mikroskopta okiilere yerlestirilen
mikron seviyesinde Ol¢lim yapabilen bir cetvelden de yararlanarak dl¢lim yapmak
suretiyle gerekli parametreler hesaplanabilmektedir. Gozle degerlendirme, hizli ve
bilgisayar programi gerektirmediginden ucuz ve kolay ve benzer hassasiyete sahip

bir yontemdir [Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve K&nen 2007,2008].
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TIPO TiP 1 Tip 2
TiP 3 TIP 4

Sekil 3.4. Komet tipleri.

Gozle sayim, Tip O (kuyruk yok)’dan Tip 4 (hemen tim DNA kuyruk
bolgesindedir)’e kadar bes farkli kategoride incelenmektedir. Her 6rnek icin 100
komet sayilir ve sayilirken her bir komet 0-4 arasinda deger alir. Sonugta toplam

skor 0-400 arasinda bir deger olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 3.4).

Gozle yapilan analize gore 5 sinifa ayrilan kometlerin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan parametrelerden iki tanesi hasarl hiicre ylizdesi ve genetik

hasar indeksi dir.
» Hasarh Hiicre Yiizdesi= Tip 2 + Tip3 + Tip4

Genetik Hasar Indeksi (GHI)= [Tip 1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]
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Bu tez calismasinda komet hesaplamasi yaparken bu iki parametre

kullanilmaistir.

Komet testinin esaslar1 pek cok arastirmaci tarafindan ayrintilariyla ortaya
konmus ve DNA’daki oksidatif hasarin belirlenmesinde gegerli bir belirte¢ oldugu
bircok calismada kanitlanmistir [Bandyopadhyaya vd., 2008] [Cavas ve Konen
2007,2008].

Muthukumaran Shanmugavelu ve ark. tarafindan wistar siganlarina nikotin
uygulanmis ve quercetinin(Q) nikotine karsi koruyucu etkisi komet testi kullanilarak
arastirilmistir. Bobrek, karaciger, akciger ve kan dokular1 kullanilmis ve Q in
nikotine kars1 anlamli seviyede bir koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Q in
koruyucu etkisi etkin bir antioksidan olan N-asetilsisteine baglanmistir
[Shanmugavelu vd., 2008].

Sudheer tarafindan ratlarda nikotinin sebep oldugu lipid peroksidasyonu ve
DNA hasarma kars1 ferulik asitin koruyucu etkisi arastirilmistir. Nikotinin sebep
oldugu tek zincir kiriklar1 komet testi (alkalin tek zincir mikrojel elektroforezi) ile
arastirilmis ayrica mikronukleus testi yapilmistir. Nikotinin genotoksik etkisine karsi

ferulik asitin anlaml1 seviyede koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur [Sudheer
vd., 2008].

Gargi Bandyopadhyaya ve ark. tarafindan rat karaciger dokusunda nikotinin
genotoksik etkisine karsi kurkuminin koruyucu etkisi komet testi uygulanarak
arastirilmis ve anlamli seviyede koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur

[Bandyopadhyaya, G].
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3.1.3. Apoptozun Belirlenmesi (Kantitatif Gen Ekspresyonu (Kaspaz-3 Ve 8)

Yontemi)

Kantitatif gen ekspresyonu, yapilan iiclinci ve son testtir.Uygulanan
kimyasallar karsisinda, karaciger hiicrelerinde kaspaz 3, 8 ve kontrol olarak ta beta

aktin genlerinin ekspresyon miktarlarma bakilmstir.
Bu test ii¢ ana asamadan olusmaktadir.

1- Dokudan RNA izolasyonu.

2- Elde edilen RNA dan cDNA elde edilmesi.

3-Elde edilen cDNA larmn real time PCR cihazina yiiklenerek s6z konusu genlerin

ekspresyon oranlarinimn tayin edilmesi.

3.1.3.1. RNA izolasyonu (trizol yontemi)

Trizol, doku ve hiicreden RNA y1 ede etmek i¢in kullanilan bir ayiricidir.
Guanidin izotiosiyanat ve fenoliin monoplastik eriyigi olan bu ayirag, tek adimda

RNA izolasyonu metodu i¢in kullanilir ve su asamalardan olusur.
Homojenizasyon,

Seperasyon (ayristirma) fazi,

RNA nin presipitasyonu (¢okelmesi),

RNA nin yikanmasi,

RNA nin ¢6zdiiriilmesi.

Bu teknik insan , hayvan, bitki ve bakteri kdkenli ¢ok az miktardaki dokudan

(50-100mg) ve hiicreden (5x106 hiicre) ya da ¢ok miktardaki dokudan >1mg veya
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hiicre >10” iyi performans saglar. Bu metod ayn1 zamanda rnegin biiyiik miktarmnin
isleme alinmasini saglar. Tiim prosediir bir saatte tamamlanabilir. DNA ve protein
kontaminasyonu olmadan tiim RNA izole edilir. Bu yontemle elde edilen RNA;
northen blot, dot blot, polyA selection, in vitro translasyon, RNase protection assay,
ve molekiiler klonlamada kullanilabilr. Eger PCR i¢in kullanilacaksa elde edilen

RNA ya DNAs 1(cat no:18068) uygulanmasi onerilir.

Trizol kiiclik yada biiyiik boyuttaki RNA tiirlerinin izolasyonuna yardimc1
olur. Ornegin; sican karacigerinden elde edilen RNA elektroforezde yiiriitiiliip
etidyum bromid ile boyandiginda, yiiksek molekiiler agirliktaki bantlar (7kb-14kb
MRNA hnRNA) predominant ribozomal RNA bantlar1 5kb (28S) ve (18S) ve
diisiik molekiiler agirliktaki (0.1-0.3kb tRNA 5S) RNA lar gdzlemlenir. Izole edilen
RNA seyreltilip absorbansi 6l¢iildiigiinde, A260/A280 oran1 >1.8 ¢ikar.

Homojenizasyon; 1ml trizol igin 50-100mg doku kullanarak homojenize
edilir. Homojenizasyon i¢in; cam-teflon homojenizatér yada power homojenizator
(politron veya tekmar tissumizer) kullanilir. Homojenizasyon igin kullanilan doku,

trizoliin %10 unu gegmemelidir.

Opsiyon; ¢ok miktarda protein, yag, polisakkarit yada extraselliiler materyalin
bulundugu, kas, yag yada bitki yumrusu gibi dokularda ekstra bir izolasyon basamagi
gerekebilir. Homojenizasyonun ardindan; homojenat santrifiij edilir. Pellet kismi;
ekstraselliiler memranlari, polisakkaritleri ve yliksek molekiil agirlikli DNA y1
icerirken siipernatant kisminda RNA bulunmaktadir. Yag dokudan elde edilen
orneklerde iist kisimda ¢ok fazla biriken yag uzalastirilmalidir. Her durumda da, elde
edilen homojenat temiz bir tiipe transfer edilerek asagida belirtildigi gibi seperasyon

fazi uygulanir.
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Seperasyon(Ayristirma) Fazi; Elde edilen homojenat, inkiibasyona
birakilarak niikleoprotein kompleksinin ¢éziinmesine izin verilir. Her 1ml lik trizol
icin 0.2ml kloroform eklenir. Tiiplerin agzi sikica kapatilir ve santrifiij edilir.
Santrifiijle karisim; lower red faz, fenolkloroform faz, interfaz, renksiz {ist sivi faz
olmak tiizere katmanlara ayrilir. RNA, st sivi fazda bulunur. Bu fazin hacmi,

homojenizasyon i¢in kullanilan trizol hacmin %60 1dir.

RNA nin presipitasyonu (¢cokelmesi); Ust faz yeni bir tiipe transfer edilir.
Eger DNA ve protein izole edilecekse, bunlar1 i¢eren organik faz kullanilmak {izere
almmabilir. Ust siv1 faza izopropil alkol eklendiginde RNA ¢okelir ve santrifiij edilir.
Cogu zaman RNA, santrifiijden Once tiipiin kenarinda ya da dibinde jel gibi

goriilebilir.

RNA nm yikanmasi; RNA pelleti %75 lik etanolle yikanir. Bunun i¢in ilk

eklenen trizoliin her 1ml si i¢cin en az Iml %75 etanol eklenmelidir.

RNA nin ¢ozdiiriilmesi; Prosediiriin sonunda RNA pelleti kisaca kurutulur.
Bunun i¢in hava kurutmasi yada vakum kurutmasi kullanilabilir. Vakum santrifiij
yoluyla kurutulmamalidir. Tamamen kurumamasi Onemlidir ¢iinkii o zaman
cOziinlirliigii azalir. Coziilmiis olan RNA 6rnekleri A260/280 oran1 <1.6 dir. RNA,
RNAaz s1z su igerisinde yada %0.5 lik SDS ile ¢ozdiiriiliir. Eger RNA, enzimatik
reaksiyonlar i¢in kullanilacaksa SDS Onerilmez. RNA ayni zamanda %100 lik

deiyonize formamid igerisinde de ¢dzdiiriilebilir ve -70 °C de saklanir.

RNAaz Kontaminasyonunu Onleme Y 6ntemleri;
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- Prosediir uygulanirken yapilacak bir yanlislik ile aninda RNAaz kontaminasyonu
olusur. Ciinkii RNAaz 1n aktivitesini inhibe etmek ¢ok zordur. RNA ile calisirken

prosediire uygun hareket etmek ¢cok dnemlidir.

- Her zaman tek kullanimlik eldiven kulanilmali. Ciinkii deri, RNA preparasyonunu

olumsuz etkileyecek bakteri mantar yada RN Aaz igerebilir.

- Steril, tek kullanimlik plastik kaplar ve cross kontaminasyonu dnlemesi agisindan
otomatik pipetler kullanilmali. RNA problarin1 kullanan labaratuvarlardaki tek

kullanimlik olmayan pipetler ve filtreler zengin bir RNAaz A ve T1 kaynagidir.

- Trizoliin varliginda RNA , RNAaz kontaminasyonundan korunur. ileriki asamalar,
tek kullanimlik ve RNAaz s1z plastik ya da cam geregler gerektirir. Cam malzeme
150 °C de 4 saat bekletilmeli, plastik kaplar 0.5M NaOH igerisinde 10 dk

bekletilmeli ardindan iyice durulanarak otoklavlanmalidir.

- Eger calisilacak trizol, 2ml den daha azsa kullanilan malzemenin polipropilen den

yapilmis olmasi1 onerilir.

- Fazla miktardaki 6rnekler i¢cin cam malzeme kullanilacaksa, malzeme kloroform ve
12.000xg lik santrifiije dayanikli olmasi gerekmektedir. Sizdiran ya da ¢atlak tiipler

kullanilmamalidir.
- Santriflij cihazina malzemeler dengeli yerlestirilmelidir.

- Santrifiij sirasinda tiiplerin kapaklar1 kapatilmalli ve cam tiiplerin agzma parafilm

ya da metal kapak takilmalidir.

3.1.3.2. Real Time PCR

Klasik PCR ABD'de Cetus sirketin'de ¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis
ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. Bu bulusundan dolayi K.Mullis, 1993
yili Nobel Kimya Odiiliine layik goriilmiistiir. ik kez 1985'de bilim diinyasina

sunulan PCR da metod basit¢e tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda
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cogaltilmasidir. PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmig iiriin

miktari, bu li¢ adimin tekrarina baglhdir.

1) Denatiirasyon (90-95 °C)
2) Primer baglanmasi (50-70 °C)
3) DNA sentezi (70-75 °C)

Bu ii¢ adim bir PCR siklusunu olusturur. Bu dongiilerin ardindan PCR sonlandirilir

ve uriinlerin analizi yapilir.
PCR da kullanilan malzemeler;

1) Kalip DNA

2) Reaction buffer

3) Forward primer

4) Reverse primer

5) dNTP

6) MgCl,

7) Taq Polimeraz

PCR bu sekilde uygulanirken son zamalarda PCR cihazlar1 hassas 6l¢lim
yapan cihazlarla birlestirilmis ve real time PCR yOntemi ortaya ¢ikmistir. Real-
time PCR’da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle,
agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarmin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi
gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-time PCR iiriinlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya

da diziye Ozgiin problardan yararlanilmaktadir. Real-time PCR Reaksiyon
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esnasinda her bir PCR sikliisiinde yeterli miktarda iiriiniin verdigi floresans 1518a
gore c¢alisip, reaksiyonda asama asama sonuna kadar olusan {iriinii kontrol eden
bir sistemdir. Isima 6zelligine sahip molekiiller kullanarak, PCR’1 olusurken

izleme ve miktar belirleme yontemidir.

Klasik PCR da, PCR sonundaki iiriinler (amplikonlar) saptanir, analiz edilir.
Real Time PCR (gercek zamanli PCR) da ise PCR devam ederken ortaya ¢ikan
irlinler saptanmaya basladigi anda degerlendirmeye alinir. Bir floresan roporterin

kantitasyonu ve tanisi iizerine kuruludur.

Threshold cycle veya Cr degeri reaksiyonda 6nemli artigin oldugu ilk siklusu
ifade eder. PCR iiriinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis (Cy) hedef template’in
baslangic miktar1 ile orantilidr. Tip icinde olusan floresan ile saptanar.

Amplifikasyon sirasinda saptama yapilir.

RT PCR da ii¢ faz vardir;
Exponential Faz,
Linear Faz (Yiiksek Farklilik),

Plateu Faz (End-point).

Exponential Faz; PCR iiriin miktar1 her siklusta tam olarak iki kat artar. Reaksiyon
spesifik ve tamdir. Reaksiyonun Etkinligi %100 diir. Reaksiyonun tiim bilesenleri

tazedir.

Linear Faz (yiiksek farklilik); Reaksiyonun kompanentleri tiikenmeye bagslar.

Reaksiyon yavaglar. Olusan PCR iiriinleri degrade olmaya baglar.
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Plateu Faz (End-point); Geleneksel PCR larda jel bazli taniya gegilen sathadir.
Reaksiyon sonlanmakta, yeni PCR iiriinli olusmamakta ve PCR {iriinlerinin degrade

olmasi1 artmaktadir.

Foloresan Prob Sistemlerti;

Hidrolizasyon problar: TagMan, Beacons, Scorpions.

Hibridizasyon problar: (Light Cycler (Roche).

DNA’ya baglanan (binding) boyalar: SYBR Green.

Yeni prob sistemleri: Peptide nucleic acids (PNAS), niikleikasit anologlar1 (Tm 15),

Minor Groove Binding (MGB), Locked Nucleic acid (LNA), Oligoniiklotid riboz

anologlar1.

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda kullanilan Taqg Man probun caligma prensibi su

sekildedir;

* TagMan sisteminde; 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob

kullanilmaktadir.

*  Prob’un 5’ ucunda raportor florokrom (6-carboxyfluorescein =6-FAM), 3’
ucunda ise baskilayict1 florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine
=TAMRA) bulunmaktadir (Sekil 3.5.).

* Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma

bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir.

* Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki baskilayic1 florokrom

tarafindan engellenmektedir (Sekil 3.6).
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TagMan probu ‘

Sekil 3.5. Taq man probu

primer

wy

]
3 Kalip DNA S’

Sekil 3.6. Taq Man probun kalip DNA ya baglanmas:.

* Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer

uzamast prob’un baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam
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edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini

kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslar.

* Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her
siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de
artmaktadir (Sekil 3.7).

g . - ‘ - TagMan den
& ayrilan nukleotidler
¥ e 7
i

3l

Komplementer zincir

fal

Kalip DNA S’

Sekil 3.7. Taq Man probun caligmasi.
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3.2.YONTEMLER

Bu c¢alismada PFOS 1 olusturabileceg geonotoksik hasara karg1 Kurkumin in
koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak amaglanmistir. Bu amaca yonelik
olarak mersin {iniversitesi deney hayvanlari labaratuvarinda 2-6 haftalik ve ortalama
200gr agirhigindaki erkek siganlara 30 giin siiresince 48 saatlik araliklarla, gavaj
yoluyla kimyasallar uygulanmistir. Uygulamadan sonra kan ve karacger dokulari
izole edilerek testler uygulanmistir. MN ve komet yontemleri hem karaciger hemde
kan dokusuna uygulanirken gen ekspresyonunun tayini i¢in sadece karaciger

kullanilmastir.

3.2.1. Mikronukleus(MN) Testi

3.2.1.1 Kulanilan kimyasal ve ¢ozeltiler
Etilalkol

PBS

Homojenizasyon tamponu pH:7.5 (100ml igin)
0.024M EDTA = 0,89mg

0.075M NaCl = 0,438mg

%10 DMSO distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek buzdolabinda saklanir.

Akridin Oranj(AO) Cozeltisi: 0,01gr akridin oranj, 100ml distile su igerisinde
cozdiiriilir. Agz1 kapali ve 151k almayacak sekilde, oda isisinda 3 ay muhafaza

edilebilir.
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Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi; Karaciger dokusu sicandan izole
edilip buz tizerinde kiigiik pargalara ayrilir. Bu iglemi takiben, 1gr dérnek tiipe alinip
iizerine 1ml homojenizasyon tamponu eklenir. +4 C° de, 10 dk, 600rpm de
homojenize edilir. Ardindan yine +4 de, 2000rpm de, 10dk boyunca santrifiij edilir.
Stipernatand kismi atilir. Pellet kismi 1:1 oraninda PBS ile karistirilarak analiz
edilinceye kadar buzadolabinda saklanir. Bu stok hem MN testi hem de komet testi

icin kullanilabilir.

3.2.1.2 Karaciger i¢in MN testi

Onceden hazirlanip buzdolabinda saklanan karaciger homojenatr 1:10
oraninda PBS ile seyreltilir. Daha sonra seyreltik soliisyondan 100ul alinarak lam
iizerine damlatilir. Bir lamel yardimiyla lama esit sekilde dagitilir ve kurumaya
birakilir. Kuruduktan sonra etilalkolde 10dk bekletilerek fikse edilir. Etilalkolden
c¢ikarilarak kurutulur ve inceleme yapilacagi giine kadar kuru bir yerde muhafaza

edilir.

Incelemenin yapilacagi zaman preparatlarin iizerine 75ul AO ¢dzeltisi
damlatilip tizerine bir lamel kapatildiktan sonra floresan mikroskobun 40 Ik

objektifinde sayimlar yapilir.

Sayimlar yapilirken smirlar1 belirgin ¢ekirdekleri net goriinimlii 1000
hepatosit hiicresi sayilir ve bunlar icerisinde mikronukleus tasiyanlar belirlenir.
Mikronukleuslar belirlenirken de mikronukleusun biiylikligii ¢ekirdegin yarisini

ge¢cmemeli ve mikrovidayla oynandiginda ¢ekirdekle ayni 1s1ltty1 vermelidir.
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3.2.1.3. Kan dokusunda MN

Sican kalbinden enjektorle aliman kandan bir damla lama damlatilir. Ardindan
bir lamel alinir ve 45 derecelik agiyla kan lama yayilir. Bir saat kurumasi beklenir.
Kuruduktan sonra 10dk etil alkolde bekletilerek fikse edilir. Ardindan kurutulur ve
mikroskopta sayimin yapilacagi giine kadar kuru bir yerde muhafaza edilir.
Mikroskopta sayim yapilacagi zaman preperatin tizerine 75ul AO damlatilip lizerine

bir lamel kapatilir ve floresan mikroskobun 40 lik objektifinde sayim yapilir.

Sayim yapilirken dikkat dilmesi gereken bazi noktalar bulunmaktadir. Kan
dokusu birgok hiicre grubundan meydana gelmektedir. Bunlar arasindan ¢ekirdekli
polikromatik eritrositler baz alinmalidir.  Smirlar1 net ve ¢ekirdekleri belirgin
polikromatik eritrositler arasmndan 1000 hiicre sayilir ~ ve bunlar arasindan
mikronukleus tasiyanlar not edilir. ~ Mikronukleuslar belirlenirken karaciger
dokusunda oldugu gibi burada da mikronukleusun biiyiikliigii ana c¢ekirdegin yarisini
gecmemelidir. Ayrica mikrovidayla oynandiginda ¢ekirdekle ayni renk 1silt1

vermelidir.

3.2.2. Komet Testi

3.2.2.1. Kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Etilalkol

PBS

%0.65’lik NMA (Normal Melting Agaroz)
LMA (Low Melting Agaroz)

2 mg/ml’lik Etidyum Bromiir boya ¢ozeltisi
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Lizis Cozeltisi (ph:10)
2.5M NaCl

100mMTris Tris

100nM EDTA

Deneyden 30 dakika 6nce

%1 Triton X100(v/v)

%10 DMSO (v/v)eklenir ve pH 10’a ayarlanir.

Elektroforez Cozeltisi (+4 °C) (pH: 13)
0.3 M NaOH

1nMEDTA

Notralizasyon Cozeltisi pH 7.5

400 nM Tris

3.2.2.2. Komet in uygulanmasi

v Kullanilacak lamlar rodajli degilse 6nceden

olusturulur.

rodajlanarak piiriizlii yiizey

v" Rodajli lamlar bir giin dnceden %0.65’lik NMA (normal melting agaroz) ile

kaplanir.

v' Preparatlarin daldirilacag: tiim ¢ozeltiler soguk olmali. Bunun igin distile su

hazirlanir sogumasi i¢in buzdolabinda muhafaza edilir.
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<N X X

Calismaya baslarken oncelikle su banyosu kurulur ve sicakhigi 37 °C ye
ayarlanir.

Su banyosu isinirken biryandan LMA hazirlanir ve hemen donmamasi i¢in
1sinmis olan su banyosuna birakilir.

Su banyosunun kuyucuklarma Ornek sayist kadar numarali ependof tiip
dizilir. Ependoflara 250 pl LMA konulur. Uzerlerine 30 pl ¢alisilacak olan
ornek eklenir (Eger kan ¢alisiliyorsa; dogrudan tam kan PBS ile 1/10
oraninda seyreltilerek eklenir. Karaciger caligiliyorsa homojenize edilmis ve
buzdolabinda bekletilen stok Ornekten almip PBS ile 1/10 oraninda
seyreltilerek eklenir. Homojenize karaciger dokusu hem MN deneyi igin
hemde komet deneyi i¢in ayni sekilde hazirlanmaktadir.

Daha sonra ependorf tiiplerindeki karisim mikropipetle karistirilarak 100 pl
alinir ve lamlara ii¢ noktaya damlatilir ardindan tizerlerine lameller kapatilir
(bu islem buz plakalarmnin tizerinde yapilir).

Lamlar hemen dolaba kaldirilir ve 15dk buzdolabinda bekletilir.

Dolaba kaldirilan lamlar ¢ikarilir. Lamlarin tizerindeki lameller yavasca yana
dogru ¢ekilerek alinir.

Lamlar salelere dizilir ve iizerlerine soguk liziz ¢6zeltisi eklenir. Isik almasin
diye aliiminyum folyoya sarilir ve dolaba kaldirilir. Bu sekilde 1-24 saat
lizizde bekleyebilir.

Lizize brrakilan 6rneklerin oldugu saleler dolaptan ¢ikarilir, folyolar1 sokiiliir.
Lamlar1 saleden ¢ikarmadan, saleler egilerek liziz tamponu yavasca siiziiliir.
Salenin iizerine soguk su konulur ve hemen geri siiziilir (soguk suyla
soklanir).

Lamlar elektroforez tankinin tablasina yanyana yavasga dizilir (sicaklik hep
+4 de olmalidir. Aksi taktirde LMA eriyerek lamlarin iizerinden akar).

Tanka, elektroforez tamponu konulur (lamlarin {izerini 6rtecek kadar) .
Tankin kapagi kapatilir ve 151k almayacak sekilde tank sarilir.

20 dk elektroforezin gii¢c kaynagi kapali sekilde lamlar bekler.

Bu siire dolunca elektroforez islemi baslatilir. 25 V ve 300 mA de 20 dakika

boyunca elektrik akimina maruz birakilir.

97



Eke, D. 2013. Perflorooktan Siilfonat ve Kurkumin Bilesiklerinin Sican Karaciger ve Kan Dokularinda Genotoksik ve

Apoptotik Etkilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

v" 20 dk sonra lamlar ¢akarilarak bos salelere konur ve {izerine yavas¢a soguk
notralizasyon tamponu eklenir. 5dk nétralizasyonda kalir.

v Saleler yavasca siiziiliir. Uzerine soguk su konur tekrar siiziiliir.

v Soguk etil alkol konulur ve 10dk beklenir.

v Alkolden ¢ikarilip kurutulur. Daha sonra incelenmek lizere temiz bir yerde
saklanir.

v' Incelenecedi zaman 2 mg/ml’lik Etidyum Bromiir ¢dzeltisinden her preparat
iizerine 100 pl damlatilir ve lizerine bir lamel kapatildiktan sonra floresan

mikroskop altinda inceleme yapilir.

Mikroskobik degerlendirme yapilirken her preparat icin 100 tane hiicre sayildi.
Her bir hiicre kuyruk uzunluguna goére komet tip 0, 1, 2, 3, 4 olarak numaralandirilda.
Ardmdan asagidaki formiillere gore HHY (Hasarli Hiicre Yiizdesi) ve GHI (Genetik
Hasar indeksi) olmak iizere iki parametre olusturuldu ve istatistiksel islemler bu

parametreler iizerinden yapild1.

* Hasarh Hiicre Yiizdesi= Tip 2 + Tip3 + Tip4

+  Genetik Hasar Indeksi (GHI)= [Tip 1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]

3.2.3. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Kaspaz 3 Ve 8)

3.2.3.1. Gerekli kimyasal malzemeler

Trizol (15596-026)

Kloroform (34697)

[zopropanol (AC423830000)
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EtOH (Etil alkol)

DEPC

Tag man gen exp. Kiti (KASPAZ 3 VE KASPAZ 8) (998327) (Applied Biosystem)
High Capacity cDNA Revers Transcripsion Kiti (4368814) (Applied Biosystem)
Rat ACTB (4352931E) (Applied Biosystem)

Tag man gene exp. Master mix (4369016) (Applied Biosystem)

Kantitatif gen ekspresyonu, yapilan tgiincii ve son testtir. Uygulanan kimyasallar
karsisinda, karaciger hiicrelerinde kaspaz 3, 8 ve kontrol olarak ta beta aktin

genlerinin ekspresyon miktarlarma bakilmistir.
Bu test ii¢ ana asamadan olusmaktadir.

1- Karacigerden RNA izolasyonu.

2- Elde edilen RNA dan cDNA elde edilmesi.

3-Elde edilen cDNA larin Real Time PCR cihazina yiiklenerek s6z konusu genlerin

ekspresyon oranlarinin tayin edilmesi.

3.2.3.2. Trizol ile karaciger dokusunan RNA izolasyonu

v" 100mg doku buz iizerinde kiiglik pargalara ayrilir ve tizerine 1000 pl +4 trizol
eklenip kabaca pipetaj yapilir.
15dk buz iizerinde bekletilir. Bekleme sirasinda 5dk arayla vortekslenir.

10dk, 14 000rpm de +4 C° de santrifiij edilir.

Stipernatant1 1.5ml lik tiipe transfer edilir.

S X X

200 pl kloroform eklenir.
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15 saniye vortekslenir.

10dk buz tizerinde bekletilir.

15dk, 14 000rpm de +4 C° de santrifiij edilir.

Stipernatantin %70 lik saydam kismi1 bagka tiipe transfer edilir.
Transfer edilen kisma esit hacimde izopropanol eklenir (500-250 pl)
Kisa stire vortekslenir.

10dk buz tizerinde bekletilir.

10dk, 14 000rpm de +4 C° de santrifiij edilir.

Dipteki pelletin goriilmesi 6nemli.

Stipernatant kismu atilir.

1ml %75 lik EtOH(DEPC) (-20 C°) eklenir.

Kisaca vortekslenir.

5dk 14 000rpm de + 4 C° de santrifiij edilir.

Tamami alinir ve buz {lizerinde agz1 a¢ik 6dk bekletilir.

20 ul DEPC 1i su eklenir.

Buz iizerinde 15dk pipetaj yapilir(agzi agik)

Daha sonra kullanilmak iizere -20 C° ye kaldirilir.

3.2.3.3. RNA'dan cDNA elde edilmesi

Cizelge 3.1. e gore eklenir. Hazirlandiktan sonra baska bir tiipe Master mixten 10ul

Once bir tiip icerisine master mix hazirlanir. Hazirlanirken kimyasallar

ve RNA dan 10 pl eklenir (toplam 20pul).

Cizelge 3.1. cDNA elde etmek i¢in kullanilan master mix icerigi.

BiR ORNEK iCiN
MASTER MiX HAZIRLNIRKEN EKLENECEK MiKTAR(ul)
EKLENECEKLER 1 6rnek i¢in toplam 10ul
1 Nuclease-free H,O 3.2
2 10X RT Buffer 2
3 25x ANTP MIX (100mM) 0.8
4 10X RT Random Primer 2
5 RNAas inhibitorii 1
6 Multi Scrbe Revers Transcriptase 1




Eke, D. 2013. Perflorooktan Siilfonat ve Kurkumin Bilesiklerinin Sican Karaciger ve Kan Dokularinda Genotoksik ve

Apoptotik Etkilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

Master mix ve RNA tiipe eklendikten sonra kisa siireli santriftij edilir.

Ornekler cihaza yerlestirilir ve tablodaki kosullara gore cihaz ayarlanarak cDNA

elde edilir.

Cizelge 3.2. cDNA elde etmek i¢in uygulanan sicaklik-zaman kosullar1.

Adiml Adim2 Adim3 Adim4
Sicaklik C° 25 37 85 4
Zaman (dakika) 10 120 5 | L.

3.2.3.4. Real time (RT) PCR islemleri

Once Cizelge 3.3. teki miktarlara gore

bir tiipte master mix hazirlanir. Master

mix hazirlandiktan sonra PCR plate in her kuyucuguna 23 pl master mix ve 2 ul

cDNA eklenerek yiiriitme yapilir.

Cizelge 3.3. RT PCR i¢in master mix igerigi.

Master mix icin eklenecek maddeler

Bir ornek icin eklenmesi gereken

miktar

Su 9,25 ul

Tag man 12,5 ul
Primer probe 1,25 ul
Toplam hacim 23 ul
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Calismada karaciger ve kan dokulariyla yapilan mikronukleus (MN) ve komet
testleri ile karaciger dokusuyla yapilan kantitatif gen ekspresyonu (kaspaz 3 ve 8)

testlerinin sonuglari asagida tablo ve fotograflarla belirtilmistir.

4.1.1. Kanda Yapilan MN Testi Sonucu

Sonuglarm normal dagilima uygun olup olmadiklarinin anlasilmas: i¢in
Shapiro Wilk testi uygulanmistir. Test sonucuna gore kandaki MN degerleri normal
dagilima uygun bir dagilis gostermemektedir (p=0,007). Bu ylizden guruplarin
istatistiksel analizi i¢in Krukal-Wallis testi uygulanmistir. Buna gore; genel olarak
PFOS’un doz artisma baglh olarak MN miktar1 artmis, kurkumin varligi bu artis
azaltmustir. MN degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir (p<0,001). NK ile 2.5 mg/kg PFOS lik grup arasinda kandaki MN
degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05). Testin

sonuglar1 ve mikroskobik goriintiisii Cizelge 4.1, Sekil 4.1. ve 2 de gosretilmistir.
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Cizelge 4.1. PFOS ve kurkumin uygulanmis siganlarm kan dokusu

polikromatik hiicrelerinde mikronukleus frekanslari .

GRUPLAR

1000 polikromatik eritrositten
MN ic¢erenlerin ortalamasi +/-

standart sapma
Negatif kontrol(NK) 1,81 +/- 0,23
Kurkumin(K) 1,86 +/- 0,14°
0,6 mg/kg PFOS 2,15 +/- 0,12°
0,6 mg/kg PFOS+K 2,15 +/- 0,18%
1,25 mg/kg PFOS 2,47 +/- 0,23°
1,25 mg/kg PFOS+K 2,63 +/- 0,24°
2,5 mg/kg PFOS 2,76 +/- 0,14°
2,5 mg/kg PFOS+K 2,76 +/- 0,22°
PK (0,2 mg/kg MMC) 3,58 +/- 0,45°

&+ grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir,
b grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farkhdir,

¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farklidir.
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Kanda MN igeren hiicre sayisi (1000 hiicre i¢in)

NK KUR 06 0.6+K 125 125+K 25 25+K PK

Sekil 4.1. MN igeren kan hiicrelerinin dozlara gore orani (birimler mg/kg cinsinden
verilmistir. PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, K: kurkumin)

Sekil 4.2.  AO ile boyanan kan hiicrelerinin floresan mikroskop altindaki goriintiisii.
MN igeren polikromatik eritrosit isaretlenmistir.
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4.1.2. Karaciger i¢in MN Testi Sonucu

Sonuglarin normal dagilima uygun olup olmadiklarinin anlasilmasi i¢in
Shapiro Wilk testi uygulanmigtir. Degerler normal dagilima uygun bir dagilis
gostermektedir (p=0,348). Bu yiizden analizi ANOVA ile yapilmistir. ANOVA
testine gore genel olarak PFOS 1n doz artisina baglh olarak karacigerde MN miktar1
artmug, kurkumin varlig1 bu artis1 azaltmistir. Karaciger MN degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<<0,001). NK grubu ile
0,6 mg/kg PFOS grubu arasinda karacigerdeki MN degerleri bakimmdan istatistiksel
olarak anlamli bir fark vardr (p<0,05). NK grubu ile 1,25 mg/kg PFOS grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardwr (p<0,001). Test sonucu ve
mikroskobik goriintiisii Cizelge 4.2. , Sekil 4.3. , Sekil 4.4. ve Sekil 4.5. te

gosterilmektedir.
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Cizelge. 4.2. Sican karaciger hiicrelerinde MN sonuglar1.

GRUPLAR ORTALAMA(1000 hiicre icinde
MN icerenlerin ortalamasi +/-
standart sapma)

Negatif kontrol(NK) 1,47 +/- 0,41
Kurkumin(K) 1,54 +/-0,34°
0,6 mg/kg PFOS 2,11 +/-0,12°
0,6 mg/kg PFOS+K 1,93 +/-0,31°
1,25 mg/kg PFOS 2,67 +/-0,14°
1,25 mg/kg PFOS+K 2,57 +/-0,23°
2,5 mg/kg PFOS 2,85 +/-0,20°
2,5 mg/kg PFOS+K 2,72 +/-0,25°
PK (0,2 mg/kg MMC) 3,55 +/- 0,47

& . grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir,

b grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farkhdir,

¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farklidir.

4,5

Karacigerde MN igeren hiicre sayisi (1000 hiicre i¢in)

4,0 1

3,5 1

3,0

2,5 1

2,0 1

1,5 1

1,0 1

Frd

Tyid

NK KUR 0.6 06+K 125 125+K 25 25+K PK

Sekil 4.3. 1000 hiicre igerisinde MN iceren karaciger hiicrelerinin dozlara gore orani.
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Sekil 4.4. Karaciger hiicrelerinin floresan mikroskop altindaki goriintiisii.
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Sekil 4.5. Karaciger hiicrelerinin floresan mikroskoptaki goriintiisii. MN iceren

hiicre isaretlenmistir.

4.1.3. Kan Hiicrelerinde Yapilan Komet Analizinde Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY)

Sonucu

Sonuglarin normal dagilima uygun olup olmadiklarinin anlagilmas: igin
Shapiro Wilk testi uygulanmistir. Kanda yapilan komet testi HHY degerleri normal
dagilima uygun bir dagilis gostermemektedir (p=0,004). Bu yiizden analizde
Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Genel olarak PFOS 1n doz artisina bagli olarak
HHY miktar1 artmis, kurkumin varligi bu artis1 azaltmistir. Degerler bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001). NK grubu ile
1,25 mg/kg PFOS grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05).

Testle ilgili veriler Cizelge 4.3. ve Sekil 4.6. da belirtilmistir.
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Cizelge 4.3. Kanda yapilan Komet testinde HHY nin ortalamasi ve standart sapmast.
HHY, 100 hiicre icerisinde komet tip 2, komet tip 3 ve komet tip 4 icerenlerin

toplam sayisidir. Komet tip 0 ve komet tip1 ler bu toplama dahil edilmemistir.

GRUPLAR ORTALAMA
Negatif kontrol(NK) 21,83 +/- 4,95
Kurkumin(K) 25,33 +/- 3,93

0,6 mg/kg PFOS 39,33 +/-1,21°
0,6 mg/kg PFOS+K 30,66 +/- 2,25
1,25 mg/kg PFOS 59,50 +/-4,72°
1,25 mg/kg PFOS+K 42,16 +/- 2,78
2,5 mg/kg PFOS 74,50 +/-3,93°
2,5 mg/kg PFOS+K 65,16 +/-2,63°
PK (0,2 mg/kg MMC) 84,83 +/- 3,18

& . grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir,
b grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farkhdir,

¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farklidir.

100

Kanda KOMET(HHY) degeri

80 1

60 1

40 1

20 1

NK  KUR 06 06+K 125 1.25+K 25 25+K PK

Sekil 4.6. Kanda yapilan komet testine gére HHY'nin dozlara gore orani. HHY,
100 hiicre icerisinde komet tip 2, komet tip 3 ve komet tip 4 icerenlerin toplam
sayisidir. Komet tip 0 ve komet tip1 ler bu toplama dahil edilmez.
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4.1.4. Kanda Yapilan Komet Analizinde Genetik Hasar Indeksi (GHI) Sonuglari

Sonuglarin normal dagilima uygun olup olmadiklarinin anlagilmas: i¢in
Shapiro Wilk testi uygulanmistir. Degerler normal dagilima uygun dagilis
gostermemektedir (p<0,001). Analizde Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir. Genel
olarak PFOS’un doz artisina baglh olarak GHI artmis, kurkumin varligi bu artisi
azaltmistir. Degerler bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
vardir (p<0,001) . NK grubu ile 1,25 mg/kg PFOS grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardir (p<0,05). Testle ilgili veriler ve mikroskobik goriintiiler

cizelge 4.4. sekil 4.7. ve sekil 4.8. de belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Kanda yapilan komet testine gore genetik hasar indeksi (GHI) nin
gruplara gore dagilimi. GHI: [Tip 1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]. Komet tip O lar
formiile dahil edilmemistir.

GRUPLAR ORTALAMA
Negatif kontrol(NK) 29,83 +/-8,01
Kurkumin(K) 35,33 +/-7,31°
0,6 mg/kg PFOS 64,83 +/-2,31°
0,6 mg/kg PFOS+K 4533 +/-557°
1,25 mg/kg PFOS 141,83 +/-17,05°
1,25 mg/kg PFOS+K 64,66 +/-571°
2,5 mg/kg PFOS 197,33 +/-9,37°
2,5 mg/kg PFOS+K 124,33 +/-4,92°
PK (0,2 mg/kg MMC) 237,00 +/-15,64°

& grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidur,
b - grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidur,

¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farkhdir.
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100 1

Kanda KOMET degeri
(100 hiicre i¢in genetik hasar indeksi GHI)
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NK KUR 06 0.6+K 125 1.25+K 25 25+K PK

Sekil 4.7. Kanda yapilan komet testi ne gore GHI nin dozlara orani. GHI: [Tip 1+
(2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]. Komet tip O lar formiile dahil edilmez.

Sekil 4.8. Komet olusturmus bir kan hiicresinin floresan mikroskop altindaki

goruntisu
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4.1.5. Karacigerde Yapilan Komet Analizine Gore Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY)

Sonuglari

Sonuglarin normal dagilima uygun olup olmadiklarmin anlagilmasi igin
Shapiro Wilk testi uygulanmistir. Karacigerdeki komet 1 degerleri normal dagilima
uygun bir dagilis gostermemektedir (p=0,001). Analizde Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Genel olarak PFOS 1 doz artisina bagli olarak HHY artmis, kurkumin
varlig1 bu artis1 azaltmistir. Degerler bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardir (p<0,001) . NK grubu ile 2,5 mg/kg PFOS grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0,001). Testle ilgili veri ve goriintiiler

Cizelge 4.5., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10 da gériilmektedir.

Cizelge 4.5. Karacigerde yapilan Komet Analizine Gére HHY nin ortalamasi ve
standart sapmast. HHY: 100 hiicre igerisinde komet tip 2, komet tip 3 ve komet tip
4 igerenlerin toplam sayisidir. Komet tip 0 ve komet tipl ler bu toplama dahil
edilmemistir. Yildiz olan grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir.

GRUPLAR ORTALAMA
Negatif kontrol(NK) 20,66 +/-1,86
Kurkumin(K) 19,66 +/-2,16
0,6 mg/kg PFOS 35,50 +/-3,44°
0,6 mg/kg PFOS+K 27,33 +/-3.38"
1,25 mg/kg PFOS 52,66 +/-2,50°
1,25 mg/kg PFOS+K 4233 +/-2,16°
2,5 mg/kg PFOS 71,50 +/-1,64°
2,5 mg/kg PFOS+K 68,33 +/-2.80°
PK (0,2 mg/kg MMC) 82,50 +/-3,14°

& . grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farkldur,
b grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir,

¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farkhdr.
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Sekil 4.9. Karacigerde yapilan komet testine gore HHY nin dozlara gore oran.
HHY hasarli hiicre yiizdesi olup 100 hiicre icerisinde komet tip 2, komet tip 3 ve
komet tip 4 igerenlerin toplam sayisidir. Komet tip 0 ve komet tipl ler bu toplama
dahil edilmemistir.

Sekil 4.10. Komet olusturan karaciger hiicrelerinin floresan mikroskop altindaki

goriintiileri.
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4.1.6. Karacigerde Yapilan Komet Analizine Gore Genetik Hasar Indeksi (GHI)

Sonuglari

Sonuglarin normal dagilima uygun olup olmadiklarinin anlagilmas: i¢in
Shapiro Wilk testi uygulanmistir. Karacigerdeki komet analizi GHI degerleri
normal dagilima uygun bir dagilis gostermemektedir (p<0,001). Analizde Kruskal-
Wallis testi kullanilmistir. Genel olarak PFOS m doz artisina bagh olarak GHI
artmis, kurkumin varligi bu artis1 azaltmistir. Degerler bakimmdan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001). NK grubu ile 2,5 mg/kg PFOS
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardwr (p=0,001). Testle ilgili
veriler Cizelge 4.6. ve Sekil 4.11 de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Karacigerde yapilan komet analizine gore genetik hasar indeksi (GHI)
nin gruplara gére dagilimu.

GRUPLAR ORTALAMA
Negatif kontrol(NK) 25,00 +/- 2,60
Kurkumin(K) 22,66 +/-4,36
0,6 mg/kg PFOS 53,83 +/-6,91°
0,6 mg/kg PFOS+K 34,33 +/-8.43°
1,25 mg/kg PFOS 114,83 +/-6,33°
1,25 mg/kg PFOS+K 65,00 +/-4,93°
2,5 mg/kg PFOS 183,83 +/-4,62°
2,5 mg/kg PFOS+K 125,66 +/-6,83°
PK (0,2 mg/kg MMC) 238,00 +/-6,35°

& . grup diger gruplardan istatistiksel olarak (p<0,001)farkldir,
b grup negatif kontrol rubundan istatistiksel olarak (p<0,001)farklidir,
¢ ; grup negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak (p<0,05) farkhdir.
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Sekil 4.11. Karacigerde yapilan komet testi ne gére GHI nin dozlara oran1. GHI: [Tip
1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]. Komet tip O lar formiile dahil edilmemistir.

Kandaki MN ve komet (HHY) degerleri arasinda pozitif yonde giiglii bir iliski vardir
(r=0,878, p<0,001).

Kandaki MN ve komet (GHI) degerleri arasinda pozitif yonde giiclii bir iliski vardir
(r=0,842, p<0,001).

Kandaki komet (HHY) ve komet (GHI) degerleri arasinda pozitif yonde dogrusala
yakm bir iliski vardir (r=0, 986, p<0,001).
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Karacigerdeki MN ve komet (HHY) degerleri arasinda pozitif yonde giiglii bir iligki
vardir (r=0,922 , p<0,001).

Karacigerdeki MN ve komet (GHI) degerleri arasinda pozitif yonde gii¢li bir iligki
vardir (r=0,923 , p<0,001).

Karacigerdeki komet (HHY) ve komet (GHI) degerleri arasinda pozitif yonde
dogrusala yakin bir iliski vardir (r=0, 995, p<0,001).

Normal dagilima wuygun dagilim gosteren parametreler igin grup
karsilastirmalarinda ANOV A testinden yararlanilmis olup, farklilik ¢ikan gruplar i¢in
farkin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek amaciyla Post Hoc testlerinden
Bonferroni testi uygulanmistir. Dagilim varsayimi saglamayan parametreler i¢in ise
Kruskal Wallis testinden yararlanilmis olup, Post Hoc testlerinden Dunn testi
uygulanmistir. Siirekli degiskenler arasinda iligki katsayis1 olarak Spearman

korelasyon katsayis1 hesaplanmustir.

4.1.7. Kantitatif Gen Ekspresyonu Sonugclar1

Ct degeri RT PCR isleminde anlamli ekspresyon artisinin oldugu ilk siklusu
ifade etmektedir. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 genlerinin Ct degerleri beta aktin geninin Cr
degerinden ¢ikarilarak ACt degeri elde edilmistir. Ardindan bu deger, NK (negatif

kontrol) ile kiyaslanarak AACt ve 2 A ACT degerleri hesaplanmis ve istatistiksel

-A AC
2

islem yapilmustir. 1 degeri, genin negatif kontrole kiyasla, ekspresyon

miktarmim gostergesidir. Kazpaz 3 geninin ekspresyon verileri ¢izelge 4.7. ve Sekil
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4. 12 de ayrica kaspaz 8 geninin ekspresyon verileri ise Cizelge 4.8. ve Sekil 4.13 te

verilmistir.

Gruplar arasinda fark olup olmadigmin tespiti ANOVA ile degerlendirilmis

ve ortalama ile standart sapma verilmistir. Kaspaz3 ve Kaspaz8 i¢in tiim gruplar

arasinda istatistiksel agidan anlaml farklilik vardir (p<0,001).Cikan farkliligin hangi

gruplar arasinda oldugunun tespiti i¢in Bonferroni post-hoc testi yapilmistir.

Cizelge 4.7. Karaciger hiicrelerinden elde edilen kaspaz 3 geninin ekspresyon
miktarinin dozlara gore degisimi.

GRUPLAR ACy AACy 27485 Standart
(kaspaz 3 icin) ortalamas1 | ortalamasi ortalamas1 sapma p
Negatif kontrol(NK) 4,243 - - -
Kurkumin(K) 4,603 0,36 0,7822 +1-0,07
0,6 mg/kg PFOS 3,83 -0,413 1,345 +-0.22
0,6 mg/kg PFOS+K 3,921 -0,321 1,167 +/-003
1,25 mg/kg PFOS 3,718 -0,525 1,447 +-007 | <0 001
1,25 mg/kg PFOS+K 3,731 -0,511 1,435 +/-0,19
2,5 mg/kg PFOS 3,441 -0,801 1,762 +-030
2,5 mg/kg PFOS+K 3,61 -0,633 1,582 +/-036
PK(0,2mg/kg MMC) 3,213 -1,03 2,092 +/-053
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Sekil 4.12 Kaspaz 3 geninin ekspresyon miktari real time PCR dan elde edilen

-A A
2 C

kontrol, K;kurkumin, PK;pozitif kontrol.

Sekil 4.8. Karaciger clicrelerinden elde edilen kaspaz 8 geninin ekspresyon

miktarinin dozlara gore degisimi

1 formiilii ile hesaplanmistir. Doz degerleri pg/ml cinsindendir. NK; negatif

GRUPLAR ACr AACT 2 88C Standart | p
(kaspaz 8 icin) ortalamasi | ortalamasi | Ortalamasi | sapma
Negatif kontrol(NK) | 5,226 - - - <0,001
Kurkumin(K) 6,551 1,325 0,401 +1-0,04

0,6 mg/kg PFOS 4,808 -0,418 1,361 +-028

0,6 mg/kg PFOS+K | 4,955 -0,271 1,220 4021
1,25 mg/kg PFOS 4,353 -0,873 1,871 +- 0,44
1,25 mg/kg PFOS+K | 4,596 -0,63 1,588 4041

2,5 mg/kg PFOS 3,523 -1,703 3,427 +-116

2,5 mg/kg PFOS+K | 3,848 -1,378 2,722 +- 0,90

PK (0,2 mg/kg MMC) | 3,101 -2,125 4,601 162
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Sekil 4.13. 12 Kaspaz 8 geninin ekspresyon miktari real time PCR dan elde edilen 2 -
AACL formiilii ile hesaplanmustir. Doz degerleri pg/ml cinsindendir. NK; negatif
kontrol, K;kurkumin, PK;pozitif kontrol.
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4.2. TARTISMA

Bu c¢alismada PFOS ve  kurkumin  bilesiklerinin  toksisitesi
degerlendirilmistir. Calisma, bu iki kimyasalin beraber kullanildig: ilk ¢alismadir.
Calisma in vivo olarak yapilmustir. In vivo yontemler biitiin diinyada in vitro
yontemlere gore daha kabul goriir durumdadirlar. Deney hayvani olarak siganlarin

kullanilmasi da; tipki insanlar gibi omurgali ve memeli olmalar1 sebebiyle 6nemlidir.

Kullanilan dokular; kan(lenfosit) ve karaciger hiicreleridir. PFOS molekiilii
yapisi itibar1 ile hem hidrofilik hemde lipofobik 6zellik gdstermektedir. Bu ylizden
diger kirleticilerin aksine yag dokusunda degilde karaciger ve kan dokusunda
birikme egilimi gostermektedir. PFOS'in bu 6zelligi bizim calismamizda karaciger ve

kan dokusunu segmemizin sebebidir.

Bu ¢alismada PFOS molekiilii hem kan dokusunda hem de karacigerde doz
artisina bagli olarak toksik etki gdstermistir. 1000 hiicre igegerisinden MN
icerenlerin orami1 kaydedilerek hesaplanan MN testi sonuglarina gore, doz arttik¢a
MN oranida artmustir ve bu artig tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamlhidir. Testin
toksisite gostergesi oldugu bilindigine gore; doz arttikga toksisite oranida artmistir
denilebilir. Ayn1 doz kurkumin eklenek tekrar edildiginde ise MN oram diisiis
gostermistir. 0.6; 1,25 ve 2,5mg/kg PFOS grubunun {igii de 80mg/kg kurkumin

ilave edilerek tekrarlandiginda MN orani kurkumin igermeyen gruba gore azalmistir.

Yaptigimiz tez ¢alismasmnin sonucglari yakin zamanda yapilan diger
calismalarla karsilastirilinca biiyiik Olclide Ortiislir niteliktedir. Bunlara detayh

olarak deginirsek;
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Bu tez ¢alismasinda PFOS kimyasalindaki doz artigina paralel olarak toksik
etkisi de artmustir. Benzer sonuglarm elde edildigi bir calismada; Gavajla, 28 giin, 5
mg/kg/glin ve 20 mg/kg/giin PFOS verilen Sprague—Dawley sicanlarinda en yiiksek
PFOS konsantrasyonunun karacigerde (hepatosit hipertrofisi ile sitoplazma
vakuolizasyonu) oldugu daha sonra sirastyla kalp, bobrek, tam kan, akciger, dalak,
beyin ve en diisiik PFOS konsantrasyonunun ise testislerde oldugu tespit edilmistir
[Cui ve Zhou, 2009]. Bizim yaptigimiz ¢alismada da ayni sekilde karaciger ve kan
dokularinda PFOS m toksik etkileri goriilmiistiir. Bu ¢alisma bizim yiiriittiigiimiiz tez
calismasi ile oOrtlislir niteliktedir. PFOS 1n toksisitesini isaret eden bir diger ¢alisma
da Austin ve ark. tarafindan yapilmistir. Calismada yetiskin disi farelere (n=4-5) 2
hafta boyunca 0.1 veya 10 mg/kg PFOS uygulanmistir. Doza bagl olarak yiyecek
tilketimi ve viicut agirhigmin azaldigi tespit edilmistir [Austin ve ark., 2003]. Bir
baska caligmada ise norotoksik etki tek dozluk kullanimda saptanmistir. Johansonn
ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma PFOS in norotoksik etkisini gostermistir. 10
giinliik farelere tek oral doz 1.4 den 21 mmol/kg a kadar PFOS (0.75-11.3 mg)
verilmis ve norotoksik etkilerini degerlendirilmistir. PFOS, gelisimsel norotoksik bir

madde olarak kabul edilmistir [Johansonn ve ark., 2008].

Bu tez ¢alismasindai gibi sican lenfositleri tizerindeki etkisini arastiran bir grup
ise; Flow sitometri analizlerinde 7 giin 0,5 , 20 ve 40 mg PFOS/kg verilen si¢canlarda
ozellikle 20 ve 40 mg PFOS/kg dozlarinda lenfosit sayisinda ciddi bir azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Bizim yiiriittiiglimiiz tez ¢alismasinda da PFOS 1n kan
hiicreleri ilizerinde toksik etkisinin goriilmesi sebebiyle her iki calisma paralel

sonuglara sahiptir [Zheng ve ark., 2008].

Sicanlarda PFOS’un prenatal gelisime olan toksik etkisini belirlemek icin
reprodiiktif toksisite ¢aligmalar1 i¢in sicanlara gavajla 0.1, 0.4, 1.6 ve 3.2 mg/kg/giin

PFOS verilmistir. Yiiksek dozlarda ilk jenerasyondaki tiim yavrular 6lmiis, diisiik
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dozlarda ise ikinci jenerasyondaki tiim fareler Olmiistiir. ikinci jenerasyonda

etkilerinin goriilmesi oldukea ilgingtir [Luebker ve ark., 2005].

Gebelik sirasinda PFOS uygulanan sicanlarin fetiislerinde gelisimsel toksik
etkiler arasinda fetal viicut agirhiginda azalma, yarik damak, anazarka, ventrikiiler
septal defekt, sag atriumda genisleme, karaciger agirliginda artma, i¢ organlarda
anomaliler, kemik olusumunda gecikme ve iskelet anomalileri, dogumdan sonra
hayatta kalan yavru sayisinda azalma, dogumsal kusurlarda artma, yavrunun viicut
agirliginin artisinda azalma, serum tiroid hormon seviyesinde azalma yer almaktadir.
Ana hayvanda ise karacigerde ciddi bir biiylime gozlenmistir [Fuentes ve ark.,
2007].

PFOS’nin karaciger iizerine etkilerini arastiran diger bir calisma ise Thamford
ve arkadaslar1 tarafindan sicanlarda calisilmistir. Onlar maruziyet siiresini ve dozu
bize gore biraz fazla tutmus sitotoksik etkilere bakmiglar. 52 hafta boyunca gavajla
PFOS verilen sigan karacigerlerinde; Sentrilobiiler hipertrofi, sentrilobiiler
hepatoksik pigmentler, ve sentrilobiiler hepatoksik vakiilasyon gibi hepatoksik
veriler disi ve erkeklerde 5 ve 20 mg/kg lik dozlarda not edilmistir [Thomford ve
ark., 2002]. Biz ¢alismamizda 2,5 mg/kg ve Ustiinii MN ve komet testlerinde zaten

toksik olarak rapor ettik.

PFOS nin karaciger ve kan lizerinde toksik etkisinin goriilmedigi ¢aligmalar
da bulunmaktadir. Bu caligmalardan birinde; insan lenfosit hiicrelerinde 599 pg/mL
(-S9) ve 449 pg/mL (+S9) konsantrasyonlara kadar kromozomal aberasyonu
tetiklememistir [Cifone ve ark., 1999]. Sican karaciger primer kiiltlirlerinde 4000
pg/ml konsantrasyona kadar programlanmamig DNA sentezi (Unscheduled DNA
Synthesis (UDS)) 1 arttirmamistir [Cifone ve ark., 1999].
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Fare kemik iligi MN testinde, tek oral dozda 237.5, 450 ve 950 mg/kg ve 24,
48 and 72 saatlik uygulamalarda MN oraninda istatistiksel olarak bir degisiklige
sebep olmamistir [Corning Hazleton, ve ark., 1993]. Bu sonu¢ bizim MN
sonuglarimizla ters gibi goziiksede, Hazleton ve ekibinin uygulamayi tek doz olarak
yaptig1 yani biyolojik bir birikime firsat verilmedigi gézden kagmamalidir. PFOS ile
yapilan bir baska MN testinde; Jernbro ve ark. Tarafindan 2007 yilinda PFOS ve
siklofosfamid(cyclophophamid CPP) in etkileri, hamster akciger hiicrelerinde MN
testi kullanilarak arastirilmistir. PFOS, tiim dozlarda CPP nin tosisitesini arttirirken,
12.5 pg/ml lik dozda tek basmma anlamli derecede genotoksik bulunmustur [Jernbro
ve ark.,]. PFOS m toksisiteyi arttirmasi yine bizim ¢alismamizin sonucuyla ortiisiir

niteliktedir.

PFOS ile yapilan komet testine bakacak olursak;

Komet testi DNA zincirindeki kirilmalar1 6lgen bir testtir. Yani; ‘komet
parametresini arttiran bir kimyasal genotoksik etkiye sahiptir’, sonucuna varilir.
PFOS 1n tek basma uygulandigi tiim gruplarda doz artisina bagli olarak komet
miktarida artmistir. Bu artis PFOS n kullanildigi tiim gruplarda (0,6; 1,25; 2,5mg/kg
PFOS) istatistiksel olarak anlamlidir. Ancak biz bu gruplar1 80mg/kg kurkumin ilave
ederek tekrar ettigimizde; ayni grubun kurmin ilaveli olninda komet miktari,
kurkumin olmayanina gore diisiis gostermistir. Yani kurkumin, PFOS m tokssitesini

azaltmistir.

Liu ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada PFOS ve PFOA in oksidatif stres ve

apoptozis yoluyla hiicresel toksikolojisi freshwater tilapia (Oreochromis niloticus)

hepatosit primer kiiltiirlerinde ¢alisilmistir. Kiiltiire alinan hiicreler 24 saat boyunca
0, 1, 5, 15 and 30 mg/L(-1) dozlarda PFOS ve PFOA e maruz birakilmis ve Hem
PFOS hem de PFOA gruplarinin hepsinde kaspaz-3, -8, -9 aktivitelerinde anlaml

derecede artis olmustur. Bu sonug¢ bizim yiiriittiiglimiiz tez ¢calismasmin komet, MN
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ve kantitatif gen ekspresyonu test sonuclari ile ortiisiir niteliktedir. Yiirtittiglimiiz tez
caligmasinda da kaspaz 3 ve kaspaz 8 yolaklar1 aktive olmustur[Liu ve ark., 2007].
PFOS 1n apoptoz iizerinde olumsuz etkisini bulan bir diger ¢alismada ise murin N9
hiicre dizileri kullanilmistir. Calisma sonucunda mitokondrial membran
potansiyelinin bozulmasi, p53, Bax, kaspaz9, kaspaz3 genlerine ait mRNA larin
diizenlerinin bozulmas1 yoluyla hiicresel apoptozisin indiiklendigi sonucuna

varilmistir [ Zhang ve ark., 2011].

PFOS’m apoptotik genlerin ekspresyonu iizerindeki etkisine deginecek

olursak;

Bu calismada apoptotik yolagi aktive eden iki Onemli gen (kaspaz3 ve
kaspaz8) calisildi. Bu genler sadece hiicrenin boliinmesi asamasinda veya apoptoz
yolaginda gorev almazlar. Ayni1 zamanda bir ¢ok kritik noktada hayati roller
iistlenirler. Ornegin Kaspaz-3’iin hedefi olan ¢ok sayida protein bulunmaktadir.
Bunlar arasinda poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP; DNA tamiri), UIl-70K, hnRNP
Cl ve C2 (mRNA islenmesi), sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler (SREBP,
Sterol Regulatory Element Binding Proteins, sterol biyosentezi) ve DCGDI (hiicre
iskeletinin organizasyonu) sayilabilir. Ek olarak kaspaz-3 kaspaz kaskadindaki
birgok proteazin aktivasyonuna da katilir. Bunlar kaspaz-2, kaspaz-6 ve kaspaz-7’dir
[Fernandes-Alnemri vd., 1996].

Calismada PFOS kimyasali doz artisina bagh olarak, karaciger hiicrelerinde
kaspaz 3 ve kaspaz 8 genlerinin  ekspresyonunu anlamli derece arttirmustir.
Apoptotik yolagin, aktive edici molekiilleri olan bu genlerin artmasi, komet
testindeki Komet Tip 4 oranlanrinin artisiyla tutarlilik gostermektedir. Komet tip 4
lerde; DNA da asir1 kirilmalar nedeniyle DNA kendini esleyememekte ve intihar

dedigimiz apoptoz yolagini se¢gmektedir.

PFOS olan gruplar(0,6; 1,25; ve 2,5mg/kg)da her iki genin ekspresyon

miktar1 doz artisma bagli olarak anlamli derecede artmustir. Ancak bu gruplar
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kurkumin (80mg/kg) eklenerek tekrarlandiginda ekspresyon miktari, kurkumin

ilavesiz gruplara gore daha azdir.

Universitemizin tip fakiiltesi biinyesinde yiiriitiilen doktora ¢alismasinda ise
(FI) ve insan fetal akciger (hel299) hiicre hatlarinda perflorooktan siilfonatin
apoptoza etkileri arastirilmistir. Olusturulan deney gruplarinda, apoptotik genler olan
apaf-1 ve kaspaz-3 i¢in gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler incelenmistir.
Yapilmig olan ¢aligmada her iki hiicre hattinda da apaf-1 ve kaspaz-3 genlerinin
PFOS uygulanan gruplarda ekspresyon diizeylerinin negatif kontrole oranla arttigi
tespit edilmistir[ Karakas, 2010]. Bizim ¢alismamizin verileri ile karsilastirildiginda
iki calisma birbirini bu yoniiyle destekler nitelikte sonuglara sahiptir sonucuna
varilabilir. PFOS hem in vivo hem de in vitro diizeyde apoptotik etkilere sahip bir

cevresel kirleticidir.

Yine bizim gibi kaspaz 3 ve kaspaz 8 geninin ekspresyonunu ¢alisan Liu ve
ark. tilapia’dan izole ettikleri hepatositlerden elde ettikleri primer kiiltiire O, 1, 5, 15
and 30 mg/L PFOS uygulamislardir. kaspaz-3, -8, aktivitesi artmis ve DNA
fragmentasyon analizi de apoptozun doza bagh olarak arttigimi gostermislerdir. [Liu

ve ark 2008,2007][ Karakas, 2010].

Hu ve ark. 50-200 umol/l PFOS’a maruz kalan insan karaciger hiicre hatti
(HepG2) ile yaptiklar1 ¢alismada hiicrelerde PFOS’un apoptozu indiikledigini
gostermis ve p53, Bel-2 ve kaspaz-9 gibi genlerin ekspresyonlarini arttirdigini tespit
etmiglerdir. [ Karakas, 2010].

Krovel ve ark. som baliginda yapmis olduklar1 ¢caligmada 2.1-6.2-15.1-25.0
mg/L PFOS’a maruz kalan hiicrelerde doza baglh olarak kaspaz-3 ekspresyon

seviyesinin de anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir[ Gulden et al., 2005].
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Yine ayni ekip Atlantik Som baligindan (Salmo salar) izole ettikleri
karaciger hiicrelerine degisik konsantrasyonda PFOS [5, 30, 80, 25 mg/L]
uygulayarak 24 ve 48. saat sonunda apoptoz yani sira hiicresel stres, lipit
metabolizmas1 ve faz II enzimleri ile iligkili genlerin ekspresyon diizeylerini
aragtirmiglardir. Hepatositlerdeki hiicresel stresi belirlemek i¢in glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve 1s1 sok proteini (Hsp70) ekspresyon diizeyine baktiklar1
calismada 25 mg/L’ye maruz kalan hiicrelerde oksidatif stres gostergesi olan GSH-
Px mRNA seviyesinde anlamli derecede bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Daha
diisiik dozlarda ise GSH-Px seviyesinin etkilenmedigi gozlenmistir. Hemen hemen
tiim canlilarda ¢evresel, kimyasal veya fizyolojik strese cevap olarak senetezlenen 1s1
sok proteinlerinin de 25.0 mg/LL. PFOS’a maruz kalan hiicrelerde ekspresyonunun
arttig1 tespit edilmistir. Ancak stresin altinda yatan mekanizma tam olarak
anlasilamamistir. Ksenobiyotiklere maruz kalan hiicrelerde faz I ve faz Il enzim
seviyesi artmaktadir. Sitrokrom p450 enzimleri faz I enzimlerinden en Snemlileri
olup Krovel ve ark. tarafindan yapilan bu ¢alismada PFOS’a maruz kalan
hepatositlerde CYP1A ve CYP3A ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Ayrica
diistik PFOS konsantrasyonunun (2.1 mg/L) faz 1l enzimlerinden UGT seviyesini
azalttig1 goriilirken daha yiiksek PFOS konsantrasyonunun (> 15.1 mg/L) UGT

ekspresyonunu arttirdigini tespit etmislerdir.

Lipit metabolizmasinda gorev alan peroksizomal agil-CoA oksidaz ve iig¢
PPAR varyantmin (PPARa, PPARP ve PPARY) ekspresyonuna bakildiginda ise
peroksizomal agil-CoA oksidaz ve PPARo,’nin doza bagli olarak ekspresyon
seviyesinin artti1 tespit edilmistir. PPAR-y ekspreyonu 15.1 mg/L. PFOS’a maruz
kalan hiicrelerde artarken PPARP ekspreyonunda higbir dozda artis gdozlenmemistir
(Krovel). Ayrica Cwin ve ark.’nin tavuk embriyolarindan izole ettikleri hepatosit
kiiltiiriinde yaptigi ¢calismada da PPAR-a ve PPAR-o hedef genleri olan peroxisomal
ac¢il-CoA oxidaz (ACOX), yag asiti baglayici protein (L-FABP), enol-Coenzim A,
hidrataz/3-hidroxiagil koenzim A dehidrogenaz, bifunctional enzim (BIEN),
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peroxisomal 3-ketoagil thiolaz (PKT) ve malik enzim (ME) ekspresyon diizeylerinin

artt1g1 tespit edilmistir.

Pinkas ve ark. PFOS’un kuslardaki gelisimsel norotoksik etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada; PFOS’un kulugka sonrasi biligsel davraniglar1 etkiledigini
ortaya koymuslardir. Ancak bunun altinda yatan sinaptik mekanizma
aydinlatilamamistir [Pinkas A, baskida]. Johansonn ve ark. tarafindan yapilan
caligmada ise 10 giinliik farelere tek oral doz 1.4 veya 21 mmol/kg PFOS (0.75 or
11.3 mg) vermisler ve norotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Dogan yavrularin 2.
ve 4. aylarinda davraniglarinda dengesizlik, belirgin bir sekilde oturmada azalma ve
hiperaktivite gézlenmistir[Johansonn 2008]. Ancak Butenhoff ve arkadaslarmin 0.0,
0.1, 0.3, veya 1.0 mg/kg PFOS’u gebelik basladigi andan itibaren doguma kadar
uyguladiklar1 ratlarla yaptiklar1 calismada  PFOS uygulanan ratlardan dogan
yavrularda kontrole oranla dogum kilosu, biiyiime, seksiiel olgunlagsma donemindeki
viicut agirliginda, 6grenme, hafiza, bilissel davranislarda ve beyin agirliginda
herhangi bir farklilik olmadigini tespit etmislerdir. 1.0 mg/kg PFOS uygulanan
gebelerde maternal viicut agirhigmin oldukga diisik oldugu tespit etmislerdir
[Butenhoff, 2009].

Shi ve ark. yaptiklar1 calismada PFOS un zebra balig1 embriyolari tizerindeki
gelisimsel toksik etkilerini arastirmistir. Fertilizasyondan sonraki dordiincii saatte
zebra baligi  embriyolarma 0.1, 0.5, 1,3 ve 5mg/L PFOS uygulandiginda
yumurtalarin  kirtlmasinin - geciktigi ve 1,3 ve 5mg/L PFOS’a maruz kalan
yumurtalarda kirilma oraninda ciddi derecede azalma oldugu gibi larvalarin hayatta
kalma siiresinin de anlamli derecede azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica balik yavrulari
ciddi derecede gelisimsel bozukluklar gostermektedir. Bunlar arasinda epiboli
deformiteleri, pigmentasyonda azalma, kuyruk ve kalp anomalileri, yolk kesesinde
O0dem yer almaktadir. 1 mg/L’den daha yiiksek PFOS’a maruz kalan yumurtalardan
cikan yavru baliklarda da belkemiginde egrilik goriilmiistiir. 3 ve 5 mg/L PFOS’a
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maruz kalan grupta ise viicut uzunlugunda anlamli derecede azalma tespit edilmistir.
Gelisimsel etkilerin altinda yatan nedenin apoptoz olup olamadigi ise flow-sitometri,
Tunel yontemi ile arastrmiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda PFOS
konsantrayonuna bagli olarak apoptotik oranin arttigini tespit etmislerdir. PFOS ile
muamele edilen embriyolarda da kontrol embriyolarma oranla apoptotik hiicre

oraninin artt1g1 tespit edilmistir.

Ayrica Shi ve ark. tarafindan yapilan baska bir calismada fertilizasyondan
sonraki ilk 192. saatte 0.5 mg/l PFOS’a maruz kalan zebra balig1 embriyolarindaki
protein ekspresyonunu arastirmiglardir. Yaptiklar1 calisma sonunda 69 proteinin
seviyesinde kontrol grubuna oranla artma veya azalma oldugu tespit edilmis olup
bunlardan 18 tanesi [Peroxiredoxin 2, sulfotransferaz (SULT), nukleosit difosfat
kinaz (NDPK)-Z2, stidilat kinaz, adenilat kinaz (AK)2, Ckmb protein [bir ¢esit
kreatin kinaz (CKs) , fosfogliserat mutaz 1, annexin A4 (Anx4), oxisterol-baglayici
protein-benzeri 1A (OSBP1A), Kristallin, gamma MX, omurgali mikrotiibiil-aktin
capraz baglayici faktor 1 (MACFL), Glisin C-asetiltransferaz, 6karyotik translasyon
uzama faktér 1 gamma, Tirozin rekombinaz, RNA-baglayic1 protein 4 (Rbp4),
anormal visual (ELAV)-like 4, F-box protein 44 tamimlanmistir. Bu proteinler
detoksifikasyon, enerji metabolizmasi, lipit transportu/steroit metabolizmasi, hiicre

yapisi, sinyal iletimi ve apoptozda rol oynamaktadir.

Tez calismasinda kullandigimiz diger 6nemli kimyasalimiz ise kurkumin di.
Kurkumin, tek basma(80mg/kg)ve PFOS dozlarina(0,6; 1,25; 2,5mg/kg)kombine
olarak uygulanmistir. Kurkumin hem kan dokusunda hemde karaciger hiicrelerinde,
PFOS m tiim dozlarinda toksisiteyi azaltmistir. MN testinde PFOS in doz artigina
bagli olarak MN sayis1 artarken ayni gruplara kurkumin eklenerek yapilmasi, MN
miktarindaki artis oranini azaltmistir. Yine ayni sekilde komet testinde PFOS doz
artigina bagli olarak DNA kiriklarini arttirirken, kurkumin eklenmis gruplarda DNA
kirigr daha az ¢ikmustir. Kurkuminle ilgili yapilmigs MN ¢aligmalarina bakildiginda,
bunlardan bizimkine en yakin olan1 Abraham ve ark. tarafindan yapilmistir. Onlar
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kurkuminin koruyucu etkisini y-radyasyona karsi test etmis ve onlarda polikromatik
eritrositlerki MN miktarina bakmislardir. ¢aligma sonucuna gore; y-radyasyon (1.15)
Gy; 0.05 Gy/s)a maruz birakilan hiicrelerde MN seviyesi artmistir. Hem radyasyon
hemde kurkumine (5, 10 ve 20 mg/kg b.w.) maruz birakilanlarda ise polikromatik
eritrositlerdeki mikronukleus miktart doza bagli olarak azalmistir. Kurkuminin, vy-

radyasyon etkisini azaltmas1 bizim sonuglarimizla paraleldir [Abraham vd., 1993].

Bunun yaninda kurkuminin hem genotoksik hemde antigeotoksik oldugunu
gosteren ¢aligsmalarda bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan biri Cao ve ark. tarafindan
yapilmustir. In vitro ortamda HepG2 kullanan ekip kurkumini tek basina ve
siklofosfamid (CP) ile kombinleyerek MN yontemi ile test etmistir. 8 ve 16 pg/ml
lik konsantrasyonlardaki kurkumin MN oranini arttirirken, 2 pg/ml  lik
konsantrasyondaki kurkumin CP nin toksik etkisini azaltmistir. Buda bize
kurkuminin diisiik dozda antitoksik ama yiliksek dozda toksik oldugunu
gostermektedir[Cao vd., 2007].

Kurkumini komet metodu ile test eden ¢aligmalara bakildiginda: bu ekiplerde
genellikle bizim yaptigimiz gibi kurkumini bagska bir kimyasala kars1 test etmisler
[Celik vd, 2013] ve ¢ogunlukla kurkumin, toksik olan kimyasallarin tokssitesini
azaltir yonde etki goOstermistir.  Bandyopadhyaya ve arkadaslar1 kurkuminin
etkilerini nikotine karsi test etmistir ve yine bizim gibi karaciger kullanmislardir.
Nikotine maruz birakilan disi siganlarin karacigerlerindeki toplam DNA miktar1
kontrol gurubuna goére anlamli seviyede azalmistir . Komet testi ile DNA hasari
Olciildiigiinde ise DNA hasar1 kontrol gurubuna kiyasla anlamh seviyede artmustir
(P<0.001). Bu diyete ek olarak kurkumin eklendiginde ise sadece nikotinin
kullanildig1 deney gurubuna kiyasla karacigerdeki toplam DNA miktar1 artarken,
komet testi Olgtimlerindeki DNA hasar1 azalmigtir (P < 0.01). Sadece kurkuminin
kullanildig1 gurupta ise toplam DNA miktar1 en yiiksek seviyede ¢ikarken, komet
testindeki DNA hasar1 orani1 en diisiik seviyede ¢ikmistir (P < 0.001). Bu sonuglar
bizim buldugumuz sonuglarla yine paraleldir [Bandyopadhyaya vd., 2008].
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Kurkuminin komet metodu ile arastirildig: bir diger ¢alismada ise; Tiwari ve
ark. tarafindan kurkuminin, sulardaki kirleticilerden olan arsenik(As) ve florid(F) e
karst koruyucu etkisi arastirilmistir. Insan periferal kan lenfositleri kullanilmis ve
dokuz deney gurubu olusturulmustur (negatif kontrol, pozitif kontrol(EMS; 1.93
mM), sadece kurkumin(1.7 uM), sadece kimyasallar As (1.4 uM), F (34 uM) ve
kutkumint+ kimyasallar). 24 saatlik uygulamanin sonunda, hiicre kiiltiirleri;
kromozomal aberasyonlar (hem sayisal hem yapisal) ve komet testi ile test edilmistir.
Calisma sonucunda kurkuminin varligi; hem arsenik hem de floridin toksik etkilerini

azaltmstir. [Tiwari vd., 2010]

Yaptigimiz c¢aligmaya benzer olarak yapilan ve paralel sonuclarin elde
edildigi bir diger calismada ise; Srinivasan ve ark. tarafindan, Kurkuminin
radyoaktiviteye karst koruyucu etkisi primer sican hepetosit kiiltiirlerinde test
edilmistir. Kurkumin kullanilmayan guruplarda radyasyondaki doz artisina bagh
olarak (1, 2 ve 4 Gy) DNA hasar1 artmistir. Kurkumin eklendiginde (1, 5 ve 10
pug/ml) DNA hasar1 doza bagli olarak azalmis ve antioksidan enzim seviyeleri

artmustir[Srinivasan vd., 2007].

Kurkuminle ilgili kanser ¢caligmalarina bakildiginda; genel olarak, kurkumin
saglikli hiicrelerde  sitotoksik etki gdstermemesine ramen kanser hiicrelerinde
apoptozisi tetiklemektedir. Aggarwal ve arkadaslarina gére bu yetenegini NF-KB ile
etkilesime girerek yapmaktayken, Ravindran ve arkadaslarma gore ise kurkumin
kanser  lizerindeki  etkisini  hiicrenin  sinyal  yolaklarmi  etkileyerek
gerceklestirmektedir. Bu yolaklar arasinda cell hiicre proliferasyon yolagi (cyclin D1,
c-myc), hiicre yasam yolagi (Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP, XIAP, c-1AP1), kaspaz
aktivasyon yolag1 (caspase-8, 3, 9), tiimdr siipressor yolagi (p53, p21) olim reseptor
yolagi (DR4, DR5), mitokondrial yolak, ve protein kinaz yolagi yer alir. [Ravindran
vd., 2009]. [ Aggarwal vd., 2004]. Bu konuda ¢alisma yiiriiten ve paralel sonuglar
elde eden Senft ve arkadaslarmma gore ise kurkumin antikanserojen etkisini STAT-3
yolag1 iizerinden gergeklestirmistir [Senft vd., 2010]. Bachmeier ve arkaslarina gore

ise  Bunun NF-kappa yoluyla oldugu tahmin edilmektedir [Bachmeier vd., 2008].
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Bizim yiiriittiiglimiiz tez c¢aligmasinda bu yolaklardan kaspaz-3 ve kaspaz-8 in
bulundugu kaspaz ativasyon yolagi baz alindi. Kurkuminin tek basina verildigi
grupta her iki genin ekspresyon seviyesi negatif kontrole kiyasla azalmistir. PFOS
ile kombinlendigi gruplarda ise PFOS 1n gen ekspresyonunu arttiric1 etkisini azaltir

sekilde bir etki gostermistir.

Banjerdpongchai ye gore ise kurkumin; Kurkumin, c-Jun NH2-terminal kinaz
(JNK) aktivasyonunu, aktivator proteini -1 (AP-1), nuclear factor-kappa B (NF-«xB)
ve p53 ilin fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Kanserlesme siirecinde , kurkumin,
initeysm promosin adimlarinda tiimér olusumunu baskilamaktadir. Bununla birlikte,
apoptoz yolaginda, kurkumin ayni zamanda, bir proto-onkoprotein olan Bax 1
diizenlemekte, sitokrom C nin salinimin ve kaspazlarin aktivasyonunu
diizenlemektedir. HL-60 hiicrelerinde, kurkumin gibi proteozomlar araciligiyla
proteolizizin baskilanmasi apoptoza yol agmaktadir. HL-60 gibi hiicrelerde serbest
radikal olusumu yada oksidatif stres, kurkuminle tedavi edilmistir [Banjerdpongchai

ve ark., 2006].

Ancak bunlarin yaninda kurkuminin kaspaz 8 aracili apoptoz iizerine bir
etkisinin bulunmadigmi bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir. HL-60 hiicrelerinin
hem bilinen yaygm fenotipinde hemde kaspaz-3 aracili apoptozun oldugu MDR
fenotipinin her ikisinde de kaspaz 8 flizerine bir etkisi goriilmemistir. [Bielak-

Mijewska vd., 2004].

Ilag kullanimmin sebep oldugu apoptozda, reaktif oksijen tiirleri(ROS)nin
apoptoz siirecinde tetikleyici olmalar1 sebebiyle, kurkuminin, antioksidan, serbest
radikal siipiiriiciisii oldugu kabul edilir. Ciinkii bu siipiiriiciiler, kemoterapotik ilaglar
aracili apoptozu inhibe etmektedir. ROS larin iiretiminin kurkumin muamelesinin
sonucu olarak tiimdr hiicresi apoptozunu etkiledigi gdsterilmistir [Bhaumik vd.,
1999]. Dahasi, kurkumin, konsantrasyona ve zamana bagl olarak ROS olusumu
yoluyla (bu durum malondialdehit miktariyla saptanmistir) malondialdehyde, MDA)

HL-60 hiicrelerinde canlilig1 ve proliferasyonu azaltmistir. Yani kurkuminin diisiik
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konsantrasyonu ROS iiretimini azaltirken, yiiksek konrantrasyonu ROS iiretimini
uyarmaktadir. Bu konsantrasyonlara ek olarak 50 uM H>0O; kombine edildiginde
MDA, hiicre proliferasyonunu ve ¢liimiinii uyarir. Bu sonuca gore kurkumin diisiik
konsantrasyonda HL-60 hiicrelerinde antikanser aktivite gosterirken, yiiksek
konsantrasynlarda ROS {iretimini arttirmigtir. Benzer baska bir ¢aligmaya gore suda
eriyen antioksidanlar (askorbik asit, N-asetil sistein ve glutatyon), diisik doz
kurkuminin sebep oldugu antikanser ve antioksidan etkinin herikisinide
giiclendirmistir. ROS un birikimi normal hiicrelerde zararhidir. Verilerde belirtilen
yiikksek doz kurkuminin aksine diisiik doz kurkuminin suda eriyen antioksidanla
kombinasyonu, kurkuminin antikanser aktivitesini arttrmada daha etkin olarak
bulunmustur [Chen vd., 2005]. Bu strateji son zamanlarda pek ¢ok arastirmaya konu
olmustur. Ciinkii tiimor hiicreleri ilag ya da radyasyonla muamele sonucunda apoptoz
yoluyla hiicre dliimiine ¢ok agiktirlar. Pek ¢ok calismada cisplatin, camptothecin,
etoposide, andteniposide gibi kemoterapik ilaglar yoluyla indiiklenen hiicre
Olimlerinin apoptoz seklinde oldugu gosterilmistir [Evans vd., 1993] [Barry vd.,
1993] [Walton vd., 1993]. Hayvan modellerindeki kurkuminin kemo koruyucu etkisi;
onun timor hiicreleri, biiylimeleri ve apoptoz lizerindeki etkileri konusunda bilgi
vermektedir. Meme kanseri ve benzer hiicre dizilerinde kurkuminin koruyucu rol
islendigi bulunmustur [Hanif vd., 1997] [Ramachandran vd., 1999]. Son birkag
yilda apoptozun radyolojik hassasiyetin muhtemel etki ve sinirlarmin belirlenmesi
konusundaki kullanimi arastirmacilarm bliyiik ilgisini ¢ekmektedir. Ciinkii hem
biyolojik bir dozimetre olarak apoptozun kullanim smirlar1 genisleyecek hemde

radyoterapi oncesinde kanser hiicrelerinin radyolojik duyarliliklari tahmin edilecektir
[Rupnow vd., 1998] [Guovd., 1999] [Kern vd., 1999].

Radyasyon c¢alismalarinda; apoptotik proteinlerin ekspresyonunun seviyesi,
radyasyon maruziyetinin ve hassasiyetinin bir gostergesi olmaktadir. Kurkumin bu
bakimdan c¢esitli hiicrelerde farkli etkiler gostermistir. Bu etkiler arasinda
kromozomal aberasyonlarla birlikte hiicre sayilar1 azalmistir. Ancak normal hiicreler,
irradyasyon maruziyetinde kromatid kiriklarindan korunmuslardir [Thresiamma vd.,
1998]. Kurkumin 200 uM konsantrasyona kadar, serviks kanseri, hela hiicreleri,
kronik myeloid 16semi (K-562), kemik iligi miyelomu (IM-9) hiicre dizilerinde, X-
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irradiation varliginda (doz araligi 0-8 Gy) ve yoklugunda c¢aligilmistir. Hiicreler
morfolojik olarak incelenmis ve 100uM liikk dozun iizerinde apoptaoz uyarilmistir.
Kurkuminle muamele edilen hiicreler sub-G1 peakfrom sergilemislerdir. Bu pikin
biiylikliigli kurkumin konsantrasyonuyla orantili ¢ikmistir. Kurkumin {i¢ hiicre
dizisinde apoptozu farkli oranlarda tetiklemistir (IM-9<K-562<HeLa). Bu oranlarin
farkli olmas1 radyasyona karsi hassasiyetin farkli oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte apoptoz ve kurkumin birlikte uygulandiginda ti¢ hiicre dizisinde de
radyasyon hassasiyeti sadece 200 uM de goriilmiistiir. Bu sonuclar kurkumin
uygulanmis tiimor hiicrelerinin gercek tosisite adresleri konusunda yeni bir bakis
acis1 gelistirmistir. Kurkumin ayni zamanda vascular smooth muscle hiicre dizisinin
normal hiicrelerinide apoptoza siiriiklemis ve burada da yine etkisini hiicre dongiisii

iizerinden gercgeklestirdigi diisiiniilmiistiir [Baatout vd., 2004].
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan MN testi sonucunda doz artisina bagli olarak hiicrelerdeki
mikronukleus orani artmustir. Mikronukleus olusumu genotoksik etkinin gdstergesi
oldugu g6z Oniline alinirsa; Yaptigimiz ¢aligma sonucunda; PFOS, hiicrelerde doz

artigina paralel olarak toksik etki géstermistir.

Yapist itibar ile karaciger ve kan dokusunda birikme egilimi gésteren PFOS
maddesi  yaptigimiz ¢alisma sonucunda kullandigimiz dokularin herikisinde de

toksik etki gostermis her ikisinde de toksisite doz artisina bagli olarak artmistir.

Komet testi DNA daki tek ve ¢ift zincir kirilmalarmi 6lgen yani genotoksik
hasar1 6l¢en bir metoddur. HHYve GHI parametrelerinin yiiksek ¢ikmasi genotoksik
hasarm gostergesidir. Bizim yaptigimiz bu test sonucunda; PFOS'n doz artisina
bagl olarak hem karaciger hem de kan dokusu hiicrelerinde, doz artisma baglh
olarak HHY ve GHI parametreleri artmistir. Yani doz artisina paralel sekilde , PFOS

kimyasali karaciger ve kan dokusunda genotoksik etki gostermistir.

Yapilan MN ve komet testlerinde PFOS'a ek olarak kurkumin de
kullanilmistir. Bu calisma literatiirde iki kimyasalin beraber kullanildig1 ilk ¢aligma
olmasi sebebiyle dnemlidir. Yapilan MN ve komet testlerinde kurkumin, PFOS'in

toksik ve genotoksik etkisini azaltmistir.

Kantitatif gen ekspresyonu testinde; karaciger hiicrelerinde kaspaz 3 ve
kaspaz 8 genlerinin ekspresyonuna bakilmistir. Test sonucuna gore PFOS ve heriki

genin de ekspresyon miktarint arttirrken kurkumin heriki geninde ekspresyon
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miktarin1 azaltnustir.  Iki kimyasalim kombinlenerek uygulandigi gruplarda ise;
kurkumin kimyasali, PFOS 1 etkisini azaltir nitelikte etki gostermistir. Bu genler
apoptoz yolaginin dnemli genleri olmalar1 sebebiyle dolayli olarak bu kimyasallarin
apoptozu bizim c¢alismamiza gore etkiledigi sonucuna varimistir. Yani PFOS,
apoptozu arttirrken kurkumin ise azaltmistir. Bir sonraki ¢alismada her iki kimyasal

icin apoptoz yolagindaki diger genlerin ¢alisilmasi da uygun olacaktir.

Gerek bizim yaptigimiz calisma ve gerekse bizim calismamizla sonuclari
ortlisen diger calismalarin sonuglari goz Oniine alindiginda; PFOS' m toksik
etkilerine daha fazla dikkat ¢ekilmeli ve bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
Cinkii PFOS kimyasali, gida paketleme, temizlik, kaplama gibi giinliik yasamin

vazgegilmezi olan alanlarda kullanilan bir ¢ok kimyasalin katk1 maddesidir.

Tirkiye diyetinde fazla bilinmeyen zerdecalin etken maddesi olan kurkumin
konusunda daha fazla arastirma yapilmalidir. Hem bizim ¢alismamiz hemde diinyada
bu konuda yapilmis diger ¢alismalarin sonuglar1 g6z oniine alindiginda; Uzmanlar
tarafindan kurkuminin faydalarma dikkat cekilmelidir. Ozellikle ucuz olan ve

neredeyse her baharat¢ida bulunan zerdecal tiikketimi tesvik edilmelidir.
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