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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitlin
bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢alismayla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigi beyan ederim.

Tugge Ayik



TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, her konuda
destegini, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen, yiiksek lisans
programim boyunca verdigi emek ve desteginin hakkini 6deyemecegim kiymetli ve
danisman hoca statiisiinii hakkiyla yerine getiren Prof. Dr. Ebru Isik Alturfan’a

tesekkiirii bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Tezimin deney asamasindaki verdigi emekler ve yiiksek lisans donemim boyunca hig
bir destegini esirgemedigi i¢in sevgili arkadasim Perihan Seda Ates’e tesekkiirii bir

borg biliyor ve kendisine akademik hayatinda basarilar diliyorum.

Ayrica beni her konuda destekleyen ve bu hayattaki en biiylik sansim olan dostlarima

ve aileme sonsuz tesekkiirler.
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1. OZET

Baz1 Endokrin Bozucu Kimyasallarin Zebra Baligi Embriyosunda Apoptoz Ve
inflamasyon 1ligkili Baz1 Genlerin Ekspresyonu Uzerine Etkilerinin

Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Tugge Ayik
Damsmani: Prof. Dr. Ebru Isik Alturfan
Anabilim Dali: Biyokimya (ECZ)

Amag: Giinlimiizde Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP) ve Bisfenol A’nin (BFA) olasi
etkileri ile ilgili tartismalar devam etmektedir. Calismamizin amaci DEHP ve BFA nin
apoptoz ve inflamasyonla ilgili etkilerinin zebra balig1 embriyosunda incelenmesidir.
Calismamizda ayrica DEHP ve BFA maruziyetinin embriyonel gelisimde 6nemli olan
krestin molekiiliiniin ekspreyonu iizerinde etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.
Gere¢ ve Yontem: Calismamizda DEHP ve BFA igin zebra baligi embriyolarinda
onceki ¢aligmalarimizda belirlenmis olan letal dozun altindaki konsantrasyonlara
maruz birakilan zebra baligi embriyolarinda apoptoz ve inflamasyon ile iliskili
genlerin ifadeleri RT-PCR yontemi ile, krestin ekspresyon analiz in situ hibridizasyon
yontemi ile gergeklestirilmistir.

Bulgular: BFA ve DEHP maruziyeti sonucunda zebra balig1 embriyolarinda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bax ve casp8 ekspresyonlar1 artti; casp3a, ifngl ve fas
ekspresyonlar ise azaldi. Kontrol grubuna gore tpS3 ekspresyonu ise BFA’da artig
gosterirken DEHP grubunda azaldi. DEHP’ye maruz birakilan embriyolar BFA’ya
maruz birakilanlarla kiyaslandiginda bax, casp3a, casp8, fas, ifngl ve tp53
ekspresyonlar1 azaldi. Krestin ekspresyonunda ise BFA ve DEHP gruplarinda belirgin
bir fark gézlenmemistir.

Sonu¢: Calismamiz sonucunda BFA ve DEHP maruziyetinin zebra baligi
embriyolarinda apoptoz ve inflamasyonda rol oynayan mekanizmalarda farkiliga
neden oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Zebra baligi, bisfenol A, Di-2-etilhekzilfitalat, apoptoz,

inflamasyon, krestin



2. ABSTRACT

Investigation Of The Effects Of Some Endocrine Determining Chemicals On
Expression Of Some Genes Related To Apoptosis And Inflamation In Zebra Fish
Embryo

Name of the student: Tugce Ayik
Adviser: Prof. Dr. Ebru Isik Alturfan

Department: Biochemistry (Pharmacy)

Objective: Currently, there is controversy about the possible effects of Di-2-
ethylhexylphthalate (DEHP) and Bisphenol A (BPA). The aim of our study was to
investigate the effects of DEHP and BPA exposure on apoptosis and inflammation in
zebrafish embryos. We also aimed to determine the effects of DEHP and BPA
exposure on the expression of crestin molecule, which is important for embryonic
development.

Materials and Methods: In our study, zebrafish embryos were exposed to the
concentrations below the lethal dose determined in our previous studies were used in
zebrafish embryos and expressions of apoptosis and inflammation related genes were
evaluated by RT-PCR method, and crestin expression was determined by in situ
hybridization method.

Results: BFA and DEHP exposure increased bax and casp8 expressions in zebrafish
embryos compared with the control group; but decreased the expressions of casp3a,
ifngl and fas. Compared to the control group, tp53 expression increased in BPA and
decreased in DEHP group. The embryos that were exposed to DEHP had decreased
expressions of bax, casp3a, casp8, fas, ifngl and tp53 compared to those exposed to
BPA. Crestin expressions were not affected significantly in BPA and DEHP exposed
groups.

Conclusion: As a result of our study, it was shown that BPA and DEHP exposure
caused alterations in the mechanisms involved in apoptosis and inflammation in
zebrafish embryos.

Keywords: Zebrafish, bisphenol A, Di-2-ethylhexylphthalate, apoptosis,

inflammation, crestin



3. GIRIS VE AMAC

Plastikten yapilmis kaplar ve ambalajlar gida endiistrisinde daha hafif, kirilmaz
ve de daha uygun fiyatli olmalar1 sebebi ile giiniimiizde olduk¢a yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar. Ancak plastiklerin icerdikleri monomerlerin yaninda toksik
nitelikteki katki maddelerinin gida ve i¢eceklere ge¢me olasiliginin bulunmasi halk
saglig1 agisindan ciddi bir kaygi ve risk nedeni haline gelmistir. Bu nedenlerden dolay1
plastik ve plastik tiirevlerini treten fabrikalar dogaya kontrolsiiz olarak g¢esitli
kimyasallar birakmakta ve bu kimyasallarin canlilar {izerindeki olasi etkileri ile ilgili
tartismalar gilin gectikge artmaktadir (Kabir ve ark., 2015). Endokrin sistemin
fonksiyonlarini bozarak etki gésteren plastik ve tiirevlerinde de yaygin sekilde bulunan
kimyasallar endokrin bozucu kimyasallar (EBK) olarak adlandirilmaktadir.
Calismamizin amaci en yaygin kullanilan EBK’lardan olan bisfenol A (BFA) ve Di
(2-etilheksil) fitalatin (DEHP) zebra baligi embriyolarinda apoptoz iizerindeki

etkilerini incelemektir.

Polietilen tereftalat (PET) plastik malzeme ve siselerin iiretiminde yaygin
olarak kullanilir. PET siselerde DEHP plastiklestirici ajan olarak kullanilmaktadir.
Polikarbonat plastik (PC) ise 6zellikle damacanalarda ve ayrica gida ve medikal

gereglerde yaygin olarak kullanilir ve tiretiminde BFA kullanilmaktadir (Sax, 2010).

Cagimizin 6nemli halk sagligi problemlerinden biri haline gelen EBK
maruziyeti, obezite, diyabet, kanser gibi bir¢cok hastalik ile iliskilendirilmistir.
BFA’nin temas ettigi gidalara gegebildigi ve bu gegisin de 1s1 ile beraber artugi
gosterilmistir. Plastik sigeler vasitasi ile tiiketilen su ve gida maddeleri ile viicudumuza
alman BFA’nin prostat, beyin gelisimi, kanser, kalp hastaliklari, karaciger ve tireme
sisteminde ciddi hasarlara neden olabildigi gosterilmistir (Durusoy ve Karababa,2010;

Sauvant ve ark., 1995; Sax,2010; Matthews, 2002).

Son yillarin popiiler model organizmasi olan Zebra baliklart omurgali bir deniz
canlisidir. Zebra baliklarinin son yillarda sagladigi avantajlar arasinda disilerin giinde

50 ile 300 arasi yumurta birakmasi, embriyolarin eksternal fertilizasyon ile olusmasi



ve hizli gelisimleri, yagsam dongiilerinin kisa olmasi ve seffaf olmalarinin sagladig
goriintilleme avantajlar1 saglanabilir (Matthews ve ark.,2002; Vargesson, 2007
Westerfiled, 2000).

P53 tiimor supresor geni ekspresyonunun ¢esitli endokrin bozucu kimyasallar
etkisiyle degisebildigi hayvan modellerinde gosterilmistir (Lee ve ark.,2008).
Steroidler ve seks hormonlarmin immun yanitlar1 diizenlemede 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir, bu ylizden endokrin bozucular da immun cevap olusumunu
etkileyebilirler (Chang Hung ve ark., 2009). Sicanlarda yapilan bir ¢alismada endokrin
bozucularin IFN-y ekspresyonlarinin etkilendigi gosterilmistir (Calamine ve
ark.,2003). Ayrica yine siganlarda endokrin bozucu kimyasal maruziyetinin timor

nekroz faktorii TNF- a’nin ekspresyonunu degistirdigi gozlemlenmistir (Hong ve

ark.,2004).

DEHP ve BFA 'nin zebra balig1 embriyosunda apoptoz ve inflamasyon ile
alakali p53, Ifn-y, Tnf-a,Casp3, Casp8, Bcl2, Bax ve krestin belirtegleri iizerine olan
muhtemel etkileri daha 6nce ¢alisiilmamistir. Bu ¢alisma DEHP ve BFA'nin teratojenik
etkilerinin zebra balig1 embriyosu iizerinde arastirilmasi amaciyla planlanmigtir. RT-
PCR metodu ile apotoz ve inflamasyon ile iligkili p53, Ifn-y, Tnf-a,Casp3, Casp8,
Bcl2, Bax genlerinin ekspresyonlarma bakilacaktir. /n situ hibridizayon ydntemiyle ve

krestin ekspresyon seviyeleri belirlenecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK), organizmada endokrin sistemin
fonksiyonlarin1 hormonlarin sentez, sekresyon, reseptor etkilesimi, tasinmasi ve
atilmalar1 gibi basamaklar iizerinden degistirerek bozan maddelerdir. EBK etkisi
agonist ya da antagonist sekilde kendini gosterebilmektedir (Zoeller ve ark., 2012).
EBK’lar giinliik hayatta sik¢a kullanilan birgok tiriinde karsimiza ¢ikabilmektedir. Bu
tirtinlerin basinda kisisel bakim, temizlik iiriinleri, oyuncaklar plastik saklama kap ve
siseleri gelmektedir. Bunun yaninda EBK’lar dogal olarak da bulunabilirler (Schug
ve ark., 2011). EBK’larin en fazla bilinienleri fitalatlar, dioksinler, pestisitler ve ¢esitli

agir metallerdir.

Ozellikle plastik iiriinler EBK’lar agisindan ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Plastik
triinlerin marketlere ulasmadan Once gegirildikleri islemler sirasinda uygulanan
sicaklik, basing islemleri ile ve de kimyasallar etkisiyle resinler meydana gelir. Bu
sirada etilenden polietilen, polietilenden polipropilen, ve stirenden de polistiren
meydana gelir ve sonugta plastik olusmus olur (Hard,2001). Plastiklere esneme
0zelliginin kazandirilmasi i¢in katki maddeleri ilave edilir. Bu ilave edilen katki
maddelerinin basinda gelenler stabilizatorler ile plastiklestiricilerdir. DEHP

plastiklestirici maddelerin en 6nemlilerinden biridir (Giiler ve ark., 1997).

Gida maddelerinin saklanmast tiiketiciye glivenle ulastirilmasi i¢in cok dnemli
bir basamaktir. Gida maddeleri uygun bir seklide saklanmak ve depo edilmek iizere
ambalajlanir. Gida maddelerinin ambalajlanmasi igin degisen yapida malzemeler
bulunmaktadir. Ancak uygun olmayan saklama sartlar1 ise ambalaj malzemeleriden
gidalara kimyasal sizintisina neden olabilmektedir. Bu olay kimyasal migrasyon
seklinde tanimlanmistir. Yapilan g¢esitli ¢alismalarda 6zellikle fitalatlarin  ve
bisfenollerin saklandiklar1 ambalajlardan saklama kosullarmna bagh olarak gidalara

gecebildigi gosterilmistir. Gidalara gecebilen bu kimyasallarin da viicut dokularinda



birikim yapmast sonucunda ¢esitli hastaliklar ile iligkilendirilmeleri s6z konusudur

(Petersen ve ark., 1995).

4.1.1. Endokrin bozucu kimyasallarin siniflandirilmasi

EBK’larin ¢ogu iiremeye miidahale eder. Ostrojenlerin veya androjenlerin
agonistleri veya antagonistleri olarak islev goriirler. Baz1 EBK lar, ¢evresel stres ve
diger olumsuz olaylarla basa c¢ikmanin giinlik mekanizmalarina miidahale eder.
Bunun yaninda ¢ok az sayida EBK, temel yasam siirdiirme mekanizmalarinin devami
igin gerekli olan hormon sistemlerine miidahale ederek hayati tehdit eden bir etki
gostermektedir. Ancak bazi EBK’larin etkileri yasami tehdit edici olabilir, ¢iinkii
organlarin normal islevlerine miidahale edebilir veya bu organlarin malignitelerine
neden olabilirler. Cogu EBK lipit (steroid) veya aminoasit tiirevli (tiroid) hormonlarin
etkileriyle etkilesime girebilirken, birkag1 peptit / protein hormon sentezi veya sinyali

ile etkilesime girebilir.

Tablo 1: Endokrin Bozucu Kimyallarin Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirilmasi

Mekanizma Major Etki Biyolojik Etki
AGONIST Ostrojen  cevap | Ostrojenik Ureme, uterus ve
Bisfenol A elemanlari meme bezi lizerine
Fitalatlar aktivasyonu zararl etkili
Polifenoller
(izoflavonlar ve
genistein)
UV-screens
(benzofenon;
cinnamate; camphor
tiirevleri)
ANTAGONIST Genelde androjen | Antiandrojenik | Ureme lizerine
Pestisitler,  fungisitler, | cevap elemanlari zararl etkili
herbisitler lizerinden

diizenlemenin

inhibisyonu

Bununla birlikte, steroid reseptorleri yoluyla EBK’larin peptit / protein hormonlari

tizerindeki etkileri yaygindir. EBK’larin etki mekanizmalarina gore siniflandirmasi



Tablo 1’de verilmistir (Wuttke ve ark 2010). Tablo 2’de ise EBK’larin etkilerdikleri

sistemler ve iligkliendirildikleri hastaliklar verilmistir (Scognamiglio ve ark., 2016).

Tablo 2: EBK’larin etkiledikleri sistemler ve iliskilendirildikleri hastaliklar

A, PCB

Endokrin Bozucu | Etkiledikleri Sistemler Tliskilendirildikleri

Kimyasallar Hastaliklar

Bisfenol A, dioksin, | Ureme/Endokrin Sistem Kanser, infertilite, obezite,

fitalatlar, Ostrojenler, diyabet, metabolik

PCB, Pestisitler sendrom

Agir metaller, | Beyin/Sinir Sistemi Alzheimer, Parkinson

pestisitler, PCB Hastalig1, O0grenme
giicliigii

Hava kirliligi, bisfenol | Pulmuner/Kardiyovaskiiler | Astim, kalp hastaligi,

hipertansiyon, inme

4.1.2. Bisfenol A

4.1.2.1. Bisfenol A’nin yapisi ve kullamim alanlari

BFA, kimyasal formiilii (CH3).C(CeH4OH)2 olan organik bir sentetik bilesiktir

ve iki hidroksifenil grubuna sahip difenilmetan tiirevleri ve bisfenoller grubuna

giremektedir (Sekil 1). BFA, organik ¢oziiciiler icinde ¢oziiniir, fakat suda zayif

¢ozunr.
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Sekil 1: Bisfenol A’nin yapist
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BFA, senelik 2-3 milyon tondan fazla iiretimesi nedeni ile sanayide diinyada

en fazla kullanilan kimyasallarin basinda gelmektedir. BFA’larin biiyiik cogunlugu




polikarbonat plastiklerin sentezinde, daha az oranda da epoksi recinelerin

islenmesinde kullanilir.

BFA’nin kullanim alanlar1 arasinda dis dolgu malzemeleri, elektrik ve
elektronik endiistrisi, polimer, kaucuk, boya iiretimi ile polikarbonata esneklik
kazandirma amacli damacanalarin iiretiminde sayilabilir. Bunlarin disinda BFA iceren
epoksi recineler metal i¢cecek kutularin i¢ yiiziinde kaplanmasi i¢in kullanilmaktadir.
Ozellikle ¢cocuklarda ve eriskinlerde BFA maruziyeti icin en dnemli kaynak olarak pet
siselenmis su tliketimi gelmektedir. BFA iceren malzemelerden gida ve igeceklere
BFA migarasyonu olabildigi gosterilmistir. Ozellikle hatali saklama kosullari,
darbeye ve sicaga maruz kalma BFA’nin gidalara migrasyonunu arttimaktadir (US

Department of Health and Human Services, 2008).

4.1.2.2. Bisfenol A toksisitesi

Suda ¢oziinmeyen yapist nedeni ile BFA, hayvan yag dokularinda yerlestigi
zaman uzun siire viicuttan uzaklastirilamamaktadir. Insanlarda yapilan birgok
aragtirmada, BFA’nin serumda, idrarda, amniyon sivisinda, plasentada ve kordon
kaninda varligi belirlenmistir. Ozellikle anne karninda ve ¢ocukluk doneminde BFA
maruziyetinin oram1 diger donemlerle kiyaslandiginda daha yiiksek olarak
bildirilmistir (US Department of Health and Human Services, 2008). Ayrica okul
oncesi donemindeki ¢ocuklarda BFAmaruziyetinin %99 oraninda yiyecekler yoluyla
gerceklestirildigi belirlenmistir. Bu sekilde gida vasitast ile BFA miktar1 ¢cocuklarda
52-74 ng/kg/giin seklinde, inhalasyon vasitasi ile maruz kalinan BFA miktar1 da 0.24—
0.41 ng/kg/giin seklinde bildirilmistir. Tolere edilebilir giinliik alim diizeyi (TDI),
herhangi bir riske maruziyet vermeden maddenin viicut agirlifina gore belirlenen
giinliik tiiketilebilir miktaridir. Avrupa Gida Glivenligi Kurumu (EFSA = European
Food Safety Authority) insanlarda BFA’nin giinliik tolere edebilinecek diizeyini 0,05
mg/kg seklinde bildirmistir (Akyiiz ve ark., 2011). Amerika Cevre Koruma Orgiitii ise
BFA’nin bu diizeyini 50 pg/kg/giin, Avrupa’da ise 10 pg/kg/giin seklinde oldugunu
bildirmistir (Kamrin, 2004).



Ulkemizde Tarmm ve Kdoyisleri Bakanlii BFA'nmn, bebek iiriinlerinde
kullanilan polikarbonat tiretiminde kullanilmasini yasaklamistir. Giinliik hayattimizda
BFA kaynakli PVC polimerlerin darbe neticesinde ve yiiksek sicaklik, asit veya bazik
sartlar altinda hidrolize olmalar1 sonucunda BFA'nin migrasyonu meydana gelebilir.
Bu nedenden dolayidir ki kisiler prenatal donem itibar1 ile hayatlari siiresince BFA’ya
maruz kalabilirler. BFA’nin alkali nitelikteki bagirsak kanalinda, hizla absorbe
edildigi gosterilmistir. Gastrointestinal sistemden emilmesinden sonra BFA, karaciger
enzimleri ile metabolizasyona ugrar. Glukuronik asit ve siilfatla konjugasyona
ugramasi karacigerde olur, ve BFA glukuronit (BFAG) ve onun metaboliti olan BFA
siilfata (BFAS) doniisiir (Ye ve ark., 2005). Idrar yolu ile atilamayan BFA
metabolitlerinin kan, yag dokusu, semen, anne siitii ve fetiis ile iligkili amniyotik sivi

ve fetusta varligi bildirilmistir (Fernandez, 2007, Li ve ark., 2011).

Cocuklarda yetiskinlere oranla daha yiiksek BFA mariziyetinin etkilerinin
belirlenmesi postnatal evrede ilk 6 ayda azalan glukuronidasyon aktivitesi nedeni ile
olabilmektedir. Konjugasyona ugramis olan BFA metabolitleri betaglukronidaz
enzimi vasitasi ile dekonjuge edilir ya da arilsulfataz ¢ enzimi vasitasi ile serbest
BFA’ya doniisebilir. Bu da kanda toksik etkilere neden olan serbest BFA diizeylerini
yiikseltebilir (Ginsberg ve ark., 2009). BFA’nin toksik etkilerinden sorumlu olan hali
serbest halidir (Snyder ve ark., 2000, Willhite ve ark., 2008)

BFA, zayif 6strojenik etki gostermek sureti ile cinsel farklilagma ilisikili ilgili
degisikliklere neden olabilecegi belirtilmistir. Hipofiz bezinde baslica Gstrojen
reseptorlerini uyarmak sureti ile ireme sistemini ve SSS’yi etkiler. Bundan dolay: da
mental retardasyon ile hafiza bozuklugu ile iliskilendirilmistir (MacLuscky ve ark.,
2005).

Insanlarda gebeligin on altinci haftasinda idrarda BFA ile bebek davranislar:
arasinda anlamli bir iliski belirlenmis ve BFA iligkili hiperaktivitenin oldukga belirgin
nitelikte oldugu belirtilmistir (Braun ve ark., 2002).



Diisiik doz BFA maruziyetinin erkek sicanlarda testikiiler ve epididimal
agirhik, sperm tretimi ve fertilite disiisii ile iliskili oldugu gosterilmistir (US

Department of Health and Human Services, 2008).

Dogumdan hemen sonra 10 giin siire ile BFA maruziyetinin farelerde
puberteye erken giris ile iliskili oldugu gosterilmis ve farelerin LH diizeylerinde
farklilik oldugu belirlenmistir (Rasier ve ark., 2007). Bu etkilerin Gstrojen reseptorii
alfa (Era) ile iliskili GnRH sekresyonu ile iligkili oldugu son yillarda yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Dickerson ve ark., 2012).

BFA’nin prenatal maruziyetinin fare yumurtalik anatomisini degistirdigi ve

fetusta kromozom hasarina neden oldugu belirlenmistir (Hunt ve ark., 2003).

Insanlarda yapilan baska bir calismada BFA maruziyetinin tekrarlayan diisiik
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Sugiura ve ark., 2005). Yine gebe kadinlarda yapilan
bir ¢alismada amniyosentezde belirlenen anormal karyotipin annenin kanindaki
yiiksek BFA diizeyleri ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yamada ve ark., 2002).

BFA maruziyetinin obezite iliskili olarak yumurtaliklarda fonksiyon
bozulmast ile iligkilendirilmistir (Takeuchi ve ark., 2004). Ayrica BFA’nin pankreasta
Ostrojen reseptoriine baglandigr gosterilerek insiilin direnci ile iliskilendirilmistir
(Shankar, Teppala, 2011). BFA maruziyeti kalp ve damar hastaliklarinda artis ile de
iliskilendirilmistir (Melzer ve ark., 2010).

Literatirde BFA’nin kanser gelisimi ile iligkilendirildigi c¢alismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar BFA’nin ksendostrojenik etkileri tizerinde durmaktadir.
BFA maruziyetinin ostrojenik uyarilara karsi duyarliligin artmasi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Durando ve ark., 2007, Ho ve ark., 2006).

4.1.3. Dietilhekzil fitalat

4.1.3.1. Dietilhekzil fitalat’in yapisi ve kullanim alanlar:
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DEHP, formilii C24H3s04 olan ve molekiil agirligi 390 g/mol olan bir
kimyasaldir (Sekil 2). Fitalat yapisinda iki adet yan zincir i¢ceren benzen dikarboksilik
asittir. Farkli zincir yapisina sahip olan fitalatlar {iretilmistir. Bunlar arasinda dimetil
fitalat, dietil fitalat, dibiitil fitalat ve difenil fitalat bulunmaktadir. Genelde fitalatlar iki
gruba ayrilmaktadir. Bunlar yiiksek molekiiler agirliga sahip olan DEHP, biitil benzil
fitalat ile diisiik molekiil agirligina sahip olan fitalatlardir. Diisiik molekiil agirliktaki
fitalatlar dimetil ftalat, dietil fitalat ile dibiitil fitalattir (Serrano ve ark., 2014).
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Sekil 2: Dietilhekzil Fitalat’in Yapisi

DEHP, plastiklere esneklik kazandirmak amag¢lh kullanilir ve en yaygin
kullanilan fitalatlarin basinda gelir. DEHP’nin kullanim amaglar1 arasinda kozmetik
tirtinler ve parfiimler, kan torbalari, tiipler, sondalar eldivenler, maskeler gibi medikal

malzemeler ile endiistriyel amagli plastikler bulunmaktadir (Bradbury, 1996).
4.1.3.2. Dietilhekzil fitalat toksisitesi

Yagda ¢ozlinen bir madde olan DEHP maruziyeti ne fazla oral yolla
olmaktadir. DEHP metabolizmasi ince bagirsak, pankreas, deri, akciger ve

karacigerdeki lipaz enzimi vasitast ile mono-etil-hidroksietil fitalata (MEHP)

dontismesi ile gerceklesir. MEHP ise otuzdan fazla metabolite doniisiir.
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Fitalatlar monoester halde iken idrarla atilirken eger uzun zincir iceren fitalat
seklinde iseler glukuronik asitle konjugasyona ugrayarak suda ¢oziiniir hale gecerler
ve idrar ile feges yolu ile atilirlar. DEHP metabolitlerinden 2-etilhekzanol oksidasyona
ugrar ve etilhekzanoik asit ve diger ketoasit tiirevlerine doniisiip idrarla atilir (Koch,

Bolt ve ark., 2005).

DEHP maruziyeti dikkat eksikligi ile hiperaktivite ile iliskilendirilmistir.
Bunun disinda obezite, ¢esitli kanser tiirleri, dogumsal anomaliler, astim ve erkek
kisirligr ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica erken puberte de DEHP kaynakli
olarak gosterilmistir (Hauser ve Calafat, 2005)..

DEHP maruziyeti, ksenodstrojen etki ile ve de antiandrojenik etkileri ile iireme

sistemini etkiledigi gosterilmistir (Hauser ve Calafat, 2005).

Endometriosisin artmis oranlarinin kadinlarda kanda artan DEHP oranlari ile
ilisikili oldugu gosterilmistir (Reddy, 2006). Baska bir ¢alismada kiz ¢ocularinda
prematiir telars ile kandaki fitalat diizeyleri arasinda iligki oldugu belirlenmistir (Colon
ve ark., 2000). Baska bir ¢alismada biiyiimenin daha hizli gergeklestigi siirecte fitalat
maruziyetinin hem 6strojenik hem de anti-adrojenik etkileri bildirilmistir (Qiao ve
ark., 2007).

Bunun disinda, DEHP meme kanser hiicre hattinda tamoksifen ile uyarilmis apoptozu
onledigi bildirilmistir r (Kim ve ark., 2004). Pubertal jinekomasti olgularinin artmig
DEHP diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Durmaz E ve Ozmert EN, 2010).

Ayrica DEHP maruziyeti yapilan baska bir calismada inhibitor etkili bir
norotransmitter olan gamma-aminobiitirik asit (GABA)’in azalmasi, uyarict
ndrotransmitter aspartatin ise artmasina neden oldugu bildirilmistir (Carbone ve ark.,

2012).

Aromataz enzimi, testesteronun ostradiole doniisiimiinii uyardigi igin beyinde

seksiiel farklilasmasinda &nemli role sahiptir. Ozellikle gestasyon ve laktasyon
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sirasinda DEHP maruziyetinin si¢anlarda aromataz aktivetisinin arttirdig

gosterilmistir (Andrade ve ark., 2006).

Cocuklarda ddrarda yiiksek DEHP diizeylerinin otizm ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Testa ve ark., 2012). Ayrica annede hamilelikte idrarda yiiksek DEHP
diizeyleri ¢ocuklarda dikkat eksikligi ile hiperaktivite ile iliskilendirilmistir (Braun ve
ark., 2014, Kim ve ark., 2009)

PVC dirlinleri vasitasi ile agiga ¢ikan fitalatlarin inhalasyon yolu ile astima

neden olabilecegi bildirilmistir (Hauser ve Calafat, 2005, Parks ve ark., 2000).

Ozellikle gebelikte ve emzirme doneminde DEHP’ye maruz birakilan
hayvanlarda dogumda goriilen malformasyonlarin plasental gecis ile alakali oldugu
distiniilmiistiir. Ayrica amniyon s1visi ile anne siitiinde DEHP varligi ¢ok erken donem

maruziyetin gostergesidir ( Rubin ve Soto, 2010, Gray ve ark., 2000).).

4.2 Apoptoz

Programlanmis hiicre o©liimii olarak tamimlanan apoptoz siireci farkl
morfolojik ozellikler ve enerjiye bagimli biyokimyasal mekanizmalar ile
karakterizedir. Apoptoz normal hiicre dongilisii de dahil olmak {izere bagisiklik
sisteminin gelisimi ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisme ve kimyasal
kaynakl1 hiicre 6liimii gibi islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul edilir. Bunun
yani sira, uygun olmayan apoptoz (¢cok az veya c¢ok fazla) ise norodejeneratif
hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin bozukluklar ve bir¢ok kanser tiirii ile ilgilidir.
Bir hiicrenin yasamini veya 6liimiinii modiile etme yeteneginin ¢ok biiyiik bir terapotik
potansiyeli bulunur. Bu nedenle, hiicre dongiisii ve hiicre dongiisiinli kontrol eden
sinyal yollarinda apoptotik mekanizmalarin incelenmesi giiniimiiziin en ilgi ¢ekici

arastirma alanlarindandir (D'Arcy 2019; Elmore 2007).

Apoptoz normalde gelisme ve yaslanma sirasinda dokularda hiicre

popiilasyonlarin1 korumak adina homeostatik bir mekanizma olarak ortaya cikar.
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Apoptoz ayni zamanda bagisiklik reaksiyonlari veya hiicreler hastalik veya zararli
maddelerden zarar gordiigiinde bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar. Hem
fizyolojik hem depatolojik boyutta apoptozu tetikleyebilen ¢ok c¢esitli uyaranlar ve
kosullar olmasina ragmen tiim hiicreler mutlaka ayni uyarana cevap vermez.
Radyasyon veya kanser kemoterapisi igin kullanilan bazi ilaglar, p53 bagimli bir
mekanizma iizerinden bazi hiicrelerde apoptotik dliime yol agabilir. Kortikosteroidler
gibi baz1 hormonlar bazi hiicreleri hig etkilemezken bazi hiicrelerde (6rn. timositler)

apoptotik 6liime yol agabilir (EImore 2007).

Baz1 hiicreler ligand baglanmasi ve protein capraz baglanmasi yoluyla
apoptoza yol acabilen Fas veya TNF reseptorlerini eksprese eder. Diger hiicrelerin bir
hormon veya biiyiime faktorii gibi bir hayatta kalma faktorii tarafindan inhibe edilmesi
gereken Oliim yolagi vardir. Apoptozun nekrozdan ayirt edilmsesini saglayan bazi
ozellikleri vardir. Diigiik dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser
ilaclar gibi ¢esitli zararli uyaranlar apoptozu indiikleyebilir, ancak bu ayn1 uyaranlar
daha yiiksek dozlarda nekroza neden olabilir. Sonug olarak apoptoz “kaspazlar” adi
verilen bir grup sistein proteazinin aktivasyonunu ve baslangi¢ uyaranlarini hiicrenin
son Oliimiine baglayan karmasik bir olaylar dizisini igeren koordineli ve ¢ogunlukla

enerjiye bagimli stiregtir (D'Arcy 2019).

4.2.1. Apoptozda morfoloji

Isik ve elektron mikroskopisi yontemleri kullanilarak, apoptoz sirasinda
meydana gelen cesitli morfolojik degisiklikler tanimlanmistir. Apoptozun erken
stireci sirasinda hiicre biiziismesi ve piknoz, 151k mikroskopisi ile goriilebilir. Hiicre
biiziismesiyle, hiicreler daha kiigiiktiir, sitoplazma yogundur ve organeller daha siki
bir sekilde paketlenir. Piknozis kromatin yogunlagsmasimin sonucu olusur ve bu
apoptozun en karakteristik 6zelligidir. Hematoksilin ve eozin boyasi ile yapilan
histolojik incelemede, apoptoz tek hiicreleri veya kiiclik hiicre kiimelerini igerir.
Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazma ve yogun mor niikleer kromatin
fragmanlar ile yuvarlak veya oval bir kitle olarak goriiliir. Elektron mikroskopisi ile

hiicredeki degisiklikler daha iyi tanimlanabilir (D'Arcy 2019; Martinez ve ark., 2010).
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Plazma membraninda ¢ikintilar olusmasini  karyoreksis ve hiicre
fragmentlerinin “tomurcuklanma” adi verilen bir islem sirasinda apoptotik cisimlere
ayrilmasi takip eder. Apoptotik cisimler, niikleer bir fragmanla veya niikleer fragman
olmadan sikica paketlenmis organelleri iceren sitoplazmadan olusur. Organel
biitiinliigl hala korunur ve bunlarin hepsi saglam bir plazma membrani igine alinir. Bu
cisimler daha sonra makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler ve
fagolizosomlar iginde degrade edilirler. Apoptotik hiicreleri saran ve sindiren
makrofajlara “tingible body makrofajlar-boyanabilir cisim makrofajlar1” denir ve
genelde lenfoid folikiillerin reaktif germinal merkezleri iginde veya bazen timik
korteks iginde bulunurlar. Boyanabilir cisimler, apoptotik hiicrelerden gelen niikleer
kalintilarin parcalaridir. Apoptoz islemi veya apoptotik hiicrelerin ¢ikarilmasi
enflamatuar reaksiyonlar ile ilisikili degildir, ¢iinkii: apoptotik hiicreler hiicresel
bilesenlerini ¢evreleyen interstisyel dokuya salmaz; c¢evreleyen hiicreler tarafindan
hizla fagosite edilirler, bu nedenle muhtemelen sekonder nekrozu 6nlerler; ve gevre

hiicreler antienflamatuar sitokinleri tiretmez (D'Arcy 2019; Elmore 2007).

4.2.2. Fas

Fas ligand1 (FasL, CD95L), 6liim reseptorlerinin timor nekroz faktorii (TNF)
ist familyasindaki bir tip-II membran proteinidir. FasL, tiimor nekroz faktorii alfa
(TNFa) ve TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) gibi ilgili aile tiyesi
proteinlerle % 25 ila % 30 dizi homolojisini paylasir (Caulfield ve Lathem, 2014).

FasL, ekstrinsik apoptoz yolunu baglatmak i¢in 6liim reseptorii Fas't (CD95)
hiicre ylizeylerine baglar ve trimerize eder. Fas-FasL etkilesimi, 6limii indiikleyen
sinyal kompleksini (DISC) olusturmak i¢in Fas ile iliskili 6liim bolgesi adaptor
proteinini (FADD) aktive eder (Park ve ark., 2003; Farnand ve ark. 2011; Caulfield ve
Lathem, 2014).

Kaspaz-8 otoaktivasyonunu katalizler, ardindan kaspaz-3 ve 7 gibi kaspazlarin

olgunlasmis formlarina proteolitik doniistimii saglar. Efektor kaspazlar apoptozla
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hiicre 6liimiinii yonlendirir, bu da niikleer ve sitoplazmik kondenzasyona ve ardindan
membrana bagli apoptotik cisimlerin olusumuna neden olan hiicresel par¢alanmaya
neden olur. Kaspazla aktive edilen DNaz (CAD), hiicresel kondenzasyon ve zarin
kabarciklanmasindan once kisa fragmanlar {iretmek iizere genomik DNA'y1 pargalar.
Membran fragmanlar1 genellikle diger hiicreler tarafindan alinir ve efferositoz olarak
bilinen bir islemle fagozomlarda parcalanir. Apoptotik hiicrelerin efferositozu,
sitotoksik hiicresel kalintilar1 hizla temizleyerek iltihaplarin giderilmesine katkida
bulunur ve bu stiregteki kusurlar akut akciger hasar1 gibi enflamatuar hastaliklara yol

acabilir (Caulfield ve Lathem, 2014).

FasL bircok hiicre tipi tarafindan eksprese edilmesine ragmen, oncelikle aktive
T lenfositleri ve dogal 6ldiiriici (NK) hiicrelerle iligkili olarak taninir. FasL'ye bagh
apoptoz, gelisme sirasinda bagisiklik toleransini korumak ig¢in dokunun yeniden
sekillenmesinde ve potansiyel otoreaktif timositlerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli
rol oynar. Ayrica efektdr NK hiicreleri tarafindan tiimor hiicresinin temizlenmesine
katkida bulunur. Apoptozun geleneksel olarak enflamatuar olmadig: bildirilse de,
FasL'nin neden oldugu hiicre 6liimiiniin mikrobiyal enfeksiyonlar baglaminda oldukca
proinflamatuar oldugu gosterilmistir (Park ve ark., 2003; Farnand ve ark. 2011,
Caulfield ve Lathem, 2014).

Bircok bakteriyel patojene yanit olarak konakgi, FasL'ye bagli hiicre 6liimiinii
inflamatuar bir dogal bagisiklik yaniti olarak tetikleyerek yanit verir. Epitelyal
hiicrelerin fas aracili apoptozu, TNFa, interlokin 8 (IL-8), makrofaj enflamatuar
protein 2 (MIP-2), monosit kemotaktik protein 1 (MCP-1) ve interlokin-1 beta dahil
olmak iizere proenflamatuar sitokinlerin salimini indiikler (Park ve ark., 2003; Farnand
ve ark. 2011; Caulfield ve Lathem, 2014).

4.2.3. BAX
Bcl-2 benzeri protein 4 olarak da bilinen apoptoz regiilatorii BAX, insanlarda

BAX geni tarafindan kodlanan bir proteindir. BAX, Bcl-2 gen ailesinin bir iiyesidir.

BCL2 ailesi iiyeleri hetero- veya homodimerler olusturur ve ¢ok cesitli hiicresel
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aktivitelerde yer alan anti- veya pro-apoptotik regiilatorleri olarak islev goriir (Pena-

Blanco ve Garcia-Saez 2018).

BAX proteini BCL2 ile bir heterodimer olusturur ve apoptotik aktivator olarak
islev goriir. Bu proteinin, membran potansiyelinde kayba ve sitokrom c'nin
salinmasina yol agacak seklide mitokondriyal voltaja bagli anyon kanali (VDAC) ile
etkilesime girdigi ve agilmasini arttirdig bildirilmektedir. Genin ekspresyonu timor
baskilayict1 P53 tarafindan diizenlenir ve P53 aracili apoptozda rol oynadigi

gosterilmistir (Cosentino ve Garcia-Saez 2017).

Saglikli memeli hiicrelerinde, BAX'in ¢ogunlugu sitozolde bulunur, ancak
apoptotik sinyalizasyonun baslangicinda, BAX konformasyonel bir degisiklige ugrar.
Apoptozun indiiklenmesi lizerine BAX, organel membran ile iliskili ve ozellikle

mitokondriyal membran ile iligkili hale geger (Pefia-Blanco ve Garcia-Saez 2018).

BAX, mitokondriyal voltaja bagli anyon kanali VDAC ile etkilesime girer ve
acilmasina neden olur. Bu durum, mitokondriyal dis zar gegirgenligi olarak da
adlandirilan ve kaspazlarin aktivasyonuna yol agan mitokondriden sitokrom c ve diger

pro-apoptotik faktorlerin salinmasina neden olur (Cosentino ve Garcia-Saez 2017).

BAX ekspresyonu, tiimdr baskilayici protein p53 tarafindan uyarilir ve BAX'in
p53 aracilt apoptozda rol oynadigi gosterilmistir. P53, BAX'in apoptotik etkilerini

birincil transkripsiyon faktorii olarak tesvik eder (Pefia-Blanco ve Garcia-Saez 2018).

4.2.4. Casp3

Kaspaz ailesinin 6nemli bir {iyesi olan casp3, programi hiicre oliimiiniin
gerceklesmesi i¢in ¢esitli yagsamsal substratlarin ayrilmasini saglar. Casp3 aktivasyonu
yillardir apoptozun gergeklesmesinde apoptotik hiicrelerde markir olarak kabul
gormiistiir. (Yahav Yosefzon ve Yaron Fuchs, 2018) casp3 apoptozun en Onemli
sonuglarindan biridir. (Xin He, 2017) kaspazlar yukar1 yonlii baslaticilar ve asagi
yonlii uygulayicilar olarak iki gruba ayrilabilir. Caps3 apoptozda bir uygulayicidir. Bu
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hiicre 6liimiiniin terminal fazinda genis spektrumlu substratlarla DNA’nin bozulmasini

aktivasyonunu baslatan ¢oklu apoptotik sinyalleri igerir. (Haeryung Lee ve ark, 2015)

4.2.5. Casp8

Kaspaz-8, korunmus sistein-aspartik asid proteaz (kaspaz) ailesinin bir
tiyesidir. Kaspaz-8’in ana rolii hiicre apoptozunda asagi akis yolu hiicre reseptorii
olarak gorev yapmaktir. Kaspaz-8 bir proenzim olarak sentezlenir. Biiyiik bir N-
terminal 6nbolim ve bir C-terminal katalitik bolim igerir. Kaspaz-8 oncii bir
kaspazdir. Apoptozu tetiklemek icin efektdr kaspazlarin inaktif Onformlarinin
ayrilmasimi saglar. Kaspaz-8 onformu oliim efektdr formu igerir. Bu form diger
proteinlerin aktiasyonunu regiile etmek icin onlarla etkilesime girmeye olanak verir.

(Haeryung Lee ve ark, 2015)

4.2.6. Apoptozun fizyolojik ve patolojik durumlardaki rolii

Apoptozun normal fizyolojideki rolii, mitoz kadar 6nemlidir. Cesitli hiicre
popiilasyonlariin diizenlenmesinde mitoz ve hiicre proliferasyonuna komplementer
fakat z1t bir etki gosterir. Yetigkin insan viicudunda homeostazi korumak igin, her giin
sadece apoptoz ile dlen hiicreleri dengelemek icin yaklagik 10 milyar hiicre yapildig:
tahmin edilmektedir. Bu sayi, normal gelisim ve yaslanma sirasinda veya hastalik
sirasinda artan apoptoz oldugunda 6nemli Olglide artabilir. Apoptoz, cesitli gelisim

sliregleri sirasinda kritik neme sahiptir (D'Arcy 2019; Elmore 2007).

Apoptoz, viicudu patojen istilact hiicrelerin istilasindan kurtulmak,
enflamatuar hiicrelerin uzaklastirilmas: ve yara iyilesmesi, graniilasyon dokusunun

skar dokusuna doniistiiriilmesi i¢in gereklidir (D'Arcy 2019; Martinez ve ark., 2010).

Yara iyilesmesi sirasinda apoptozun diizensizligi, asir1 yara izi ve fibroz gibi
patolojik iyilesme bigimlerine yol agabilir. Apoptoz, merkezi lenfoid organlarda
(kemik 1ligi ve timus) olgunlagsma sirasinda veya periferik dokularda aktif veya oto-

agresif bagisiklik hiicrelerini ortadan kaldirmak igin de gereklidir (EImore 2007).
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Ayrica, apoptoz, ovulasyon sonrasi folikiilin folikiiler atrezisi ve siitten
kesildikten sonra meme bezi invazyonu gibi eriskinlerde yeniden sekillenme
islemlerinin merkezinde yer alir. Organizmalar yaslandik¢a, bazi hiicreler daha hizlh
bir sekilde bozulmaya baglar ve hiicreler apoptoz ile elimine edilir. Bir teori, oksidatif
stresin mitokondriyal DNA' da birikmis serbest radikal hasari iizerinden yasa bagl
apoptozun patofizyolojisinde birincil rol oynadigidir. Cok az veya ¢ok fazla hiicre
6limti, gelisimsel kusurlar, otoimmiin hastaliklar, nérodejenerasyon veya kanser dahil
farkli patolojilere yol agabileceginden apoptoz siki bir sekilde diizenlenmelidir.
Apoptozun diizenlemesindeki anormallikler, kanser, otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom, AIDS, iskemi ve Parkinson hastalii, Alzheimer hastaligi, Huntington
hastalig1 ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin énemli bir

bileseni olabilir. Baz1 kosullar yetersiz apoptoz, digerleri ise asir1 apoptoz igerir
(D'Arcy 2019).

Kanser, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesindeki normal mekanizmalarinin,
hiicrelerin asir1 gogalmasi ve / veya hiicrelerin uzaklastirilmasinin azalmasi ile iglevsiz
kaldig1 durumlara bir ornektir. Karsinogenez sirasinda apoptozun baskilanmasinin
bazi kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinde merkezi bir rol oynadig: diisiiniilmektedir.
Tiimor hiicrelerinin  apoptozu bastirmak i¢in kullandigir ¢esitli  molekiiler

mekanizmalar vardir (Elmore 2007).

Timor hiicreleri, Bel-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu veya Bax
gibi pro-apoptotik proteinlerin asagi regiilasyonu veya mutasyonu ile apoptoza direng
kazanabilir. Hem Bcl-2'nin hem de Bax'in ekspresyonu p53 tiimor baskilayici gen
tarafindan diizenlenir. Bazi insan B hiicresi lenfoma formlarmnin asiri Bcl-2
ekspresyonu vardir, bu durum apoptozun basarisizliginin kansere katkida bulunduguna
dair ilk ve en giiglii kanitlardan biridir. Kanserde baska bir apoptoz supresyonu
yontemi bagisiklik ile iligkilidir (EImore 2007).

Bazi bagisiklik hiicreleri (T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicti hiicreler) normalde

perforin / granzim B yolu veya 6liim-reseptor yoluyla tiimdr hiicrelerini yok eder.
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Cesitli hiicre sinyal yollarindaki degisiklikler apoptozun diizensizligi kansere neden

olabilir (D'Arcy 2019; Martinez ve ark., 2010).

Asir1 apoptoz, otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve iskemi ile
iligkili yaralanma gibi bazi durumlarda goriilebilir. Otoimmiin eksiklik sendromu
(AIDS), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfeksiyondan kaynaklanan

otoimmiin hastaliga 6rnektir (D'Arcy 2019; Ouyang ve ark., 2012).

Asirt apoptozun ¢esitli iskemi ile iliskili yaralanmalarda da 6nemli bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ornek olarak yetersiz kan akismin neden oldugu
miyokardiyal iskemi verilebilir. Kardiyomiyositlere oksijen gelmesinde bir azalma ve
bunu takiben 6limii gerceklesebilir. Nekroz meydana gelmesine ragmen, iskemik
miyokard dokusunda BAX'in asir1 ekspresyonu tespit edilmistir. Ayrica apoptozu
azaltmaya yonelik tedavi, doku hasar1 derecesini azaltmada basari saglamistir (D'Arcy

2019; Elmore 2007).

4.2.7. Apoptozun diizenlenmesi

Saglikli dokulardaki hayati hiicrelerin kaybi, nérolojik bozukluklar ile bulasict
hastaliklar, cevresel toksisiteler dahil olmak {izere bir¢ok insan hastaliginin
gelisimine, ilerlemesine engel olarak tedavi siirecine katkida bulunur. Tersine,
anormal hayatta kalma ve hasarli veya gereksiz hiicrelerin birikmesi, kanserler ve
otoimmiin hastaliklar gibi 6nemli insan patolojilerine sebep olur. Apoptoz, normal
Okaryotik gelisim ve organizmal homeostazin siirdiiriilmesi sirasinda hiicrelerin
programlanmis ayrismasindan sorumlu olan evrimsel olarak korunan bir hiicre 6liim
yoludur. Bu yol, hiicre yasami ve oliim arasindaki karari dengeleyen hem pro-
apoptotik hem de sagkalim yanlisi iiyeleri igeren BCL-2 protein ailesi tarafindan
kontrol edilir. BCL-2 ailesi proteinleri arasindaki dinamik etkilesimlere ve bunlarin
saglikl1 ve hastalikli hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiinii nasil kontrol ettiklerine dair
son yillardaki goriigler, terapotik miidahale i¢in yeni firsatlar ortaya g¢ikarmistir.

Apoptozun hem pozitif hem de negatif modiilatdrlerinin gelistirilmesi, arastirmacilarin
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laboratuvar bulgularini insan sagligini olumlu yonde etkileyecek klinik uygulamaya

doniistiirmelerini saglamaktadir (Singh ve ark., 2019).

Sistein proteaz ailesi olan kaspazlar, apoptozun merkezi diizenleyicileridir.
Bagslatici kaspazlar (8, 9, 10 ve 12 ) pro-apototik sinyallere yakindan baglidir. Bir kez
aktive edildiginde, bu kaspazlar, hiicre iskeleti ve niikleer proteinleri pargalayip ederek
apoptozu indiikleyen efektor kaspazlar1 (3, 6 ve 7) ve aktive eder. Mitokondriden
salinan sitokrom C, dnemli bir baslatic1 kaspaz olan kaspaz 9'un aktivasyonuna neden
olur. Pro-apoptotik uyaranlara FasL, TNF, DNA hasar1 ve endoplasmik retikulum
stresi dahildir. Fas ve TNFR, kaspazlardan 8 ve 10'u aktive eder; DNA hasar1 kaspaz
9'un aktivasyonuna yol agar; ve endeoplazmik retikulum stresi, kaspaz 12'nin kalsiyum

aracili aktivasyonuna yol agar (Burlacu A., 2003).

Apoptoz inhibitdrleri (IAP'ler), dogal bagisiklik ve iltihaplanma, hiicre
proliferasyonu, hiicre gocili ve apoptozun diizenlenmesi de dahil olmak iizere cesitli
biyolojik fonksiyonlara sahip bir protein ailesidir. Cogu bir E3-ubikitin ligaz aktivitesi
gosteren bir C-terminal RING alani igerir. Drosophila'da, apoptotik proteaz
kaspazlarinin kontrolsiiz aktivasyonunu onleyerek hiicre hayatta kalmasini1 saglamak
icin [AP'ler gereklidir. Memelilerde, IAP'ler kaspaz aktivitesini ve kaspaz aktive edici
platform olusumunu kontrol ederek apoptozu diizenleyebilir. Memeli IAP'lerin,
hiicrelerin endojen veya eksojen yaralanmalara tepkisinde, hayatta kalma sinyalini bir
hiicre 6liim indiikleme sinyaline doniistiirebilmesinin 6nemli belirleyicileri oldugu

belirtilmistir (Vasudevan ve Ryoo, 2015).

4.2.8. P53

P53 proteini hiicrenin diizglin ¢alisabilmesi i¢in gerekli olan bir ¢ok islemin
diizenleyicisi ve hiicrenin yasami ve Oliimii ile ilgili bir dizi siirecinde etkilidir.
Aktiflesen p53 proteini, hiicre dongiisiiniin durmasi veya apoptozu gibi ¢esitli yanitlara
neden olur. Bu ayn1 zamanda tiimor gelisimi igin bir bariyer olusturmaktadir. Aktive
olan p53, bir dizi gene baglanir. Biyoinformatik ¢alismalar insan genomunda 4000’den

fazla varsayilan p53’iin baglanma bdolgesi i¢erdigini gdstermistir.
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Cok sayida p53 hedef geni, hiicre fonksiyonundaki degisikliklerin p53’iin bir
ka¢ genin diizenlenmesine bagli asagi yonlii efektorleri olarak tanimlanmustir.
Ornegin, mitokondriyal aktivasyonu aktive ederek hiicre apoptozuna aracilik eder ve
oliim reseptdriiniin yol actig1 apoptotik yollarla her iki yol daha sonra apoptozu

indiikleyen kaspaz sinyalinin indiiksiyonu ile sonug¢lanir. (Wang ve ark., 2015)

Ayrica p53, hiicresel DNA’nin onarimini diizenler. Bu protein geni hasara
ugradiginda hiicre apoptoza gider ve bu geri dondiiriilmesi imkansiz 6nemli bir
siiretir.Insan kanserlerinde en ¢ok mutasyano ugramis tiimor baskilayici gendir. Bir
tiimor baskilayicit gen olarak hiicre dongiisiinde hedef geni transkripsiyonel olarak

diizenleyerek programli hiicre dlimiiniin gergeklesmesinde etkilidir.(Yang ve ark.,

2015)

4.3. interferon Gamma

Interferon gamma (IFNy), tanimlanan ilk sitokinler arasindadir. Genetik,
yapisal ve fonsiyonel olarak iyi tanimlanan bir ¢ok tiirli vardir. Reseptor aracili
sinyallerle yiizlerce genin transkripsiyonundaki degisikliklere yol acar. (Murphy ve
ark., 2009)

IFNy bagisiklik sisteminin 6nemli bir pleotropik diizenleyici sitokinidir. IFNy,
otoantikorlar1 indiikleme, otolog sitotoksik T hiicelerini aktive etme ve hedef hiicre
apoptozunu indiikleme gibi otoimmiin patolojiye katkida bulunur. .(Yang ve ark.,
2015) Interferonlar hiicre proliferasyonunun énemli inhibitdrleridir ve her iki parakrin
ve otokrin biiylime diizenlenmesinde farkli tipte interferonlar yer alabilir. [IFNy esas
olarak aktive edilmis T lenfositlei ve dogal oOldiiriicii hiicrelerden hiicrelerden
uretilirler ve bagisiklik yanmitt ve enflamtuvar kosullar sirasinda salinir.

(Mattyasovszky ve ark., 2016)

IFNy, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu, hiicre dongiiniin durmasi ve

apopotoz gibi cesitli ekilere yol acan bir dizi hedef geni aktive edebilir veya
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baskilayabilir. [IFNy’nin hem kaspazlara bagli, hem bagimsiz diger yollarla hiicre

6limiinii indiikledigi kanitlar saglanmistir. (Pedersen ve ark., 2004)

4.4. Zebra Baliklar

Zebrabaligi, Sazangiller Ailesi’ne mensup olan teleost bir baliktir. Danio cinsi,
zebra baligi (Danio rerio) ile birlikte 40'tan fazla iliskili tiir i¢erir. Dogal ortamlari
Hindistan, Pakistan, Nepal ve Banglades'in durgun sular1 olan zebra baliklar1 berrak

ve 1lik sular tercih etmekle birlikte, ¢esitli farkli ortamlarda da bulunmuslardir.

Zebra baliklar1 kemikli baliklardan (Teleostei) Actinopterygii sinifinin iginde
bulunur ve Cyprinidae ailesine mensuptur (Carpio ve Estrada, 2006). Boyutlar1 4-5 cm
kadardir ve govdelerinin iizerinde glimiis renginde mavi renkli ¢izgiler bulunur. Zebra
baliklarinin yagamalar1 i¢in en uygun sicaklik 26-28°C arasidir. Bir disi zebra balig1
haftada yaklasik 200-300 adet yumurta iretir. Bu embriyolar 48. Saatten sonra
koryondan ¢ikar ve bundan sonra larva olarak adlandirilir. Embriyonel geligimleri
hizlidir ve embriyo seffafligi bircok avantaj saglar. Zebra baliginin ve insanlar ile
genetik benzerligi % 73 oranindadir (Howe ve ark., 2013).

Zebra baliklarinin yasam siiresi laboratuvar ortaminda en fazla 5,5 yil olarak
bildirilirken genekde ortalama 3,5 yil civaridir. Ayrica laboratuvar ortaminda, bu
hayvanlar rutin olarak sadece 18 ay ila iki yil tutulur, sonrasinda iireme yeteneklerinin
diistiigli kabul edilir. Dogada ise yirtic1 hayvanlar veya parazitlerden dolayi zebra
baliklarinin bir veya iki y1ldan daha uzun hayatta kalabildigine dair ¢ok az kanit vardir.
Laboratuvarda tutulan zebra baliklarinda, ikinci yillarindan sonra spinal egrilik
gozlenebilmektedir. Bu durum, vahsi popiilasyonlardaki baliklarda kosulun
gelismeden Oliimlerin  muhtemel olmasi nedeniyle gorilmemektedir (Lawrence ve

Mason 2012).

Zebra balig1 barindirma sistemleri 30 yil i¢inde dnemli 6l¢iide gelismistir. Her
ne kadar standart cam akvaryumlar hala bazi ortamlarda kullanilsa da, artik ¢ok daha
sofistike yasam destek sistemleri mevcuttur. Teknolojinin gelismesi ile beraber, en

yeni sistemler internet {izerinden uzaktan erisilebilen ve calistirilabilen tam otomatik
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elektronik su kalitesi izleme ve kontrol sistemleri, 0zel iiretim odalar1 ve robotik
besleyiciler gibi yenilikleri icermektedir (Avdesh ve ark. 2012).

Diizgiin c¢alisan bir akvaryum sisteminde temiz bir ortam saglanmasi énemlidir. Bu
amagcla diizenli olarak sistem filtrelerini degistirerek tiim tanklara uygun su akisi ve

temiz suyun saglanmasi gerekmektedir.

4.4.1. Zebra baliklarinin biyomedikal arastirmalarda kullanilmasi ve akut bahik

embriyo testleri

Bir ¢ok farklt  biyolojik olaylarin arastirilmasi ve mekanizmalarinin
belirlenmesi i¢in farkli model organizmalar kullanilir. Bu model organizmalarin
arasinda gelismis hayvan modellerinin yan1 sira prokoryatlar, funguslar ve bitkiler de
bulunmaktadir (Hedges, 2002).

Model organizmalarin insan genomuna yakinlig1 ve kisa jenerasyon siiresinin
olmasi baslica avantajlar olarak kabul edilir. Bu gibi avantajlari nedeni ile son yillarin

popiiler model organizmalarinin basinda zebra baliklar1 gelmektedir.

Zebra baliklar1 giiniimiizde insanlarda goriilen hastaliklarinin mekanizmalarinin
arastirilmas1 icin uygun modeller olarak kabul edilmektedir. Ozellikler gelisim
biyolojisi, toksikoloji ve ilag arastirmalari i¢in siklikla kullanilmiglardir ( Ma ve ark.,
2013). Bunun disinda birgok insanlarda goriilen bircok hastalik modellerinin
olusturulmasi igin de kullanilmaktadirlar. Ornegin kanser, diyabet, ndrodejeneratif

hastaliklar zebra baliklarinda deneysel olarak olusturulmustur (Unal ve ark., 2019).

Zebra baliklarinin iiretimi i¢in gereken maliyet rodentler ile kiyaslandiginda
daha disiiktiir. Cinsel olgunluga ulagma siiresi olan ii¢ ay da birgok diger hayvanla
kiyaslandiginda uygun bir siiredir. Uygun kosullar altinda iiretimleri nispeten daha
kolaydir. Disilerin y1l boyu yumurtlamasi da 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilir

(Brand ve ark., 2002).

Ekonomik Kalkinma ve Is birligi Orgiitii (OECD) ¢esitli kimyasallarin toksik

etkilerinin belirlenmesi amagli zebra baliklarinin kullanimini uygun goérmiistiir. Bu
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amacla akut balik embriyo testlerinin kullanimi yaygm hale gelmistir. Ozellikle
Almanya’ da balik embriyo toksisite testi rutin olarak atik sularin ve de kanalizasyon
giivenliginin kontrolii amacli kullanilmaktadir. OECD balik toksisite testlerini hem
yetigkin baliklarda hem de embryioda kullanimi igin ¢esitli kilavuzlar hazirlamistir.
Bu kilavuzlarda uygulanacak yontemler, kimyasallarin ¢6ziindiigii ¢6ziiciiniin
ozellikleri ve deneylerin siiresi ile bitis noktalar1 hakkinda bilgi verilmektedir. Bu
testler de genel prensip olarak bes gline yani 120. saate kadar zebra balig1 embriyolar
heniiz serbest beslenme donemine gegmedikleri i¢in etik onaymdan muaf olarak

degerlendirilir (OECD, 2006).

Zebra balig1 embriyosu kullanilarak uygulanan embriyo toksisite testinde, yeni
doéllenen yumurtalar kimyasallara statik veya yari statik ortamda maruz birakilirlar.
Akut balik embriyo testinin prensibi Sekil 3’de verilmistir. Bu yontemde kullanilan
sonlandirma noktalar1 embriyonun pihtilasmasi, somit gelismemesi, kalp atisindaki
anomaliler ve kuyrugun besin kesesinden ayrilamamasi seklinde birinci ve ikinci
gilinlerin sonunda kaydedilir. Kaydedilen bu degerlerle beraber mortalite oranlari letal
doz 50 (LC50) degerinin belirlenmesi amaci ile kullanilir. Belirli bir niifusun yarisinin

tepki verdigi konsantrasyon, LC50 veya dozu-LD50 seklinde tanimlanir.
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Sekil 3: Akut balik embriyo testinin uygulanmast

Akut balik embriyosu testleri sonucunda elde edilen veriler, istatistiksel bir
yontem olan Probit Analizi yontemi kullanilarak belirli bir kimyasalin bir organizmada
toksisitesinin belirlenmesi amaci ile kullanilir. Probit analizi sonucunda kullanilan ve
elde edilen cevap 6lim var ya da yok seklindedir, bagka bir deyimle binomeldir.
Alman cevap ile farkli konsantrasyonlar arasindaki iliski ise sigmoidal niteliktedir.
Dolayisiyla Probit analizi, sigmoidal verilerin dogrusala ¢evrilmesi ve sonrasinda bu

iligkinin regresyonun alinmasi seklinde gergeklestirilir. (Lammer ve ark. 2009).

4.4.2. Endokrin bozucu kimyasallarin etkilerinin incelenmesinde zebra bahg

embryolarmin kullanim

Tarama testlerinin amaci, kimyasal bir maddenin endokrince aktif olma
potansiyelini gostermektir. Zebra balig1 ile yapilan ¢ogu tarama ¢alismasinde baliklar,
geng (pre-mature) veya yetiskin (olgun) yasam evrelerinde kullanmistir. EBK tarama
deneylerinde u¢ nokta olarak, oOzellikle test ajanlarinin endokrin aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Zebra baligi kullanilarak yapilan EBK tarama tahlillerinde
en sik Olciilen belirteglerden biri, Ostrojenlerin kontrolii altinda disi baliklarin

karacigerinde sentezlenen bir yumurta saris1 6nciisii proteini olan vitellogenin (VTG)
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indiiksiyonudur. Kadinlarda VTG sentezi fizyolojik bir fenomen olsa da, VTG sentezi,
Ostrojen aktif bilesiklerle, yani dstrojen reseptorlerine (ER'ler) baglanan ve aktive eden
maddelerle indiiklenirse, erkeklerin karacigerinde fizyolojik olarak indiiklenebilir. Bu
nedenle, erkeklerde vitellogenin indiiksiyonu, baliklarin Gstrojenik maruziyetinin
hassas ve spesifik bir belirteci olarak kabul edilir. Test kimyasallarinin &strojenik
aktivitesinin bir biyobelirte¢ olarak VTG'nin avantajlart arasinda 06zgilliigi,

duyarlilig1 ve indiiklenebilir yanitin biiytikliigii bulunur (Segner 2009).

Endokrin siiregler iizerine EBK etkisinin daha genis bir degerlendirmesini elde
etmek i¢cin baska bir yaklasim histopatolojidir. EBK’ye maruz kalan baliklarda
hormonal metabolizmanin ve fonksiyonlarin bozulmasi, duyarli organlarda, yani
hormon etkisinde veya hormon sentezinde yer alan organlarda patolojik degisikliklere
yol agacaktir. Ornegin gonadlar, seks hormonlarinin sentezi ve fonksiyonunda énemli
bir rol oynar ve bu nedenle seks steroidine miidahale eden EBK'lere maruz kalma

durumunda yapisal degisiklikler gostermesi muhtemeldir (Hutchinson ve ark. 2006).

EBK’ler gonad farklilasma veya olgunlasma durumunu degisebilir - veya
nekroz, apoptoz veya hiicresel hiperplazi ve hipertrofi indiiksiyonu gibi doku hasarina
neden olabilir. Baliklarla EBK testinde gonad histopatolojisinin kullanimindaki bir
dezavantaj, balik gonadlarinin histopatolojisi hakkinda halen ¢ok detayli bilginin
mevcut olmayisidir. Baliklarin gonad histopatolojisinde neyin normal ve anormal

oldugunu bilinmesinin 6nemi giiniimiizde daha belirgin hale gelmistir (Segner 2009).

EBK’lerin tarama testleri i¢in biyobelirteglere bir alternatif yontem de
transgenik zebra baligidir. Bunlar endojen Gstrojen reseptdrlerinin kontrolii altinda
lusiferaz raportdr geni igeren stabil olarak transfekte edilmis bir sus seklindedir.
Transgenik zebra baligimin Ostrojenik bilesiklere maruz birakilmast ER
transaktivasyonuna, ardindan lusiferaz gen aktivasyonuna ve doku lizatlarinda
Olctilebilen artmis lusiferaz aktivitesine yol acar. Transgenik suslar hem yetiskinlerde
hem de zebra balig1 erken yasam evrelerinde EBK taramasi i¢in uygun oldugu

bulunmustur (Segner 2009).

4.5. Krestinin Embriyo Gelisimindeki Rolii
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Insanlarda embriyo gelisiminin {i¢iincii haftasinda noral krest hiicreleri gelisir.
Bu hiicreler pluripotent karakterdedirler ve embriyoda gesitli farkli hiicre tiplerine
dontiserek farklilasmak icin degisik yerlere go¢ ederler. Bu hiicrelerin gogii, islev
gorecekleri yerdeki rolleri i¢in morfogenez adina gerekmektedir (Berke ve Keklikoglu

2010; Mayor ve Theveneau 2013).

Kafa ve yiiz bolgesinin gelismesi noral krest hiicrelerinin biiyiimesi, cogalmast,
goc ederek farklilagmasi gibi birden fazla biyolojik islemin sonucu meydana
gelmektedir (Berke ve Keklikoglu 2010; Mayor ve Theveneau 2013).

Ektomezenkimal hiicrelerin ndral krest hiicrelerinden kdken almalar1 sonucu
agiz ve yiiz ile dis dokusunun gelisimi gergeklesmis olur (4). Bu siire¢te meydana
gelen eksiklik ve diizensizlikler ¢esitli gelisimsel anomalilere neden olabilmektedir.
Ornek olarak néoral krest hiicrelerince normalde eksprese edilen fibronektin 18sinden
zengin transmembran proteini-2’nin ekspresyonunda bozulma damakta defektlere
sebep oldugu gosterilmistir.  Wnt yolagi’nin ndral krest hiicrelerinin gdciiniin
yonlendirilmesinde etkili oldugu bilinmektedir (Berke ve Keklikoglu 2010; Mayor ve
Theveneau 2013).

Noral krest hiicrelerinin olusumunda oncelikli olarak ndral plak ve noral tiip
gelisir. Noral plaktan merkezi sinir sistemi, noral krest ile bazi bagka noral olusumlar

sekillenir (Berke ve Keklikoglu 2010).

Zebra balig1 embriyolarinda, ndral krest gelisimi diger omurgali embriyolarina
cok benzer bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, zebra baligi embriyolari
baslangicta optik olarak berrak oldugu ve noral krest hiicreleri diger tiirlere gore daha
biiyliik ve sayica daha az oldugu i¢in, canli prematiire noral krest hiicreleri canh

embriyolarda tanimlanabilir ve manipiile edilebilir (Luo et al., 2001).

Krestinin zebra baliklarinda embriyogenez sirasinda eksprese edildigi

bilinmektedir. Krestin ekspresyonu ilk olarak ektodermin noral krest hiicrelerinde

28



somitogenez baslangicinda gozlenmistir. Krestin ekspresyonu daha sonra premigrator
kranial ve govde noral kret hiicrelerinde ve daha sonra da aktif olarak go¢ eden krest
hiicrelerinde gozlenmistir. Krestini eksprese eden promigratér govde noral krest
hiicrelerinin sayilari, kretSinin bu asamada tiim noral krest hiicreleri tarafindan
eksprese edildigini gostermektedir. Kretsinin ekspresyonu, fazla  farklilagmis
hiicrelerde yavas yavas down regiile edilir. Sonuglarimiz, kretinin zebra baligi
embriyogenezi boyunca spesifik bir pan-noéral kret markorii oldugunu gostermektedir
(Luo et al., 2001).
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5. GEREC VE YONTEM

Deney sonunda 100 embriyo serum fizyolojik (1mL) ilavesi ile homojenize
edilerek doku homojenatlar1 hazirlandi. Hazirlanan doku homojenatlar1 tiiplere
konarak derin dondurucuda —20°C’de kullanilacag tarihe kadar saklandi. Derin

dondurucuda saklama siirelerinin ayni olmasina dikkat edildi.

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullandigimiz maddeler analitik safliktadir. Kullanilan kimyasal
maddelerden asagida belirtilenler; Sigma, Merck, Mp-Biomedisis, Fluka, Alfa Asear

Biolabo ve Invitrogen firmalarindan elde edilmistir.

. NaCl [Merck 106404]
. CaCl> [Sigma 12022]
. Sodyum sitrat [Sigma S1804]
. NaOH [Merck 106498]
e BFA [Sigma 80-05-7]
e DEHP [Sigma 117-81-7]
e DMSO [Sigma 67-68-5]
e Methanol [Sigma 67-56-1]

5.2. Kullanilan Aletler

Vortex JANKE & KUNKEL, IKA LABOR TECHNIK
Santrifiij HERAEUS-SEPATECH, LABOFUGE 200
Etiiv NUVE FN 500, Memmert Modell 400

Distile su cihazi SCHOTT GERATE
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Derin dondurucu ARCELIK, -25, AEG NoFrost Deepfreeze

PH Metre ORION pH/ISE meter model 710A

Magnetik Karistiric JANKE&KUNKEL IKA Labortechnik

Hassas terazi SARTORIUS

Elekronik kaba terazi SCALTEC SPB62

Otomatik pipetler GILSON

Spektrofotometre SHIMADZU UV-120-02

Mekanik Karistirict JANKE&KUNKEL IKA Labortechnik RW20

Su banyosu (37°C) OEHRINGER-MANNHEIM PRECITHERM-PFV
Su banyosu (100°C) HEIZBAD, KERMANLAR, 34680

5.3. Zebra Baliklarinin Bakim ve Beslenme Sartlari

Calismamizda ZEBTEC akvaryum sistemi i¢inde barindirilan yabanil tip AB
zebra baliklarindan temin edilen embriyolar kullanilmigtir. Zebra baliklar1 bilgisayar
kontrollii inkiibasyon tankinda (ZEBTEC Mini system) yetistirilmistir. Giinde 14 saat
giin 15181na, 10 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi kurularak baliklarin
tiremesi i¢in gereken sirkadien ritim olusturuldu. Sicaklik ve nem sirasiyla 28 + 1°C
ve %61 olarak ayarlanarak sistem tarafindan sabit tutuldu. Suyun pH’s1 pH: 7,2
arasinda ayarlandi. Tanktaki suyun parametreleri giinliik ve haftalik olarak kontrol
edilmistir. Fiziksel ve UV sistemlerini igeren filtrasyon mekanizmalari ile baliklarin

ortam temizligi saglanmistir. Embriyolar tanklardan giinliik olarak toplanmustir.
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Yetigkin baliklar litrede 2-5 tane olacak sekilde 6zel akvaryumlarinda, embriyolar ise
1 ml’de 20 tane olacak seklide 24 kuyucuklu plate kaplarda barindirilmigtir.
Embriyonik gelisim asamalar1 Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskop altinda

incelenmistir.

Resim 2: Zebra BaliklarininYasadigi ZEBTEC Mini Akvaryum Sistemi

5.4. Zebra Balhiklarindan Embriyo Eldesi

Zebra baliklar1 fotoperiyodik tireme gosterir. Safakla beraber 1518 ortaya
¢ikmasi ile lireme davranisini baslatirlar. Isikla beraber erkek ve disi zebra baliklari,
koordine halde yumurtlama ve sperm salinimina yol acan belirgin kur hareketleri

sergiler.
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Yumurta dokmeye hazir bir disi, ylizlerce hatta bazen bine kadar fazla oosit
serbest birakir. Dollenmis yumurtalar dibe ¢oker ve genelde ebeveynler tarafindan
tiikketilirler; bu nedenle laboratuvar ortaminda déllenmis yumurtalar ebeveynlerinden
elek veya oluklu bir bariyer vasitasi ile ayirir. Sekil 4 ‘de zebra baliklarinin 6rnek bir
eslestirme diizenegi verilmistir. Ardisik iki giin boyunca ikili eslestirme

yaptlmamalidir.

——— ’:/ Fertlized eggs

Sekil 4 : Embriyo elde etme yontemi (Bhasin ve ark 2016)

5.5. Zebra Baligi Embriyolari ile Olusturulan Gruplar ve izlenen Protokol

Zebra baligi embriyolar1 BFA ve DEHP igin daha énceden Ustiindag ve ark.
‘nin (2017) belirlemis oldugu LC50  degerlerinin altindaki dozlara maruz
birakilmiglardir. Bu amacla Zebra balig1 embriyolar1 4 hiicreli agamada olacak sekilde
kuyucuklara yerlestirilip BFA ve DEHP maruziyet gruplariin letal doz
konsantrasyonlar1 belirlenmisti. Embriyolar BFA ve DHEP bulunan sularda
gelisimleri 96 saate kadar Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskop altinda incelenmis ve

gortintiileri diizenli olarak kayit altina alinmusti.
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Zebra baligi embriyolarinda % 50 mortaliteye (LC50) neden oliimciil
konsantrasyon altindaki deger 20 adet 1-4 hiicreli asamadaki embriyonun 0.1 mL / L
DMSO ¢ozeltisindeki 0,5 pg/ml,1 pg/ml, 2,5 pg/ml konsantrasyonlarina maruz
birakilmasi ile mortalite degerlerinin Probit analizi ile degerlendirilmesi ile Zebra
baliklarinda Sliimciil BFA konsantrasyonu 1 pg /L olarak belirlenmistir (Ustiindag ve
ark., 2017). DEHP deneyleri i¢in zebra baligi 0.1 mL / L Metanol ¢ozeltisindeki
degisik DEHP konsantrasyonlarina maruz birakildilar. Her grup igin ig¢ tekerriir
yapildi. Fertilizasyondan sonra 72. Saate kadar stero mikroskop altinda izlendi.
Kaydedilen mortalite degerleri Probit analizi ile degerlendirildi. Zebra baliklarinda

LC50 dozu DEHP igin 2,5 ug/L olarak belirlendi (Ustiindag ve ark., 2017)..

5.6. Gen ifadesi Analizi (RT-PCR)

Gen cekspresyonlarinin belirlenebilmesi i¢in 72 hpf donemdeki embriyolar
RLT lizis tamponu i¢inde homojenize edilmistir (Tissue lyser, Qiagen). Elde edilen
homojenizatlardan ekstrakte edilen RNA 6rneklerinden dnce cDNA sentezi yapilmig
daha sonra genlerin ekspresyon diizeyleri Qiagene RT SYBR Green kiti kullanilarak
Rotor Gene-Q (Qiagen) ile belirlenmistir.

Maruziyet sonrasi embriyolar 6ncelikle homojenize edilmistir (Tissue lyser,
Qiagen). Bu homojenatlardan mRNA elde edilerek cDNA sentezi yapilmis ve daha
sonrasinda casp3a, casp8, Ifngl, fas, tp53 ifade diizeyleri RT SYBR Green Kkiti
(Qiagene, Almanya) kullanilarak Rotor Gene-Q (Qiagene, Almanya) ile analiz

edilmistir.

5.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonlar1 RNeasy Mini kit ile Qiacube (Qiagen) aleti kullanilarak
yapilmistir. RNA izolasyonu ig¢in, embriyolar RLT lizis tamponu eklenerek
homojenize edilmistir. Daha sonra lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy
membranina baglanabilmesi i¢in gerekli kosullar saglanmis ve 6rnekler RNeasy spin

kolonuna aktarilmistir. Total RNA membrana baglandiginda kontaminantlarin da
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yikanmasi ile RNA eliisyonu RNase-free su icinde gerceklestirilmistir. Baglanma,
yikanma ve eliisyon islemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon cihazi kullanilarak

yapilmustir.

5.6.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi, One Script (ABM)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon analizlerinde kullanilmak {izere
mRNA'dan c¢cDNA sentezi i¢in Oncelikle ters transkripsiyondan once RNA
orneklerinde kontamine edici genomik DNA ortadan kaldirir. Oligo-dT primerleri, ters
transkripsiyonu hazirlar ve bir ters transkriptaz, cDNA {iriiniinii optimum uzunlukta

sentezler.
5.6.3. Gen expresyonlarinin belirlenmesi

Analiz edilecek genlerin ifadeleri, RT? SYBR Green Master Mix karisimina
elde edilen cDNA o6rneklerinin eklenmesi seklinde Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak
tespit edilmistir. Housekeeping gen olarak actbl kullanilmistir. Ornekler {i¢ tekrarl

calisilmigtir. Tablo 3 ‘de primer dizileri verilmistir.

Tablo 3: Kullanilan Primer Dizileri

casp3 Ejﬁr\iGGACTTTGATCGCAG GAC 'CI';;r/iATCTG CGCAACTGTCTGG
a

casp8 | TATTCAAGCCTGCCAAGGAG CCGATCAGGAAATCAGCTTC
Ifngl | CTGTTTTCGGGATGGATGAC AGCTTTGAGCTCTTCGATGC
fas GTGACGCTAATGCAAAAATGAAG CGATGTCCTGCAGAGTGGTG
tp53 | GGGCAATCAGCGAGCAAA ACTGACCTTCCTGAGTCTCCA
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5.6.4. Delta delta Ct metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen actbl ile normalizasyona dayali delta delta Ct

(AACt) metodu kullanilarak yapilmastir.

Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayist (threshold cycle
number = Ci), kontrol ve arastirilan gen igin karsilastirilir. Kontrol (referans) ile
incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile normalize
edilip AAC: orani belirlenerek bulunur. “Housekeeping” genler tiim c¢ekirdekli
hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye
edilerek belirlenirler. Bu amagla kullanilan gen bdlgeleri arasinda B-aktin, albumin, p-
globin, hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Karsilastirmali Ct metodu ayni
zamanda 2— [delta][delta]C; olarak bilinmektedir (Yuan ve ark., 2008).

[delta] [delta] C; = [delta] Ct,6rnek - [delta] Ct referans

Bu formiilde [delta]Ct,0rnek; ilgilenilen 6rnege ait Ct degeri ile housekeeping
genin Ct deger farkliligidir. [delta]C:, referans ise kontrole ait C: degeri ile

housekeeping genin Ct deger farkliligidir (Yuan ve ark., 2008).
5.7. In situ Hibridizasyon Yontemi ile Krestin Ifadesi Analizi

In situ hibridizasyon yontemi ile krestin ifadesinin belirlenmesi amaci ile
krestin hedef alinarak daha 6nceden hazirlanmis bir RNA probu kullanildi. 72 saate
ulasan 10 adet embriyo homojenat haline getirilerek RNeasy mini kit ile RNA
izolasyonu yapildi. RNA cDNA'’ya ¢evrildikten sonra PCR ile daha 6dnceden dizayn
edilen krestine 06zgili primerler ile istenilen bolgesi ¢ogaltildi. Cogalan bdlgenin
dogrulugunu kontrol etmek adina jel elektroforezi yontemiyle validasyonu yapild.
Daha sonra PCR ile istenen bolge ¢ogaltildiktan sonra clean-up kiti ile ¢ogaltilan bolge
disinda istenmeyen molekiiller (dntpler vb) uzaklastirildi. Daha sonra in vitro
transkripsiyon metodu ile elde edilen PCR iiriinii DIG ile isaretli bir RNA haline
getirildi. Elde edilen RNA, RNA clean-up kitiyle temizlenerck kullanilabilir hale

getirildi. Bu sekilde elde edilen prob, in situ hibridizasyon yonteminde kullanilarak
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BFA ve DEHP’ye maruz birakilan ve kontrol grubu embriyolar birbiri ile kiyaslandi.In
Situ Hibiridizasyon basamaklarinin Thisse metoduna gore uygulanisi asagida

aciklanmustir (Thisse ve Thisse 2008).
Fikzasyon/permabilization:

Fikse edilecek embriyolarin ayn1 biiyiikliikte olmasina dikkat edilerek segildi
ve maksimum 8 embriyo olacak seklde eppendorflara alindi. Koryon igindeki
embriyolar pronaz ile koryonlarindan ¢ikarildi. Koryondan ¢iktiktan sonra embriyolar
E3 solusyonu ile yikandi ve pronaz uzaklastirildi. Embriyolarin tizerini gececek kadar
%4’liik PFA (paraformaldehit) eklendi ve ependorflar karistiriciya kondu ve 20 dk
boyunca diisiik hizda galistirildi. PFA, PBST ile 2 kez yikandi.- PBST yerine 1/4
oraninda Metanol+PBST eklendi, 2-3 dakika tutuldu. Daha sonra 1/1 oraninda
Metanol + PBST eklendi, 2-3 dakika beklendi, ependorflar hafif¢e sallandi. Sonra
4/1 oraninda Metanol + PBST eklendi, 2-3 dakika beklenir ependorflar hafifce

sallandi. Son olarak metanol eklendi.

Postpermeabilization/Proteinaz K Uygulamasi

Sirast ile %75 Metanol + %25 PBST; %50 Metanol + %50 PBST ve %25
Metanol+ %75 PBST eklenerek her basamaktan sonra 2-3 dakika beklendi ve
eppendorflar hafif¢e karistirildi. Son olarak 2 kez PBST ile yikand1 ve ependorflar
hafifce sallandi.

-5 ug/ml Proteinaz K uygulandi (2ml PBST + 0,5 ul 20 mg/ml). Proteinaz K farkli
biiyiikliikteki hayvanlar i¢in farkl siirelerde uygulanir;

Proteinaz K soliisyonu ependorflara eklendi ve shakerda gerekli siirelerde bekletildi.
Gerekli siirenin sonunda embriyolar 3 kez PBST ile yikandi. %4’liikk PFA ile oda
sicakliginda 20 dakika boyunca yine fiksasyon yapildi. Ug¢ kez PBST ile embriyolar
yikandi.

Prehibridizasyon / Hibridizasyon

Sicak su banyosu 67 °C’ye ayarlandi ve iizerinde Hyb- soliisyonu eklendi ve

sicak su banyosunda 5 dk beklendi.
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Hyb- soliisyonu Hyb+ ile degistirildi ve 1 saat sicak su banyosunda bekletildi. 1 saatin

sonunda prob eklendi ve sicak su banyosunda 1 gece bekletildi.
Probun yikanmasi

Sicak su banyosunda 2 kez 30 dakika boyunca Formamide ve SSCT ile 1 kez 2x SSCT
cozeltisi; 2 kez 0.2X SSCT ile yikand.

Belirleme-Deteksiyon

Bu basamaktan sonra orneler plate iizerine alinip oda sicakliginda PBST ile yikandi.

Bir saat siire ile oda sicakliginda bloklama tamponu ile karigtiricida bloklandi.

Orneklerden bloklama tamponu uzaklastirildi ve Fab antikoru eklenen tampon

¢Ozeltiden 6rnekler tizerine eklendi.

Ornekler buzdolabinda (+4 C’de) 1 gece bekletildi. Ertesi giin &rnekler oda
sicakliginda, karistiricida PBST ve sonrasinda staining buffer ile yikandi. Plate

aliminyum folyoya sarildi1 ve boyanip boyanmadigi mikroskopta kontrol edildi.

Ornekler boyandiktan sonra 3 kez PBST ile yikand: ve PFA ile yeniden fikse edilerek
buzdolabinda saklandi.

5.8. istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi One Way Anova sonras1 Post Hoc Tukey Coklu
Karsilastirma Analizi kullanilarak Graph Pad 7 Istatistik programu ile yapilmistir.
Sonuglar Ortalama+Standart Sapma seklinde verilmis, p<0,05 anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. RT-PCR Sonuglar

6.1.1. bax ekpresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarinin bax mRNA diizeyleri sonuglarinin karsilastirmasi Sekil 5’de gésterilmistir.
BFA ve DEHP gruplarinda bax mRNA ifade diizeyinde K grubuna gére anlamli
derecede artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubu BFA grubu ile
kiyaslandiginda ise bax mRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
goriilmiustiir (p<0,05).
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Sekil 5: Kontrol ve maruziyet gruplarinin bax gen ekpresyon grafigi

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar
caligmasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamh fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlamli derecede farklidir.

6.1.2. casp3a ekpresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
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Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarinin casp3a mRNA diizeyleri sonuglarinin karsilagtirmast  Sekil 6°de
gosterilmistir. BFA ve DEHP gruplarinda casp3a mRNA ifade diizeyinde K grubuna
gore anlamli derecede azalma oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubunda ise
BFA grubu ile kiyaslandiginda casp3a MRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma
oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

S 150~

=)

[

(@)

7

O 1004 *

o

g *, *%
[¢D)

<

Z 50—

o

e

(9p]

o

8 0- |

© Kontrol BFA DEHP

Sekil 6: Kontrol ve maruziyet gruplarinin casp3a gen ekpresyon grafigi.

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar
caligmasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamh fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlamli derecede farklidir.
6.1.3. casp8 ekpresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarimin casp8 mRNA diizeyleri sonuglarinin karsilagtirmas:  Sekil 7°de

gosterilmistir. BFA ve DEHP gruplarinda casp8 mRNA ifade diizeyinde K grubuna
gore anlamli derecede artma oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubunda ise BFA
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grubu ile kiyaslandiginda casp8 mRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
goriilmistiir (p<0,05).
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Sekil 7: Kontrol ve maruziyet gruplarinin casp8 gen ekpresyon grafigi.

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar
calismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamhi fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlaml1 derecede farklidir.
6.1.4. ifngl ekpresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarinin  ifngl  mRNA diizeyleri sonuglarinin karsilagtirmast  Sekil 8’de
gosterilmistir. BFA ve DEHP gruplarinda ifngl mRNA ifade diizeyinde K grubuna
gore anlamli derecede azalma oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubunda ise
BFA grubu ile kiyaslandiginda ifngl mRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma
oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 8: Kontrol ve maruziyet gruplarinin ifngl gen ekpresyon grafigi.

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar
calismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamli fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlaml1 derecede farklidir.

6.1.5. tp53 ekpresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarmin  tp53  mRNA diizeyleri sonuclarinin karsilastirmas:  Sekil 9’de
gosterilmistir. BFA grubunda tp53 mRNA ifade diizeyinde K grubuna gore anlamli
derecede artma oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubunda ise hem kontrol hem
de BFA grubu ile kiyaslandiginda tp53 mRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma
oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 9: Kontrol ve maruziyet gruplarinin tpS3 gen ekpresyon grafigi.

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar
calismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamh fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlaml1 derecede farklidir.

6.1.6. fas ekpresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Bisfenol A (BFA), Di-2-etilhekzilfitalat (DEHP)
gruplarinin  fas mRNA diizeyleri sonuglarinin karsilastirmast  Sekil 10’de
gosterilmistir. BFA ve DEHP gruplarinda fas mRNA ifade diizeyinde K grubuna gore
anlaml1 derecede azalma oldugu belirlenmistir (p<0,05). DEHP grubunda BFA grubu

ile kiyaslandiginda fas mRNA ifade diizeyinde anlamli bir azalma oldugu goériilmiistiir

(p<0,05).

43



150=

S

>

c

S

n 100+ *
8 *yk%
o

0

X

(<B)

< 50+

pa

04

S

2]

g 0=

|
Kontrol BFA DEHP

Sekil 10: Kontrol ve maruziyet gruplarinin fas gen ekpresyon grafigi

Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda B-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar
calismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD'dir. Anlamli fark yildizla
gosterilmistir, * p <0.05 kontrol grubundan anlamli derecede farklidir; ** p <0.05 BFA

grubundan anlamli derecede farklidir.
6.2. Kontrol, DEHP ve BFA Gruplarinda Krestin Ifadesi Analizi Sonuclar

Kontrol, DEHP ve BFA Gruplarinda Krestin ifadesi Analizi Sonuglar

incelendigi gruplar arasinda belirgin fark gézlenmemistir.

& \, o
“ P g

Resim 2: Kontrol Grubuna Ait Embriyoda Krestin Ekspresyonu
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Resim 3: DEHP’ye Maruz Birakilan Embriyoda Krestin Ekspresyonu

Resim 4: BFA’ya Maruz Birakilan Embriyoda Krestin Ekspresyonu
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7. TARTISMA VE SONUC

Endokrin bozucu kimyasallardan BFA ve DEHP’ye embriyonel donemde
maruziyetin zebra balig1 embriyolarinda apoptoz ile iliskili p53, casp3, casp8, bax
genleri ile inflamasyonla iliskili ifn-y ve tnf-a genlerinin ekspresyonlari iizerindeki
etkilerini inceledigimiz ¢alismamizda ayrica embriyonel donemde énemli bir belirteg
olan krestin ekspresyonu in situ hibridizasyon yontemi ile arastirilmistir. BFA ve
DEHP’nin bu belirtegler iizerine olan etkileri zebra baligi embriyosunda daha dnce

calisilmamustir.

BFA ve DEHP maruziyeti sonucunda zebra baligi embriyolarinda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bax ve casp8 ekspresyonlar1 artti; casp3a, ifngl ve fas
ekspresyonlari ise azaldi. Kontrol grubuna gore tp53 ekspresyonu ise BFA’da artis
gosterirken DEHP grubunda azaldi. DEHP’ye maruz birakilan embriyolar BFA’ya
maruz birakilanlarla kiyaslandiginda bax, casp3a, casp8, fas, ifngl ve tp53

ekspresyonlar1 azaldu.

Sentetik bir 6strojen olan BFA, polikarbonat plastigin yapi tagidir. Oyuncaklar,
biberonlar, siseler, gida kaplari, su borular1 ve tibbi cihazlar dahil olmak {izere genis
bir iiriin yelpazesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Plastikler modern yasamda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu nedenle BFA, dogrudan veya normal kosullar
altinda eksik polimerizasyon nedeniyle ¢evre ortama serbest birakilmaktadir. Asidik,
bazik veya 1sitilmis ortamlar, BFA monomerlerini baglayan ester baglarinin hidrolizini
hizlandirir, boylece BFA'nin salinmasini tesvik eder ve go¢ oranini arttirir. Bu sizinti
sayesinde BFA akarsu, nehir ve igme suyunda bulunur. Temel maruz kalma kaynagi

yiyecek ve icecek yoluyla olusur (Lakind ve Naiman 2011).

BFA, gelisim, lireme ve metabolizma ile ilgili ¢ok g¢esitli fizyolojik
fonksiyonlart etkiler. Bu etkiler esas olarak ayni hiicresel reseptdrleri bagladig: i¢in
Ostrojen benzeri etkisine atfedilebilir, bdylece viicudun hormonal dengesini degistirir.
BFA maruziyetinin, yumurtalik hastalig1 ve meme kanseri gibi dstrojen diizeyindeki

degisiklikten etkilenen birgok hastalikla baglantili oldugu ileri siiriilmektedir. Ek
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olarak, kadinlarda viicut yag dagilimi ile BFA kan diizeyleri arasinda bir iligki oldugu

onerilmistir (Valentino ve ark., 2013).

Apoptoz, canlilarin normal gelisimi sirasinda, hatali germ hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda, uygun germ hiicresi ile Sertoli hiicre oraninin korunmasinda ve sperm
tiretiminin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynayan programlanmis bir olaydir.
BFA'nin ratlarda Sertoli ve Leyding hiicrelerinde otofaji ve apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (Quan ve ark. 2017).

BFA'nin testikiiler Leydig hiicrelerinde protein kinaz A (PKA) ve Akt
aktivasyonunu indiikleyebilecegi bildirilmistir. BFA'nin ¢esitli hiicre modellerinde
cesitli reseptorler ve / veya sinyal yollan yoluyla hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
steroidogenezde rol oynadigr gosterilmistir. Bununla birlikte, BFA tarafindan
indiiklenen germ hiicre apoptozunun altinda yatan mekanizma, 6zellikle apoptoz

sinyal yollarinin tutulumu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Oka ve ark. (2003) BFA'nin Xenopus laevis embriyolarinin erken gelisimi
tizerindeki etkilerini arastirmistir. Embriyolar 10-100 mikroM BFA'ya maruz
birakilmis ve embriyolar en az 20 mikroM BFA'ya maruz kaldiginda gelisimsel

anormallikler gozlenmistir.

Apoptoz birkag farkli uyaran tarafindan indiiklenebildigi gibi, hiicre igindeki
apoptotik sinyal esas olarak 6liim reseptor yolu (ekstrensek-dis yol) ve mitokondriyal
yol (intrensek-i¢ yol) seklinde iki tanimlanmis molekiiler yoluyla aktarilir. Intrensek
yol, radyasyon, oksidatif stres, toksinler, BFA gibi ksenobiyotik metabolizmanin
reaktif ara maddeleri ve mitokondriyal disfonksiyona neden olan bazi kemoterapotik
ilaglar gibi farkli hiicre dis1 veya hiicre i¢i sinyaller tarafindan tetiklenebilir.
Mitokondri, hiicresel apoptozun intrensik apoptotik yolunun kontrol edildigi yerdir,
ve Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenen bir sistem sonucu sitokrom c’nin ve
diger proapoptotik efektorlerin hiicre 6liimiine yol agmasi ile sonuglanir (Quan ve ark.

2017).
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Calismamizda casp8, bax ve p53 ekspresyon diizeyi BFA’ya maruz birakilan
embriyolarda kontrole gore anlamli derecede artmis, casp3 ise azalmistir. LIoyd ve
ark. (2009) meme kanseri hiicre hattinda western blot analizi yontemi ile BFA'nin
konsantrasyona bagli bir sekilde hiicresel protein P53'te bir artisa neden oldugunu
gostermistir. BFA uygulamasi ile P53"in sitolokalizasyonunu etkilenmese de, hiicre

proliferasyonunda bir artis gézlenmistir.

Jiang ve ark. (2020) bes hafta boyunca yemlerine BFA eklenen siganlarda
yaptiklar1 ¢calismada BFA maruziyetinin bobrekte casp 3, 8, 9 ve 10 ekspresyon

diizeylerini arttirarak apoptotoik etki gosterdigini bildirmistir.

Xu ve ark. (2002) BFA'nin ratlarda yumurtalik graniiloza hiicreleri tizerindeki
etkisi incelemisler; yumurtalik graniiloza hiicrelerini 24 saat ila 72 saat siireyle
BFA’ya maruz birakmislardir ve BFA’nin graniiloza hiicre canliligint doza ve zamana
bagli bir sekilde azalttigim1 bildirmislerdir. Arastirmacilar BFA’nmin  Bax
ekspresyonunu arttirdigini ve graniiloza hiicrelerinin hem protein hem de mRNA
seviyelerinde Bcl2 ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir. Bu bulgular, diisiik,
muhtemelen c¢evresel olarak anlamli BFA dozlarinin, apoptozu indiikleyerek
graniiloza hiicrelerinin canliligini azalttigin1 géstermektedir. Bu apoptotik etkiye Bax

ekspresyonun artmasi ve Bcl2'nin azalmasinin etkili dahil oldugu ileri siiriilmiistiir.

Calismamizda ifngl ekspresyon diizeyleri BFA grubu embriyolarda kontrol
grubuna gore anlamli derecede azalmistir. Yapisal olarak dstrojenden farkli olmasina
ragmen, BFA Gstrojen reseptorii (ER) alt tiplerine ve 6zellikle de ER-beta’ ya 6 kat
daha fazla afinite ile baglanir. Bagisiklik sistemi hiicreleri dstrojen de dahil olmak
lizere seks hormonlarina yanit verir. Ostrojenin ER baglanmasi iizerine, ligand-
reseptor kompleksi dstrojen tepki elemanlar1 (ERE'ler) igeren genlerin transkripsiyon
aktivitesine aracilik eder. Hem interferon gamma (IFN-y) hem de interl6kin -10 (IL-
10) dstrojen ile diizenlenir. IFN-y promoteri ERE benzeri sekanslar igerir ve dstrojenin

IFN-y tiretimini aktive ettigi bildirilmistir (Karpuzoglu-Sahin ve ark. 2001).
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Ostrojenin IFN-y iiretimini artirdig1 bildirilmis olmakla beraber (Karpuzoglu-
Sahin ve ark. 2001), hem erkek hem de disi farelerde BFA'nin IFN-y diizeylerini
azalttig1 bildirilmistir (Sawai ve ark., 2003).

Ustiindag ve ark. (2017) yaptiklar1 galismada BFA’ya maruz kalan zebra balig
embriyolarinda artan vitellogenin seviyeleri, apoptoz ve wnt3a ve gsk3 ekspresyonlari
gozlemlemistir. BFA’ya maruz kalan embriyolarda artan apoptozun Wnt3a kaynakli
pro-apoptotik degisikliklere bagli olabilcegini bildirmislerdir. DEHP maruziyeti
durumunda ise Wnt3a’nin daha az bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayni
calismada DEHP'ye maruz kalan embriyolarda vitellogenin diizeyleri ve apoptoz
onemli 6lciide artmamustir. Ustiindag ve ark.’nin calismasinda calismamizdan farkl

olarak apoptoz akridin oranj yontemi ile degerlendirilmistir.

DEHP, zebra baligi embriyosu ve larva i¢in toksik etkilidir ve gelisimsel
anomalilere neden oldugu gosterilmistir. DEHP’nin in vitro ve in vivo kosullarda 1.50
ppm konsantrasyonlarda ostrojenik aktiviteyi artirabidigi, bu da DEHP'nin ER'nin
transaktivasyonunu indiiklemek yolu ile gerceklestigi gosterilmistir (Chen ve ark.,

2014).

Caligmamiz  sonuucnda DEHP maruziyeti sonucunda zebra baligi
embriyolarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda bax ve casp8 ekspresyonlari arttigi
casp3a, ifngl, fas ve tp53 ekspresyonlarinin ise azaldigi bulundu. Ayrica DEHP’ye
maruz birakilan embriyolar BFA’ya maruz birakilanlarla kiyaslandiginda bax, casp3a,

casp8, fas, ifngl ve tp53 ekspresyonlar1 azalmistir.

DEHP’nin apoptozu indiikledigi, DNA zincir kopmalarina, mitokondriyal
hasarin indiiksiyonuna ve artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine neden
olabildig oOnceki c¢aligmalarda gosterilmistir. DNA hasar1 SIRT1 (mitokondriyal
fonksiyon regiilatorii) zayiflamasina yol agar ve bdylece testikiiler ATP seviyeleri
baskilanir. Spermatozoanin motilitesi sperm ATP'sine bagli oldugundan, DEHP'nin
yol agtig1 ATP seviyelerinin zayiflamasi erkek dogurganligi i¢in ¢ok 6nemli bir sorun

olarak kabul edilmistir (Li ve ark., 2014).
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DEHP’nin yumurtaliklar ve folikiiller iizerindeki toksik etkilerinin apoptoza
bagli gergeklesebildigi bildirilmistir. Folikiil fonksiyonu, steroidogenezin uygun
sekilde diizenlenmesini ve atreziden sag kalimini gerektirir. Atrezi, folikiillerin 6liimt
ile gerceklesen, yumurtalik ve iireme saglig1 iizerinde zararli bir etkiye sahip olan
dogal bir apoptotik olaydir. Yumurtalik folikiiler atrezisi proapoptotik faktorler (Bad,
Bax ve Bok gibi) ve genellikle DEHP'ye maruz kalma ile inhibe olan antiapoptotik
faktorler (Bcl2 ve Bel2110 gibi) tarafindan kontrol edilir. DEHP ile oksidatif stresin
indiiksiyonu folikiiler atreziye yol acan baska bir nedendir. DEHP ayrica oksidatif stres
yoluyla folikiil biiyiimesini inhibe edebilir (Wang ve ark., 2012).
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