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HSP70, GPX, SOD, CYP1A VE VIiTELLOGENIiN UZERINE TOKSIK
ETKILERININ MOLEKULER DUZEYDE ARASTIRILMASI

Hizlan Hincal AGUS
Doktora, Biyoloji Bolimtu
Tez Danismani: Prof. Dr. E. Sibel SUMER

Ocak 2014, 131 sayfa

Cevre kirliligi dogay gittikce daha fazla tehdit etmektedir. Sanayiide plastiklestirici
ajan olarak kullanilan fitalatlar o6zellikle sucul ortamlari kirletmektedirler. Bu
calismada, kozmetikte, boya Uretiminde, parfimde katki maddesi olarak,
oyuncaklarin yapiminda ve gunlik hayatta kullandigimiz birgok arag-gerecte
polimerlesme ajani olarak kullanilan ve maruz kalinan “di-n-batil filatat” (DBP)
maddesinin sucul ortamdaki canlilarda olusturdugu toksik etkiler molekuler
duzeyde incelenmistir. Deney hayvani olarak OECD’nin belirledigi model sucul test
organizmas! sazan baligi (Cyprinus carpio) kullaniimistir. Deney duzenegi, di-n-
batil fitalatla (1 mg/l) dozlanan sazan baliklarindan olugsan deney grubu (D) ve
kontrol grubu (K) olarak planlanmistir. Deney grubu baliklar asetonda ¢dziinen
DBP’ye maruz birakilmiglardir. Dozlamadan sonra 4. saatte, 24. saatte ve 96.
saatte drnek olarak alinan sazan baliklarinin solunga¢ ve karacigerlerinde Hsp70,
CYP1A, Vtg, SOD ve GPx proteinlerinin gercek-zamanl ters transkriptaz-PCR ile
gen ekspresyonu duzeyinde ve western blotlama ile protein seviyesi dizeyinde
yari-kantitatif analizleri yapilmigtir.

Analizler sonucunda, isI soku stresinde ve kimyasallara maruziyette organizmanin

yanit olarak sentezledigi Hsp70’in, solunga¢ dokusunda mRNA seviyelerinin 4.



saatte ve 24. saatte sirasiyla 5,17 ve 5,4 kat azaldigi, 96. saatte ise 3,86 kat
arttigi; karaciger dokusunda ise mMRNA seviyelerinin 4. saatte 1,16 kat, 24. saatte
2,35 kat ve 96. saatte 1,85 kat arttigi bulunmustur. Hsp70 protein seviyeleri de
MRNA seviyeleriyle korelasyon gostermisti. CYP1A mRNA seviyeleri solungac
dokusunda 4. saatte 7 kat, 24. saatte 1,22 kat ve 96. saatte 2,15 kat artmisg,
karacigerde ise bunun tersine, sirasiyla 1,76 kat, 8,46 kat ve 1,08 kat azalmigtir.
Protein seviyeleri mRNA seviyeleri ile yar yariya degisim gostermis, ancak
korelasyon bulunmustur. Karacigerde sentezlenen Vtg’'nin mRNA seviyeleri 24.
saatte 2,27 kat azalirken, 96. saatte 1,49 kat artmistir. Protein seviyelerinde ise
degisim gozlenmemistir. SOD mRNA seviyelerinde solungaclarda anlamli degisim
g6zlenmemigtir. Karacigerde ise mRNA seviyeleri 4. ve 24. saatlerde sirasiyla
2,58 ve 2,67 kat, 96. saatte 10,82 kat artmistir. Solungaclarda GPx mRNA
seviyeleri degismezken, karacigerde saate gore sirasiyla 1,18, 2,45 ve 1,6 kat
artmistir.

DBP, karaciger dokusunda SOD ve GPx seviyelerinin kath artisina sebep
olmustur. Oksidatif strese bagl olarak Hsp70 seviyelerinin organ spesifik
degisimler gosterebilecegi bilinmektedir. Solungaglar su ortaminda DBP ile
dogrudan ve genig bir yuzeyle maruz kaldigindan, ksenobiyotiklerin karsinojenik
metabolitlere donisimunu saglayan CYP1A seviyeleri katl artis gdstermis olabilir.
Temel metabolizma organi karaciger ise daha korunakh olup, ksenobiyotiklerin
vucut tarafindan daha seyreltiimis miktarlarina maruz kaldigindan CYP1A'da artis
gozlenmemig, hatta azalma gozlenmistir. Bu azalis ve buna zit olarak, karaciger
Hsp70 seviyelerindeki artis, hiicresel koruma mekanizmalarinin stresi yenmeye
calstigina ve CYP1A metabolizmasiyla Uretilen, hicreye zararli radikallerin
olusmasinin engellendigine isarettir. Solungacta oksidatif strese dair bulgu olmasa
da, DBP ve sazan baligi ile yapilan calismalarda gozlenen nekroz ve diger
bozukluklar g6z 6ninde tutularak, solungag Hsp70 seviyelerinin ilk 24 saatteki
azalmasi, hucrelerin savunma mekanizmasinda yetersiz kalmis olabilecedi ve

enerjinin korunmaya c¢alisildigr disunulebilir.

Ayrica, bu calisma ile gevre kirleticisi fitalatlarin sucul canlilar Gzerine etkilerinin
anlasiimasi ve kirlilik biyobelirteci olarak yontem gelistiriimesi icin literatlre katki

saglanmistir. Gergek-zamanl ters transkriptaz-PCR, molekuiler ekotoksikolojik



calismalarda kullanilabilecek hassas, dogrulugu yuksek, tekrarlanabilir ve hizli bir
yontem olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: DBP, Hsp70, CYP1A, Vtg, SOD, GPx, Ger¢cek-zamanh RT-
CPR, Western Blotlama, Molekuler Toksikoloji, Kirlilik Biyobelirteci.



ABSTRACT

MOLECULAR STUDIES ON TOXIC EFFECTS OF DI-N-BUTYL
PHTHALATE ON HSP70, GPX, SOD, CYP1A AND VITELLOGENIN
IN COMMON CARP (Cyprinus carpio)

Hizlan Hincal AGUS
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. E. Sibel SUMER

January 2014, 131 pages

Environmental pollution increasingly threatens nature. Phthalates used as
plasticizers contaminate aquatic habitats principally. In this study, toxic effects of
“di-n-butyl phthalate” (DBP), which is used in the manufacture of children toys, as
excipients in perfumes, in manufacture of paints and cosmetics and as
polymerization agent within a great deal of instruments used in daily life, were
studied in the living organisms of the aquatic habitat at the molecular level.
Common carp (Cyprinus carpio), a model aquatic organism by OECD, was used
as experimental animal. Experimental setup was planned as an experimental
group (E), which was comprised of fish dosed with di-n-butyl phthalate (1 mg/l),
and control group (C). Fish in the experimental group were exposed to DBP in
acetone. Samples representing 4, 24 and 96 hours after dosing were taken.
Hsp70, CYP1A, Vtg, SOD and GPx proteins in gills and livers of fish were
analysed semi-quantitatively in the level of gen expression by real-time reverse

transcriptase-PCR and in the level of protein by western blotting.

As the result of analyses, it was shown that mRNA levels of Hsp70 in gills, which
is synthesized by the organism in response to heat shock and chemical exposure,
decreased 5.17 fold and 5.4 fold in 4 and 24 hours respectively, but increased 3.86
fold in 96 hour; but mRNA levels of Hsp70 in liver increased 1.16 fold in 4 hour,



2.35 fold 24 hour and 1.85 fold in 96 hour. Protein levels of Hsp70 correlated with
MRNA levels. CYP1A mRNA levels in gills increased 7 fold in 4 hour, 1.22 fold in
24 hour and 2.15 fold in 96 hour, however decreased 1.76 fold, 8.46 fold and 1.08
fold respectively in liver. Protein levels were observed half and half according to
MRNA levels, but correlated with each other. mRNA levels of Vitg, a protein
synthesized in the liver, decreased 2.27 fold in 24 hour, whereas mRNA levels
decreased 1.49 fold in 96 hour. No alterations were observed in protein levels.
Significant alterations were not observed in SOD mRNA levels. Besides, SOD
MRNA levels in gills increased 2.58 fold, 2.67 fold and 10.82 fold in 4, 24 and 96
hours respectively. GPx mRNA levels in the liver increased 1.18 fold, 2.45 fold and
1.6 fold in a time dependent manner, whereas no change was recorded in gills in

any time group.

DBP caused fold increase of SOD and GPx levels in liver. It is known that Hsp70
levels may represent organ specific alterations dependent on oxidative stress. It is
possible that levels of CYP1A which provides transformation of xenobiotics to
carcinogenic metabolites may represent fold increase in gills, where gills are
exposed with their wide exposure surface directly to DBP. Any increment in liver
CYP1A levels was not observed, as a matter of fact a reduction was observed, in
which liver, essential organ of the metabolism, is well protected and exposed to
more diluted amounts of xenobiotics by organism according to gills. With this
reduction, an increase in Hsp70 levels indicate that cellular defense mechanisms
responsible for defending against stress and preventing formation of reactive
radicals formed by CYP1A metabolism. Although there is no evidence for oxidative
stress in gills, by keeping in mind that necrosis and other disorders observed in
other studies with DBP and common carp, it is conceivable that cells failed in the
mechanism of cellular protection and in charge of energy conservation by taking
into consideration a decrease of Hsp70 levels in gills during the first 24 hour.

Furthermore, contribution to literature was provided with this study in
understanding the effects of phthalates as environmental pollutants on aquatic
organisms and for method development for contamination biomarker. Real-time
reverse transcriptase-PCR was determined as a sensitive, accurate, reproducible

and rapid method for use in molecular ecotoxicological studies.
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1. GIRIS

1.1 Fitalatlar ve Di-n-Butil Fitalat (DBP)

Fitalatlar sanayide organik ¢ozucl ve katki maddesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilan kimyasal maddelerdir [1]. Baslica polivinil kloridin Gretim isleminde
plastiklestirici olarak [2], kozmetik boyalarinda, murekkep uretiminde, vernik ve
parfimde, tibbi cihazlarda, vyiyeceklerin paketlerinde, farmasotik kaplama
malzemelerinde, oyuncaklarda ve bilgisayar gereclerinde [3], biyositlerin icinde
kovucu ve tasiyici sivi olarak kullaniimaktadirlar [4]. Fitalatlar, yogunlastiriimis
sulfirik asidin katalizor olarak kullanildigi ve fitalik anhidrit ve n-butanol'den Fisher
esterifikasyonu kullanilarak sentezlenen fitalik asit (1,2-benzen dikarboksilik asit)
esterleridirler [2]. Di-n-butil fitalat vakum distilasyonu veya aktif kdmur kullanilarak
saflagstinllir [5]. Reaktif olmayan plastiklestiriciler olarak fitalat esterleri yiuksek
molekul agirlikl polimerlerin esnekligini ve saglamhgini arttirirlar [2], dolayisiyla
polimere kimyasal olarak baglanmazlar ve plastikten ¢evreye bulasip, akarsularin,
icme sularinin ve gollerin kirlenmesine sebebiyet vermektedirler [6]. Bunun
yaninda kati atik tesislerinden de ylksek dlzeyde stzuntl atik rapor edilmistir [7].
Fitalatlar ilk olarak 1926’da polivinil kloridin (PVC) katki maddesi olarak
kullaniimistir ve ginumuzde de oldukg¢a yaygin ve dnemli bir katki maddesi olarak
plastik iceren hemen hemen her arag ve geregte bulunmaktadir [3]. Dibutil fitalatin
dietil hekzil fitalat, diizoheptil fitalat, diizodesil fitalat, benzil butil fitalat gibi
izoformlari da sanayide ¢okga kullaniimaktadir [8].

Di-n-buitil fitalat -69°C'de erir, 340°C ve 1 kPa basingta buharlasir, suda
¢6zUnirligi ise 20°C’de 10 mg/I'dir ve sivi fazinda fiziki hali yagh sivi bigimindedir
[5]. Cizelge 1.1'de di-n-butil fitalat ve sik kullanilan diger fitalat esterlerinin
fizikokimyasal Ozellikleri verilmigtir. Dibatil fitalatin molekdl formualtu: CisH2204;
Molekual agirhgr: 278,34 g/mol; CAS numarasi: 84-74-2; EC numarasi: 201-557-4;
Buhar basinci: 25°C’de 9.7 + 3.3 x 10 kPa; Partizyon katsayisi n-oktanol/su (log
degeri): 20 °C'de log Kow 4.57; Teknik dibiitil fitalat konsantrasyonu: = %99 (w/w)
olarak belirtilmigtir [9]. Di-n-batil fitalatin kimyasal yapisi Sekil 1.1°de verilmigtir.
DBP 2001 yilinda direktif 67/548/ECC Ek:1 iginde siniflandiriimig ve indeks
numarasi 607-318-00-4 olarak belirlenmistir. Reproduktif kategori 2; R61

(dogmamis cocuga zarar verebilir); reprodiktif kategori 3; R62 (déllenmeyi bozma



riski); N; R50 (Cevre icin tehlikeli: Sucul organizmalar igin ¢ok toksik); Sembolleri
T; N olarak verilmigtir [9].

Sekil 1.1 Di-n-batil Fitalatin Kimyasal Yapisi [9].

Avrupa’da DBP ve DEHP 2001 yilinda, BBP 2004 yilinda, DIBP ise 2009 yilinda
reprotoksik olarak siniflandiriimig; oyuncak ve c¢ocuk bakim urUnlerinde ise
2005'de sinirlandinimiglardir. Bu U¢ fitalat molekdlinin kullanimi igin son
yetkilendirilme tarihi ise 2013 yilinda dolmustur ve oyuncak guvenlik direktifine
gore (2009/48/EC) karsinojenik, mutajenik veya Greme sistemine toksik etkisi olan
bu maddelerin 2013 yilindan sonra kullaniimasi yasaklanmistir [9]. Ulkemizde ise
20.10.2005 tarih ve 25972 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan “Oyuncak ve Cocuk
Bakim Esyalarindaki Fitalatlar Hakkinda Teblig’e gére ¢ocuk sagliginin korunmasi
icin oyuncaklar ve gocuk bakim esyalarinin bilesimlerinde yer alan ve ¢ocuklarin
saghg! acisindan zararl olan veya zarar riski tasiyan bazi fitalatlara sinirlama
getirilmistir. Buna gore “DEHP, DBP, BBP, DINP, DIDP ve DNOP maddelerini
iceren oyuncak ve gocuk bakim esyalarinda toplam agirhgin %0,1’'inden daha

fazla fitalat esteri bulunmamalidir’ [10].

Kanada’nin Quebec, Ontario ve Alberta sehirlerinin i¢ su o6rneklerinde DEHP
maddesi 0,29-300 ug/l, DBP maddesi 0,04-14 pg/l ve DOP maddesi 0,02-7 Wi
arahginda rapor edilmistir [8]. Nijerya’da ise sanayi atiklarinin bosaltildigi Olojuoro
akarsuyunda bu miktarlar DEHP icin 4,74 g/l ve DBP icin 11,40 pg/l
konsantrasyonlarda rapor edilmistir [11]. Fitalat maddesi icin sudaki miktarlar
bakimindan USEPA limitleri 3 pg/l olarak belirlenmis olmasina ragmen, dinyada
sanayinin oldugu ve atiklarin bosaldigi hemen her akarsuda fitalat esterleri ¢ok
daha yuksek miktarlarda tespit edilmistir [11]-[14]. Fitalatlar temiz su kaynaklarini

kirleterek yiyecek ve igecek yoluyla hayvanlara ve insanlara bulasabilir [9].



Tablo 1.1 Dért Fitalatin Fizikokimyasal Ozellikleri [9]

Ozellik Madde Deger
Fiziksel Hal DEHP Renksiz yagl sivi
BBP Sivi

DBP Yagli sivi
DIBP Renksiz sivi

Erime Noktasi DEHP -55 veya -50°C
BBP <-35°C
DBP -69°C
DIBP  -37°C
Kaynama Noktas| DEHP 385°C
BBP 370°C
DBP 340°C
DIBP  320°C
Rélatif Yogunluk DEHP  0.98 g/cm®, 20°C'de

BBP 1,116 g/cm®, 20°C’de
DBP 1,045 g/lcm?®, 20°C'de
DIBP

Buhar Basinci DEHP  0,000034 Pa, 20°C'de
BBP 0,00112 Pa, 20°C'de
DBP  9,7+3,3 x 10-3 Pa, 20°C'de
DIBP 0,01 Pa, 20°C'de

Suda Cézunurlik DEHP 3 ug/l, 20°C'de
BBP 2,8 mg/l, 25-30°C'de
DBP 10 mg/l, 20°C’de
DIBP 20 mg/l, 20°C'de

Partisyon Katsayisi n-oktanol/su (log degeri) DEHP 7,5

BBP 4,84
DBP 4,57
DIBP 4,11

1.2 Fitalatlarin Canli Organizmalarda Metabolizmasi ve Toksisitesi

insanlar fitalatlara duvar kagitlari ve boyalardan inhalasyonla; oyuncak, yiyecek
paketleri ve plastik malzemelerden sindirim yoluyla ve deri temasi yoluyla hayat
boyu maruz kalmaktadirlar. DEHP, DBP, BBP ve DIBP’nin tGreme sistemine toksik
oldugu bilinmekte ve endokrik bozucu olarak kabul edilmektedir [9]. DEHP, DBP,
BBP ve DIBP igin belirlenen DNEL degerleri (Derived No-Effect Level in human)
DEHP igin 25 pg/kg vucut agirhgi/gin, DBP igin 6,7 ug/kg vacut agirhgi/gin, BBP
icin 500 pg/kg viucut agirligi/gun ve DIBP icin 1250 ug/kg vicut agirligi/gian olarak



tespit edilmistir. DNEL degerleri risk degerlendirmesinde en guvenilir bilgi olarak
kabul edilmektedir. DINP maddesi de antiandrojenik etkisi bilinmesine ragmen,
DEHP, DBP, DIBP ve BBP vyerine kullanilabilecek daha az potansiyel
antiandrojenik madde olarak belirtiimis ve bu dort zararlh fitalat maddesinin yerine
kullanilmasi  Onerilmigtir. DBP Avrupa Komisyonu'nda katalog 1 (canl
organizmalarda endokrin bozucu), fakat yaban hayati icin katalog 3 (bilimsel
olarak kanitsiz) olarak siniflandiriimistir [9]. DBP’nin 6strojenik aktivitesi in vitro
caligsmalarda gosterilmis ise de in vivo ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir
[15]. Jobling ve ark. [16] gokkusagi alabahdi (Oncorhynchus mykiss) ile yaptigi in
vitro bir galismada, fitalat esterlerinin hepatik dstrojen reseptoru icin B-0stradiol ile
yaristigini rapor etmistir. Bunun yani sira, embriyolojik gelisimsel c¢alismalarin
sonuglarina goére DBP’nin dstrojenik etkiden ziyade antiandrojenik etkisi oldugu

dusundlmektedir [17].

Long Evans ratlar ile yapilan bir galismada, iki ay suresince gunlik 50 mg/kg rat
DBP ile maruziyet sonucu gebelik oranlarinda, yavru dmurlerinde ve agirliklarin
onemli dususler tespit edilmis, 14 gunliuk erkek yavrularda kontrollere gore timus
ve testis agirliklarinda rolatif dusus ve disi yavrularda vajinal agiklik ve ilk 6strozda
gecikme rapor edilmigtir [18]. Tablo 1.2'de kedi bahdi (Pseudobagrus fulvidraco)
ile yapilan bir calismada, kronik DBP ve DEHP maruziyeti sonucu tespit edilen
vucut agirliklarindaki farkhlasma ve kiimulatif mortalite degerleri verilmistir.

Tablo 1.2 Kedi Baliginda (P. fulvidraco) DBP ve DEHP Maruziyeti Sonucu Vicut
Agirliklarinda ve Olum Oranlarinda Tespit Edilen Degisimler [19]

Fitalat (mg/kg diyet) Viicut Agirhgi Kimaulatif
(g, ort + std. hata) Mortalite (%)
Baslangic 4. Hafta 8. Hafta
Kontrol 0 542+4,4 86,1+ 106,7 £ 0,0
7,1 5,3
DBP 100 51,9+30 825+ 110,6 £ 2,0
53 57
500 532+5,6 78,1+ 99,0 + 0,0
51 6,0
1000 51,8+4,2 66,4+ 69,5 + 8,0
6,9 8,4
DEHP 100 51,0+43 814+ 91,7 = 2,0
4,4 8,2
500 53,4+2,7 68,1+ 83,2+ 10,0
4,8 6,9
1000 526 +3,0 70,1+ 74,3 = 14,0
6,0 9,2




Di-n-batil fitalat ile c¢ahgilan Uretim yerlerinde ve ayrica evlerde insanlar bu
kimyasala hava, besin ve sularin kirlenmesi yoluyla, dogrudan ve dolayli olarak
maruz kalabilmektedirler. Gebe siganlar, yeni dogum yapan anne siganlar ve yeni
dogan yavru siganlarla yapilan bir maksimum perinatal maruziyet ¢alismasinda
sicanlara diyet ile DBP verilmis; gebe siganlarda 20.000 ppm DBP ile maruziyette,
kontrol grubuna gore anlamli derecede agirlik kaybi tespit edilmig; sut veren anne
sicanlarda ise 10.000 ppm DBP ile maruziyette, kontrol grubuna gdére anlamli
duzeyde agirlik kaybi tespit edilmis; 20.000 ppm DBP’ye maruz kalan annelerin
sutunu i¢cen yavrularin 1. gunde 6lim oranlari %100°UG bulmus, fakat DBP’ye maruz
birakilmayan kontrol gruplarinda yagsama orani %89 olarak belirlenmistir. On U¢
haftalik ergin siganlarda, 5.000 ppm ile 40.000 ppm arasinda olim gézlenmemis;
ancak karaciger peroksizom sayilarinda ve peroksizomal enzim aktivitelerinde,
erkek sicanlarda 13 kata kadar, disi sicanlarda da 32 kata kadar artigs rapor
edilmistir. Dibatil fitalat Salmonella test sisteminde mutajenik bulunmamistir; ancak

L5178Y fare lenfoma hicrelerinde mutasyonlari indukledigi rapor edilmistir [20].

DBP’nin insan Uzerindeki toksik etkisi bir klinik vakada gézlenmistir. DBP ile
calisan bir isci kaza ile 10 g DBP yutmus ve korneal epitelyum kaybiyla bilateral
keratitis, hematuria ve kristaluria ile birlikte gegici nefritis ciddi subakut belirtilerini
gostermistir [20]. [**C]-dibutil fitalatin intravendz yolla tek doz uygulandig
siganlarda, enjeksiyondan 1 saat sonra hayvana verilen **C’lin %6’s! karacigerde
bulunmus ve organ afinitesi rapor edilmemistir. In vitro ¢galismalar sonucu, DBP’nin
sigan karaciger mikrozom esterazlari tarafindan MBP’ye ¢ok hizli hidrolize edildigi
ve DBP’nin sigan karaciger suksinat dehidrogenazi igin gugli bir inhibitor oldugu
ortaya cikariimistir [21]. Bunun yani sira, in vivo ¢alismalar DBP’nin temel olarak
ince bagirsakta, karaciger homojenatlarinda, ince bagirsak mukoza hucre
homojenatlarinda, karaciger mikrozomlarinda, izole edilmis karaciger
mitokondrilerinde, pankreas, bobrek ve kan homojenatlarinda bulunan ve 6zgun
olmayan esterazlar ve lipazlarca mono-n-butil fitalata metabolize edildigini ve
MBP’nin alkil yan zincirinin biyokimyasal oksidasyonuyla sinirli  oldugunu
gostermektedir. MBP ikinci ester grubunun hidrolizine karsi direngli ve stabildir.
MBP ve diger metabolitler glukoronid konjugatlari olarak ure ile birlikte vicut
disina atilirlar [22]. Sekil 1.2°de fitalatlarin genel hidroliz mekanizmalari verilmigtir.

Dibdatil fitalatin 1 mg’inin hidrolizinden 0,266 mg n-bitanol ve 0,799 mg monobditil



fitalat agiga cikar. ikincil bitil grubunun hidrolizi énemli miktarda gerceklesmez.
Monobdutil fitalatin Uretiminin en onemli lokasyonu pankreas tarafindan salinan
enzimlerin bulundugu ince bagirsak Iimenidir [23]. Hamsterda siganlara goére
daha fazla miktarda serbest MBP bulunmus ve higbir organda birikme
gOzlenmemigtir [22]. DBP’nin LDsy konsantrasyonlari siganlarda inhalasyonla 25
mg/m?, i.p. 3.05 ml/kg [24], i.m. 8 g/kg hesaplanmistir [25]. Siganlarda rapor edilen
LDso konsantrasyonlari ise i.p. 4000-7000 mg/kg, farelerde ise 3000-6000 mg/kg;
sigcanlarda oral yolla verildiginde 8000-20000 mg/kg, farelerde ise 5000-16000
mg/kg; tavganlarda deri yoluyla verildiginde 4000 mg/kg olarak belirtilmigtir [22].

Laboratuvar hayvanlariyla yapilan deneyler, sigcanlarda oral ve intravendz yolla
alinan DBP’nin gastrointestinal kanaldan hizlica absorbe edildigini, 6ncelikle
karaciger ve bobreklere dagitildigini ve metabolit olarak Ure ile digar atildigini,
bunun vyaninda inhalasyonla alindiginda ise beyinde slrekli dusuk
konsantrasyonlarda bulundugunu gostermigtir [22].

Anderson ve ark. [26] dizayn ettikleri bir galismada insan Uresinde bulunan fitalat
monoesterleri icin kantitatif bir biyomarker metodu gelistirmeye c¢alismislardir.
Calismada **C-dibiitil fitalat (0, 255 veya 510 g) tek dozda gondillilere verilmis,
konjugatlarin hidrolizinden sonra irede bulunan '*C-monobiitil fitalat miktari
yuksek performans sivi kromatografisi-kutle spektroskopisi ile dl¢iimus ve ilk 24
saatte dibatil fitalatin %69’'unun monobditil fitalat olarak atildigi tespit edilmigtir.
Bunun yani sira, **C-monobiitil fitalat ikinci giinden sonra tespit edilememistir. Bu
bilgiler 1s1ginda dibutil fitalatin insanda neredeyse tamamen hidrolize edildigi
soylenebilir. Serumda total monobdtil fitalatin medyan konsantrasyonu 14,4 g/l
olarak tespit edilmigtir; bu miktar serbest monobdtil fitalatin yaklasik %25’idir ve
kalaninin da monobiitil fitalat glukuronid oldugunu gostermektedir [27]. insan
sutunde monobdtil fitalat konsantrasyonu 1,5 ug/l olarak tespit edilmistir [28]. Anne
sutd, tukruk sivisi ve amniyotik sivida serbest monobdtil fitalat ve monobdtil fitalat
glukuronid orani tespit edilememistir ve bu bilgi bize monobdtil fitalatin insan
dokularinda ¢ok genis bir sekilde yayiimis oldugunu disundirmektedir. Siganlarda
deri yoluyla verilen tek doz 157 umol/kg dibutil fitalatin %60’ 7 gunde Ure ile
birlikte vicut disina atilmaktadir [29]. Sigan derisinin insan derisine goére daha
gegirgen oldugu rapor edilmistir [30]. Tablo 1.3'de insan ve sigan derisinin

absorpsiyon hizlari verilmigtir.
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Gebe siganlarda monobutil fitalat ve monobutil fitalat  glukuronidin
farmakokinetikleri intraven6z monobdtil fitalat dozlamasiyla galisiimis ve bu iki
maddenin farmakokinetikleri hizli bulunmustur. Monobditil fitalat maternal dokulara
¢ok hizli bir sekilde yayilmig, 10 mg/kg maruziyette 8. saatten sonra asiri miktarda
konjugat olusturmus ve hesaplanan bazi monobdtil fitalat farmakokinetik
parametleri igin genis degerler hesaplanmistir [32]. Otuz ve 50 mg/kg monobditil
fitalatin vocuttan atilimi i¢in yari-omur 1,7 ve 2,6 saat olarak hesaplanmig ve

kararll halde da@iim hacminin 0,51 | ve 0,36 | oldugu bulunmustur. Urede



monobutil fitalat ve monobdutil fitalat glukuronid dagiliminin 1/3 ve 2/3 olarak
saptandigi rapor edilmigtir [32].

Tablo 1.3 insan ve Sigan Derisinin Absorpsiyon Hizlari [30]

Gegirgenlik sabiti x Kararh Hal Gecikme Zamani

10 cm/saat™ Absorpsiyon Hizi (saat)
(ug/cm?/saat?)

insan Sican insan Sican insan Sican

0,23+0,06 8,95+0,09 0,07+0,02 9,33+0,09 2,9 0,4

®Ortalama degerler + Standart Hata

1.3 Fitalatlarin Protein Sentezi, Gen Ekspresyonu ve Enzim Aktiviteleri
Uzerine Etkileri

Geng erkek sicanlarla yapilan bir ¢alismada oral yolla 250, 500 ve 1000 mg/kg
dibatil fitalat maruziyeti ¢alisiimis ve 15 gunin sonunda 500 ve 1000 mg/kg doz
gruplarinda testis agirliklarinda %64 ve %48 azalma tespit edilmigtir. Tum doz
gruplarinda histopatolojik inceleme sonucu seminifer tubullerinde dejenerasyon
tespit edilmis ve sorbitol dehidrogenaz, asit fosfataz gibi postmayotik
spermatojenik hucrelerle iligkili enzimlerde aktivite kaybi rapor edilmistir.
Premayotik  spermatojenik  hicrelerle iligkili  B-glukuronidaz, y-glutamil
transpeptidaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinde tim doz gruplarinda
%67’ye kadar aktivite artigi oldugu gosterilmis ve en dusuk doz grubunda LOAEL
(g0zlenen-en dusuk-ters etki-seviyesi) degeri 250 mg/kg-gun olarak belirlenmistir
[33]. Dibutil fitalatin sigan karaciger ve akciger sitokrom P450 enzimi Uzerine
etkilerini arastiran bir galismada ise, 2, 8, 28 ve 280 mg/kg-gun dibdtil fitalat
dozlamasinda karacigerde en dusik dozda %48 aktivite artisi ve sitokrom c
reduktaz aktivitesinde de %28 artis tespit edilmistir. Akcigerde ise bu etki
gOzlenmemigtir [34]. Gebe farelere gebeligin 12-21. gunleri arasinda dibditil fitalat
500 mg/kg-gin in utero maruziyet olarak uygulanmis ve fetal sigan testisleri
gebeligin 16-19. gunlerinde alinarak sitokrom P450 yan zincir kivriminda, sitokrom
P450c17'de ve steroidojenik akut regulator proteinde gen ekspresyonu dizeyinde
azalma tespit edilmistir. Gebeligin 19. ve 21. glnlerinde testikiler testosteron ve
androstenedion seviyelerinde azalma go6zlenirken, 19. ginde progesteron
seviyesinde artis tespit edilmis, testosteron-baskilamali prostat mesaji-2 (TRPM-2)
seviyesinde artis ve kok hlcre faktor reseptoru seviyelerinde ise artis rapor
edilmistir [35]. Leydig ve Sertoli hicrelerinde, TRPM-2 ve bcl-2 proteinlerinin



ekspresyon seviyeleri gebeligin 21. gununde artis gostermistir. Arastirmacilar,
dibutil fitalatin antiandrojenik etkilerinin fetal testiste azalmis testosteron sentezine
badli oldugunu ve TRPM-2 ve bcl-2 gibi hicrenin hayatta kalmasini saglayan
proteinlerin artmig seviyelerinin dibutil fitalat tarafindan indiklenmis Leydig hicresi
hiperplazisi iligkili oldugunu 6ne surmuslerdir. Barlow ve ark.’nin [36] dibatil fitalatin
testikller testosteron sentezine gen ekspresyonu dizeyindeki etkilerini inceleyen
calismalari Shultz ve ark.’nin [35] ¢alismalarini dogrulamis ve SRB1 (scavenger
reseptor sinif B-1), StAR (steroidojenik akut regulator protein), P450 yan zincir
kivrimi, 33-HSD (3B-hidroksisteroid dehidrogenaz), P450c17 ve c-kit (tirozin kinaz
reseptor kok hicre faktéri) ekspresyon seviyelerinde azalma, TRPM-2
ekspresyon seviyelerinde ise artig rapor etmislerdir. Benzeri ¢aligmalarla birlikte
dusundldugunde, dibdtil fitalatin fetal testisde gen ekspresyonunda hizli ve
dinamik bir degisimi baglattigi ve steroidogenesisin baskilanmasinda rol oynadigi
anlasiimaktadir [36], [37]. Sekil 1.3’de testosteron biyosentezi ve dibutil fitalatin

sentez yollarina temas noktalari sematize edilmigtir.

Dibatil fitalat Salmonella test sisteminde mutajenik bulunmamistir [38]. Bunun
yaninda, DBP S-9 Aroklor indUklU sigan karaciger aktivasyon sistemi varliginda
L5178Y hucrelerinin kullanildigi fare lenfomasinda mutasyon frekansinda 6nemli
artisa neden olmus, ancak Balb/3T3 hicrelerinde transformasyon frekansini
artirmamistir [39]. DBP, 2400 mg/kg oral tek doz maruziyette, sigan testis ve
karacigerinde sitokrom P4504A1 mRNA seviyelerinde bir artisa neden olmus, bu
artis PPAR-y (peroksizom proliferator-aktiveli  reseptor-y)  aktivitesiyle
iliskilendirilmistir ve ayrica testisde plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) mRNA
seviyelerinde artis gozlenmistir [40]. On (¢ hafta boyunca 5.000 ppm ve 20.000
ppm dibdtil fitalatla beslenen siganlarda karaciger sitokrom P4502C7 mRNA ve
protein seviyelerinde 20.000 doz grubunda bir azalma tespit edilmis, ancak
istatistiki olarak anlamli azalma yalnizca 5. haftadan itibaren gézlenebilmistir [41].
5.000 ppm DBP maruziyetinde ise 13. haftada sitokrom P4502C7 ekspresyonunda
onemli bir azalma rapor edilmigtir [41]. Bunun yaninda, 13. haftada sitokrom
P4503A1, P4503A2, P4502B1 ve P4504A protein ekspresyonlarinda artis
gOzlenmistir [42]. Dibutil fitalatin karaciger enzimlerinin sentezlenmesini kontrol
eden nukleer reseptorlerin aktivitelerine etkisini arastirmak Uzere yapilan bir

calismada, anne sigandan ve fetal sigandan 500 mg/kg-giin DBP maruziyetinin



19. gununde alinan karaciger dokularinda sitokrom P4502B1, P4503A1 ve
P4504A1 protein ve mRNA ekspresyon seviyelerinde artis rapor edilmig; anne
sicanda ayrica karaciger ostrojen sulfotransferaz ve UDP-glukuronoziltransferaz
2B1 mRNA seviyelerinde artis tespit edilmistir. Ksenobiyotiklerin varliginda
sitokrom P4503A1 ve P4502B1 enzimleri, nukleer reseptdrlerden pregnane X
reseptor (PXR) ve konstitutif androstan reseptor (CAR) aracihgiyla induklenirler ve
dibatil fitalatin PXR ve CAR Uzerinde indukleyici etkisi oldugu bilinmektedir; ancak
monobutil fitalatin bdyle bir etkisi yoktur. Bu bilgiler isiginda steroid ve
ksenobiyotik metabolize eden enzimlerin, en azindan fetlisde, dibuatil fitalat
tarafindan induklendigini soyleyebiliriz [43].

In vivo galismalarla dibatil fitalatin 17B3-0stradiol ile Ostrojen reseptoru igin yarigtigi
gosterilmigtir. Dibutil fitalat her ne kadar sigan uterin (délyatagi) 1slak agirliginda
ve vajinal epitel hdcrelerinin  keratinizasyon derecesinde oOnemli bir artigi
induklememis olsa da, 10 yM DBP konsantrasyonunda estradiolin 1/3’U oraninda
Ostrojenik aktiviteyi ve bu yolda gen ekspresyonu seviyelerinde artisi indiklemistir
[44]. Dibutil fitalatin 100 yM konsantrasyonda bile ERa’ya baglanmadigi, ancak
ERB’ya, her ne kadar Ostradiole gore ¢ok daha zayif olsa da, baglandigi
bilinmektedir [45]. DBP uterus (rahim) agirhiginda ve uterin epiteli kalinhginda bir
artisa sebep olmasa da, 462,5 mg/kg-gin dozlamasinda 3. ayin sonunda
endometriyum kalinliginda %40’k artis tespit edilmig, fakat miyometriyum
kalinhginda ise %30’a varan oranlarda azalma rapor edilmigtir. Uterus ve vajinada
ERa ve ve ERB gen ekspresyonu seviyelerinde bir degisim gozlenmemis, bunun
yaninda bir uterin proteini olan kompleman C3 ekspresyonunda anlamli derecede
azalma bildirilmistir [45]. Doz bagimh olarak dibatil fitalatin 1000 pg/ml
konsantrasyonunda embriyo gelisimini yavaslattigi, farkhlasmayi baskiladigi ve
orta beyin basta olmak Uzere tUm embriyoda sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmigtir [46].
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Sekil 1.3 Sigan Testisinde Testosteron Biyosentez Mekanizmasi [35]. DBP’nin gen
ekspresyonunda azalmaya ve aktivite kaybina sebep oldugu enzimler kesikli
oklarla gosterilmigtir. Kolesterolden pregnenolon ve pregnenolondan testosteron
sentezi P450 enzimlerinin DBP tarafindan inhibe edilmesiyle testosteron
seviyelerinde azalma goralur.

Mikroarray calismalarindan gelen sonuglara goére, akut DBP maruziyeti insan
meme epiteli hicrelerinde onkogenlerde ekspresyon duzeyinde degisim ve Ureme
toksisitesi tespit edilmesinin yani sira hicre proliferasyonu ve sinyal iletiminde de
bozukluklar saptanmistir [47]. Akut DBP maruziyeti sonucu gebelik zehirlenmesi
riskinde de artis gorilebilmektedir [48]. Akut DBP maruziyeti Comet deneyi ile
analiz edilmis ve mukoza ve lenfosit hiicrelerinde bir saatlik maruziyet sonucu

genotoksisiteye sebebiyet verdigi bildirilmistir [49].

cDNA mikroarray (Estrarray) kullanilarak ostrojen cevabi olusturan 172 genin
regulasyonu arastiriimis ve fitalatlarla maruziyet sonucu 108 genin ekspresyon
seviyelerinin arttigi, 64 genin ise ekpsresyon seviyelerinin azaldigi tespit edilmigtir.
MCF-7 hucreleri 10’ar uM BBP, DBP, DEP ve DIP doz gruplari olarak muamele
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edilmis ve 3 gunluk maruziyet sonucu gen ekspresyon profili g¢ikariimistir.
Ekspresyon profilinde r degerleri (korelasyon katsayisi) ve cluster analizi (genlerin
takim olarak analizi) kullaniimig; DBP, E2 muamelesi ile 6nemli derecede
korelasyon gostermistir. DBP’'nin DHCR (24-dehidrokolesterol rediktaz) gen
ekspresyonunda 0,24 kat degisime ve HSPA1A (Heat Shock Protein 1A)

ekspresyonunda ise 0,66 kat degisime sebep oldugu rapor edilmistir [50].

Dibdatil fitalat, dietilhekzil fitalat ve butilbenzil fitalat fetal sicanda seksuel gelisimi
etkilemekte, ancak dimetil filalat ve dietil fitalat boyle bir etki yapmamaktadir [15].
DBP, DEHP, BBP, DMP ve DEP ile 500 mg/kg-gun dozlamalarinda fetal
testislerde gebeligin 12 ve 19. gunleri arasinda MMP ve MEP seviyeleri, MBP ve
MEHP seviyelerine gore 2-40 kat arasi ylksek oldugu tespit edilmis; BBP
maruziyeti sonucu dusuk konsantrasyonda MBeP ve buna benzer olarak DBP
maruziyeti sonucu da diusuk konsantrasyonda MBP rapor edilmistir [15]. In vitro
MA-10 hiicre deneyinde 1 uM MEHP maruziyetinin LH ile indiklenen testosteron
sentezini inhibe ettigi gosterilmis, kolesterol transportu, steroid sentezi ve
metabolizmasiyla iligkili genlerin ise regulasyonunda inhibisyon etkisi RT-PCR
deneyiyle gosterilmigtir [15]. Digi sicanlarda ise gebeligin 12-20. gunleri arasinda
100 mg/kg-gun DBP dozlamasinda fetal agirlikta artis tespit edilmis, ancak bu
artis dogumda yavru agirhgini etkilememistir ve DBP’nin disi si¢canlarin tUreme
gelisimi ve fonksiyonunu bozmadigi seklinde yorumlanmistir [51]. Buna ragmen
DEHP ve DBP maruziyetinin yetigkin disi siganlarda ostrus dongulerini uzatip,
Ostradiol seviyelerini dusurdigu ve ovulasyonu engelledigi; buna bagli olarak da
sonugta polikistik ovari sendromuna sebep olduklari bildirilmistir [52]. Kim ve
ark.’nin [53] yapti§i bir ¢calismada ise DBP’nin fungisit ve pestisitlerle benzer
sekilde genel bir toksikogenomik etkiye sahip oldugu ortaya c¢ikariimig ve apoptoz,
stres yaniti, germinal hicre gelisimi, kofaktor metabolizmasi ve lipid
metabolizmasinda rol alan genlerin ekspresyon seviyelerinde anlamli degisimler

rapor edilmigtir.

Fitalat esterlerinin Greme gelisiminde genel cevap olusturma potansiyeli en ylksek
DEHP maruziyeti ile ve en dusuk ise BBP maruziyeti ile gorulmektedir [54].
Fitalatlarin in utero maruziyeti sonucu F1 dolu erkek sicanlarda androjen-aracilikl
gelisimde karakteristik bir bozukluk goérulir ve bu sendrom epididimis, vas

deferens, seminal keseler ve prostatta malformasyonlara, bununla birlikte digsal
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genitalya (hipospadias), kriptorkidizm, testikiler hasar, dimorfik seksuel yapilar ve
anogenital aralikta indirgenmeyle sonug¢lanan  perineum  bUyumesinin
demaskaulinizasyonuna neden olur [54]. Daha da 6nemlisi in utero DBP maruziyeti
sonucu 3 aylik erkek sicanlarda Leydig hicre adenomasi tespit edilmistir [55].
Diger in utero galismalarda 750 mg/kg-gin DEHP ve 1000’er mg/kg-gin DBP ve
BBP doz gruplarinda Leydig hicresinin bir Grinu olan insulin-benzeri faktor 3
proteininin  (gubernakller ligament gelisiminden sorumlu bir  hormon)
ekspresyonunda ve fetal testosteron seviyelerinde azalma rapor edilmigstir [56],
[57]. DBP ve DEHP maddelerinin kimulatif etkisini anlamak i¢cin DBP ve DEHP
birlikte verildiginde erkek yavrularda areola buyuklugu, DBP ve DEHP’nin tek tek
dozlandigi gruplardaki erkek yavrularin areola buyukluklerine gére en az %50 artig
g6zlenmigtir ve bu deder kontrol grubuna gére %100 artisa karsilik gelmektedir.
Ayrica DBP ve DEHP’nin testikiler ve gubernakuler malformasyonda ve
epididimal agenesisde kumdulatif etkisi %75’e varan oranlarda tespit edilmigstir.
DEHP ile dozlamada %75 oraninda inhibisyon gorulen StAR mRNA ekspresyonu,
DEHP ve DBP birlikte dozlandidinda %81 oraninda inhibe olmaktadir. CYP11A
ekspresyonunda anlamli bir inhibisyon ise yalnizca DBP ve DEHP birlikte
verildiginde gozlenmistir [58].

DBP maruziyeti sonucu MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde ve MCF10A
hicrelerinde metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak
insan Ostrojen reseptdr geninin promotor bolgesinde DNA hipometilasyonu
incelenmis ve 10° M DBP dozlamasinda ERa promotor bélgesinde demetilasyon
tespit edilmigtir. Benzer etki ayni dozda BBP maruziyetinde de tespit edilmis ve
DBP ve BBP ile induklenen DNA hipometilasyon veya demetilasyonun, ERa
promotor boélgesinde CpG-adasi ile iligkili gen ekspresyonunun modulasyonuna yol
acabilecegi 6ne surulmustar [59]. Epigenetik bir modifikasyon olan DNA
metilasyonunun memeli hucrelerinde transkripsiyonel susturma ile iligkili oldugu
bilinmektedir [60]. Prostat ve meme kanseri hlcrelerinde 6strojen reseptéri gen
fonksiyonunun bozulmasina promotor CpG adalarinin hipermetilasyonunun neden
oldugu bilinmektedir [61], [62]. DBP ve BBP maddelerinin Ureme sistemi geligimi
Uzerinde toksik etki olusturmasi ve bununla birlikte antiandrojenik etkisi 6strojen
reseptort promotor  bdlgesinde  CpG  adalarinin hipometilasyonuyla

iliskilendirilebilir.
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Siganlar tzerinde yapilan bir calismada DBP, DEHP ve DEHA (dietilhekzil adipat)
maddeleriyle maruziyet sonrasinda laurat 12 hidroksilaz aktivitesinde 10 kat
aktivite artis1 gézlenmis, ayrica DEHP doz grubunda peroksizomal palmitoil-KoA
oksidasyonunda 6 kat artis saptandigi bildiriimistir [63]. Deksametazon ve 100
mg/kg DBP birlikte dozlandiginda siganlarda dogum oraninda %Z20’lere varan
azalma go6zlenmig, deksametazon ve DBP’nin tek tek dozlandiginda gorulen
dogum oraninda azalmaya goére anlamli bir fark bulunmustur. 100 mg/kg DBP
veya deksametazon tek tek uygulandiginda testis agirligi ve ventral prostat
agirhginda degisme gozlenmezken, 500 mg/kg DBP dozlamasinda bu iki
parametrede ve fetal testikiler ITT, StAR ve CYP11A1 mRNA seviyelerinde
onemli derecede azalma tespit edilmis; bunun yaninda 500 mg/kg DBP ile
deksametazon kombine dozlandiginda ITT, StAR ve CYP11A1 mRNA
ekspresyonunda ¢ok daha ciddi dizeyde baskilanma oldugu bildirilmistir [64].

Yetigkin erkek siganlarda EDS (etan dimetan sulfonat) dozlamasini takiben 2. ve
4. gunlerde DBP maruziyeti sonucu testisde Leydig hicre farkhlasmasi etkilenmis,
bu etki genel olarak erken Leydig hicre proliferasyonunda tespit edilmistir ve
erken farkllasmayr da geciktirmis olma ihtimali ¢ok yUksektir [65]. EDS
dozlamasini takiben, farklilagsmanin en belirgin oldugu 27. ginde DBP Leydig
hicre yogunlugunda 4 kat artisa neden olmus ve Leydig hlcresine 6zgun INSL3,
LH reseptortd, CYP17A1 ve CYP11A1 markir transkriptlerinde 6nemli bir artis
gOzlenmistir [64]. Bunun yaninda 14. ve 27. gunlerde StAR gen ekspresyonunda
onemli bir artig gozlenmis ve benzer olarak baska bir Leydig hucre markiri olan
17bHSD10 ekspresyonunda 14. gunde anlamli bir artistan sonra 6nemli bir
varyasyon tespit edilmistir. 27. gunde ise Leydig hlcre transkripsiyon faktori
Nr4al ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu rapor edilmistir [65]. Ayrica
gebe Wistar sicanlarda diyetle birlikte DBP maruziyetinin yeni dogan yavrularda
ogrenme bozuklugu ve hafiza kaybina yol ac¢tigi ve bu negatif etkilerin erkek sican

yavrularda disilere gére daha yuksek goruldigu bilinmektedir [66].

DBP fetal ve neonatal erkek farelerde testikiler testosteron seviyelerini
dusurmekte ve bu dusus kolesterol transportu ve testosteron sentezinde gorev
alan genlerin ekspresyonunun inhibe edilmesiyle iligkilendiriimektedir. Testosteron
sentezinde gorevli enzimlerin aktivitelerindeki degisimler aril hidrokarbon

reseptdrindn ksenobiyotikler araciligiyla modulasyonundan da
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kaynaklanabilmektedir [67]. Struve ve ark.’nin [68] yaptigi bir galismada Scarbl,
CYP11A1 ve CYP17A1 proteinlerinin fetal testikiler ekspresyonunda in utero 500
mg/kg-gin DBP maruziyeti ile 24. saatte anlamh azalma tespit edilmis, erken tepki
genlerinden B-hucresi translokasyon geni 2, endotelyal farklilasma sfingolipid G-
protein-giftlenmis reseptoru 3 ve stanniyokalsin 1 gen ekspresyonlarinda onemli

derecede artis rapor edilmigtir.

DBP endokrin bozucu fitalatlardan ikinci en yaygin bulunanidir ve diger fitalatlar
sadece anti-androjen etkiye sahip olmasina ragmen, DBP diger fitalatlara kiyasla
ayni zamanda Ostrojenik etki de goOsterebilmekte, digilerde Ureme sistemini
bozmakta ve Ureme olgunlugunu onlemektedir. DBP disi sicanlarda da ERa
MRNA seviyelerini doz ve sure badimli (kronik maruziyet) olarak arttirmakta,
ancak maruziyetin ardindan geri kazanim periyodunda ERa mRNA seviyeleri
normale donmektedir [69].

1.4  Fitalatlarin Sucul Organizmalar Uzerine Toksik Etkileri ve Tetkik
Yontemleri

Sanayi atiklarinin temiz sulara, igme sularina, deniz ve nehirlere karismasi, basta
baliklar olmak (zere, algler, kerevitler ve Daphnia magna gibi sucul
mikroorganizmalari da etkilemekte ve bioakimulasyona neden olmaktadir [70]-
[72]. Avrupa’da DBP’nin PEC (Priority Existing Chemicals: Oncelikli Kimyasallar)
raporlarina gore tatll su ve sedimentlerde biriken miktarlari 0,4 mg/l ve 0,231
mg/kg olarak belirtilmistir [5]. DBP’nin tath sularda biriken miktarlari endistrinin
daha yaygin oldugu ingiltere gibi Ulkelerde ise 33,5 mg/I'ye kadar ¢ikabilmektedir.
Almanya ve Japonya gibi ulkelerde ise tatli sularda biriken miktarlar 98 mg/l olarak

tespit edilmigtir [3].

Toprak solucani (Eisenia fetida) ile yapilan bir ¢calismada DBP ve DEHP gibi
yuksek molekul agirlikh fitalatlarin vicut tarafindan absorbe edildigi ve toksik etki
olusturdugu, ancak diger fitalatlara gére daha dusuk bioakimulasyon degerlerine
sahip olduklari, bunun yaninda DMP ve DEP gibi fitalatlarin ise absorbsiyonunun
daha dusuk bulundugu bildirilmistir [73]. DEHP’nin 70-500 mg/l konsantrasyon
araliginda Diptera larvalarinda HSP70 (Isi Soku Proteini-70) ve hemoglobin
genlerinin ekspresyonunu arttirdigi  bilinmektedir [74]. Vertebrata’da 1s1 soku
proteinlerinin steroid hormon reseptor aktivasyonu ve stabilizasyonuyla iligkili
oldugu ortaya konmustur [75]. Pimephales promelas’da 100 mg/l BBP
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maruziyetinde vitellogenin proteininin induklendigi ve Ostrojenik aktivitenin arttigi,
sazan baliginda (C. carpio) ise 20 mg/l DEP maruziyetinde vitellogenin sentezinin
arttig1 bildirilmigtir [76], [77]. DEHP ve DBP sazan bahgdinda steroid hormon
sentezi ve metabolizmasini bozarak androjen-6strojen dengesini degdistirebilmekte
ve tum ureme sisteminde hasar birakabilmektedir. Fitalatlarin vitellogenin sentezini
indukleyebilmesi, vitellogeninin, regilasyonundaki anormal degisimlerin izlenerek

cevresel kirletici fitalatlar icin markir potansiyeli oldugunu géstermektedir [78].

Kimyasallarin prospektif ekolojik risk degerlendirmelerinde genellikle toksik etki
mekanizmasi hakkinda Uretilen bilgiler/veriler sinirhdir. Ekolojik etkileri saptamak
icin geligtirilen test yontemleri ¢ok c¢esitli canli tlrlerinde uygulanir ve son nokta
etkileri incelemeyi kapsar. Etki mekanizmasinin bilinmesi, kontaminant maddenin
cevresel konsantrasyonlarin ve dozlamalar belilenmesinde kullanilabilecek,
strese neden olan ve strese 0zgu molekuler indikatorlerin tanimlanmasini
saglayacaktir. Bununla birlikte, aksiyon mekanizmasinin bilinmesi turler arasi
biyolojik etkilerin tahmin edilmesi, kimyasal yapi ve biyolojik organizasyon
seviyelerinin etkili bir sekilde anlagilabilmesi ve tepki hassasiyetinin, zaman ve
kaynak kullaniminin belilenmesine olanak saglayabilir [79]. Endokrin bozucu
kimyasallarin belirlenmesinde mekanistik yaklagimlar igin teknolojik gelismelerden,
genomik ve matematiksel biyolojiden vyararlanilarak, organizmalardaki stres
bagimli ve ters tepkiler icin dnceden ¢ikarim yapma ve doz belirleme gibi
arastirmacinin kullanimina sunulabilecek yararl bilgiler olusturulabilir [80]—[83].
Sekil 1.4’de balikta deneysel kimyasal problarla farkh etki mekanizmalari

hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninde gosterilmigtir.

Atik sularda bulunan kimyasal maddelerin ¢odu 6strojen reseptoru ile etkilesime
girebilmektedir. In vitro c¢alismalar fitalatlarin 6strojen reseptort (ER), aril
hidrokarbon reseptori (AhR), androjen reseptord (AR) ve tiroid hormon reseptori
(TR) Uzerine farkli etkileri oldugunu gostermistir. Cogu AhR ligandi sitokrom P450
1A alt ailesinin ayni zamanda substratidir. Substratin inhibisyonu sonucu EROD
(etoksirezorufin-O-deetilaz) aktivitesindeki dedisimler dioksin ve benzeri
bilesiklerle maruziyet konusunda aragtirmaciya fikir verebilmektedir [84]. Sitokrom
P450 1A ailesi atik sularda, i¢ sular ve hatta deniz canlilarinda kirlilik hususunda
bir biyobelirte¢ olarak kullaniimaktadir [85]-[87].

16



_,""'""--_-T '
Kompartman _|\K|mvasal Problar
Beyi =
50 1 Fipronil (-)
e e o Gall = - MUSkimDI("')

Hipofiz

= /'Apomnrfin(+)

LI HDL LH, FSH
LBLR I
LR FSHR

L i
{ heade i

l’f’ 'ﬂ'!’ﬂ'Wl;o I
.

Kan

A Trilostan (-)

4 Ketokonazol (-)

i
Gonad _[] poedecessnsesesened /
—_— /
prepnetieln i Fadruznl -
I} "-c.J,lJ,1'(.;.7.1Irfuwu\'rm.- Progesicrane 'I ( )
| / AProkloraz (-)
1fHsD androsienedione 7
- /
1 e 20" (M8 m /
[re | Vinklozolin (-)
\ ) -upu.\'n " FI .
| I-kctatestasicrone utan“d (')
- e e e e e \h 1"
Siex Nteruich | Sieraid

Kan

Hormane Binding Globlulin /

Il 17beta trenbolon (+)

Androjen, dstrojen

responsif dokular
Karaciger, gonad vs.

17alfa etinilestradiol (+)

Sekil 1.4 Balikta Hipotalamus-Hipofiz-Gonad Ekseninde Kimyasal Problara Ozgi
Etki Mekanizmalarn [79] . Parantez igindeki “+” ve “-” igsaretleri indiksiyon veya
inhibisyonu belirtmektedir.

17



Toksikoloji, farmakoloji ve gevre bilimlerinde bir kimyasalin bir canli organizma
uzerindeki etkisini belirlemek amaciyla bazi parametreler kullanilir. Bunlar ECsg
(etken konsantrasyon 50), ICso (inhibitér konsantrasyon 50), LDs, (ortalama
oldurtict doz) gibi kimyasal ya da patojenlerin etkin dozlarinin belirlenmesini
saglayan referans bilgilerdir. ECsg belirli bir zaman araliginda bir kimyasalin veya
ilacin bir canli populasyonunun yarisini o6ldurebildigi konsantrasyonu olarak
tanimlanirken, 1Cso bir kimyasalin veya ilacin in vitro olarak biyolojik bir
fonksiyonda %50 inhibisyon gerceklestirdigi konsantrasyonu belirtir. ECs0/ICs
degeri genelde ilaglarin biyoaktivite degerlendirmelerinde kullanilir [88]. LDsg ise
bir kimyasal veya patojenin bir canli populasyonunun yarisini 6ldurdugu dozdur ve
birimi genellikle “mg (kimyasal)/kg (vucut agirligi)” olarak alinir; ayrica bu birime
zaman periyodu eklenirse birim “mg/kg-gin” olarak degisir. LDso toksikoloji
calismalarinda ve yaygin olarak laboratuvar siganlarinda akut toksisiteyi
belirlemede kullanilir. LDsg degerleri standart degerler oldugundan, kimyasallar
arasinda rolatif toksisite veya turler arasi toksisite farklari LDsy degerleri
kullanilarak belirlenebilir [89]. Bunlarin yani sira, NOEC (etki gorulmeyen
konsantrasyon) ve LOEC (en dusuk etki gorulen konsantrasyon) degerleri de
kullaniimaktadir. NOEC ve LOEC, kullanilan metodun tetkik limitlerini belirlemede
arastirmacilara yardimci olurlar [90]. Biokonsantrasyon faktéri (BCF) ise su
kaynakli bir kimyasal maddenin balik ya da sucul bir organizmanin yag dokusunda
birikebilme Ol¢usu olarak tanimlanir [91]. Dibutil fitalatin, aragtirmacilarin belirledigi
zaman arahginda baliklar ve bazi sucul organizmalarda gézlenen NOEC-LOEC,
ECso ve son nokta analizleri Tablo 1.4’de verilmigtir. Tetrahymena thermophila’da
DMP, DEP ve DBP’nin ECsy degerleri sirasiyla 537 mg/l, 132 mg/l ve 7 mg/l olarak
bulunmus [92], DBP’nin tlrler arasi hesaplanan ECsy degerleri ise kirmizi yillik
baligi (Fundulopanchax gardneri) icin 4,3 mg/l, zebra bahgi (Danio rerio) icin 2,2
mg/l, sar tath su levregi (Perca flavescens) icin 0,35 mg/l [2]; DBP’nin bazi
turlerde NOEC degerleri ise ¢camur yengeci (Scylla serrata) icin 1 mg/l, koca
golyan bahg! (P. promelas) icin 0,56 mg/l, Daphnia magna i¢in 0,56 mg/l olarak
hesaplanmigtir [71]. Kanada Cevre Koruma Konseyi’'nin raporuna gore fitalatlarin
sari tath su levregi (Perca flavescens), alabalik (Oncorhynchus mykiss), ay baligi
(Mola mola), kedi bahgdi (Pseudobagrus fulvidraco) ve P. promelas i¢cin 96 saat
LCso deg@erleri 0,35 ile 3,96 mg/l arasinda degismektedir. D. magna’da 7 gunin
sonunda DBP igin hesaplanan BCF degeri 400, Hexagenia bilineata’da 430, G.
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pseudolimneaus’da 1400, P. promelas’da 580-2080 arasindadir [8]. Sazan
baliginda (C. carpio) 28 gun sdrdurilen 10 pg/l ve 50 pg/l DBP maruziyeti
sonucunda BCF degeri 1,8 I/kg hesaplanmistir [5].

Tablo 1.4 DBP'nin Bazi Sucul Organizmalarda Tespit Edilen Toksikolojik
Parametreleri [2]

Test Edilen Tur Test Son Nokta veya EC50 NOEC (LOEC)
Sdresi Ifriter mg/l mgq/l

D. magna 48 saat Olim 3 1,7

C. carpio 43 saat Oliim - 74-*159 mg/kg

O. mykiss 96 saat Olim 1,6 \O/g

P. flavescens 96 saat Olum 0,35 -

P. promelas 48 saat Olim 1,49 -

O. latipes 48 saat Olim 4,3 -

B. rerio 96 saat Olum 2,2 1,3

C. variegatus 96 sat Olim >0,6 0,6

C. auratus - Kalp atis hizi degisimi - 0,5

l. punctatus 96 saat Oliim 2,91 -

K. sandvicensis 2 dk Olim - 10

T. pyriformis 24 saat BlyUme inhibisyonu - 1

P. putida 30 dk Solunum inhibisyonu - 2500

S. subspicatus 72 saat Buyumede hizlanma 2 0,5

C. plumosus 48 saat Oliim 0,76 -

*: Vlcut agirhigi

Sazan baligi ve fitalatlarla yapilan bazi in vitro g¢alismalarda, 1000 nM DEHP
dozlamasinda sazan balgi bébreginde fagositik hlcrelerde stiperoksit anyonunun
uretiminde ve fagositik aktivitede artis; DBP ile DEHP maruziyetinin ise sazan
baligi makrofajlarinda nitrik oksit Gretimini arttirdigi rapor edilmigtir [93]. Genel
olarak fitalatlarin in vitro ¢calismalarda hepatik dstrojen reseptoéru igin B-Ostradiol ile
yaristigi bilinmektedir ve immun sistem hicrelerinden olan makrofaj ve lenfositlerin
de 6strojenik reseptorlere sahip olmasi, kortizol, dstrojen, bliyime hormonu gibi
hormonlarla yarisabilen ¢evresel kontaminant endokrin bozucularin balk immun

sistemini olumsuz etkileyecegi soylenebilir [93].
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1.5 Organizmada Olusan Stres Yaniti

Buglne kadar varligini bildigimiz tim canli organizmalar bir i¢ denge (homeostaz)
halinde normal yasantilarini surdirirler. ic dengeyi saglayabilmek ve yasamaya
devam edebilmek igin, canlida olusan stres unsurlariyla basa c¢ikilabilmesi
gerekmektedir [94]. Stres faktorleri i¢c ve dis kaynakli olabilirler. Bunlar fizyolojik,
metabolik, patofizyolojik (enflamasyon, enfeksiyon, yaralanma vs.), oksidatif ve
cevresel stres faktorleri olarak siralanabilir. Cevresel stres faktorleri genel olarak
ksenobiyotik olarak adlandirdigimiz ve organizmaya digaridan giren herhangi
yabanci bir madde olabilecegi gibi, sicaklik, isik, isitsel ve gorsel stres de gevresel
stres faktorleri olarak siralanabilir [95]. GuUnlUk yasamda hayatimiza giren her tirlu
kimyasal ajan, tarimda kullanilan herbisit ve insektisitler (pestisitler), ila¢ etken
maddeleri ve dolgu maddeleri, kozmetik drunleri, plastik ve kaplama
malzemelerinden bulasan ve absorbe edilen fitalatlar, UV radyasyon, y-radyasyon,
cevresel tuzlanma, dioksinler, bisfenoller, benzen, fenil ve turevleri, hidrokarbon
bilesikleri, karsinojen alkoloidler bunlar arasinda sayilabilir. Tablo 1.5de stres
yanitinda kimyasal indukleyiciler ve hedef genleri verilmistir. Organizmanin stres
yaniti stres faktorinun tipine ve ciddiyetine gore dedisir. Stres faktorinin
ciddiyetine gore, hicre ya apoptoz yolunu ya da hicrenin yasamasini
surdurebilmesi amaciyla korumaci hicresel yaniti segebilir. Hlcrenin strese karsi
olusturacag! cevap isI soku yaniti, katlanmamig protein yaniti, DNA hasari yaniti
ve oksidatif strese karsi yanit olarak siralanabilir [96]. IsI soku cevabi baslica stres
cevaplarindan biridir ve 35°C’nin (izerinde (baliklarda 20-25°C) indiiklenebilecegi
gibi, kimyasal stres, oksidatif stres ve metal maruziyetine kargi da olusabilir [97].
Oksidatif stres yaniti, hem metabolizmanin normal aerobik fonksiyonu sirasinda
uretilen, hem de dig kaynakli kimyasal ajanlarin enzimatik indirgenmesi sirasinda
olusan reaktif oksijen turlerinin (ROS: reactive oxygen species) hticreyi tehdit edici
boyutlarda sentezlenmesine karsi evrimlesmis bir hiicresel koruma tepkisidir [98].
Reaktif oksijen turleri metabolizma tarafindan elimine edilemeyecek boyutlarda
miktarca artip biriktiginde DNA, protein ve lipitlere ciddi zararlar verebilir, DNA'ya
baglanarak kanser gelisiminde rol oynayabilir. Reaktif oksijen turleri enzimatik
olmayan glutatyon, vitamin A, C, E ve flavonoid molekuller yardimiyla zararsiz
hale getirilebilecegi gibi, ROS’larin supurtclisu olarak adlandirilan enzimatik
radikal temizleyiciler superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan da etkisiz hale getirilebilir [98], [99].
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Tablo 1.5 Organizmanin Stres Yanitinda Hedef Genler ve Kimyasal indiikleyiciler

[100]

Stress Yaniti

Hedef Genler

Kimyasal indiikleyiciler

Is1 soku yanit

Oksidatif stres

DNA hasar yanit

Metal stresi

inflamasyon

Hipoksiya

Ksenobiyotik

Hsp70, Hsp90, Hsp6O,
Hsp26, Hsp27, Hsp23

SOD, Katalaz,
Tiyoredoksin,
Peroksiredoksin

p53, RecA/Rad51,
MutL/MLH, MutS/MSH

Metallotiyonein

NF-kB, STAT3, AP-1,
TNF-q, IL-1B, IL-6

P38, pl3k

P450, GSH sistemi

Pestisitler, agir metaller,
endustriyel atiklar, mono ve
polisiklik aromatik
hidrokarbonlar

AQir metaller, kininler, organik
cozuculer

Pestisitler, metil metansilfonat
ve siklofosfamid

Agir metaller

Metaller, poliklorine bifeniller,
eksoz partikdlleri, duman
partiktlleri

Metaller ve quersetin

Pestisitler, agir metaller,

metabolizmasi organik ¢cozucduler, alkaloidler,

kafein

1.5.1 Is1 Soku Yaniti

Stres, homeostazi bozan etkenlere maruziyetten sonra i¢ dengeyi tekrar saglamak
icin organizmanin fizyolojik yanitlarinin bir toplami olarak tanimlanabilir [96]. Bu
stres yanitinin bir pargasi olarak, stres genleri olarak belirlenen bir gen seti 1si
soku proteinleri (Hsp’ler: Heat shock proteins) olarak adlandirilan bir grup proteinin
sentezini indukler. Hsp’ler, stres bagimh olarak yanlhs katlanan ya da yeni
sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasini saglayan ve agregasyonunu
engelleyen molekuler saperonlar olarak rol oynarlar [100]. En az siddetli stres
kosullarinda bile hassas olmalarindan dolayi hicresel hasarin erken uyarici

biyobelirteci olarak degerlendirilmek icin uygundurlar [101], [102].

Isi soku proteinlerinin ilk olarak kesfedilmesi, meyve sineginin akut I1si sokuna
maruz kalmasinin ardindan tukruk bezi hucrelerinde kromozomal kabartilarin
goruntilenmesi seklinde gergeklesmistir [97]. Isi soku proteinleri molekiler

blayuklUklerine goére gruplandinilirlar ve bunlar genel olarak Hsp110, Hsp100,
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Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp56, mtHsp75, Hspl04 aileleri ve kicuk Hsp’lerdir.
Hspl00 ailesi evrimsel olarak korunan AAA domainlerine gore iki sinifa ayrilr.
Sinif 1 Hsp100’ler her monomerinde iki farkli ntkleotit baglanma bdlgesi bulunan
dinamik hekzamerik proteinlerdir. Sinif 2 Hsp100 proteinlerinde ise yalnizca bir
nukleotit baglanma modult bulunur. Hsp100 proteinlerinin  yanhs katlanmis
proteinleri hekzamerik halkalarinin merkezi poru sayesinde c¢ekerek tekrar
katlanmalarini sagladigi dusunilmektedir [103]. Hsp70 ve HsplO0 proteinlerin
dogru katlanmasindan sorumlu temel proteinlerdir. Bunun yaninda, ATP’den
bagdimsiz c¢alisan saperonlar olan kiuguk Hsp’ler ise stresle denatirasyonu
indUklenmig proteinlerin agregasyonunu engellerler ve Hsp70 ve Hspl00
varhginda tekrar katlanmasi gerceklestirilecek denatire olmus proteinlerin
depolanma vyeri vazifesi gorurler [103], [104]. Hsp70 evrimsel olarak en iyi
korunmus 1s1 soku proteinlerindendir ve prokaryotlardaki karsihdr DnaK, okaryot
Hsp70 proteini ile %60 sekans benzerligi gosterir. Hsp70’in iki domaini vardir; birisi
ATPaz, digeri ise protein baglama domainidir. Baglanma yutzinde yedi hidrofobik
amino asit bulunur. Hsp70Q’in, denatlre olmus polipeptit segmentleriyle etkilesimi
ATP  bagimhdir ve ADP posthidrolize  durumundayken substratiyla
baglanabilmektedir [103]. Hsp70’i reglle eden kofaktérler bir grup Hsp40/J-domain
iceren proteinlerdir ve denatire olmus proteine baglanarak Hsp70’e ulastirirlar
[103]. Bu kofaktorlere nikleotit degistiren faktorler adi verilmistir [100]. Hsp’lerin

lokasyonlari ve gorevleri Tablo 1.6'da agiklanmistir.

Hsp70 grubundaki proteinler benzer protein sekanslarini paylasirlar, ancak farkh
uyaranlara karsi yanit olustururlar. Isi soku (73 kDa’luk) proteini (Hsp73 veya
Hsp70) konstitutif olarak sentezlenirken, 72 kDa’'luk i1sI soku proteini (Hsp72 veya
Hsp70) oldukc¢a induklenebilirdir ve ¢ok cesitli stres uyaranlarina yanit olarak
sentezi arttinlabilir. Stres uyaranlari arasinda enerji azalmasi, hipoksi, asidozis,
iskemi-reperfiizyon, reaktif oksijen tdrleri, nitrik oksit gibi reaktif nitrojen tirleri ve
viral enfeksiyon sayilabilir [104]. Hsc70’'in ekspresyonu hicrenin fizyolojik
durumuna gbére degisim gostermezken, induklenebilir form olan Hsp70’in
ekspresyonu ise hucrede olusabilecek proteotoksisiteye kargi ¢ok hizli bir yanit
olarak ani artiglar gosterebilir [L05]. Ancak buna zit olarak, baliklarda yapilan in
vitro bir deneyde 1sI sokunu muteakiben Hsc70 ekspresyon seviyelerinde de bir

artis rapor edilmistir [106]. Isi soku proteinleri toplamda hicrenin toplam
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proteinlerinin ancak %5-10’luk kismini olustururken, stres aninda bu oran %15-
20’lere kadar cikabilmektedir [105]. insan, sican ve hamster Hsc70 gen uriinleri
%99 benzerlik gosterirken, insan Hsp70 ve Hsc70 amino asit dizileri %85 benzerlik
gosterirler. Zebra baligi (Danio rerio) Hsc70 izoformlari arasindaki benzerlik ise
%94’tlr. Hsp70 proteininin iki alt domaini vardir. N-terminal domain (44 kDa) ATP
baglama ve hidroliz gorevi yaparken, gesitlilik gosteren C-terminal domaini (30
kDa) katlanmamis polipeptitlerle etkilesim kurmaktadir. Sazan Hsc70-1 ve Hsc70-
2 proteinleri, agir metal stresine karsi yanit olarak farkli ekspresyon seviyeleri
gOsterebilirler; bu farkll regile olduklarina igarettir, ancak iki Hsc70 izoformu
69 amino asit degisikliginden 371’inin 512-642/644 C-terminal

segmentinde olmasi ve bu segmentte 18 kDa'luk peptit baglama domaini

arasindaki

Uzerindeki helikal kapagin bulunmasi, proteinin regulasyonunda rol aldigini
dusundurmektedir [107]. Kemirgenlerde Hsp70 geninden Hsplal ve Hsplbl
olmak tzere iki transkript sentezlenir. Bu iki izoformun agik okuma gergeveleri ¢cok

benzerdir ve insan Hsp70 proteini ile %97 benzerlik gdsterirler [108].

Tablo 1.6 Isi soku Proteinlerinin Hucresel Lokasyonlari ve Gorevleri [104]

Hsp Ailesi Hucresel Lokasyon Onerilen Fonksiyon

Hsp27 (kucuk HSP'ler) Mikrofilament
stabilizasyonu,

antiapoptotik

Sitozol, ¢ekirdek

Hsp60 Mitokondri Protein katlanmasi,
agregasyon onlenmesi,

proapoptotik

Hsp72 (Hsp70)

Hsp73 (Hsc70)
Hsp75 (mtHsc70)
Hsp78 (GRP78)

Hsp90

Hsp110/104

Sitozol, ¢ekirdek

Sitozol, ¢ekirdek
Mitokondri

Endoplazmik retikulum

Sitozol, ¢ekirdek,
endoplazmik retikulum

Sitozol

Protein katlanmasi,
hicresel koruma

Molekuler saperonlar
Molekuler saperonlar

Hucresel koruma,
molekuler saperonlar

Steroid hormon
reseptorlerinin
regulasyonu, protein
translokasyonu

Protein katlanmasi
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Isi soku proteinleri pre-transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel olarak regule
edilebilirler. Pre-transkripsiyonel regulasyonda, 1si stresi i1si soku faktori-1'in
(HSF1: heat shock factor 1) Hsp70 geninin promotor boélgesinde yerlesmis isi soku
elementlerine (HSE: Heat Shock Elements) nikleer translokasyon yoluyla
transaktivasyonunu tegvik eder, homotrimerizasyon saglanir ve Ser230 ile Ser326
serin rezidulerinde fosforilasyon durumu arttirilir. Normalde hicrede Hsp70, Hsp90
ile heterokompleks halindedir ve HSF1 monomeri bu komplekse bagl halde
durmaktadir. Isi soku durumunda Hsp70 bu kompleksten ayrilir ve bos kalan
HSF1 monomeri, diger monomerlerle trimer olusturarak Hsp70 gen
promotorundaki HSE bolgesine baglanmak Uzere nukleusa geger. Strese ilk yanit
pre-transkripsiyonel regulasyonla uyarilan Hsp70 mRNA sentezidir. Post-
transkripsiyonel regulasyonda ise, nukleusta biriken Hsp70 mRNA molekdllerinin
nikleus disina tasinmasi igin 6zel segici proteinler gorevlidir. Ozgin bir mRNP
eksport adaptorii olan Thoc5, Isi sokundan sonra biriken Hsp70 mRNA
molekdillerini nikleus disina tagsimada ¢ok énemli bir rol oynar. Isi soku slresince
HSF21'in transaktivasyonu ve HSE'nin zapt edilmesi durumu devam eder, béylece
Hsp70 mRNA ekspresyonu artarak surer [108]. Hucre kultira caligmalarindan
alinan sonuglara gore, stres kosullarinda Hsp70’in transkripsiyonel aktivasyonu ve
artan Hsp70 mRNA sentezinin Hsp70 proteininin sentezlenmesiyle korelasyon
gOstermedigi ya da ¢ok az miktarda protein seviyesinde artis gézlendigi ortaya
cikmigtir. Hsp70 geninin 3’ ucunda 242 baz ciftlik translasyona ugramayan
bdlgenin isiya tepki gosterdigi ve post-transkripsiyonel regulasyonda rol aldigi 6ne
surtlmastur [104]. Sekil 1.5’de Hsp70’in regulasyonu 6zetlenmistir. Balikta Hsp
genlerinin 6nemli bir kismi intron icermez ve bu sayede stres kosulu olustugunda
ani yanit olusur ve isi soku proteini mRNA’lari ¢ok hizli bir sekilde translasyona
ugrarlar. HSF1’in amino terminal ucunda 100 kadar amino asitten olusan DNA
baglanma domaini bulunur ve bu domainin bitigisinde de HSF1 trimerizasyonunun
anahtar noktasi kabul edilen g I6sin fermuar tekrari bulunan bir bdlge vardir. DNA
baglanma ve l6sin fermuar bolgeleri turler arasinda evrimsel olarak oldukca
korunmuslardir. Stres, HSF1 miktarini arttirmaktan ziyade, onun inaktif formunun
transkripsiyonel olarak aktif hale donuserek Hsp70 ekspresyonuyla
sonuglanmasina neden olur [109]. Sekil 1.6'da HSF1 domainleri ve l6sin

fermuarlar primer protein dizisi uzerinde sematize edilmistir.
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Dinlenme Hali Isi1 Stresi, Fizyolojik Stres, Cevresel Faktorler
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Sekil 1.5 Hsp70 Gen Ekspresyonunun Regulasyonu [108]. Dinlenme halinde hsp70 geni nukleer faktorii HSF1 aktivitesi, hem
nikleus hem de sitoplazmada pERK1/2, GSK-3B ve diger kinazlarin konstitutif fosforilasyonu ve Hsp70, Hsp90 ve diger
baglanma proteinlerinin tecrit edilmesiyle negatif olarak regule edilir. Bu durumda, HSF1 transaktivasyonel inhibisyonunu
surdurdr ve polimeraz-II'nin promotor-duraksamali durumda kalmasina yol agar. Polimeraz-ll pre-inisiyasyon kompleksine
(PIC) bagh kalir. Hsp70 mRNA ekspresyonu baskilanmigtir. Strese yanit olarak, global intron splizing ve cap-bagimh
translasyon (80S) bozulur. HSF1 homotrimerize olur, CAMKII ve diger kinazlarla fosforilatif duruma geger. HSE promotoruna
baglanarak transaktivasyonu gercgeklestirir. Aktif HSF1 polimeraz-II'nin PIC kompleksinden ayrilmasini tesvik eder ve hsp70
MRNA transkripsiyon hizinda guglu bir artis olur. Isi soku hsp70 geninin hiperasetilasyonunu tegvik eder; bu HSF1’in HSE'ye
gecmesini arttirir. Post-transkripsiyonel fazda, biriken yigin mRNA PKR (protein kinaz R) araciligiyla stabil kalir. Pre-
translasyonel fazda hsp70 mRNA'’sI IRES (Internal ribozom giris yeri) araciligiyla translasyona ugrar.
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Hucresel stres yaniti ayrica hucre iginde kalsiyum iyon konsantrasyonunun
artmasina ve fosfolipaz C ve A1 gibi enzimlerin tesvik edilmesine neden olur. Bu
iki enzim Is1 soku yanitinda hayli 6nemli ikincil mesajcilardir ve sinyal
transdiksiyon kaskadini tetiklerler. Bu islem HSF1’in fosforilasyonunu etkileyebilir.
Bunun yaninda MAPK kaskadlarini tetikleyen isi sensorleri hlicre membraninda
bulunmaktadir ve bu da membrandaki fiziksel degisimlerin 1s1 soku yanitiyla alakah
oldugunu dusundurmektedir [109]. Memeli bobrek hlcreleriyle yapilan ¢alismalara
gore, ATP seviyeleri esik degerin altina dustuginde, HSF1 trimerizasyonunun
tetiklendigi, ancak fibroblast ve bobrek hucrelerinden gelen sonuglara goére ise
HSF1, Hsc70 ve Hsp70’in birlikte daha dinamik ve bagimsiz bir rol oynadigi ve
Hsc70’in HSF1 aktivasyonunda gerekli oldugu, Hsp70 transkripsiyonunda da bu
yolla rol aldigi bildirilmistir [97]. Hsc70’i hedefleyen siRNA’lar (kiguk interferans
RNA'lar) ile transfekte edilen memeli hicrelerinde HSF1 aktivasyonunda 6nemli
dizeyde azalma ve HSF'in hedef genlerinde azalma, Hsc70 ekspresyonunda
indirgenme, buna muteakiben de stresle indtklenmis apoptoz rapor edilmistir [97],
[110]. Bunun yani sira, Hsc70 asiri miktarda ifade oldugunda, is1 soku olmasa bile
HSF1 trimerizasyonunun ve DNA baglama aktivitesinin induklendigi bildirilmistir
[110]. Bu sonuglar Hsc70’in HSF1 aktivitesi icin gerekli oldugu ve kritik bir
regulatori vazifesi gorduguni isaret etmekte, ancak balikta bu regulasyonun
HSF1 aktivasyonunda aldigi rol gelecek calismalar icin arastirma konusu
olabilecektir [97].

DNA Baglanma Lésin Fermuan Liisin
Biélgesi 1-3 Fermuan 4

—(

Negatif Transaktivasvon
Regiilasyon Domaini
Domaini

Sekil 1.6 HSF1 Domain ve Lésin Fermuarlarinin inert Monomerik Formda
Gosterilmesi [109]. Kalin barlar konstitutif fosforilasyon alanlarini gostermektedir.
Ldsin fermuari 1-3 ve 4 bolgeleri monomerik formda iligki halindedirler, ancak stres
kosullarinda 16sin fermuar 1-3 bolgeleri ile diger monomerik HSF1 formlarinin 16sin
fermuar 1-3 bdolgeleri arasinda yeni etkilesimler olusur ve bu trimerizasyonu saglar.
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Organizmalarda dort olasi 1s1 soku faktoru vardir. HSF1 memeliler ve evrimsel
olarak daha ilkel vertebratlarda temel transkripsiyon faktoriadir. HSF4'Un konstitatif
olarak ifade edildigi ve HSF2 ifadelenmesinin ise gelisimin farkli asamalarinda
g6zlendigi bulunmustur. Aves’de (Kuslar) stresle induklenen temel transkripsiyon
faktort HSF3'tur. Stres yoklugunda ise HSF1 sitoplazmada monomerik bir halde
Hsp70’e bagli olarak bulunur. Stres tespit edildiginde Hsp70 veya ubikitin
HSF1’den ayriir ve bu da homotrimerizasyona, ardindan da nukleusa
transportuna ve kinazlarla hiperfosforilasyonuna yol acar. HSF1lin HSE'ye
baglanmasinin regulasyonu 1s1 soku baglanma proteini 1 (Hsbp1) araciligiyla olur
ki; bu protein Hsp70 ile negatif geri beslemeyi ve boylece sentezi baskilama rolinu
Ustlenebilmektedir [111].

Zebra balgindan (D. rerio) klonlanan ilk HSF1 zHSF1a olarak, fazladan 78 baz
cifti iceren diger izoformu ise zHSF1b olarak adlandiriimistir (toplam 2377 baz
cifti). zHSF1'de insersiyon kismindan hemen once lokalize olmus iki sistein
rezidUsu insert dizideki iki histidinle birlikte varsayimsal bir ¢inko parmak motifi
olusturabilir. Rabergh ve ark.’nin [112] ¢alismalarina goére zHSF1b solungag¢ ve
karacigerde gonadlara nazaran farkli regule edilmekte ve isI sokuna yanitta
dokular arasinda gorulen varyasyon ise bir organizmanin sicaklik limitlerinin belirli
dokularda saglandigi hipotezini desteklemektedir. Zebra baliginda (D. rerio) iki
farkh zHSF1 olmasi, alternatif splizing’in hicre ve stres etkenine 6zgl gen

ekspresyonu igin bir mekanizma saglayabilecegine isaret etmektedir [112].

Amino asit homoloji analizi, omurgall Hsp70 ailesinin 1si ile induklenebilir yelerinin
gegici olarak alti kime halinde siniflandirilabilecegini gdstermistir. Bunlar balik
Hsp70’i, memeli testis-spesifik Hst70’i, memeli Hsp70B’si, memeli MHC-bagdlantih
Hsp70’i, kus Hsp70i ve amfibi Hsp70’i olarak sayilabilir. Molekuler filogeni
analizlerine gore, balik Hsp70'’i genetik olarak iki farkli gruba, balik Hsp70-1 ve
balik Hsp70-2 olarak ayrilabilir. Bu gruba bagl iki farkh Hsp70 izoformu
bulunmasi, baliklarda evrimsel farkllasma sirasinda is1 indukli Hsp70 geninin
duplikasyona ugradigini dusundurmektedir [113]. Sekil 1.7’de Hsp70 ailesinin
filogenetik siniflandirmasi ve gen yapilari gérilmektedir.
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Lebra Baha insan

zebrafish hsp70-c1g9500 (Chr.8) human MHC-linked Hsp70 (Chr. 6)
— - HspTOHOM  Hsp70-2 Hsp70-1
Constitutive <« —> »
Testis-specific  Heat-inducible Heat-inducible

zebrafish hsp70 (Chr.16)
human Hsp70B' (Chr. 1)  human Hsf70 (Chr. 14)
hsp70-a hsp70-b

Heat-inducible Testis-specific
Heat-inducible  Constitutive a

Sekil 1.7 HSP70 Ailesinin Filogenetik Siniflandirmasi ve Gen Yapilari [113]. Zebra
baligi (D. rerio) genomunda l¢ kopya Hsp70 geni bulunur. Hsp70-a 1si ile
induklenebilen tek Hsp70’dir. Hsp70-a ile Hsp70-b kromozom 16 lzerinde u¢ uca
dizilmiglerdir. Hsp70-ctg9500 ise kromozom 8 Uizerinde bulunur. insan genomunda
bes kopya Hsp70 geni bulunur. Hsp70-1, Hsp70-2 ve Hsp70B’ s ile
induklenebilirdir. Hst70 ve Hsp70HOM testis spesifiktir. Oklar bu genlerin 1si ile
indUklenebilirligini gostermektedir.

Balikta primer, sekonder ve tersiyer stres yaniti bulunmaktadir. Primer indikatorler
néroendokrin/endokrin  yanitlarla iligkilidir. Sekonder indikatorler glukoz
metabolizmasindaki ve hematolojik parametrelerdeki degisimler gibi metabolik
degisimleri kapsamaktadir. Sekonder indikatorler ayrica Hsp’leri igeren birkag
proteinin ekspresyonunda meydana gelen degisimleri de kapsar. Tersiyer
indikatorler nekroz, hicre buyukligu ve seklinde degisiklik, enerji depolama ve
sitoplazmik enzim profillerindeki degisiklik ve populasyon seviyelerinde degisiklik
gibi indikatorleri kapsar. Hsp’lerdeki degisimler stres indikatorleridir: Kullanigl
biyobelirte¢ olarak dnemli olduklarini kanitlamaktadir. Baliklar, dogal ¢evrelerinde
bir dizi stres etkeniyle karsilastiklarindan ve farkli stres etkenlerine maruz
kaldiklarindan, deneysel olarak Hsp ekspresyonu calismak igin vazgecilmez bir

model organizma teskil etmektedirler [97].

Endustriyel ve diger aktivitelerle ¢evreye birakilan birka¢ bin kimyasalin cevre
uzerinde dogrudan ve dolayh etkileri vardir. Bu kimyasallarin kimyasal analizlerle
biyoyararlanimlari degerlendirilebilir. Eger hedef molekul hicre detoksifikasyonu
veya onariminin bir parcasi ise, bu biyolojik molekulin gen ekspresyon analizi,
kimyasalin biyolojik sistemler Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin tahmini bir

deger verebilir. Yani stres proteinlerinin indiklenmesi, organizmanin stres
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durumunu ve stresin hangi seviyede oldugunun degerlendirilebilmesini saglar.
Sentezlenen Hsp’ler ile stresin seviyesi arasindaki korelasyon, genel stres yaniti
ve toksisite seviyesinin degerlendirilebilmesi ic¢in bir indikatdér olarak stres
genlerinin ekspresyonunun kullaniimasi fikrini dogurmustur. Baslangi¢ olarak
Hsp70 sentezinin regulasyonu isi, amino asit analogu ve agir metaller gibi sinirli
sayida gugclu indukleyicilerle galigiimig olmasina ragmen, son on yilda gevresel
risk degerlendirmesi c¢alismalarinda Hsp70’in kullaniimasi ivme kazanmigtir.
Birgok arastirmaci gevre Kirliliginin bir biyobelirteci olarak Hsp70 ekspresyonunun
indUksiyonunu kullanmigtir [100]. Hsp70 seviyelerindeki artigin daha 6nce polisiklik
aromatik hidrokarbonlara maruziyetle [114], agir metallere [115] ve pestisitlere

[116] maruziyetle korelasyon gdsterdigi rapor edilmigtir.

1.5.1.1 Is1 Soku Proteinleri ile Yapilan Ekspresyon Galismalari

Sazan baligi (C. carpio) ile yapilan bir calismada ortam sicakliginda +14°C’lik bir
degisim 3 saat boyunca uygulanmig, Hsc70-1 izoformu transkript seviyeleri
karaciger ve kas dokusunda degismemis, bu sicaklik degisiminin 30. dakikasinda
Hsp70 transkript seviyelerinde karacigerde 2,5 kat, kasta ise 1,25 kat artis
gozlenmistir. Ayni calismada -7°C’lik bir sicaklik degisikligi 2 saat boyunca
uygulandidinda kas dokusunda Hsc70-1 izoformu transkript seviyelerinde %50
azalma bildirilmigtir [107]. Koho somon baliginda (Oncorhynchus kisutch) ¢inko
maruziyeti ve sicaklik artigiyla birlikte solunga¢ ve karaciger dokularinda Hsp70
seviyelerinde azalma go6zlenmis ve bu dusus, enerji kaynaklarinin hucresel protein
sentezinden ziyade stres etkenleriyle mucadele igin gereken metabolik islemler
yonunde harcanmis olabilecegini dustindirmastir [117]. Gokkusagl alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) bir poliaromatik hidrokarbon ve aril hidrokarbon
reseptorinin agonisti olan B-naftaflavon karaciger Hsp70 seviyelerinde artisa
sebep olmustur [114]. Juvenil kedi baldi (Pseudobagrus fulvidraco)
ovaryumlarinda B-naftaflavona maruziyet sonucu Hsp70 ekspresyonunda gorilen
azalma, apoptoz artisi ile korelasyon goOstermigtir. AhR  agonisti
dimetilbenz[a]antrasen ile muamelede benzer etki gb6zlenmis ve Hsp70
seviyesindeki azalmanin AhR’nin tesvik edilmesi araciigiyla oldugu o6ne
surtlmastir [118]. Ancak agartiip o6gutilmas kagit atigi (BKME) ile muamele
edilmis Catostomus commersonii ovaryumlarinda Hsp70 seviyeleri ve apoptozda
artis goézlenmistir [119]. Deniz cipura bahdi (Sparus aurata) karaciger Hsp70
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seviyelerinde agir metaller ile maruziyette onemli derecede artig gozlenmigtir
[120]. Kara kayabalginda (Gobius niger) 173-0stradiol ile maruziyet sonrasi
karaciger Hsp70 mRNA transkript seviyelerinde artis rapor edilmis [121], ancak
tath su baligi Poeciliopsis lucida hepatoma hucre hattinda bakir ile muamele
sonucunda Hsp60 ve Hsp70 seviyelerinde iki kat artig gozlenirken, 173-6stradiol
ile muamele sonucunda Hsp70 seviyelerinde degisiklik gozlenmemis ve bakir ve
17B-0stradiol birlikte uygulandidinda Hsp70 yanitinda %51 inhibisyon rapor
edilmistir [122]. Memelilerde Hsp90 ve Hsp70, Ostrojen reseptdrinin dstrojen
baglamasini kolaylastiran birer parcasi oldugundan, 6strojen maruziyeti hicresel
Hsp seviyelerini etkileyebilmektedir [123]. Hsp70 geni antisense ile bozulmus
zebra balgr (D. rerio) embriyolarinda kuglik goz fenotipi tespit edilmig, lens
bdlgesinde apoptoza yonelim gézlenmis ve Hsp70’in zebra baligi géz gelisiminde
anti-apoptotik bir faktor oldugu One suralmustar [124], [125]. Gokkusagi
alabahginda (O. mykiss) is1 sokunun plazma Hsp70 seviyelerine etkisi ise 1.
gunde 1,6 kat azalma, 4. ve 7. gunler arasinda ise anlamli artislar rapor edilmigtir.
7. gun 1s1 soku grubu ile kontrol plazma Hsp70 seviyeleri arasindaki fark
anlamsizlagmistir [111]. Sazan baliginda kadmiyum maruziyetinden 10 saat sonra
karaciger Hsp70 gen ekspresyonunda 15 kat artis gozlenmis, Hsc70-1
izoformunun ekspresyonunda 96. saatte 13 kat, Hsc70-2 izoformunun
ekspresyonunda ise 3 kat artis tespit edilmistir [107]. Ayni calismada kas
dokusunda (¢ genin ekspresyonunda da bir artis bildiriimemistir. Toprak
solucaniyla (E. fetida) yapilan bir g¢alismada, yuksek dozda AHTN (6-asetil-
1,1,2,4,4,7-hekzametiltetralin) ve HHCB (1,3,4,6,7,8-hekzahidro-4,6,6,7,8,8-
hekzametilsiklopenta-y-2-benzopiren) maruziyetinden 48 saat sonra Hsp70 gen
ekspresyonunda 6nemli seviyede azalma tespit edilmis; bu azalma oksidatif
stresin bir sonucu olarak degerlendirilmistir [126]. Buna kargin, atrazin, klorpyrifos
gibi temiz su kaynaklarini kirletici pestisitler ile olusturulan oksidatif stresin ve
oksijen radikallerinin erken faz Hsp70 mRNA ekspresyonunu siganda kalp, zebra
baliginda (D. rerio) karaciger ve sazan baliginda (C. carpio) solungag, karaciger
ve kalp dokularinda indukleyebildigi bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
[127]-[129]. Karagbz baliginda (Mylio macrocephalus) ise oksidatif stresin Hsc70
gen ekspresyonunu indukledigi, ancak Hsp70 mRNA seviyelerinde bir degisikligin
tespit edilmedigi bildirilmistir [130]. Akut toksisite ¢alismalarinda Hsp70 mRNA

seviyelerinde duzenli degisiklikler goriimemekle birlikte oksidatif stresin Hsp70
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ekspresyonunu nasil etkiledigi hentz aydinlatilamamigtir [126]. Sinha ve ark.’nin
[131] sazan bahgi (C. carpio) ile yaptigi bir calismada, ylksek amonyak maruziyeti
ve aclikta ortaya cikan proteotoksisiteye karsi, Hsp70 ekspresyonunda 6nemli
artis bildiriimis ve bu artisin hicrede biriken denatlire olmus proteinlerle basa
cikmak ve homeostazi saglamak igin bir stres yaniti oldugu disundimustir. Ancak
gOzardi edilmemesi gereken, hiicre bir kez normal fonksiyonuna dondugunde,
biriken fazla saperonlar, Hsp70 icin transkripsiyonel regulasyonu inhibisyon

yonunde etkileyecektir [103].

Airaksinen ve ark.’nin [132] gOkkusagi alabaligi (O. mykiss) hepatositleri ile
yaptiklari bir galismada 1s1 sokuna yanitta Hsp70 indiksiyonunun bir HSF1-benzer
proteinin  DNA baglanma aktivitesiyle iligkili oldugu rapor edilmigtir.
Hipofisektomize edilmis siganlarda zapt ediime stresine ragmen Hsp70
induksiyonu  gozlenmemis, ancak ACTH (adrenokortikotropik hormon)
enjeksiyonunun ardindan Hsp70 mRNA seviyelerinde artig tespit edilmigtir [133].
Bu sonuclar hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseninin  Hsp70 ekspresyonuyla
fonksiyonel iligkisi oldugu ihtimalini desteklemekte [134] ve in vitro galismalarin
yaninda in vivo ¢alismalarin da yapilarak stres yanitinin ve etki mekanizmasinin
canli organizma sisteminde butlincil olarak aydinlatilmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Sung ve ark.’nin sazan balidinda yaptidi bir ¢alismada, o6limcul amonyak
toksisitesine kargl solunga¢ ve kas dokularinda Hsp70 ekspresyonunda artis
gOzlendigi ve bu artis ile hucresel koruma saglandigi bildirilmigtir [135]. Kontamine
edici toksik maddelere maruziyette, Hsp70 ekspresyonunda tespit edilen
induksiyon (veya inhibisyon) ile hicrenin yasamsal faaliyetlerini saglayan
aktiviteler arasinda ters iliski bulunmasi, hem hicredeki Hsp70 havuzunun
daralmasi ile induklenmis Hsp70 ekspresyonu arasindaki iligkiyi, hem de sitotoksik
maddelerin tespit edilmesinde Hsp70 ekspresyon seviyelerinin biyobelirte¢ olarak

kullaniimasi imkanini sunmaktadir [136]—-[138].

1.5.2 Cevresel Stres, Oksidatif Stres ve Ksenobiyotik Metabolizmasi

Canl organizmalar stresin bircok turuyle karsi karsiyadir. Bu, cevreleriyle
etkilesimin dogal bir sonucudur. Sucul veya karasal yasamda canl sistemlerinin
kargilastigi abiyotik maddelerin hepsi potansiyel birer stres faktorudir. Canliya

disaridan giren herhangi bir kimyasal ajan, ilag, pestisit ve hatta diyetle alinan gida
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maddeleri ksenobiyotik olarak adlandirilir ve organizma tarafindan metabolize
edilmesi sonucunda canlida mutlaka biyokimyasal degisiklikler meydana getirir.
Cevresel olarak induklenen stres, canlida genellikle reaktif oksijen turlerinin (ROS)
endojen Uretimine yol acar. Reaktif oksijen tlrlerinin gogu hlcresel solunumun yan
urtnleri olarak dretilirler. Sucul canlilar, sanayi atik sulari ve i¢ sularin insan
yapimi atiklarin kontaminasyonuyla olduk¢ca yuksek duzeyde kirlilige maruz
kalirlar. Bu ylzden sucul canlilarda oksidatif stres calismalari oldukga fazladir.
Stres etmenlerinin canlidaki etkisi dogrudan reaktif oksijen turlerinin olusmasi
yonunde olabilecegi gibi organizmanin antioksidan potansiyelinin
azalmasi/tuikenmesi ya da hucresel polar moleklllere dogrudan baglanma
seklinde de olabilir. Oksidatif stresi ilk olarak Sies 1985'te tanimlamistir. Tanima
gore, prooksidan/antioksidan sistemlerde dengenin birincisi yonune kaymasiyla
olusan duruma “oksidatif stres” denir [139]. Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin
bir sekilde, hiucre komponentlerine, metabolizmasina ve dizenlenmesine zarar
verecek kadar yiksek konsantrasyona ulagsmasiyla olur. Pestisitler, karbohidratlar,
metal iyonlari ve agir ilagc dozlamalari, ses, UV radyasyon ve asiri 1sinma,
enfeksiyon ve bakteriyel patojenler oksidatif stres olusturabilmektedir [140]. ROS’a
ek olarak, yine endojen olarak uretilen kiguk, reaktif sinyal molekulleri olan nitrik
oksit gibi reaktif nitrojen turleri (RNS), hidrojen silfit ve anyonu, karbon monoksit
(reaktif karbon tdrleri), reaktif klorin turleri ve reaktif sulfir turleri gibi molekdiller
bilinmektedir [141], [142]. Memelilerde endojen reaktif oksijen turlerinin kaynaklari
olarak NADPH oksidaz ve yedi izoformu, mitokondrial solunum zinciri,
endoplazmik retikulumda flavoenzim EROL1, ksantin oksidaz, lipooksijenazlar,
siklooksijenazlar, sitokrom P450’ler, flavin-bagiml demetilaz, poliamin ve amino
asit oksidazlar sayilabilir. Serbest bakir veya demir iyonlari, hem gruplar veya
metal depo proteinleri siiperoksit anyonu (02%) veya hidrojen peroksiti (H2O,)
hidroksil radikaline (OH") cevirebilirler. Tablo 1.7'de reaktif oksijen tirlerinin

kaynaklari ve katabolizmalarina aracilik eden biyolojik makromolekuller verilmistir.

Nitrik oksit sentazlar da, kofaktorleri olan tetrahidrobiyopterin veya ko-substrati L-
arjinin  tukendiginde reaktif oksijen tarleri Uretebilirler. L-arjinaz L-arjinini
bitirdiginde, nitrik oksit sentazlar NADPH'dan turetilmis elektronlarini arjininin
guanidino nitrojenleri yerine oksijene bagislar ve hem superoksit hem de nitrik

oksit (NO") agiga cikar. Bu tirler ise birbirleriyle reaksiyona girerek peroksinitrit
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(OONO), akabinde de gugli oksidantlardan hidroksil radikali ve nitrojen dioksit

radikali (NO3") olustururlar. Bu radikaller, redoksa duyarli sisteinleri peroksitlere
gore 100 kat hizli oksitleyebilirler [141].

Tablo 1.7 Reaktif Oksijen Turleri Kaynaklari ve Katabolizmalar [141]

Ekzojen ROS
Kaynaklari

Endojen ROS Kaynaklari

Katabolik Antioksidan
Molekuller

Sigara

Hava kirleticileri
UV radyasyon

y-irradyasyon

ilaglar, kimyasallar,
ksenobiyotikler

NADPH oksidazlar

Mitokondri
ER flavoenzim ERO1

Ksantin oksidaz

Lipooksijenazlar

Siklooksijenazlar
Sitokrom P450 enzimleri

Flavin-bagimh demetilaz

Superoksit dismutaz

Katalaz
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon redtiktaz

Tioyoredoksinler

Tiyoredoksin rediktaz
Metiyonin sulfoksit rediktaz

Peroksiredoksinler veya

peroksinitrit rediktaz
Poliamin ve amino asit
oksidazlar

Nitrik oksit sentazlar
Serbest demir ve bakir
iyonlari

Hem gruplari

Metal depolayici proteinleri

Yakin gecmise kadar

antioksidan sistemlerin stperoksit dismutaz, katalaz ve

glutatyon redoks doénguslu enzimlerinden ibaret oldugu saniliyordu, ancak bugin

bunlara ek olarak,

tiyoredoksin peroksidaz (peroksiredoksin) [143],

[144],

tiyoredoksin rediktaz ve metiyonin sulfoksit reduktaz enzimleri de bilinmektedir

[141], [145]. Bunun yaninda superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon reduiktaz,

glutatyon-S-transferaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ginimizde halen en

guvenilir ve vazgecilmez oksidatif stres biyobelirtegleri olarak kullaniimaktadirlar

[146]-[148]. Metabolik detoksifikasyon icin belirlenen kompleks enzimatik yollar
Sekil 1.8'de gorulmektedir.

33



Fovalent Baflanma 1

DA

-Frotein Oksidatif Hasar
DN A
-Froteinler
-Lipitler

Sekil 1.8 Metabolik Detoksifikasyon ve Reaktif Oksijen Tirlerinin Uretilmesi [149]. Antioksidant metabolizma 3
fazda incelenir. Faz | reaksiyonlari (transformasyon) lipit peroksidasyonlari, aromatik hidroksilasyon, alifatik
hidroksilasyon, dehalojenasyon reaksiyonlarinin, sitokrom P450ler gibi oksidazlar ve oksijenazlarla veya
dehidrogenazlarla gergeklestigi ve ksenobiyotiklerin ya da endobiyotiklerin, yagda ¢oziunen bilesiklerin daha
polar, suda ¢ozunlr ara bilesiklere donusturaldigu ilk basamaktir. Burada olusan superoksitler, epoksitler,
hidroksilli bilesikler gibi ara bilesikler faz Il reaksiyonlarinin (konjugasyon) substratidirlar. Faz I'de olusan ara
bilesikler hemen atilabilecek kadar polar ya da zararsiz bilesikler olmadigindan Faz Il reaksiyonlarinda
konjuge molekullere doénuasturulirler. Faz Il enzimleri sutperoksit dismutaz, UDP-glukuronil transferaz,
glutatyon-S-transferaz, sulfotransferaz, metil transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz, kuinon
oksidorediiktaz gibi enzimatik konjugasyon fonksiyonlu biyomolekdillerdir. Nukleik asitler, proteinler gibi
hedefleri olan reaktif oksijen turlerinin daha polar, zararsiz, suda ¢6zinen ve atilmaya hazir bilesikler haline
donusturidlmesi organizma icgin hayati 6nem tasir. Faz Ill metabolizmasi ise donusturtlen konjuge toksinlerin
hiucre digina atilmasindan sorumludur.



1.5.2.1 Sitokrom P450: Oksidatif Stres ve Kirlilik Biyobelirteci Olarak CYP1A
Sitokrom P450 monooksijenaz -substratina iki oksijen atomundan yalnizca biri
katildigi icin monooksijenasyon reaksiyonu denir- enzim sistemi ksenobiyotik ve
endobiyotiklerin, prostaglandinlerin, I6kotrienlerin metabolizmasinda faz |
reaksiyonlarinda gorevli en 6nemli enzim ailesidir. Bunlar "hem" grubu iceren
proteinlerdir ve birincil olarak karacigerde, bunun yaninda barsak lUmeninde,
akcigerlerde, bdbreklerde ve beyinde bulunurlar. Hicre igcinde diiz endoplazmik
retikulumda (SER) ve mitokondri i¢ membraninda lokalize olmusglardir. "450"
rakami; "hem" iceren karaciger pigmentlerinin, karbon monokside baglandiktan
sonra absorbe ettigi 1s1gin dalga boyunun nanometre olarak en ylksek degerini
ifade eder [150]. P450 enzimleri hidroksilasyon, N-, O-, S-dealkilasyon,
deaminasyon, oksijenasyon, epoksidasyon, desulfirasyon, dehalojenasyon, N-
oksit reduksiyon ve sulfoksidasyon gibi bircok farkli tepkimeyi katalize ederler
[151]. Metabolize edilen lipofilik maddeler, daha polar hidrofilik bilesiklere dénusgur
ve bu sekilde vicuttan atilmalari olanakli hale gelir. Metabolitler siklikla ana
molekilden daha az aktiftirler, ancak aktif de olabilirler. Metabolitlerin toksik,
karsinojen veya teratojen olmalari da mumkundur. Metaboliti karsinojen olan bir
maddeyi metabolize eden enzimin induksiyonu dogal olarak karsinojen etki
yapacaktir [152]. Ksenobiyotiklerin sitokrom P450-aracili metabolizmasinin amaci,
onlari vucuttan atmak olmasina ragmen, paradoksal olarak bu metabolizma ayrica
yiuksek diizeyde reaktif elektrofilik metabolitler de tretebilir. P450 enzim sisteminin
substratina karsi segiciligi ¢ok azdir [153]. Boylece vicuda giren herhangi bir
ksenobiyotigi detoksifiye edebilir, ancak bu 6zellik enzimatik reaksiyonun hiziyla
ters orantiidir [154]. Bu metabolitler ¢cok onemli hicresel bilesenlerle, hucre
o0lumune yol agabilen, toksisitenin yukselmesini saglayan kovalent etkilegimler
yapabilir ya da, takiben DNA ile etkilesen, tumor gelismesini ilerleten mutasyonlari
indukleyebilir. Alternatif olarak, bu reaktif metabolitler molekiler oksijenle

etkilesime girerek hlcreyi zor duruma iten reaktif oksijen tirleri Gretebilirler.

2000’'li yillara kadar evrensel olarak iki tip P450 enzim sisteminin var oldugu
saniliyordu. Bakteriyel ve mitokondriyel olanlar tip I, mikrozomal olanlar ise tip Il
diye adlandirildilar. Tip | P450 sistemi U¢ bilesenliydi. Bunlar FAD (flavin adenin
dintkleotit) iceren bir flavoprotein (NADPH veya NADH rediktaz), demir-stlfurlt
protein ve P450 idi. Tip Il ise iki bilesenliydi ve bunlar ise FAD ve FMN (flavin
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mononukleotit) bir flavoprotein olan NADPH:P450 rediktaz ve P450 idi [151].
Ancak yeni bilgiler 1s1ginda P450 sistemleri artik on baglik altinda incelenmekte ve
romen rakamlariyla adlandinimaktadirlar [155]. Yeni bulunan bazi P450
monooksijenazlarda, molekuler oksijenin reduktif aktivasyonu icin elektron transfer
zincirinden redoks eslenik kaynagi olarak baska redoks partneri protein bilesenine
ihtiyac duyulmamaktadir. Cogu P450 sistemi ise NAD(P)H gibi bir elektron
dondriinden transfer edilen elektronla oksijeni reduktif parcalayip substrati bir
oksijen atomu ile birlestirir. Bu klasik P450 reaksiyonu Sekil 1.9’da gosterilmigtir.
P450 sisteminde prostetik grup demir protoporfirindir ve hem grubu iki farkli spin
durumunda bulunur. Bunlar duguk (hekza) ve yuksek (penta) spinli durumlardir ve
demir atomunu ceviren elektronik kalkanlar olarak tanimlanirlar. P450 molekulu
substrata baglaninca kalkanda meydana gelen irritasyon demirin hekzadan
pentaya gecisini saglar. Substrata bagli penta koordinasyonu (-170 milivolt),
substrata baglanamayan hekza durumuna goére (-270 milivolt) daha pozitif ve
oksidan oldugundan NADPH’dan gelen elektronlarla indirgenebilir. Hem demiri
Fe*den Fe*ye indirgendiginde oksijen hem demirine baglanir ve iki elektron
teker teker transfer edilir. Oksijen baglandiktan sonra sisteme substrat girer ve
reaktif oksijen turleri olusarak sistemden ayrilirlar [151].

P450-3
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Sekil 1.9 Sitokrom P450’nin Katalizledigi Temel Hidroksilasyon Reaksiyonu [151]

Sinif | ve Sinif [l P450 sistemleri klasik sistemlerdir. Sinif I'in bakteri versiyonunda
tum proteinler suda ¢ozunurdur, fakat Okaryotlardaki versiyonunda yalnizca
ferredoksin mitokondri matriksinin ¢oztndr bir proteinidir ve rediktaz ile sitokrom
P450 mitokondri ic membranina baglidirlar. Elektron dondrii NADH, ferredoksin
ise [2Fe-2S] tipidir [156]. Sinif |l P450 sistemi hem endojen hem ekzojen
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bilesiklerin oksidatif metabolizmasindan sorumludur ve Okaryotlardaki genel P450
sistemidir. Sinif Il P450 sistemi Okaryot endoplazmik retikulumuna yerlesmistir ve
iki integral membran proteininden olusur: sitokrom P450 ve prostetik grubu FAD ve
FMN olan P450 rediuktaz. Sinif Il prokaryotlarda vyalnizca Streptomyces
carbophilus’da bulunur ve CYP105A3 ile P450 reduktazdan olusur [157]. Sinif llI
ise U¢ bilesenli yeni bir bakteriyel P450 sistemidir. Bu sistemde elektronlar klasik
sinif | sisteminde oldugu gibi FAD ve demir-sulfir takimi ile degil, FAD ve FMN
redoks merkezleri araciligiyla transfer edilir. Sinif IV sistemi termofiliktir, 1siya ve
basinca dayaniklidir. indirgeyici esleniklerini NADPH bagimli bir flavoproteinden
elde etmeyen CYP119 bu sistem icin karakteristiktir [157]. Sinif V yeni kesfedilen
bir sistemdir ve NADPH bagimli rediktaz ile P450-ferredoksin flizyon proteininden
olusur. Sinif VI sisteminin sinif V'den farki flavodoksin-P450 flizyon proteinidir.
Sinif VIl sisteminde digerlerinden farkli olarak P450 rediktaz ile diflavin reduktaz
partneri ayni polipeptit zincirinde bulunur ve katalitik olarak kendi kendine
yeterlidir. Sinif IX mitokondriyal ve sitozolik fraksiyonlarda bulunur ve aslinda bir
nitrik oksit reduktazdir. Sinif X ise allen oksit sentaz, yag asidi hidroperoksit liyaz,
divinil eter sentaz, prostasiklin sentaz ve tromboksan sentazi kapsar. NADPH ve
rediktazdan bagimsizdir. Oksijen molekullne ihtiyagc duymaz ve substratin agil
hidroperoksidini oksijen donoérlu olarak kullanir [157]. Tablo 1.8'de P450
sistemlerinin elektron transferinden sorumlu protein bilesenlerinin topolojisine gore

siniflandinimasi verilmigtir.

Sitokrom P450 ailesi birgok alt aileden olugur. Alt aileler filogenetik olarak
birbirleriyle akraba degillerdir ve CYP1A1, 1A2, 2E1, 7A1, 11A1, 11B1, 17A1,
19A1, 21A1 gibi farkli gen gruplarindan olusmuslardir. Memelilerdeki CYP1A1 ve
1A2, sicanlardaki CYP2D demeti gibi bazi P450 gen demetlerinin duplikasyonuyla
ortaya gikmiglardir [151]. Bazi sitokrom P450 izoformlari yalnizca belli organlarda
lokalize olmuslardir. CYP4B1 akcigerde, CYP2S1 akciger ve barsakta, CYP2U1
beyin ve timusta bulunur [158]-[160]. Sitokrom P450 aileleri Sekil 1.10’da
gosterilmistir. CYP1, 2 ve 3 aileleri ksenobiyotik metabolizmasinda gorev alan en
onemli ailelerdir ve substratlari olan alkol, benzopiren ve diger karsinojenitesi
yuksek aromatik hidrokarbonlu bilegiklerle olduk¢ca ylksek dizeyde
induklenebilirler [161], [162].
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Tablo 1.8 Elektron Transferinde Gorevli Protein Bilesenlerinin Topolojisine Gore
P450 Sistemleri [157]

SiniffKaynak Elektron Transport Zinciri Lokalizasyon/Ozellik
Sinif | Bakteriyel NAD(P)H>[FdR]>[Fdx]*>[P450] Sitozolik, ¢ozunar
| Mitokondriyel NADPH>[FdR]>[Fdx]>[P450] P450: i¢c mitokondri
membrani
FdR: membranla
iligkili
Fdx: mitokondri
matriksi, ¢ozunur
Sinif | Bakteriyel NADH>[CPR]>[P450] Sitozolik, ¢ozunar
I Mikrozomal A NADPH>[CPR]>[P450] Membrana bagli, ER
Mikrozomal B NADPH>[CPR]>[cytb5]>[P450] Membrana bagli, ER
Mikrozomal C NADH>[cytb5Red]>[cytb5]>[P450] Membrana bagdli, ER
Sinif | Bakteriyel NAD(P)H>[FdR]>[Fldx]>[P450] Sitozolik, ¢ozunar
11
Sinif | Bakteriyel Pirtvat, Sitozolik, ¢ozunur
v CoA>[OFOR]>[Fdx]>[P450]
Sinif | Bakteriyel NADH>[FdR]>[Fdx-P450] Sitozolik, ¢ozunur
\Y
Sinif | Bakteriyel NAD(P)H>[FdR]>[Fldx-P450] Sitozolik, ¢ozunar
VI
Sinif | Bakteriyel NADH>[PFOR-P450] Sitozolik, ¢ozunur
VII
Sinif | Bakteri, fungi NADPH>[CPR-P450] Sitozolik, ¢ozunar
VIII
Sinif | Sadece NADH>[P450] Sitozolik, ¢ozunur
IX NADH
bagimli, fungi
Sinif | Bitki ve [P450] Membrana bagli, ER
X memelilerde,
bagimsiz

Fdx: Demir-sulfir redoks merkezi; FdR: Ferredoksin rediiktaz; CPR: sitokrom
P450 reduktaz; Fldx: Flavodoksin; OFOR: 2-oksoasit:ferredoksin oksidorediktaz;

a.

PFOR: fitalat ailesi oksijenaz reduiktaz; Fdx iceren demir-sulfur takimi
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Sekil 1.10 Sitokrom P450 Ailelerinin Filogenetik Siniflandirmasi [163]
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Sigara dumaninda bulunan benzen, nitrozaminler, 1,3-butadien gibi prokarsinojen
sitokrom P450 izoformlarindan CYP2E1

karsinojenik etkilerini olusan toksik drtnler yoluyla gosterirler. Aktive edilmis

maddeler ile aktive edilirler ve
benzen nikleik asitlere dogrudan baglanabilir. N-nitrozodimetilamin ise alkolle
induklenebilen faz | enzimlerinden CYP2E1 metabolizmasiyla alfa karbonu
[164].
metabolizmasinda rol alan baslica sitokrom P450 izoformlari ise CYP3Al,
CYP3A4, CYP2EL, CYP2D1-2 ve CYP2CE’dir [165]. Tablo 1.9'da baslica sitokrom

hidroksillenmis metilleyici ajanlara donugturularler Karacigerde ila¢

P450 ailelerinin ozellikleri verilmistir.

Tablo 1.9 Sik Caligilan P450 Alt Ailelerinin Ozellikleri [151], [166]-[168]

Enzim | Substrati indiikleyicileri inhibitérieri

CYP1A | Asetaminofen, teofilin, Sigara dumani, Siprofloksasin,
kafein, fenasetin, kizartiimig enoksasin,
trikarboksilik asit yiyecekler, norfloksasin,
demetilasyon omeprazol fluvoksamin

CYP2C | Dapson, diazepam, Deksametazon, Amiodaron,
warfarin, tolbutamid, fenobarbital simetidin, sertralin
fenitoin

CYP2D | Beta blokdrler, debrisokin,  Trisiklik Klomipramin,
omeprazol, antidepresanlar desipramin,
dekstrometorfan, trisiklik (mirtazapin) fluoksetin,
antidepresanlar paroksetin, sertralin,
(mirtazapin) tioridazin

CYP2E | Asetaminofen, etanol Etanol, izoniazid Disulfiram

CYP3A | Sisaprid, kortikosteroidler, Karbamazepin, Simetidin,
siklosporin, dapson, glukokortikoidler, itrakonazol,
dekstrometorfan, fenobarbital, ketokonazol,
diazepam, ketokonazol, fenitoin, rifampin ~ makrolidler,
midazolam, warfarin, nifedipin, verapamil,
triazolam, teofilin sertralin, fluoksetin

Sitokrom P450 sistemi bakteri, fungi, bitki, balik, kus, sltringen, bdcek ve

memelileri de igine alan ¢ogu organizma turinde karakterize edilmistir [163].
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CYP1A alt ailesi en iyi karakterize edilmig P450 ailesi olmakla birlikte, poliaromatik
hidrokarbonlar (PAH) ve polisiklik arilaminler gibi ¢esitli ekzojen indukleyicilere
verdikleri tepkiler ¢ok calisiimistir. Bunun en belirgin nedeni, karsinojenlerin ve
diger toksik kimyasallarin metabolizmasinda ve aktivasyonunda rol almalaridir.
CYP1A alt ailesi iki genden olusur. Bunlar CYP1A1 ve CYP1A2'dir ve butin
memelilerde bulunmaktadirlar. Bu iki CYP1A alt ailesi %75 amino asit homolojisi
paylasmakta ve ortak indukleyicileri bulunmaktaysa da, transkripsiyonel
regulasyonlarinda farkhliklar bilinmektedir. CYP1A1 sadece karacigerde degil,
ayni zamanda akciger, deri ve bobreklerde de induklenmekte, ancak CYP1A2
yalnizca karacigerde induklenmektedir. Bunun yaninda, izosafrol CYP1A2'nin

indUkleyicisi olmasina ragmen CYP1A1’i induklememektedir [169].

CYP1A2 kusglar ve memelilerde bulunmasina ragmen baliklarda bulunmaz [170].
CYP1AZ'nin bir duplikasyonla 380 ile 320 milyon yil 6nce CYP1A1’den evrimlestigi
dusunudlmektedir. Diyet bilesenleri ve cgevresel kimyasallarin metabolizmasinda
hayati veya uUremeye yonelik bir avantaj saglamis olabilecegdi bildirilmigtir [170],
[171]. CYP1A enzimi substratlariyla indiklenebilir. Bunlar lipofilik dizlemsel
molekiller ve halkasal bilesiklerdir. CYP1A izoformlarinin metabolik olarak aktive
ettigi karsinojenler DNA’ya ylUksek derecede baglanirlar [172]. CYP1A
ekspresyonunun regulasyonu ksenobiyotik yanit elementince (XRE) saglanir. XRE
indUkleyicilerinin varliginda CYP1A sentezi arttirilir. Diger regulatér element temel
transkripsiyon elementi (BTE) olarak temel gen ekspresyonunda gorevlidir.
Sitoplazmik aril hidrokarbon reseptorine (AhR), ligandi olan poliaromatik
hidrokarbon bilegikleri baglandiginda XRE c¢aligir. Ksenobiyotikler bu kaskad ile
CYP1A mRNA sentezini arttirirlar ve protein seviyeleri yukselir [173]. Bu
induklenme, s6z konusu Kirleticilerin hassas, doz bagiml, tersinir ve 6zgun
biyobelirtecleri olarak kullanilabilir ve bazi ylksek seviyede toksik etkilerin
onceden tahmin edilebilmesine olanak saglayabilir.

Cevresel kirletici 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) CYP1A’nin prototip
indUkleyicisidir ve indliksiyon mekanizmasi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilir.
Ancak AhR’nin dimerizasyon partneri AhR nikleer translokatort (Arnt) TCDD
maruziyetine kargi tepkisizdir. AhR ve Arnt temel-heliks-loop-heliks (bHLH) ve Per-
Arnt-Sim (PAS) domainlerini de kapsayan transkripsiyon faktorleri ailesindendirler

[174]. Ligand varliginda AhR-Arnt heterodimeri olusur ve CYP1A geninin
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proksimal ve distal promotor bolgelerindeki TNGCGTG gibi ksenobiyotik yanit
elementlerine baglanir. AhR sinyallemesi yalnizca CYP1A izoformunu degil, UDP-
glukuronoziltransferaz 1A, NAD(P)H:kuinon rediktaz ve glutatyon-S-transferaz A2
gibi diger bazi stres enzimlerini de indukleyebilir [175]. AhR geni bakimindan
knock-out farelerde AhR prototipik agonistlerinin varliginda CYP1A induksiyonu
gOzlenmemigtir. CYP1A indUksiyonunun derecesinde tespit edilen varyasyon AhR

ve Arnt polimorfizmine baglh olabilir [173].

CYP1A induksiyonuna iligkin ¢alismalarda, AhR ve CYP1A induksiyonu arasindaki
iliskinin sanilandan daha karmasik oldugu sonucuna varilmigtir. Gokkusagi
alabaligi hepatositlerinde yapilan bir calismada, B-O6stradiol ile maruziyet
sonrasinda CYP1A transkripsiyonunda ve EROD aktivitesinde azalma tespit
edilmis, ancak &strojen reseptorii (ER) antagonisti olan tamoksifen ve CYP1A
indukleyicisi B-naftaflavon varliginda ER’nin CYP1A Uzerindeki inhibisyon etkisi
ortadan kalkmistir [176]. Aktive edilmis AhR-ligand kompleksinin E2-ER
kompleksini module ettigi ve dstrojen yanit elementlerinin (XRE) transkripsiyonel
regulasyonu araciliiyla veya ortak kofaktorler igin yarisma sonucu aktif ER’nin
DNA baglanma kapasitesinde azalma oldugu bilinmektedir [177]. Bu
mekanizmanin ¢ift yonlu cgalisarak, ligandla aktive edilmis ER’nin AhR’nin gen
transkripsiyonundaki aksiyonunu baskilayabilecedi bir capraz-etki olasiligindan
sz edilmektedir [176]. AhR-agonist aracili anti-ostrojenik etkinin ntikleer AhR-Arnt
kompleksinin ERa’yi  AhR-yaniti aracili gen promotorlarina yonlendirdigi ve
bdylece 6strojen yaniti genlerinin transkripsiyonunun engellendigi 6ne surulmus ve
bunun da proteozom kompleksinin calistiimasiyla koordine yurGtaldaga,
ubikuitinasyon ve reseptoérlerin degradasyonuyla sonuglandigi duasuntlmastur
[178], [179]. Bunun yaninda, ER agonistlerinin yoklugunda, ligandla aktive edilmis
AhR aracihigiyla ER’In gasp edilmesi, diger bir deyigle AhR-Arnt kompleksinin
ER’a baglanip DNA uzerindeki 6strojen yanit elementlerine (ERE) baglanmasi igin

go6revlendirmesi ile 6strojen yanitinin olustugu rapor edilmistir [180].

AhR aracilikl CYP1A induksiyonu modeline ek olarak, AhR antanogisti olan a-
naftaflavon varliginda, omeprazol, karbaril ve primakuine-bagimhi CYP1A
induksiyonunda bir baskilanma go6zlenmemis ve AhR-Arnt modeli disinda bagka
sinyal yollariyla da CYP1A indUksiyonunun saglanabileceg@i 6ne suriimugstir [181].

Bunun yaninda, sinyal transduksiyonu igcin AhR ve Arnt'nin treonin reziduleri
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Uzerinden bir serin/treonin protein kinaz C (PKC) ile fosforillenmesi gerektigi ortaya
cikmigtir [182]. Bu dogrultuda protein kinazlarin CYP1A indUksiyonunun
regulasyonunda modulatoér etkisi oldugu dusunalebilir. Staurosporin gibi PKC
inhibitorleri  varliginda, CYP1A’'nin evrensel indUkleyicisi 3-MC-bagimh
transkripsiyonel induksiyonunun baskilandigi bildirilmigtir. Buna kargin, PKC
aktivatori 12-O-tetradekanoil forbol 13-asetat varliginda CYP1A ekspresyonunun
arttig1 ve hatta aktivatér muamelesinden sonra 3-MC ile dozlamanin 9. ve 14.
saatlerinde CYP1A induksiyonunun iki katina c¢iktigi goézlenmistir [181]. Son
yillarda yapilan c¢alismalar, NF-kappaB alt Unitesi RelB’'nin AhR ile fonksiyonel
iligkisi oldugunu ve hizli stres yanitinda AhR/RelB ve protein kinazin birlikte gorev
yaptiklari ortaya konmustur. AhR/RelB kompleksinin ksenobiyotik yanit
elementlerine baglandigi ve CYP1A indukleyicisi TCDD varliginda RelB
transkripsiyonunun da arttigi rapor edilmistir [183]. TCDD’nin MAPK’yI (mitojen-
aktiveli protein kinaz) tesvik ettigi ve MAPK’'nin AhR-bagimli gen transkripsiyonu
ve CYP1A ekspresyonu igin kritik oldugu bilinmektedir. Bu da AhR ligandlarinin,
AhR aktivasyonu ve fonksiyonunda genomik olmayan ve AhR’den bagimsiz
onemli aktiviteler gOsterdigine isaret etmektedir [184]. AhR
heterodimerizasyonundaki yuksek varyasyon, birbirinden bagimsiz metabolik
olaylardaki rolii ve kompleks sinyal yolagi henuz tam olarak aydinlatilamamistir.

Sekil 1.11°de AhR sinyal yolu icin dnerilen model ve alternatif model gdsterilmistir.

Somon baligi (Salmo salar) hepatositleriyle yapilan bir galismada, dstrojenin taklidi
olan nonilfenol ile muamelede, PCB-77 ile induklenmis AhRa, AhRB, AhRR (AhR
represord), Arnt, CYP1A1l ve UDPGT transkripsiyon seviyelerinde azalma tespit
edilmis ve nonilfenol gibi dstrojen taklitlerinin indtklenmis AhR sinyallenmesini
bastirdigi rapor edilmistir [185]. Mortensen ve ark.’nin [186] yaptigi baska bir
calismada ise goOkkusagi alabalgi (O. mykiss) primer hepatosit hicrelerinde
nonilfenol muamelesiyle ERa, ERPB, vitellogenin ve zona radiata mRNA
ekpsresyonunda 6nemli seviyede yukselme goraltrken, bu etki nonilfenol PCB-77
ile birlikte muamelede inhibe olmustur. PCB-77 tek basina dozlandiginda CYP1A
MRNA seviyesinde gorulen ani artig, nonilfenolle kombine PCB-77 maruziyetinde

onemli derecede azalmigtir.
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Sekil 1.11 AhR Sinyal Yolu ve CYP1A'nin indiiklenmesi icin Onerilen iki Model [181]. Soldaki model klasik AhR-Arnt
kompleksini anlatmaktadir. AhR ligandi ya da AhR ligandi olmayan bir maddenin metabolitinin AhR ile dimerize olmasi
ve nikleusa giderek AhR-Arnt kompleks heterodimerini olusturup, CYP1A igin XRE elementine baglanmasi sonucu
CYP1A mRNA transkripsiyonu gosterilmistir. Sagdaki model ise yeni bulgular 1siginda gizilmis alternatif modeldir ve
protein kinaz, fosforlanma ve AhR-Arnt heterodimerinin Ostrojen reseptori gibi molekullerle ¢apraz etkilesimini
gostermektedir. Metin iginde detayli anlatiimigtir.
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Smeets ve ark. [177] sazan (C. carpio) hepatositlerinde TCDD maruziyeti sonrasi
induklenmis CYP1A aktivitesine paralel olarak baskilanmis vitellogenin Uretimi
tespit etmigler, ancak bu baskilanmanin CYP1A aktivitesi maksimum
indUklendiginde ortaya ciktigi bildirilmigtir. TCDD’nin antidstrojenitesinin CYP1A
induksiyonuyla degil, fakat AhR aktivitesi sonucu olugtugu seklinde agiklanmaya
cahsilimigtir. Mortensen ve ark.’nin [187] yaptidi bir calismada ise, Atlantik somon
baligi (Salmo salar) hepatositlerinde OH-PCB (hidroksi poliklorlubifenil) tirevleri ve
etiniloéstradiolin AhRa, Arnt, CYP1A, UDPGT, GST ve CYP3A transkripsiyon

seviyelerinde doz-bagimli azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.

CYP1 ailesinin biyobelirte¢ olarak kullanildigi bir ¢alismada, atiklarla kirlenmis
tropik mangrovilarin c¢evresinden toplanan Brezilya gupi baliklarinda (Poecilia
vivipara) kontrol grubuna gore, solungaglarda CYP1A ve CYP1C1
ekspresyonunda 10-15 kat, karacigerde CYP1B1 ekspresyonunda ise 23 kat artis
tespit edilmigtir. Karaciger CYP1A seviyeleri ise, CYP1B1 ve CYP1C1l'e gore daha
yuksek bulunmustur [188]. Karacigerde CYP1A ekspresyonunda tespit edilen 100
kathk artis, ekotoksikolojide CYP1A'nin bir Kkirlilik biyobelirteci olarak
kullanilabilecegine dair gorusu gugclendiren bir literatr olarak kayitlara gegmistir.
CYP1A ekspresyonu ve aktivitesinin regulasyonunda tespit edilen degisimler,
bircok arastirmaci tarafindan sazan baliginda (C. carpio) [189]-[191], somon
baliginda (Salmo salar) [185], [187], [192], alabalikta (O. mykiss) [186], [193],
[194], kefalde (Liza saliens) [87], [195] ve cesitli sucul organizmalarda [188],
[196]-[198] ekosisteme bulasan toksik karsinojenik maddeler ve kirliligin boyutlari

hakkinda bilgi sahibi olabilmek igin bir biyobelirte¢ olarak kullaniimistir.

1.5.2.2 Evrensel Radikal Temizleyiciler: SOD, GPx ve Katalaz

Reaktif oksijen turlerinin hlcreye ve canliya zarar vermesini engellemek igin
antioksidan metabolizmasinda faz Il enzim sistemi evrimlesmistir. Hlcre, oksijen
radikallerinin detoksifikasyonunda faz 1l enzimlerinden mitokondri ve sitozolde
lokalize olmus superoksit dismutaz (MnSOD ve Cu/ZnSOD), katalaz ve glutatyon
peroksidazi kullanmaktadir. SOD superoksit anyonlarini hidrojen perokside gevirir.
Hidrojen peroksidin su ve molekiler oksijene dekompozisyonu ise katalaz
tarafindan gergeklestirilir. Glutatyon peroksidaz ise hidrojen peroksidi suya
cevirerek zararsiz hale getirir [199]. Sekil 1.12’”de SOD, GPx ve katalazin

katalizledigi antioksidan metabolizmasi reaksiyonlari gosterilmigtir.
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Sekil 1.12 Faz Il Metabolizmada SOD, GPx ve Katalazin Metabolizmasi [200]

Antioksidan enzim superoksit dismutaz siperoksitin detoksifikasyonunu yapabilen
Okaryotik tek enzimdir. Sitoplazmik ve mitokondriyal slperoksit dismutaz
enzimlerine ek olarak farelerde hucreler arasi SOD sentezlenir. Bunun yaninda,
Caenorhabditis elegans’da bes SOD geni vardir. SOD-1, SOD-2 ve SOD-4 birincil
sitoplazmik, mitokondriyal ve hucreler arasi SOD genleridir. SOD-3 ve SOD-5 ise

induklenebilir mitokondriyal ve sitoplazmik SOD genleridir [201].

Superoksit dismutazlar metalloenzimlerdir ve yapilari, hicresel yerlegimleri ve aktif
yuzlerindeki kofaktorlere gore genellikle G¢ veya dort sinifa ayrilirlar. Bunlar
mangan SOD (MnSOD), bakir/cinko SOD (CuZnSOD), demir SOD (FeSOD) ve
nikel SOD’dir (NiSOD). MnSOD mitokondride lokalize olmustur [202]. CuZnSOD
Okaryotik hicrelerde sitozolde bulunur ve iki tipik alt Unitesi vardir. Her alt Unitede,
enzimin aktif yuzunde bir bakir ve bir ¢inko atomu bulunur. Akciger dokularinda
MnSOD sentezlenen transgenik farelerin oksijen toksisitesine karsl daha direngli
olduklari tespit edilmistir [203]. MnSOD ve CuZnSOD’nin omurgasiz deniz
hayvanlarinda dogustan immun yanitta gorev aldiklari gosterilmistir [202]. Hucreler
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arasi CuZnSOD’nin asiri ekspresyonunda hucre i¢i peroksit iceriginin azaldigi ve
normoksi ve hiperoksi kosullar altinda hucrenin replikatif yasam omrunu uzattigi
bilinmektedir. Bu sonuglar SOD’nin antioksidan savunmada farkedilir bir roll
oldugunu gdstermektedir [203]. Dogal SOD ROS indukla yaralari geciktirmede bir
terapotik ajan olarak kullaniimaktadir, ancak dis kaynakli SOD uygulamasinin
kimyasal kararsizlik, hizli atihm, beyine girememe, duguk oral biyoyararlanim,
0zgun doku hedefleme ve immunojenisite gibi problemleri hala ¢ézilememistir
[200]. SOD enzim aktivitesi siklikla birgok sucul organizmada bir ekotoksisite
biyobelirteci olarak kullaniimaktadir [204], [205].

GPx allesi selenosistein, triptofan, asparajin ve glutaminden olusan korunmus bir
katalitik-tetrath farkli gen drtnlerinden olusur. Vertebratlarda selenosistein iceren
bes formda GPx vardir. Bunlar sitozolik GPx1, gastrointestinal GPx2, hicreler
aras| GPx3, fosfolipit hidroperoksit GPx4 ve insan olfaktori-spesifik GPx6. GPx1-2-
3 tetrametik iken, GPx4 monomeriktir. GPx4 ile GPx1'in bir milyar yil once
filogenetik olarak ayrildigi 6ne surulmustir [206]. Sazan baliginda en yluksek GPx
konsantrasyonu karacigerde, en dusuk GPx konsantrasyonu ise kas ve beyinde
Olculmastur. GPx1 ve GPx2 sitozolik enzimlerdir. GPx1 tim dokularda ifade
edilirken, GPx2 6zellikle barsak ve karacigerde ifade edilir. GPx hicre membranin
okside olmasini dnlemede 6nemli rol oynamaktadir. GPx, redikte glutatyonla
katalizleme yoluyla hiicreyi ve cok hassas molekulleri serbest oksijen radikallerinin

saldirnisindan korumaktadir [207].

Alti saatlik kadmiyum maruziyetinde, tum doz gruplarinda gpx ekspresyonu
inhibisyona ugramistir [208]. Sazan baligi hepatositlerinde antioksidan sistem
yaniti Uzerine yapilan bir arastirmada, hepatotoksik mikrosistin-LR maruziyetinden
6 saat sonra SOD, CAT ve GPx oOnemli seviyelerde artis goézlenmis, GST
aktivitesinde ise anlamli bir artis tespit edilmemigtir. Antioksidan sisteminde
gorulen bu degisiklik, reaktif oksijen turlerinin asiri birikkmesi sonucu bu U¢ enzimin
toksik radikallerin klerensinde énemli rol oynadigi godsterilmistir [209]. AHTN
maruziyeti sonucu toprak solucani SOD gen ekspresyonunda tespit edilen artis,
48. saatte maksimum seviyeye yukselmis (1,87 kat); AHTN doz artigina bagiml
olarak ise 12. saatte 1,76 kat, 24. saatte ise maksimum seviyeye yukselmis (1,89
kat), 48. saatte kontrol seviyelerinin altina dismustir [126]. Rotenonun sazan

baliklari Uzerinde oksidatif etkilerini arastiran bir calismada, aynali sazanda
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(Hypophthalmichthys molitrix) CYP1A (7 kat artis) ve GST ekspresyonunda artis,
baylk kafali sazanda (Hypophthalmichthys nobilis) CYP1A ekspresyonunda
azalma gozlenmisg, yalnizca aynali sazanda (H. molitrix) sitozolde bulunan GPx
(33 kat), SOD1 (27 kat), CAT (28 kat) ve Hsp70 (32 kat) ekspresyonunda ise
maruziyetin 6. saatinde onemli seviye artislar tespit edilmistir [210]. Sazan bahgi
turleri arasinda azinfosmetil gibi oksidatif ajanlara karsi en yluksek SOD aktivitesi
C. carpio’da ve solunga¢g dokusunda tespit edilmis [211], ancak diazinon
maruziyetinde SOD ve hatta GPx aktivitesinin solungaclarda induksiyonu lipit
peroksidasyonunu engelleyememistir [212]. Simazin ile kronik maruziyet sonucu
antioksidan aktivitedeki degisiklik Gzerine yapilan bir galismada, C. carpio’da SOD,
GPx, CAT ve GSH seviyelerinde 14. ve 28. gunde anlaml artis gézlenmis, ancak
60 gunden sonra seviyelerin normale dondugu bildirilmistir [213]. C. carpio
juvenillerinde, bir organoklorlu pestisit olan endosilfan dozlamasinda CYP1A ve
SOD aktivitesinde anlamli artis gozlenirken, CAT aktivitesi anlamli derecede
inhibisyona ugramig, fakat GPx, GR, G6PDH ve GST aktivitelerinde anlaml
degisiklik tespit edilmemigtir [214]. Fitalat metabolizmasi sirasinda hicrede biriken
hidroperoksitler ile SOD, GPx, CAT gibi faz Il enzimlerinin aktivitesinde, enzim
tukenmesine bagli olarak azalma [215], ancak doz bagimli ve genellikle sub-akut
dozlamalarda aktivite ve ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelebilmektedir
[216]-[220]. Ozellikle tatl su baliklar gibi sucul canlilarda lipit peroksidasyonu,
hidrojen peroksit olusumu veya toplamda oksidatif stres artigi, SOD, GPx, CAT,
GST gibi faz Il enzimlerinin aktivite ve gen ekspresyon seviyelerindeki degisim, i¢
sularin, nehir ve gollerin kirliligi hakkinda yapilan arastirmalar igin birer biyobelirteg
olarak kullaniimaktadir [221], [222].

1.6 Vitellogenin: Biyosentezi, Endokrin Bozucu Kimyasallarla iligkisi ve
Biyobelirte¢ Olarak Kullanilmasi

Vitellogenin (Vtg) ovipar organizmalarda Ostrojene kargi yanit olarak Uretilen,
yumurta sarisinin dncultidir ve normalde erigkin digilerin karacigerinden salgilanir.
Erkek bireyler Vtg genine sahip olmalarina ragmen Vtg proteinini sentezlemezler
ya da cok duslk seviyelerde plazma Vtg seviyeleri gézlenebilir (alabalikta 40
ng/ml, sazanda 550 ng/ml). Erkek bireyler dodal ya da antropojenik Ostrojenlere
maruz kaldiklarinda plazma Vtg seviyeleri 10-50 mg/ml'e kadar yukselebilir [223].
Vitellogenin dolagim sistemini kullanarak gelismekte olan yumurta hucresine

reseptor-bagimh endositoz ile girer. Oosit igerisinde vitellogenin proteolitik kesime
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ugrar ve alt Uniteler farkli kombinasyonda yeniden dizenlenir ve lipovitellini (Lv)
olustururlar. Lipovitellin ve vitellogenin genis fosfoglikoproteinlerdir. Vitellogenin
yapisal ve fonksiyonel olarak memelilerdeki apolipoprotein B (apoB) ve
mikrozomal trigliserit transfer proteini (MTP) ile oldukca yuksek diizeyde benzerlik
gOsterir ve son vyapilan calismalarla ortak evrimsel koklere sahip olduklari
anlasiimigtir [224].

Vitellogenin genleri motif ve altdomain varliklarina gére siniflandirilabilirler.
Vitellogenin genleri bir sinyal peptidi, agir zincir lipovitellin (LvH), fosvitin (Pv), hafif
zincir lipovitellin (LvL), beta komponent ve C terminal kodlama bélgesi motifi ile
bes homolog altdomain (HSD) igerebilmektedir. ilk tic HSD LvH'nin iginde bulunur
ve tim balik Vtg genlerinde korunmus bir motiftir. Son iki HSD ise LvL iginde
bulunur. Ug farkh Vtg geni vardir. Tip | Vtg geninde ti¢ ana motif de bulunur (LvH,
Pv ve LvL) ancak LvL icinde HSD IV ve HSD V yoktur. Tip Il Vtg geninde ¢ motif
ve bes HSD'nin hepsi bulunur. Tip lll Vtg geninde ise Pv motifi ve HSD IV ile HSD
V eksiktir [225]. Balik vitellogenini ise (¢ sinifa ayrilmistir. Onemli
vitellogeninlerden biri tip A Vtg'dir. Diger énemli tipi ise tip B Vtg'dir. Daha az
yaygin olan tip C Vtg ise Pv domainine sahip degildir ve zebra balidi (D. rerio) Vtg-
3 proteiniyle homoloji gosterir [226], [227]. Bu siniflandirmaya goére sazan
vitellogenini tip | Vtg-B olarak siniflandirilir. Sazan (C. carpio) vitellogenini 160
kDa'luk 6nemli ve 180 kDa’'luk daha az 6nemli (ya da yardimci) iki polipeptitten
olusur [227]. Sazan Vtg-B2 geninin protein urlnd, sentezlenir sentezlenmez ya
parcalanir ya da kana salgilandiginda ¢ok dusuk seviyelerde tespit edilir. Bu
yluzden Vtg-B2'nin negatif translasyonel regulasyon goérevi oldugu 6ne surtimustir
[227]. Sekil 1.13’de bazi teleost turlerinde tanimlanmig vitellogeninlerin evrimsel

akrabaliklari gosterilmistir.

Vitellogenin proteini transkripsiyonel diizeyde regtle edilir ve 6strojen reseptori
a’nin (ERa) karacigerde aktive olmasiyla vtg geninden transkripsiyonu gergeklesir
[225]. Ostrojen reseptorleri 6strojen ve dis kaynakli dstrojenlerle (ksenodstrojenler)
regule edilirler. Ksenodstrojenlerden 17a-etinilestradiol sentetik steroid bir hormon
ve ayni zamanda bir ilagtir. GUglu Ostrojenik etkilerini ligand bagiml transkripsiyon
faktorleri olan Ostrojen reseptorleri araciliiyla gosterir. Baliklardaki Gg¢ farkli
dstrojen reseptoriine de (ERa, ERB ve ERy) baglanabilir. Ostrojen reseptorlerinin

DNA’da 6strojen-yanit elementlerine (ERE) baglanmalari sonucu Ostrojen yaniti
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olusur [228]. Atlantik somon baligi (Salmo salar) juvenillerinde ve zebra baliginda
(D. rerio) yalnizca ERa’nin Vtg ekspresyonuyla dogrudan iligkisi bulunmus ve Vig
indUksiyonunda anahtar molekil oldugu dustntlmastir. Bunun yani sira, ERB’nin
Ostradiole ylksek baglanma kapasitesine sahip olmasi, temel ERa seviyelerinin
regulasyonunda goérevli oldugunu dasundurmustir [229]. Xenopus (kurbaga) ile
yapillan g¢aligmalar, ardisik vyapilan Ostradiol dozlamalarinin Vig mRNA
transkripsiyon miktarinda artis olarak dstrojene yanitta hafiza etkisinin oldugunu
gOstermistir. Bu sonuglar Ostrojene yanitta transkripsiyonel regulasyonun birkag

faktore bagli oldugunu gostermektedir [223].
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In vitro ve in vivo ¢alismalar endokrin bozucu kimyasallarla maruziyetin erkek
bireylerde vitellogenin ekspresyonunu ve 6strojen yanit genlerini indukledigini ve
plazma steroid seviyelerini degistirdigini, gelisimi engelledigini, hermafrodit
bireylerin olusmasina sebep oldugunu gostermigstir [225]. Su kaynaklarina bulasan
endokrin bozucu kimyasallar arasinda bisfenol A, pestisitler, sentetik Ostrojenler,
poliklorine bifeniller, fitalatlar ve alkilfenoller bildirilmigstir [228], [230]-[232]. Birlesik
Devletler Cevre Koruma Ajansi’'nin (EPA) son belirledigi listeye gore endokrin

bozucu kimyasallardan bazilari Tablo 1.10’da verilmigtir.

Tablo 1.10 Cevre Koruma Ajansinin Bildirdigi Endokrin Bozucu Kimyasallar [232]

Kimyasalin Adi CAS Numarasi
2,4-D 94757
Abamektin 71751412
Aseton 67641
Atrazin 1912249
Benfluralin 1861401
Bifentrin 82657043
Butil benzil fitalat 85687
Kaptan 133062
Karbaril 63252
Karbofuran 1563662
Klorprifos 2921882
Sipermetrin 52315078
Diazinon 333415
Dibtil fitalat 84742
Dietil fitalat 84662
Dimetil fitalat 131113
Disulfoton 298044
Endosulfan 115297
Imidakloprid 138261413
Metomil 16752775
Metil etil keton 78933
Metil paration 298000
Propargit 2312358
Propikonazol 60207901
Propizamit 23950585
Simazin 122349
Tebukonazol 107534963
Toluen 108883
Triadimefon 43121433
Trifluralin 1582098
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Vitellogenin sentezi her ne kadar ostrojen reseptorinin transaktif transkripsiyonel
regulasyonu ile kontrol edilse de, poliaromatik hidrokarbonlarin, dioksinlerin, AhR
agonistlerinin ve AhR-Arnt kompleksinin vitellogenin sentezinin seviyelerini ¢capraz
etki ile degistirebilecegi ve inhibe edebilecegi bildirilmigtir [194], [225], [233], [234].
Bununla birlikte metoksiklor gibi Vtg ekspresyonunu indikleyen kseno6strojenlerin
metabolik aktivasyonu metoksi gruplarinin demetilasyonuyla gerceklesir ve bu
reaksiyon siganlarda CYP1A, baliklarda CYP3A, insanlarda CYP1A2 ve CYP2C19
ile katalizlendiginden, bu durumda sitokrom P450 enzim alt ailelerinin uyeleri
indUklenirken bir yandan da vitellogenin ve diger Ostrojen yanit molekullerinin
sentezi induklenebilir. P. promelas’da 17B-Ostradiol ile muamelede doz bagimli
olarak maruziyetin 4. saatinde ani Vtg mRNA seviyesi degisimleri goralmustar.
Ancak plazmada Vig proteinin tespit edilebilmesi 16. saatte gerceklesmistir [235].
Sucul organizmalari ve temiz su kaynaklarini tehdit eden endokrin bozucu
kimyasallarin canli yasami Uzerindeki olumsuz etkilerinin tespit edilmesinde
kullanilan bir biyobelirte¢ olarak vitellogenin sentezi ve Ostrojen yanitinda gen
ekspresyonunun regulasyonundaki degisimler, ovipar vertebratlarda birgok
arastirmaci tarafindan calisiimisg ve literattre kullanigh ve hassas bir biyobelirteg
olarak gecmistir [223], [225], [232], [236]—[240].

1.7 Bu Galismanin Amaci

Fitalatlar plastik gereclerimizle, gunlik hayatta ihtiya¢ duydugumuz bir¢ok nesne
ile, ila¢c dolgu maddesi olarak, kozmetikte tirnak cilasi, sa¢ boyasi ve parfim
kullanimiyla, oyuncak ve bilgisayar malzemeleri, vernik, biyosit ve tibbi cihazlarla
temas araciligiyla surekli maruz kaldigimiz bir kimyasal ajandir. 2000’li yillara
kadar toksik etkilerine ve 0Ozellikle endokrik bozucu aktivitesine gereken 6nem
veriimemesine ve sinirlama getiriimemesine ragmen, yakin zamanda Avrupa
Komisyonu, Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi ve Diinya Saglik Orgiti’niin
cabalari ile fitalatlara sinirlama getirilmis, Avrupa’da oyuncak 0retiminde
kullanilmasi yasaklanmis ve nihayet ulkemizde de 2005 yilinda oyuncaklarin
yapiminda kullaniimasina sinirlama getirilmigtir. Ancak gelismekte olan
ekonomilerde, karbon emisyonuna (go6sterilen Gst sinirdan  serbestlik

muisamaasinda oldugu gibi, fitalatlar gibi hemen her Grinde kullanilan, ancak ucuz
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alternatifi olmayan kimyasal maddeler uluslararasi yasalar c¢ercevesinde hali
hazirda kullaniimaya devam etmektedir.

Fitalatlar gibi toksik ve biyoritm bozucu maddelerin canli organizmalar Gzerindeki
biyokimyasal, fizyolojik, anatomik, molekuler biyolojik ve patolojik olumsuz
etkilerini tespit etmede kullanilan yontemler arasinda, bazi hayati 6nem arz eden
biyolojik makromolekiillerin sentezi ve plazmadaki seviyeleri, hormon seviyeleri ve
hormonal reguilasyonu etkileyen molekiler ve fizyolojik mekanizmalarda anahtar
gorevi bulunan proteinler, reseptér ve transkripsiyon aktivatorleri, eseysel
gelisimde gorevli evrensel polipeptitler gibi biyomolekillerin dizenlenmesindeki
anormal degisimlerin tespit edilmesini iceren bir dizi yontem sayilabilir. 21. yuzyila
kadar anatomik, patofizyolojik, histolojik ve biyokimyasal yontemler siklikla
kullaniimis olsa da, bilim ve teknolojideki artan ivmeyle sire gelen degdisim ve
gelismeler, daha modern, daha guvenilir, daha pratik ve doga ve canl yasamina
daha saygili yontemlerin ekotoksikolojik arastirmalara entegre olmasini
saglamistir. Modern yontemler arasinda; kantitatif PCR ve ger¢gek zamanh PCR ile
MRNA seviyelerinin belirlenmesi, western blotlama ve ELISA teknikleri ile protein
seviyelerinin ve enzim aktivitelerinin belirlenmesi, mikrogip teknolojisi ile ayni anda
500 genin birden kime ekspresyon analizinin yapilmasi sayilabilir. Toksikolojide
enzim aktivitesinin dlgilmesi cogu zaman guvenilir sonuglar verse de, sonuglarin
yorumlanmasi pre-transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-translasyonel
asamalarda protein sentezinin regulasyonunu etkileyen ve degistirebilen yeniden
dizenlenimlerin  ortaya ¢ikarilmasinda yetersiz kalmaktadir.  Molekuler
biyokimyasal boyutta degisimlerin altinda yatan aksiyon mekanizmalarini anlamak

icin tumdengelimci bilimsel bir yaklasim sergilenmelidir.

Bu baglamda, endustriyel atiklarla ¢evreye oldukga yuksek miktarda bulasan,
toksik, strese bagli ve endokrin bozucu etkileri oldugu bilinen fitalatlardan dibatil
fitalatin, OECD’nin model sucul organizma olarak belirledigi sazan baliklarinin
(Cyprinus carpio) juvenillerinde (eseysel olgunluga erismemis yavru) meydana
getirdigi molekuler degisimlerin anlasiimasi, yorumlanmasi ve segilen proteinlerin
regulasyonundaki degisimlerin, bu proteinlerin birer Kkirlilik biyobelirteci olarak

literatre sunulabilmesi amaciyla,

1. 70 kDa 1s1 soku proteininin (Hsp70) mRNA ekspresyon ve protein seviyeleri,
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. Sitokrom P450 1A’nin (CYP1A) mRNA ekspresyon ve protein seviyeleri,
. Vitellogeninin (Vtg) mMRNA ekspresyon ve protein seviyeleri,
. Superoksit dismutaz (SOD) enziminin mMRNA ekspresyon seviyeleri,

. Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin mRNA ekspresyon seviyelerindeki
degisimlerin ters transkripsiyon ve ger¢cek zamanli PCR, western blotlama
gibi molekuler ve biyokimyasal yontemlerle tespit edilmesi ve karsilagtirmali
olarak yorumlanarak aksiyon mekanizmalarinin aydinlatiimasi
planlanmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Balik Materyalinin Temin Edilmesi ve Deney Plani

Sazan baliklari (Cyprinus carpio) Devlet Su isleri Genel Mudurliigi'nden (DSi,
Yedikir Baraj Golu, Amasya, Turkiye) temin edilmistir. Baliklarin, surekli
havalandirmali 150 litrelik cam akvaryumlarda 15 gin boyunca, 12 saat gece,12
saat guindiz periyodunda ve oda sicakliginda adaptasyonlari saglanmigtir. Balik
beslenmesi igin ticari yem kullaniimigtir. Di-n-btil fitalat (DBP; Merck, asetonda 1
mg/l) dozlamasi 4 saat, 24 saat ve 96 saat periyotlarinda kontrol grubu harici
deney gruplarina uygulanmistir. Birer kontrol grubu eklenmistir. Pozitif kontrol
amacli B-6stradiol indUksiyonu ise Sigma marka B-6stradiolden (25 pg/l, asetonda)
hazirlanarak uygulanmigtir. Diseksiyon ve makroskobik gdzlemden sonra juvenil
sazanlarin (ortalama agirlik 63,14 g + 18,9; ortalama uzunluk 15,87 cm £ 1,59)
solungaclari ve karacigerleri etiketli aliminyum folyolara sarilarak sivi azotta ani
dondurma yapilmistir. Ardindan -80°C’lik dondurucuya konularak saklanmistir.
Deneylerde kullanilan sazan bali§i icin Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu'nca kabul edilen G. U. ET-07 numaral ve 19 Eylul 2012 tarihli protokol
uygulanmistir. Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu ve Diinya Tip
Toplulugu Helsinki Deklarasyonu'nda bulunan deneysel prosedirler icin

belirlenmis prensipler klavuzu izlenmigtir.

2.2 Su Parametrelerinin Olgulmesi

YSI marka (51B model) arazi tipi oksijenmetre kullanilarak dlgimler yapilmistir. pH
7,52, tuzluluk 0,12 ppt, sicaklik 16,2°C, toplam sertlik 65 mg/l CaCOs, ¢dziinmiis
oksijen 6,33 mgl/l, iletkenlik 204,7 ps/cm, toplam ¢6zinmus kati madde miktari

159,9 mg/l, amonyak 1 mg/I'den fazla, nitrit 0,081 mg/I dlgUimustar.

2.3 Enzimler ve Kimyasallar

Agaroz, kloroform, etidyum bromdur, disodyum EDTA, sodyum dodesil silfat, 2-
amino-2(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Tris), Tris-HCI, borik asit, izopropanol,
abzoli etanol, metanol, glisin, bromfenol mauvisi, gliserol, amonyum persiilfat,
akrilamid, bis-akrilamid, tetrametiletilendiamintetraasetik asit (TEMED), Tween-20,
sodyum klorir, Whatman 3MM kromatografi kagidi, yagsiz sut tozu, sekonder
antikorlar, B-merkaptoetanol, DEPC (Dietilpirokarbonat), BCIP/NBT, PMSF ve
potasyum klorir Sigma’dan (ABD) temin edildi.
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Gen Ruler 100 bp DNA markiri (6x jel yukleme tamponu ile birlikte tedarik edildi),

“Fermentas Life Sciences” firmasindan temin edildi.

BCA (bicinchoninic asit) total protein tayin kiti “Thermo Scientific” firmasindan
temin edildi. 0,2 p'luk PVDF membran “Bio-Rad” firmasindan temin edildi. Primer
antikorlar “Cayman Chemical” firmasindan temin edildi. Total RNA izolasyon kiti ve
DNaz | enzimi, ters transkriptaz enzimi ve tamponu, “Faststart taq polimeraz

SBYR Green Master” karisimi “Roche Diagnostics” firmasindan temin edildi.

2.4 Metotlar

2.4.1 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin kullanilacak butin malzemeler 6nceden %0,1’lik DEPC ile
muamele edildi; sonra otoklav ve/veya Pastor firininda sterilize edildi. Havan ve
tokmaklar sterilizasyondan sonra bir gece -80°C’de bekletildi. Yiizde %75'lik etil
alkol (EtOH) siseleri yarim olacak sekilde otoklavlandi. Calisma alani %70’lik
EtOH veya %10’luk gamasir suyu ile temizlendi. izolasyon igin Roche Diagnostics
firmasinin  “Dokudan yuksek saflikta total RNA izolasyon kiti (Kat. No.
12033674001)" kullanildi. Total RNA izolasyonu uretici firmanin belirledigi ve

asagida verilen protokole gore yapildi.

1. 30 mg doku pargasi havan ve tokmak ile, sivi azot kullanilarak toz haline

getirilir ve steril santrifaj tiptne alinir.

2. 400 pl “Lizis/Baglanma tamponu” eklenir ve bir ka¢ saniye vorteksle

karistirihir.

3. Lizat 2 dk maksimum hizda santrifijlenir. Supernatan baska bir 1.5 ml'lik

santrifilj tupune alinir ve tzerine 200 pl absolu etanol eklenerek karistirilir.

4. Filtreli tip ve toplama tlupu i¢ ice gegcirilir, supernatan filtreli tipun icerisine
pipetlenir. Maksimum hizda 30 saniye santrifijlenir ve filtrenin kuru

olmasina 6zen gosterilir.

5. 90 pl “DNaz inkibasyon tamponu” ile 10 pl DNaz karistirilarak filtreli tipin

icine pipetlenir. 15 dakika oda sicakliginda inkibasyona birakilir.

6. 500 pl “yikama tamponu 1I” soliisyonundan filtreli tipun icerisine pipetlenir ve
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8000 xg'de 15 saniye santrifljlenir. Alt tlpte biriken atik sivi bosaltilir.

7. “Yikama tamponu II” solisyonundan filtreli tipun icine pipetlenir ve
8000xg'de 15 saniye santrifijlenir. Alt tipte biriken atik sivi bosgaltilir.

8. 300 pl “yikama tamponu II” solisyonundan filtreli tibun icine pipetlenir ve

maksimum hizda 2 dakika santrifijlenir.

9. Filtreli tip yeni bir toplama tibune yerlestirilir ve 100 pl steril distile su filtreli
tubun igerisine pipetlenir. 8000xg’de 1 dakika santrifujlenir.

10.Alttaki tip saf RNA'yi icermektedir. Soliisyon porsiyonlanarak -80°C'de

saklanir.

2.4.2 Total RNA’niIn Saflik Kontrolii ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Saf nikleik asit c¢ozeltisi 230-320 nm dalga boyu arasinda karakteristik bir
absorbansa sahiptir. Saflastinimis RNA’nin saf olarak elde edilip edilmedigini
anlamak icin UV boélgesinde dlgim yapma 6zelligindeki spektrofotometrede 260 ve
280 nm’de absorbans, kuvartz kivetlerde okundu (steril distile suya karsi) ve
A260/A280 orani hesaplandi. Seyreltme, 10 pL numunenin 990 pL distile su ile
sulandiriimasiyla gerceklegtirildi.

Nukleik asitlerin UV 1s1gin1 absorbe etme yetenegiyle okuma belirlenir. Maksimum
absorbans degeri 260 nm’dir. Asagidaki oranlarin disindaki degerler
kontaminasyonu gosterir. Absorbans degeri 1 ise bu yaklasik 40 ug/ml tek zincir
RNA'ya tekabul eder.

RNA pg/mL = Ageo x diliisyon faktori x 40
Saf RNA numunesi icin: A260/A280 = 1,8-2,0

2.4.3 Total RNA Biitiuinligia Analizi

izolatlardaki 18S ve 28S ribozomal RNA icerikleri, Gen Ruler 1 kb RNA markiri
referans alinarak agaroz jelde kontrol edilmistir. Her 6érnekten 8’er ul’lik miktar 1’er
ul jel yikleme tamponu ile karisgtirilarak, 3 ul 0,5 pg/ml etidyum bromur ekledigimiz
ve mikrodalga firinda ¢ozulerek hazirlanan %1,5’lik 50 ml agaroz jele yuklenerek,
0,5x TBE tamponu (50 mM Tris, 50 mM borik asit, 1 mM EDTA, pH:8,3) icerisinde,
5 V/em’lik elektroforetik alanda (90 V) 1 saat yurGtulmads ve olusan bantlar
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Syngene Gene Genius Bio Imaging jel goruntuleme sistemi ile goruntulenmigtir.
Sekil 2.1'de 18S ve 28S rRNA bantlari goriimektedir.

Sekil 2.1 Agaroz jelde yurutulen total RNA izolatlarinin 18S ve 28S rRNA
bantlarinin goruntusu. Markir: 1 kb RNA markiri; 1: solungaclardan elde
edilen total RNA; 2: karacigerden elde edilen total RNA.

2.4.4 Protein Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Total Protein Tayini
Dokulardan protein homojenatlari Lickstadt ve ark.’nin [241] yontemine goére

asagida anlatildigi gibi hazirlanmigtir.
1. Dokular tartilir ve buz Gzerinde makasla kuguk pargalara ayrilir.

2. Pargalanmis dokular 2 mM EDTA (pH: 7.2) ve 0.1 mM PMSF iceren

%1.15’lik KCI soliisyonunda (3 hacim) homojenize edilir.

3. Homojenizasyon “Heidolph bench top homojenizator” ile 2400-3000
rom’de, 1 dk boyunca gergeklestirilir. TUpun altina surekli buz destegi

saglanir.
4. 10.800xg'de, 4°C’de 25 dk boyunca santrifiijlenir.

Supernatan hdcre igerigini ve ¢ozunur fraksiyonlari icermektedir. Supernatan steril

1.5 ml'lik santrifiij tiipiine alinarak —80°C’de saklanir.

Protein homojenatlarinin total protein tayinleri, Smith ve ark.‘nin [242] belirledigi
bicinchoninic asit (BCA) ydntemine gore yapimistir. BCA yodntemi, Cu*?
katyonunun alkali ortamda proteinler tarafindan Cu** kiiproz katyonlarina
indirgenmesinin bicinchoninic asit ile selektif kolorimetrik olarak 562 nm’'de
absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir. BCA yontemi, diger yontemlere
gOre protein igerigi varyasyonundan daha az etkilenir, diger kolorimetrik
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yontemlere daha hizl, pratik ve guvenilirdir. 5 pyg/ml’e kadar hassasiyeti vardir ve
protein saflagtirlmasinda yuksek miktarda deterjan ve indirgeyici ajanlarin

kullanilmasina olanak tanir.

Bu calismada “Pierce” firmasinin “BCA Protein Tayin Kiti (Kat. No. 23225)”
kullanilmig ve yonergeleri asagida verildigi gibi uygulanmigtir.

1. Albumin protein (Pierce, sigir serum albumini) standardi i¢in 2 mg/ml'lik

standart soliisyondan 25 pg/ml-2 mg/ml arasinda seri dilusyonlar hazirlanir.

2. BCA iceren reaktif A solisyonunda 50 pay, %4 kuprik stilfat iceren reaktif B
solusyonundan 1 pay olmak Uzere karistirilarak karanlik bir sisede ¢alisma

reaktifi hazirlanir.

3. Mikroplak kuyularina standartlar veya bilinmeyen o6rneklerden 25’er ul

pipetlenir.

4. Calisma reaktifinden her kuyuya 200 pl pipetlenir ve plak 30 sn boyunca
karigtirilir.

5. Plak sarilip karanlik ortamda su banyosunda 37°C’de 30 dk bekletilir.

6. Plak oda sicakligina sogutulur ve plak okuyucusunda 562 nm’de absorbans
Olcumu yapilir. Koran absorbansi, standart ve orneklerin absorbanslarindan
cikarilarak ortalama-korle dogrultulmus absorbanslar hesaplanir. Standart
konsantrasyonlarina kargi absorbanslari grafikte cizilir. y= ax + b
formulinden x cekilir ve 0&rnegin konsantrasyonu regresyon egrisi

kullanilarak hesaplanir.

2.4.5 iki Basamakli Gergek Zamanl (Real-time) PCR

Gergek zamanli PCR c¢alismalarinda hedef genin ekspresyon analizi rolatif
degerler (ya da yar kantitatif) hesabi Uzerinden yapilir. Gen spesifik primerler
kullanillarak SYBR Green | interkalasyon boyasi varliginda, her PCR siklusu
sonunda 530 nm’'de floresan emisyonu Olgulerek spesifik mMRNA'nin, izolattaki
rélatif konsantrasyonu belirlenir. Bireyin referans geninin mRNA miktarlar igin,
gercek zamanl PCR reaksiyonunun her basamaginin sonunda elde edilen
amplikonun SBYR Green | interkalasyonu sonucu yaptigr 1simanin logaritmik
olarak arttigi ve temel seviyeyi gectigi noktada tespit edilen Cq (quantification

cycle: dlcim dongusl) ya da Ct (threshold cycle: esik dongusul) degerinin, hedef
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genin MRNA miktarlari igin tespit edilen Cq/Ct degerinden farki alinir ve ACq
bulunur. Bu deger 2°*“® formiiliinde yerine konularak anlamli ekspresyon degerleri
hesaplanir. Cift zincirli DNA’ya interkalasyon 6zelligi olan SBYR Green I'in 530
nm’de tespit edilen isimasindaki artisla, her déngide olusan amplikon miktar
arasinda korelasyon vardir. Grafikte seri standartlarin Cq degerlerine karsgi, DNA
miktarlarinin logaritmik fonksiyonu yerlestirilerek bir standart egri cizilir. R* degeri

ve verim degerleri hesaplanir.

Real-time PCR ile gen ekspresyon analizi tek basamakli ya da iki basamakh
yapilabilmektedir. Tek basamakli reaksiyonda mRNA kalip RNA gorevi gorur ve
gen spesifik primerler kullanilarak c¢ogaltiimak istenen bdlgeye geri primerler
baglanarak ters transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA sentezi yapilir. Reaksiyon
tuplerinin kapag! hi¢ agilmadan, termal doéngu cihazina ardisik girilen PCR
programi ile tumlesik bir PCR reaksiyonu yapilarak cDNA (zerinde bulunan hedef
bdlge ayni gen spesifik ileri ve geri primerler ile ¢ogaltilir. Tek basamakli yontemin
avantaji zamandan tasarruf etmek, kullanim kolaylidi ve basamak sayisini
indirerek kontaminasyonu azaltmak olsa da, iki basamakli yonteme goére kosullarin
optimize edilmesi daha zordur. iki basamakli ydntemde, uzun reaksiyon
surelerinde enzimin optimum c¢alisma omrunun kisittanmasi, daha fazla DNA
polimeraz kullaniimasi, 10 kata kadar hassasiyet azalmasi, primer dimerlerinin
birikerek SYBR Green | boyasiyla interferens yapmasi ve her gen bdlgesinin
caligsiimasinda total RNA oOrneklerinin tekrar tekrar ¢ozulup-dondurulmasiyla RNA
érneklerinin bitiinliigiiniin bozulmasi gibi dezavantajlarla karsilagilmamaktadir. iki
basamakli real-time PCR icin birinci basamakta sentezlenen cDNA iki aya kadar -
20°C'de depolanabilmektedir. Her gen bélgesi icin ¢6ziip-dondurmada RNA
orneklerinde karsilasilan degradasyona kargi iki basamakli yontem daha

uygundur.

2.4.5.1 Ters Transkripsiyon ile cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

“Roche Diagnostics” firmasinin “Transcriptor Reverse Transcriptase (Kat. No.
03531287001)” enzimi kullanildi ve Uretici firmanin protokoll izlendi. cDNA sentezi
reaksiyonu, 18 bazlik tek zincirli timin deoksinukleotit tekrarlarinin primer olarak
kullanildigi ve total RNA'da bulunan mRNA’larin 3’-poly A kuyruklarindan 5’ ucuna
dogru okuma yaparak 5° — 3’ komplementer DNA (cDNA) sentezinin gergeklestigi
reaksiyondur. Reaksiyon sonunda ters transkriptaz (RT) enziminin RNaz H

60



aktivitesi ile kalip RNA dizisi degradasyona ugrar ve ortamda sadece cDNA kalir.

Firmanin 6nerdigi protokol asagidaki sekilde optimize edilerek kullanildi.

Reaktif Son konsantrasyon Hacim

Distile su - 20 pl'ye tamamlanir.
Kalip RNA 1ug

Oligo (dT) primer 1 uM 1l

Hazirlanan soliisyon RNA’nin ikincil yapilarinin denatiirasyonu icin 65°C’de 10 dk
boyunca inkibasyona birakilir. Ardindan tlpler buza konulur. Asagidaki reaksiyon
kosullari hazirlanarak RNA iceren tipe eklenir ve reaksiyon tlplerinde son hacim
20 pl'ye steril distile su ile tamamlanir. 55°C’'de 30 dk ve ardindan 85°C'de 5 dk
inkiibasyona birakilir. ilk inkiibasyonda ters transkripsiyon, ikinci inkilbasyonda ise
“ters transkriptaz enziminin inaktivasyonu” gercgeklestirilir. “Ters transkriptaz” (RT)
eklenmemis kontrol icin, RT enzimi eklenmemis RT reaksiyonu inklibasyona

birakilir. inkiibasyon bitiminde tiipler buza konulur. -20°C’de depolanir.

Reaktif Son konsantrasyon Hacim
RT-reaksiyon tamponu (5x) 1x 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 mM 2 ul
RT-enzimi 10U 0.5 ul

Elde edilen cDNA kontrol gruplarindan 100°er ng alinarak cDNA havuzu
olusturulur ve seyreltmelerle 80 pg-250 ng cDNA arasi bir standart serisi
olusturulur. Standartlar gercek zamanli PCR basamaginda kalibrasyon egrisinin

cizilmesi ve verimin hesaplanmasinda kullanilir.

2.4.5.2 Real-time PCR Kosullari ve Primer Dizileri

PCR reaksiyonu icin hazirlanan mastir karisim “Roche Diagnostics” firmasindan
temin edilen “FastStart Essential DNA Green Master (Kat. No. 06402712001)”
arina ile hazirlandi. Tablo 2.1 kullanilan primerleri ve PCR kosullarini
gostermektedir. Primerlerin dizayninda Ulusal Saglik Enstitisd’nan (NIH) “Primer
Blast” programindan yararlanildi. Primerler iontek firmasindan (istanbul, Tirkiye)
satin alindi. Primerlerin konsantrasyon ve baglanma sicakliklari hesaplanan
verime gore optimize edildi. DNA kontaminasyonlarini Onlemek igin mastir
karisgima 0,2 U Urasil-DNA (glikosilaz eklendi. Gen spesifik primerlerin
konsantrasyonlari, dongu sayilari ve sicaklik dereceleri her gen bdlgesi igin ayri

ayri optimize edildi. PCR karisiminin son hacmi 20 ul’ye distile su ile tamamlandi.
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Tablo 2.1 PCR Kosullari, Primerler ve Ozellikleri

Gen NCBI Girig Primer Dizisi Baglanma Amplikon
Numarasi Sicakligi Uzunlugu
_ c) (bg)
| 5-CCACTGTCCCTGGGTATTGAAACC-3'
HSP70 JN544930 G 5-CACCGGGCTGGTTGTCTGAG-3' o8 121
| 5-CATCCCTTTCTTGCGTATCCTGC-3'
CYP1A ABO48939 G 5-CGTTTGAGTTCTCATCCAGCTTCC-3' >9 191
| 5-GAAGCTATACCGATTGTGACTGGA-3'
VTG AB331884 G 5-TGCCAGGCAATTCCTTCCTG-3' >7 86
| 5-GGCTTTGATAAGGACAGTGGAAGACT-3'
SOD AJ492825 G 5-GAAGTGGGACGAGACCTGTAGTG-3' 59 88
| 5-TGCAACCAGTTCGGACATCA-3'
GPx GQ376155 G 5-GAAGCCATTTCCAGGACGGA-3' o7 84
| 5-ATCCGTAAAGACCTGTATGCCA-3'
B-akin JQBL9774 I 5 5 GGGGAGCAATGATCTTGATCTTC3' >7 133
| 5-GTCAAGTCCGTTGAGATGCAC-3'
EF-1a AF485331 G 5-GGATGATGACCTGAGCATTGAAG-3' o8 175
| 5-CGTGCTGCTTTCCAGTCCAAGAA-3'
GAPDH AJ870982 58 136

G 5-CGCCTTCAGCCTTAACCTCACC-3

i: lleri primer, G: Geri Primer
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PCR déngiileri, ilk denatiirasyon ve hot start enzimin aktive olmasi igin 95°C’de 10
dk, 25-30 déngii (Cq degerlerine gore her gen icin ayri optimize edilmistir) 95°C’de
30 sn, 57-59°C'de 30 sn, 72°C’de 30 sn olarak belirlenmistir. Erime egrisi analizi
60-95°C arasinda 0,1°C/sn sicaklik artis hizinda ve siirekli floresan élciilmesiyle
gerceklestirildi. Her PCR’da bir adet kalip cDNA eklenmemis ve bir adet ters
transkriptaz eklenmemis birinci basamak ters transkripsiyon urinu oOrnegi
(genomik DNA kalintisini tespit edebilmek icin) cift negatif kontrol olarak
eklenmistir. Real-time PCR Roche Diagnostics firmasinin “Nano Lightcycler” cihazi
ve “Lightcycler ® Nano SW 1.0” programi ile yapilmistir. Bir real-time PCR
reaksiyonunun verimi E= 1079™ (E: verim) formult ile hesaplanir. Verimle
dogrultulmus Cq degerlerini hesaplamak icin (E. corr.) Cqg= Cq[Log(1+E)/Log(2)]
formUli kullanilir. Program egimi ve verimi, verimle dogrultulmus Cg, 2<% ve

anlamli ekspresyon oranlarini hesaplayabilmektedir.

2.4.5.3 Referans Genin Secilmesi

Spesifik mMRNA seviyelerinin yorumlanmasi igin her kosulda stabil ekspresyon
seviyelerine sahip referans genlerin kullanilmasi gerekmektedir. Genel olarak
kullanilan  referans genlerden bazilann GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz), B-aktin, EF-1a (elongation factor-1a), 18S rRNA, B-2 mikroglobulin
gibi genlerdir. Ancak bir canli tlrl igin belirlenen ve optimize edilen referans gen,
bir bagka canlida ayni sonuglari vermeyebilir. Hatta ayni canlinin gelisim
asamalarinda bile farkhilik gosterebilir. Bireyin farkli organlarinda da farklilk
gorulebilir. Bu yluzden, real-time PCR ile gen ekspresyon analizlerinde genel
referans gen se¢mek yerine, her tirde ve her organda ayri olmak Uzere referans
genlerin denenmesi ve metodun her organa gore optimize edilmesi gerekmektedir.
Bu baglamda 4. saat, 24. saat ve 96. saat kontrol ve DBP (1mg/l) doz gruplarindan
elde edilen solungag¢ ve karaciger RNA’lari, housekeeping genlerden GAPDH, -
aktin ve EF-1a ile denenmistir. Sonu¢ olarak Cq degerleri Pfaffl ve ark.’nin [243]
hazirladigi “BestKeeper©-ver.1” programina girilerek CV (coefficient of variation:
varyasyon sabiti) ¢iktilari hesaplanmig ve grafik ¢izilmistir. Buna gore, CV degeri
en kucguk hesaplanan gen referans gen olarak belirlenmigtir.
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2.4.6 SDS-PAGE ve Western Blotlama

2.4.6.1 SDS-PAGE (Sodyum dodesilsulfat-poliakrilamid jel elektroforezi)
SDS-PAGE proteinlerin ayristirlmasinda kullanilan analitik biyokimyasal bir
yontemdir. Jele yiklenen proteinler tek boyutlu olarak elektriksel alanda “-”
kutuptan “+“ kutuba dogru elektriksel yiklerine gore yaratalir. SDS ve B-
merkaptoetanol ile muamele edilerek 80°C’de su banyosunda proteinler denatiire
olurlar. Polipeptitlerin primer formlari molekul uzunluguna gore jelin porlarindan
gecerek “+” kutuba dogru suruklenirler. Sonugta polipeptitler molekdl agirliklarina
gore, jelin igerisinde agirdan hafife dogru logaritmik mesafelerde konumlanirlar.
SDS-PAGE protokollinde kullanilan solusyonlar ve jel igeridi ile western blotlama

ve immunodeteksiyonda kullanilan solisyonlar Tablo 2.2°’de verilmigtir.

Protein homojenati SDS-PAGE ile Laemmli’'nin [244] tanimladigi yonteme gore
ayristirlmigtir.  Ayri tampon sistemiyle 10x10 cm’lik cam sekillendiriciler
kullanilarak dokdlen 1 mm kalinhginda sandvi¢ poliakrilamid slab jel ile dikey
elektroforez yapimistir. Jel ydritmede Biometra marka “Model PS304” gii¢
kaynagi kullanilmigtir. Sandvigin cam levhalari sikistiricida sabitlenirken, etrafi
agaroz eriyigiyle maharlenerek sivi jelin disari ¢ikmasi engellenir. Tablo 2.2'de
ayirici jel igin yazilan malzemeler belirtilen sirada karistirilir ve pastor pipeti
yardimiyla sikistirlmig cam sandvigin igine pipetlenir. 10x10 cm’lik cam boyutuna
gore sandvicin %70’ jel ile doldurulduktan sonra Uzeri distile su ile kaplanarak
sandvi¢ agzina kadar doldurulur. Suyun yogunlugu jelden az oldugu igin Ust
kisimda kalir ve jel yere paralel ve dizgun bir sekilde katilagir. Jel katilagtiktan
sonra istifleme jeli Tablo 2.2°de belirtlen malzemelerle hazirlanir ve pastor
pipetiyle ayirici jelin Uzerine pipetlenir. Jel katilasmadan jelin igine dogru 20’li tarak
yerlestirilir. Jel katilaginca tarak cikarilir ve sandvi¢ sikistirma aparatiyla birlikte
elektroforez tankina yerlegtirilir. Tankin Ust ve alt tampon hazneleri 1x yuritme
tamponu ile doldurulur. Her érnekten 60 ug olacak sekilde ve 6x yudritme
tamponuyla karistirilarak jeldeki kuyulara protein karigimi yiklenir. ilk kuyuya 5 pl
protein standardi (Thermo Scientific, Kat. No. 26619) pipetlenir. “+” ve “-” kutuplara
gug baglantilan yapilarak akim verilir. 30 mA ve 150 V’da yukleme boyasi jelin alt
kismina gelinceye kadar yiritilir. islem bittiginde cam plakalar acilir ve jel

elektroblotlama i¢in hazirlanir.

64



Tablo 2.2 Western Blotlama Protokoliinde Kullanilan Malzemeler

Kimyasallar/Reaktifler Ayirici istifleme 10x Yurutme 6x Yukleme Trans-blot TBS
Jel Jeli (%4) Tamponu (pH: 8.3) | Tamponu (pH: 6.8) | Sollisyonu (pH: 7.6)
(%8) (pH: 8.3)
Akrilamid (%40) (ml) 1,92 0,48 - - - -
Bisakrilamid (%2) (ml) 1,33 0,32 - - - -
Tris HCI 1.5 M pH: 8.8 (ml) 2,5 - - - - -
Tris-HCI 1 M pH: 6.8 (ml) - 0,63 - - - -
%210 SDS (ul) 100 50 - - - -
%210 APS (ul) 100 50 - - - -
TEMED (ul) 6 5 - - - -
Tris (9) - - 30,3 0,378 ¢ 3,03 12,1
Glisin (g) - - 144 - 14,4 -
SDS (g) - - 10 1 - -
Bromfenol mavisi (mg) - - - 10 - -
Gliserol (ml) - - - 5 - -
B-merkaptoetanol (ml) - - - 1,25 - -
Metanol (ml) - - - - 200 -
Sodyum klortr (g) - - - - - 40
Distile su (ml) 4,05 3,46 1 I'ye tamamlanir 25 ml'e tamamlanir 650 5000

TBS: Tris-buffered saline (Tris-tamponlu tuz ¢dzeltisi), TEMED: Tetrametiletilendiamin, APS: Amonyum persiilfat.
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2.4.6.2 Elektroblotlama
Elektroblotlama iglemi, elektroforezde oldugu gibi jele yerlesmis proteinlerin,

elektrik alaninda

kutuptan “+” kutuba dogru hareket ederek membrana go¢

etmesi ve immobilize olmasidir. Elektroblotlama islemi yari-kuru blotlama cihazi

(Thermo Scientific, Kat. No. 88217) ile gerceklestiriimigtir. Protokol asagida

verildigi gibi uygulanmigtir.

1.

Whatman 3MM kromatografi kagidinda jelin boyutlarina uygun olarak 4 adet
hazirlanir. Yine ayni boyutlarda PVDF (poliviniliden diflorid) membran (Bio-
Rad, Kat. No. 162-0177) kesilir. Bu basamaktan itibaren temiz eldiven
kullaniimalidir. Membran, kullanilmayacak koselerinden temiz bir pens ile
tutulmalidir. Membran 0,2 y olmahdir, daha buUyuk por dlguleri blotlanan
protein molekullerinin membrandan gecgerek verimde kayiplar olmasina
sebebiyet verebilir. Membran %100 metanolde 10 saniye bekletilir.
Ardindan distile suda 5 dk boyunca calkalanir. Hemen ardindan trans-blot
(protein transfer tamponu) solisyonuna daldinlip 10 dk boyunca

karigtirilarak dengelenir. Bu basamaktan sonra membran islak tutulmahdir.

Jel ve filtre kagitlan trans-blot solliisyonuna kisa bir sure icin daldirilir ve

doyurulur.

Trans-blot sandvi¢ asagidan yukariya dogru sunger, iki kat filtre kagidi,
membran, jel, iki kat filtre kagidi ve stinger olmak Uzere hazirlanir. Yari-kuru
elektroblotlama cihazinda Ust kapak (-) kutup, alt tabla ise (+) kutup
olmalidir. Cihazda kutuplar ters ise, sandvi¢ de ters c¢evrilmelidir, ¢clnki
akim (-) kutuptan (+) kutba dogru gegecek, proteinleri jelden membrana bu

yonde aktaracaktir.

Sandvi¢ transfer tamponu ile surekli islak tutulmahdir. Filtre kagitlar ve
membran arasinda kesinlikle hava kabarciklari kalmamaldir. Bunun igin

silindir biciminde cam pipetler kullanilabilir.

En son hizayl bozmayacak sekilde jelin Ustline iki kat filtre kagidi ve stinger
konulur. Sungerler ve filtre kagitlar, alttaki filtre kagitlari ve sungerlere
temas etmeyecek sekilde kesilmelidir. Aksi taktirde akim kisa yolu tercih

edecek ve protein blotlama basarisiz olacaktir.
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6. Yari-kuru elektroblotlama cihazinin kapagi acilir ve sandvi¢ transfer
cemberine vyerlegtirilir. (+) Kutbun membran tarafina bakmasina dikkat

edilmelidir.

7. Akim siddetini 30 mA (veya 20 V) ayarlayarak elektroblotlama baglatilir ve 3
saat sureyle sabit akim verilir (sogutma ya da soguk tampon destegi
yapilmalidir).

8. Blotlama sonunda sandvig ayrilir ve membran pens ile tutularak alinir

9. Membran TBS (Tris-tamponlu salin) tamponunda kisa bir sureligine
calkalanir. Hemen ardindan %95 yagsiz sut tozu iceren TBS-T (%0,1'lik
Tween-20 iceren TBS tamponu) tamponuna atilir ve 2 saat galkalanarak
inkilbe edilir. Bu, membrani doyurma basamadidir ve non-spesifik

etkilesimleri indirger.

2.4.6.3 immunodeteksiyon (Kolorimetrik Yontem)

Kolorimetrik yontemde, ikincil antikorla konjuge olan raportor enzimle reaksiyona
giren renk verici bir substrat, gérinudr i1sikta kahverengi ya da lacivert renk veren
¢cokelti olusturur. Primer antikor membrandaki hedef proteinine baglanmis,
sekonder antikor da primer antikora baglanmig oldugundan membranda
sabitlenmiglerdir. Olusan renkli ¢okelti de protein bantlarinin Gzerinde belirir.
Proteine baglanan antikor miktari protein miktariyla dogru orantili oldugundan,
olusan renkli ¢okelegin de yogunlugu protein miktariyla korelasyon gosterir.
Boylelikle fotograf makinesiyle c¢ekilen fotograf Uzerinde yogunluk analizi
yapilabilir. Kolorimetrik yontem Ey ve ark.’nin [245] yontemine gbre asagidaki gibi

uygulanmigtir.

1. Membran 10’ar dk'lik yikamalarla 5 kez c¢ok miktarda TBS-T tamponu ile
calkalanarak yikanir.

2. %5 yagsiz sut tozu iceren TBS-T tamponda, 1:1000 veya 1:2000 seyreltilerek

anti-X protein antikoru (farede) hazirlanir.
3. Membran, antikor soltisyonunda 4°C’de gece boyu calkalayarak inkiibe edilir.

4. Hemen ardindan 10’ar dk’lik yikamalarla 5 kez ¢ok miktarda TBS-T tampon ile
calkalanarak yikanir.

67



5. %5 yagsiz sut tozu igceren TBS-T tamponda, 1:10000 (veya 1:5000)
seyreltilerek anti-fare alkalin fosfataz-konjugat sekonder antikor hazirlanir.

6. Membran, hazirlanan konjugat TBS-T solisyonunda 2 saat calkalanarak

inktibe edilir.

7. Membran, TBS-T ile 3 kez 10’ar dk'lik calkalamali inkibasyona birakilir.
Ardindan 2 kez 10’ar dk’lik galkalamali TBS inkubasyonu yapilir.

8. Renk gelistirme ajani BCIP/NBT (5-Bromo-4-kloro-3-indolil fosfat/nitro blue
tetrazolyum) (Sigma-Aldrich, Kat. No. B6404) ile membran muamele edilir.
Bantlar gorunur olunca derhal bu soliusyondan cikarilir, aksi takdirde karanlik

bir membran elde edilir.
9. Renk gelistirme ajani dokulir ve membran TBS ile 10 dk ¢alkalanarak yikanir.

Jel goruntileme cihazinda, membran kurumadan ve renk solmadan derhal
fotograf cekimi yapilmalidir. Protein bantlari ABD (Amerika Birlesik Devletleri)
‘Ulusal Saglik Enstitusi’'nun (NIH) internet sayfasindan indirilen “ImageJ 1.47v”

programi yardimiyla yaklasik pik alanlari hesaplanarak degerler kaydedilmigtir.

2.4.7 listatistiksel Hesaplamalar

istatistik hesaplamalari, gruplar arasi ortalamalarin farkini belirlemek igin
“Graphpad Prism 5.01" (California, ABD) istatistik programi kullanilarak yapildi.
Sonuclar ortalama oran ve standart hata olarak verildi. iki grup arasindaki
kargilastirmalar parametrik Student's t testi ve esit olmayan varyanslarda
nonparametrik Mann-Whitney U testi ile, ikiden fazla grup arasindaki
kargilastirmalar ise tek yonli ANOVA,; istatistiki olarak anlaml sonuglarda
ANOVA'yI takiben gruplar arasi anlaml farki karsilastirmak igin Tukey’s post hoc
test yapildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

Deney suresince deney, kontrol ve pozitif kontrol gruplarinda baliklarda 6lim

gozlenmemig, baliklar tire 6zgu normal davraniglar sergilemiglerdir.

3.1 Protein Miktar Tayini Sonuglari ve Standart Kalibrasyon Grafigi

Uygulanan BCA protokoline gore cizilen standart kalibrasyon grafigi Sekil 3.1°de
verilmigtir. Egimi hesaplamak igin Excel tabanli grafikten yararlaniimigtir. Egim
cizgisi eklendikten sonra grafik tGzerinde y= 0,001x + 0,0043 esitligi belirlenmistir.
Bu esitlikten yararlanilarak her 6érnegin konsantrasyonu x (konsantrasyon) érnegin
absorbansina (y) gore “ug/ml” cinsinden hesaplanmigtir. Protein konsantrasyonlari
dilisyon faktori (10 kat) ile carpilarak 10000-17000 pg/ml arasinda

hesaplanmistir.

BCA Standart Kalibrasyon Grafigi (25 pg/ml-2 mg/ml)

2,5
¢ Absorbans (562 nm)
- 2 »
=
5 —— EBim Cizgisi
EiZLS
e / v =0,001x+ 0,0443
1]
=2 1 R?=0,9949
5 /
wi
=]
< 0,5
0 / T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500
Standart (Albiimin) Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.1 BCA Metoduyla Belirlenen Standart Kalibrasyon Grafigi. y: absorbans, x:
konsantrasyon, R% Hata degeri.
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3.2 Real-Time PCR Analizleri

DBP (1 mg/ml) maruziyetinin juvenil sazan baliklarinin solunga¢ ve karaciger
dokularinda stress proteinleri Hsp70, CYP1A, SOD, GPx ve Vtg lizerine molekuler
duzeyde etkileri arastiriimigtir. Ginimuzde SYBR Green | 1simasini olgerek yari
kantitatif sonuglar veren Real-time PCR teknigi kullanilarak hassas, tekrarlanabilir,
dogrulugu yuksek ve konvansiyonel PCR islemlerinde karsilastigimiz zaman
kaybettirici ve hassas olmayan jel bazli ekstra iglemlere gerek duymadan gen
ekspresyon analizi ve kargilastirmasi yapilabilmektedir. Sekil 3.2'de Real-time
PCR analizi sonrasi %1’lik agaroz jelde yurutulen amplikonlarin ¢ekilen fotografi

gorulmektedir.

Markir 1

250 bl

B-aktin i
sSOD ERR

Sekil 3.2 Real-time PCR Analizi Sonrasi Amplikonlarin Agaroz Jeldeki
Goruntusd. Markir: 1 kb’lik DNA Molekul Agirlik Markiri, 1-4 arasi kuyucuklar
kontrol grubu, 5-8 arasi kuyucuklar DBP deney grubu.

3.2.1 Real-Time PCR Standart Kalibrasyon Grafigi

Kontrol cDNA havuzundan yapilan seri seyreltmelerle 80 pg ve 250 ng arasinda 5
katll dilisyonlar yapilarak standart kalibrasyon grafigi c¢izilmigtir. Standart
kalibrasyon grafigi deneyler arasindaki gesitliligi azaltmak igin cizilir. Her standart

dilisyonun konsantrasyonunun logaritmik fonksiyonuna karsi Cq degerinin grafikte
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yerlestiriimesiyle elde edilen dogrusal ¢izgi standart kalibrasyon egrisidir.
Amplifikasyon ve standart kalibrasyon grafikleri $Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de verilmistir.

Selected Target lT:argeH T]
215 c]
§ 05
115 ¥

1 {5 0 05 1 15 i 25
Loguu{a)

Ca=-312 logu(g) + 24.68, =0.9939, Error=0.033 E=2.09 (Ext)

Sekil 3.3 Kontrol cDNA havuzundan 5 kath seyreltiimig standartlarin PCR
reaksiyonu sonucu belirlenen Cq degerlerine karsi ¢izilen standart kalibrasyon
grafigi. Hata 0,033 ve egim -3,12 hesaplanmistir. Verim= 107%™ formiiliinden
2,09 olarak hesaplanmigtir. Program verim hesabini otomatik olarak
yapmaktadir.

" 1
L
¥ 0.75
kY
£ 05
g
EHEE
{] II|IIII|III|II--IIIIIII|IIII|IIII|I
i 10 15 20 25 30 35
Cycle

Sekil 3.4 Standart dilisyon amplikonlarinin Cq degerlerini gosteren grafik
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3.2.2 Real-Time PCR Amplikonlarinin Erime Egrisi Analizi

Real-time PCR Urlnlerinin  6zgunliguinl anlayabilmek i¢cin PCR reaksiyonu
tamamlandiginda erime edrisi analizi yapilir. Her ¢ift zincirli DNA’nin 6zgin bir
erime derecesi vardir. PCR reaksiyonu bittiginde, PCR tiipleri 0,1 °C/sn hizla
isitiirlar. Ozgiin erime derecesine, yani amplikonlarin yarisinin denatiire oldugu
sicakliga gelindiginde okunan floresan i1sima, SBYR Green | boyasinin hedef ¢ift
zincirli DNA’dan ayrildigi sicakliktir. Sicakliga kargi boyanin floresan isimasinin
negatif tirevi alinarak grafigi gizildiginde Sekil 3.5’deki gibi bir tepe noktasi olan
grafik elde edilir. Amplikonlar arasinda 6zgun olmayan UrUnler varsa, bunlar
belirlenen 6zgun sicaklik araligindan sapma gdsterir. Erime pikleri keskin olmali ve
birbirleri Gzerine binmelidir. Bu yontemle kontaminasyonlardan ya da primer
dimerlerinden kaynaklanan 6zgin olmayan amplifikasyonlar pratik olarak
saptanabilmektedir.

Melt Peaks Melt Curve Hotes

1.75
1.5

125
1

| A

dFidT

0.75
0.5
0.25

o r——————
&0 65 70 75 80 85 an

Temperature (°C)

Sekil 3.5 Erime piklerinin negatif tlrevleri alinarak ¢izilen grafik. Sicakliga karsi
SBYR Green | floresan 1sima degerleri ¢gizilmistir. Tek sicaklikta Ust Uste binmig
pikler tek tip PCR Urdnlerinin tespit edildigini gostermektedir. Yesil hat negatif
kontrolleri temsil etmektedir.
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3.2.3 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungac¢ ve
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak Hsp70 Gen Ekspresyonu
Uzerine Etkileri

Kontrol grubu solungaclarda 4. saatte Hsp70 mRNA seviyeleri 0,075 + 0,021 (ort.
eksp. orani * std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda Hsp70
MRNA seviyeleri 0,0145 + 0,005 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungaclarda 24. saatte Hsp70 mRNA seviyelerinin
0,0405 + 0,0089 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) oldugu bulunurken, 24. saatte
DBP deney grubunda Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0075 = 0,0020 (ort. eksp. orani
std. hata, n=7) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungaclarda 96. saatte
Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0056 + 0,0010 (ort. eksp. orani + std. hata, n=5) olarak
hesaplanirken, 96. saatte DBP deney grubunda Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0215 +
0,0047 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) bulunmustur. DBP muamelesi sonucu 4.
ve 24. saatlerde Hsp70 mRNA seviyeleri kontrollere goére istatistiksel olarak
anlamli seviyede azalirken (5,17 ve 5,4 kat) (p<0,05), 96. saatte kontrol grubuna
gore anlamh artis 3,83 kat hesaplanmigtir (p<0,05). Sekil 3.6’da solunga¢ Hsp70

MRNA seviyelerinin real-time PCR sonuglari verilmigtir.

Karaciger dokularinda ise 4. saat kontrol grubu Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0295 +
0,0225 (ort. eksp. orani *+ std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney
grubunda Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0342 + 0,0185 (ort. eksp. orani + std. hata,
n=4) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte Hsp70
MRNA seviyeleri 0,0306 + 0,0036 (ort. eksp. orani + std. hata, n=6), 24. saat DBP
deney grubunda Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0721 £+ 0,0168 (ort. eksp. orani + std.
hata, n=6) olarak hesaplanmigstir. Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte Hsp70
MRNA seviyeleri 0,0072 + 0,0013 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) olarak
hesaplanirken, 96. saatte DBP deney grubunda Hsp70 mRNA seviyeleri 0,0134 +
0,0016 (ort. eksp. orani + std. hata, n=8) bulunmustur. Kontrol ve DBP deney
gruplar arasindaki fark 4. saatte anlamsiz bulunurken (p>0,05), 24. ve 96. saatte
DBP deney gruplarinda kontrol gruplarina gére Hsp70 mRNA seviyeleri sirasiyla
2,35 katina ve 1,85 katina gikmistir (p<0,05). Sekil 3.7°de karaciger Hsp70 mRNA

seviyelerinin real-time PCR sonuglari verilmistir.
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Sekil 3.6 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saatte deney
gruplarinda solunga¢ Hsp70 gen ekspresyonu. Hsp70 ve [B-aktin real-time
PCR reaksiyonu i¢in 100°’er ng cDNA kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan
deger %100 olarak kabul edilmig, deney gruplari ise kontrol degerinin
yuzdesi olarak ifade edilmistir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05

1000

B Kontrol

B DBP (1 mg/l) 4. saat
R DBP (1 mg/l) 24. saat
DBP (1 mg/l) 96. saat

100

Ekspresyon Seviyeleri
'_\
o

Karaciger Hsp70 Rolatif

Sekil 3.7 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saatte deney
gruplarinda karaciger Hsp70 gen ekspresyonu. Hsp70 ve B-aktin real-time
PCR reaksiyonu i¢in 100’er ng cDNA kullaniimistir. Kontrollerde hesaplanan
deger %100 olarak kabul edilmis, deney gruplari ise kontrol degerinin
ylzdesi olarak ifade edilmistir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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3.2.4 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungac¢ ve
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak CYP1A Gen Ekspresyonu
Uzerine Etkileri

Kontrol grubu solungaclarinda 4. saatte CYP1A mRNA seviyeleri 0,0228 + 0,0053
(ort. eksp. orani = std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda
CYP1A mRNA seviyeleri 0.1595 £ 0.0521 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol solungaclarinda 24. saatte CYP1A mRNA seviyelerinin
0,0109 * 0,0031 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) oldugu bulunurken, 24. saat
DBP deney grubunda CYP1A mRNA seviyeleri 0,0133 £ 0,0038 (ort. eksp. orani +
std. hata, n=7) olarak hesaplanmistir. Kontrol solungacglarinda 96. saatte CYP1A
MRNA seviyeleri 0,0092 + 0,0022 (ort. eksp. orani + std. hata, n=5) olarak
hesaplanirken, 96. saatte DBP deney grubunda CYP1A mRNA seviyeleri 0,0198 +
0,0035 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) bulunmustur. DBP maruziyeti sonucu 4.
saatte CYP1A mRNA seviyeleri kontrollere gotre istatistiksel olarak anlamli
seviyede (7 kat) artarken (p<0,05), 24. saatte Olgulen artig (1,22 kat) istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubuna gére anlamli fark 96.
saatte 2,15 kata cikmistir (p<0,05). Sekil 3.8'de solungac CYP1A mRNA

seviyelerinin real-time PCR sonugclari verilmistir.

Karaciger dokularinda 4. saatte kontrol grubu CYP1A mRNA seviyeleri 0,8238 +
0,1158 (ort. eksp. orani * std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney
grubunda CYP1A mRNA seviyeleri 0,4660 + 0,0805 (ort. eksp. orani * std. hata,
n=4) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte CYP1A
MRNA seviyeleri 0,3937 + 0,1472 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6), DBP deney
grubunda 24. saatte CYP1A mRNA seviyeleri 0,0465 + 0,0148 (ort. eksp. orani
std. hata, n=6) olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte
CYP1A mRNA seviyeleri 0,1873 £ 0,0485 (ort. eksp. orani + std. hata, n=6) olarak
hesaplanirken, 96. saat DBP deney grubunda CYP1A mRNA seviyeleri 0,1723 +
0,0224 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=8) bulunmustur. Kontrol gruplarina (4. ve 24.
saatte) gore DBP deney gruplarinda CYP1A mRNA seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli seviyede (1,76 ve 8,46 kat) azalirken (p<0,05), 96. saatte bu azalma 1,08
kata indirgenmigtir, ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).
Sekil 3.9'da karaciger CYP1A mRNA seviyelerinin real-time PCR sonugclari

verilmigtir.
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Sekil 3.8 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saatte deney
gruplarinda solunga¢ CYP1A gen ekspresyonu. CYP1A ve B-aktin real-time
PCR reaksiyonu igin 100’er ng cDNA kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan
degder %100 olarak kabul edilmig, deney gruplari ise kontrol degerinin yuzdesi
olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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Sekil 3.9 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda karaciger CYP1A gen ekspresyonu. CYP1A ve B-aktin real-time
PCR reaksiyonu igin 100’er ng cDNA kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan
deder %100 olarak kabul edilmig, deney gruplari ise kontrol degerinin yuzdesi
olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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3.2.5 DBP'nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungag ve
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak SOD Gen Ekspresyonu Uzerine
Etkileri

Kontrol grubu solungaclarinda 4. saatte SOD mRNA seviyeleri 0,1305 + 0,0226
(ort. eksp. orani = std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda
SOD mRNA seviyeleri 0,0865 + 0,0038 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungacglarinda 24. saatte SOD mRNA seviyelerinin
0,0676 = 0,0045 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) oldugu bulunurken, 24. saat
DBP deney grubunda SOD mRNA seviyeleri 0,0653 + 0,0026 (ort. eksp. orani £
std. hata, n=7) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungaclarinda 96. saatte
SOD mRNA seviyeleri 0,0844 + 0,0139 (ort. eksp. orani = std. hata, n=5) olarak
hesaplanirken, 96. saat DBP deney grubunda SOD mRNA seviyeleri 0,0895 +
0,0024 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) bulunmustur. DBP muamelesi sonucu 4.,
24. ve 96. saatlerde SOD mRNA seviyelerinde kontrollere gore istatistiksel olarak
anlaml seviyede degisimler gozlenmemigtir (p>0,05). Sekil 3.10’da solunga¢ SOD

MRNA seviyelerinin real-time PCR sonuglari verilmigtir.

Karaciger dokularinda 4. saatte kontrol grubu SOD mRNA seviyeleri 43,57 + 4,041
(ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda
SOD mRNA seviyeleri 112,4 + 42,74 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte SOD mRNA seviyeleri
9,236 £ 3,750 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6), 24. saatte DBP deney grubunda
SOD mRNA seviyeleri 24,69 = 3,698 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte SOD mRNA seviyeleri
17,55 + 6,204 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) olarak hesaplanirken, DBP deney
grubunda 96. saatte SOD mRNA seviyeleri 190,0 £ 49,99 (ort. eksp. orani + std.
hata, n=8) bulunmustur. Kontrol grubuna gére DBP deney grubunda 4. saatte
SOD mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degigsim gozlenmezken
(p>0,05), 24. ve 96. saatte kontrol gruplarina gore DBP deney gruplarinda SOD
MRNA seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede yukselmistir (2,67 ve 10,82
kat, p<0,05). Sekil 3.11'de karaciger SOD mRNA seviyelerinin real-time PCR

sonuglari verilmigtir.
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Sekil 3.10 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda solungag SOD gen ekspresyonu. SOD ve B-aktin real-time PCR
reaksiyonu igin 100’er ng cDNA kullaniimistir. Kontrollerde hesaplanan deger
%100 olarak kabul edilmis, deney gruplari ise kontrol dederinin ytzdesi olarak
ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

Sekil 3.11 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda karaciger SOD gen ekspresyonu. SOD ve B-aktin real-time PCR
reaksiyonu icin 100’er ng cDNA kullaniimistir. Kontrollerde hesaplanan deger
%100 olarak kabul edilmig, deney gruplar ise kontrol dederinin yuzdesi olarak
ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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3.2.6 DBP'nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungag ve
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak GPx Gen Ekspresyonu Uzerine
Etkileri

Kontrol grubu solungaclarinda 4. saatte GPx mRNA seviyeleri 0,0952 + 0,0065
(ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda GPx
MRNA seviyeleri 0,089 + 0,0032 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungaglarinda 24. saatte GPx mRNA seviyelerinin
0,0837 + 0,0046 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) oldugu bulunurken, 24. saatte
DBP deney grubunda GPx mRNA seviyeleri 0,0983 + 0,0085 (ort. eksp. orani £
std. hata, n=7) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu solungaclarinda 96. saatte
GPx mRNA seviyeleri 0,099 + 0,0133 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=5) olarak
hesaplanirken, 96. saatte DBP doz grubunda GPx mRNA seviyeleri 0,1248 *
0,0077 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6) bulunmustur. DBP muamelesi sonucu 4.,
24. ve 96. saatlerde GPx mRNA seviyelerinde kontrollere gore istatistiksel olarak
anlamli seviyede degisimler gozlenmemistir (p>0,05). Sekil 3.12'de solungag GPx

MRNA seviyelerinin real-time PCR sonuglari verilmigtir.

Kontrol grubu karaciger dokularinda 4. saatte GPx mRNA seviyeleri 2,596 +
0,2186 (ort. eksp. orani *+ std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney
grubunda GPx mRNA seviyeleri 3,071 + 0,7756 (ort. eksp. orani + std. hata, n=4)
olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte GPx mRNA
seviyeleri 0,998 + 0,1345 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6), 24. saatte DBP deney
grubunda GPx mRNA seviyeleri 2,446 + 0,0532 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6)
olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte GPx mRNA
seviyeleri 1,155 + 0,2680 (ort. eksp. orani * std. hata, n=6) olarak hesaplanirken,
96. saatte DBP deney grubunda GPx mRNA seviyeleri 1,844 + 0,1857 (ort. eksp.
orani * std. hata, n=8) bulunmustur. Kontrol grubuna gére DBP deney grubunda 4.
saatte GPx mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli degisim gozlenmezken
(p>0,05), 24. saatte kontrol grubuna gére DBP deney grubunda GPx mRNA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede yukselme gézlenmistir (2,45 kat,
p<0,05). DBP doz grubunda 96. saatte kontrol grubuna gére gozlenen artis (1,59
kat) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Sekil 3.13'de karaciger GPx
MRNA seviyelerinin real-time PCR sonuglari verilmigtir.
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Sekil 3.12 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda solungag GPx gen ekspresyonu. GPx ve B-aktin real-time PCR
reaksiyonu icin 100’er ng cDNA kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan deger
%100 olarak kabul edilmig, deney gruplari ise kontrol degerinin yuzdesi olarak
ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

Sekil 3.13 Kontrol grubuna gbére normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda karaciger GPx gen ekspresyonu. GPx ve B-aktin real-time PCR
reaksiyonu igin 100’er ng cDNA kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan deger
%100 olarak kabul edilmis, deney gruplar ise kontrol degerinin yuzdesi olarak
ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmik olarak ifade edilmistir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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3.2.7 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Karaciger
Dokularinda Zamana Bagh Olarak Vtg Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Karaciger dokularinda 4. saatte kontrol grubu Vtg mRNA seviyeleri 2,696 + 1,018
(ort. eksp. orani  std. hata, n=4) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda Vtg
MRNA seviyeleri 1,1852 + 0,6759 (ort. eksp. orani * std. hata, n=4) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte Vtg mRNA seviyeleri
0,0016 + 0,0003 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=6), DBP deney grubunda Vtg
MRNA seviyeleri 0,0025 = 0,0004 (ort. eksp. orani + std. hata, n=6) ve B-Ostradiol
(pozitif kontrol) doz grubunda Vtg mRNA seviyeleri 95,06 + 55,33 (ort. eksp. orani
+ std. hata, n=2) olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte
Vtg mRNA seviyeleri 0,0020 £ 0,0004 (ort. eksp. orani + std. hata, n=6) olarak
hesaplanirken, 96. saat DBP deney grubunda Vtg mRNA seviyeleri 0,0056 *
0,0011 (ort. eksp. orani = std. hata, n=8) ve B-Ostradiol (pozitif kontrol) doz
grubunda Vtg mRNA seviyeleri 431,5 + 153,9 (ort. eksp. orani £ std. hata, n=2)
olarak gozlenmigtir. Kontrol grubuna gbére DBP deney grubunda 4. ve 24. saatte
Vtg mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli degisim gb6zlenmezken
(p>0,05), 96. saatte kontrol grubuna gore DBP deney grubu Vig mRNA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede yukselme gozlenmistir (2,8 kat,
p<0,05). Pozitif kontrollerde 24. ve 96. saatlerde sirasiyla 5,7x10° ve 2,1x10" kat
artis gozlenmigtir. Sekil 3.14’de karaciger Vtg mRNA seviyelerinin real-time PCR

sonugclari verilmigtir.
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Sekil 3.14 Kontrol grubuna gore normalize edilmis 4. 24. ve 96. saat deney
gruplarinda ve pozitif kontrol B-Ostradiol gruplarinda karaciger Vtg gen
ekspresyonu. Vtg ve [-aktin real-time PCR reaksiyonu icin 100’er ng cDNA
kullaniimigtir. Kontrollerde hesaplanan deger %100 olarak kabul edilmig, deney
gruplari ise kontrol degerinin ylzdesi olarak ifade edilmistir. Y-ekseni logaritmiktir.

*igtatistiksel olarak anlamli deger p<0,05
**|statistiksel olarak anlamli deger p<0,0001
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3.2.8 Real-Time PCR Ydntemi i¢in Referans Genin Secilmesi

Real-time PCR ydntemiyle gen ekspresyon analizlerinde bagvurulan aday referans
genlerden GAPDH, EF-1a ve p-aktin denenmigtir. “BestKeeper©-ver.l”
programina girilerek CV (coefficient of variation: varyasyon sabiti) ciktilar
hesaplanmig ve sonuclar grafikle gosterilmistir. Buna gore en kug¢uk CV degeri [3-
aktin geni olarak bulunmustur. Referans genlerden GAPDH, EF-1a ve B-aktin igin
hesaplanan CV degerleri sirasiyla 0,032, 0,027 ve 0,015'dir. Bir referans genin CV
degeri ne kadar kuguk bir deger ise, genin farkli bireylerdeki ekspresyon miktarlari
arasindaki varyasyon (farkhlik) da o derece kuguktur. Sekil 3.15°de ug farkli

referans genin Cq degerleri grafik ile gdsterilmistir.
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Sekil 3.15 Referans genlerden GAPDH, EF-1a ve B-aktin i¢in real-time PCR ile
Olcllen Cq degerleri. Grafikte en sabit ekspresyonun B-aktin ekspresyonu oldugu
goOrulmektedir.
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3.3 Protein Seviyelerinin Western Blot Analiziyle Belirlenmesi

Deney grubundaki (DBP, 1 mg/l) sazan balklarinin solunga¢ ve karaciger
dokularinda Hsp70, CYP1A ve Vtg protein seviyelerinde, kontrol grubuna goére
zamana bagh degisimler western blotlama metoduyla analiz edilmigtir. Primer
antikor olarak farede (kulturde) dretilmis monoklonal anti-Hsp70, monoklonal anti-
CYP1A ve monoklonal anti-Vtg kullaniimistir. Sekonder antikor olarak anti-fare
sekonder antikoru-alkalen fosfataz konjugati kullanilmistir. Protein seviyeleri
yaklasik degerler olarak hesaplanmistir. SOD ve GPx igin antikor temin
edilemediginden western blot analizi yapilamamisgtir.

3.3.1 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungag ve

Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak Hsp70 Protein Seviyeleri
Uzerine Etkisi

Anti-Hsp70 antikoru (fare monoklonal, Cayman Chemical, Kat: 10011421) 1:500
seyreltilerek, anti-fare sekonder antikor-alkalen fosfataz konjugati (keci poliklonal,
Sigma, Kat: A3562) ise 1:4000 seyreltilerek uygulanmigtir. Kontrol grubu
solungaclarinda 4. saatte Hsp70 protein seviyeleri 10900 + 1320 (ort. pik alani
std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda Hsp70 protein
seviyeleri 8540 £ 263 (ort. pik alani  std. hata, n=3) olarak hesaplanmistir. Kontrol
grubu solungaclarinda 24. saatte Hsp70 protein seviyelerinin 11600 + 458 (ort. pik
alani * std. hata, n=3) oldugu bulunurken, 24. saatte DBP deney grubunda Hsp70
protein seviyeleri 8590 + 96 (ort. pik alani + std. hata, n=3) olarak hesaplanmigtir.
Kontrol grubu solungaclarinda 96. saatte Hsp70 protein seviyeleri 9353 + 267 (ort.
pik alani  std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, 96. saatte DBP deney grubunda
Hsp70 protein seviyeleri 13290 + 172 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) bulunmustur.
DBP muamelesi sonucu 4. ve 24. saatlerde Hsp70 protein seviyelerinde
kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli seviyede azalma (1,27 kat ve 1,35 kat)
gOzlenmis (p<0,05), 96. saatte ise DBP deney grubu protein seviyeleri 1,42 kata
kadar artmigtir (p<0,001). Sekil 3.16'da solungac Hsp70’in western blot sonuglari

gosterilmistir.

Karaciger dokularinda 4. saatte kontrol grubu Hsp70 protein seviyeleri 4923 + 930
(ort. pik. alani £ std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda Hsp70
protein seviyeleri 4777 + 820 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) olarak hesaplanmistir.
Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte Hsp70 protein seviyeleri 3315 + 137 (ort.
pik alani = std. hata, n=3), 24. saatte DBP doz grubunda Hsp70 protein seviyeleri
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4556 + 323 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu
karacigerlerinde 96. saatte Hsp70 protein seviyeleri 3075 £ 296 (ort. pik alani £
std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, 96. saatte DBP deney grubunda Hsp70
protein seviyeleri 5039 + 294 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) bulunmustur. Kontrol
grubuna gore DBP deney grubunda 4. saatte Hsp70 protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli degisim gozlenmezken (p>0,05), 24. ve 96. saatte
kontrol grubuna gére DBP deney grubu Hsp70 protein seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli derecede yukselme gézlenmistir (1,37 kat ve 1,63 kat, p<0,05).

Sekil 3.17°de karaciger Hsp70’in western blot sonugclari gosterilmistir.

o
u%, . § %

Sekil 3.16 DBP’nin sazan balidi solunga¢ dokusunda Hsp70 protein
seviyelerine etkisi. (A) Western blotlama ile elde edilen protein bantlarinin
goruntisu. Markir: Protein molekul agirhk markiri (10-250 kDa). 1-3: 4. saat
kontrol grubu, 4-6: 4. saat DBP deney grubu, 7-9: 24. saat kontrol grubu, 10-12:
24. saat DBP deney grubu, 13-15: 96. saat kontrol grubu, 16-18: 96. saat DBP
deney grubu. (B) Solunga¢ dokularinda Hsp70 protein seviyeleri. Kontrollerde
hesaplanan deger %100 olarak kabul edilmis, deney gruplari ise kontrol
degerinin yuzdesi olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*igtatistiksel olarak anlamli deger p<0,05
**|statistiksel olarak anlamli deger p<0,001
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Sekil 3.17 DBP’nin sazan baligi karacier dokusunda Hsp70 protein
seviyelerine etkisi. (A) Western blotlama ile elde edilen protein bantlarinin
goruntusu. Markir: Protein molekdl agirlik markiri (10-250 kDa). 1-3: 4. saat
kontrol grubu, 4-6: 4. saat DBP deney grubu, 7-9: 24. saat kontrol grubu, 10-12:
24. saat DBP deney grubu, 13-15: 96. saat kontrol grubu, 16-18: 96. saat DBP
deney grubu. (B) Karaciger dokularinda Hsp70 protein seviyeleri. Kontrollerde
hesaplanan deger %100 olarak kabul edilmis, deney gruplari ise kontrol

degerinin ylzdesi olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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3.3.2 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Baliklarinin Solungag¢ ve
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Olarak CYP1A Protein Seviyeleri
Uzerine Etkisi

Anti-CYP1A antikoru (fare monoklonal, Cayman Chemical, Kat: 173132) 1:1000
seyreltilerek, anti-fare sekonder antikor-alkalen fosfataz konjugati (kegi poliklonal,
Sigma, Kat: A3562) ise 1:4000 seyreltilerek uygulanmigtir. Kontrol grubu
solungacglarinda 4. saatte CYP1A protein seviyeleri 4357 + 127 (ort. pik alani £ std.
hata, n=3) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda CYP1A protein seviyeleri
14590 + 2878 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu
solungacglarinda 24. saatte CYP1A protein seviyelerinin 4562 + 1780 (ort. pik alani
+ std. hata, n=3) oldugu bulunurken, 24. saat DBP deney grubunda CYP1A protein
seviyeleri 6271 = 2103 (ort. pik alani + std. hata, n=3) olarak hesaplanmistir.
Kontrol grubu solungaclarinda 96. saatte CYP1A protein seviyeleri 1819 + 638
(ort. pik alani + std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, 96. saatte DBP deney
grubunda CYP1A protein seviyeleri 8931 + 6016 (ort. pik alani £ std. hata, n=3)
bulunmustur. DBP muamelesi sonucu solungaclarda 4. saatte CYP1A protein
seviyelerinde kontrollere gore istatistiksel olarak anlaml seviyede artis (3,34 kat)
gOzlenmis (p<0,05), 24. saatte kontrol seviyelerine geri donus olmus, ancak 96.
saatte DBP deney grubunda protein seviyeleri 4,91 kata kadar artmistir (p<0,05).

Sekil 3.18’de solungag¢ dokusunda CYP1A’nin western blot sonuglari gosterilmistir.

Karaciger dokularinda 4. saatte kontrol grubu CYP1A protein seviyeleri 6820 +
59,5 (ort. pik. alani = std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda
CYP1A protein seviyeleri 3821 + 40,5 (ort. pik alani + std. hata, n=3) olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu karacigerlerinde 24. saatte CYP1A protein seviyeleri
8209 + 501 (ort. pik alani £ std. hata, n=2), 24. saat DBP deney grubunda CYP1A
protein seviyeleri 2240 * 189 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) olarak hesaplanmistir.
Kontrol grubu karacigerlerinde 96. saatte CYP1A protein seviyeleri 7933 + 452
(ort. pik alani + std. hata, n=3) olarak hesaplanirken, 96. saatte DBP deney
grubunda CYP1A protein seviyeleri 5020 + 85 (ort. pik alani = std. hata, n=3)
bulunmustur. Kontrol grubuna gére DBP deney grubunda 4. saatte CYP1A protein
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenirken (1,78 kat) (p<0,001),
24. saatte bu inhibisyon 3,66 kat (p<0,001) ve 96. saatte ise 1,58 kat olarak
g6zlenmistir (p<0,05). Sekil 3.19'da karaciger dokusunda CYP1A’nin western blot

sonuglari gosterilmigtir.
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Sekil 3.18 DBP’nin sazan baligi solunga¢ dokusunda CYP1A protein
seviyelerine etkisi. (A) Western blotlama ile elde edilen protein bantlarinin
goruntusu. Markir: Protein molekul agirlik markiri (10-250 kDa). 1-3: 4. saat
kontrol grubu, 4-6: 4. saat DBP deney grubu, 7-9: 24. saat kontrol grubu, 10-
12: 24. saat DBP deney grubu, 13-15: 96. saat kontrol grubu, 16-18: 96. saat
DBP deney grubu. (B) Solunga¢ dokularinda CYP1A protein seviyeleri.
Kontrollerde hesaplanan deger %100 olarak kabul edilmig, doz gruplar ise
kontrol degerinin yuzdesi olarak ifade edilmistir. Y-ekseni logaritmiktir.

—

*|statistiksel olarak anlamli deger p<0,05
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Karaciger CYP1A Protein Seviyeleri

Sekil 3.19 DBP’nin sazan baligi karaciger dokusunda CYP1A protein
seviyelerine etkisi. (A) 4. saat kontrol ve DBP deney gruplarinin western
blotlama ile elde edilen protein bantlarinin gértnttsid. Markir: Protein molekdil
agirhk markiri (10-250 kDa). 1-3: 4. saat kontrol grubu, 4-6: 4. saat DBP deney
grubu. (B) 24. saat kontrol ve DBP deney gruplarinin western blotlama ile elde
edilen protein bantlarinin goruntusu. Markir: Protein molekul agirlik markiri
(10-250 kDa). 1-2: 24. saat kontrol grubu, 3-5: 24. saat DBP deney grubu. (C)
96. saat kontrol ve DBP deney gruplarinin western blotlama ile elde edilen
protein bantlarinin goérintisu. Markir: Protein molekal agirhk markiri (10-250
kDa). 1-3: 96. saat kontrol grubu, 4-6: 96. saat DBP deney grubu. (D)
Karaciger dokularinda CYP1A protein seviyeleri. Kontrollerde hesaplanan
dedger %100 olarak kabul edilmig, doz gruplari ise kontrol degerinin yuzdesi
olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

*igtatistiksel olarak anlamli deger p<0,05
**|statistiksel olarak anlamli deger p<0,001
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3.3.3 DBP’nin 4. Saat, 24. Saat ve 96. Saatte Sazan Bgllklarlnln Karaciger
Dokularinda Zamana Bagh Olarak Vtg Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi

Anti-Vtg antikoru (fare monoklonal, Cayman Chemical, Kat: 170115) 1:1000
seyreltilerek, anti-fare sekonder antikor-alkalen fosfataz konjugati (kegi poliklonal,
Sigma, Kat: A3562) ise 1:4000 seyreltilerek uygulanmigtir. Karaciger dokularinda
24. saatte kontrol grubu Vtg protein seviyeleri 125 + 20,65 (ort. pik. alani * std.
hata, n=3) olarak hesaplanirken, DBP deney grubunda Vtg protein seviyeleri 134 +
27,72 (ort. pik alani + std. hata, n=3), 24. saatte B-Ostradiol pozitif kontrol
grubunda ise Vtg protein seviyeleri 8581 + 842 (ort. pik. alani = std. hata, n=2)
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu karaciger dokularinda 96. saatte Vtg protein
seviyeleri 83 = 13,54 (ort. pik alani + std. hata, n=3), 96. saatte DBP deney
grubunda Vtg protein seviyeleri 79 £ 13,87 (ort. pik alani £ std. hata, n=3) ve 96.
saatte B-O6stradiol pozitif kontrol grubunda Vtg protein seviyeleri 3453 + 1017 (ort.
pik. alani £ std. hata, n=2) olarak hesaplanmistir. DBP deney grubunda 24. ve 96.
saatlerde kontrollere gore Vtg protein seviyelerinde degisim gdzlenmezken, 24.
saatte kontrol grubuna goére B-Ostradiol pozitif kontrol grubunda 686,4 kat
(p<0,0001), 96. saatte ise 416 kat artis gdzlenmistir (p<0,0001). Sekil 3.20'de
karaciger dokularinda Vtg'nin western blot sonuglari gosterilmigtir.
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Sekil 3.20 DBP’nin sazan balidi karaciger dokusunda Vtg protein
seviyelerine etkisi. (A) Kontrol ve DBP deney gruplarinin 24. saatte western
blotlama ile elde edilen protein bantlarinin gérantisu. Markir: Protein molekil
agirhk markirn (10-250 kDa). 1-3: 24. saat kontrol grubu, 4-6: 24. saat DBP
deney grubu. (B) Kontrol ve DBP deney gruplarinin 96. saatte western
blotlama ile elde edilen protein bantlarinin gorantusu. Markir: Protein molekul
agirhik markir (10-250 kDa). 1-3: 96. saat kontrol grubu, 4-6: 96. saat DBP
deney grubu. (C) Karaciger dokularinda Vtg protein seviyeleri. Kontrollerde
hesaplanan deder %100 olarak kabul edilmis, doz gruplari ise kontrol
degerinin yuzdesi olarak ifade edilmigtir. Y-ekseni logaritmiktir.

***[statistiksel olarak anlaml deger p<0,0001

DBP’nin subletal dozda stres proteinleri Hsp70, CYP1A, SOD, GPx ve endokrin
bozucu aday biyobelirte¢ Vtg'nin mRNA ve protein seviyelerine etkisi Tablo 3.1'de
Ozetlenmigtir. Sekil 3.21'de, model organizma olarak Uzerinde c¢aligmalar
yaptigimiz sazan baliginin DBP maruziyetine kargi belirlenen gen ekspresyon
profilinin grafigi verilmistir. Grafik, incelenen bes genin ekspresyonunun ve protein

seviyelerinin kargilikli olarak incelenmesinde kolaylik saglayacakitir.
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Tablo 3.1 DBP Maruziyeti ile Sazan Baliginda (C. carpio) mRNA ve Protein Seviyelerinde Roélatif Degisimler

ORGAN Hsp70 | Hsp70 | CYP1A | CYP1A | \Vig Vig SOD GPx
MRNA | Protein | mRNA | Protein | mRNA | Protein | mRNA MRNA
Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 - - 1,00 1,00
O
5 4. saat 5171 | 1,27 | 71 3,34 1 - - 1,5 | 1,07 |
pza
o
§ 24. saat 54| | 135 | 1221 | 1371 - - 1,03 | 1,141
96. saat 3,831 | 1421 | 2151 | 491 - - 1,061 | 1,261
Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
(14
) 4. saat 1,161 | 1,03, | 1,76  1,78] | 2,27 - 2581 | 1,181
9
% 24. saat 2351 | 1,371 | 846 | 366] | 1561 1071 | 2671 | 2451
X

96.saat | 1,851 1,631 1,08 | 158 @ 281 | 105, | 10,821 1,61
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HSP70 CYP1A VTG SOD GPx

Sekil 3.21 Sazan Baliginda (C. carpio) Sublethal DBP Maruziyeti ile Hsp70, CYP1A, Vtg, SOD ve GPxin Zamana Bagimli
Ekspresyon Profilleri. Protein seviyeleri, karsilastirma kolayligi bakimindan her bir genin ekspresyon araligini gosteren alanin

sagindaki alanlarda verilmigtir. Y ekseni normalize edilmis ekspresyon degerlerini gostermektedir.
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3.4 Tartisma

Di-n-batil fitalat kozmetik sanayiinde, plastik malzemesi olarak ve polimerlerin
yapisinda saglamlastirici ve esneklestirici madde olarak, boya ve vernik
uretiminde, oyuncaklarin yapisinda ve bir¢ok alanda yaygin organik ¢ozucu olarak
kullaniimaktadir [1], [2], [6]. Ancak polimerlere kimyasal olarak baglanmadigindan
cevreye Kkirletici olarak salinimi son derece yuksektir ve dogal yasami oldugu
kadar insan sagligini da tehdit etmektedir. Fitalatlarin birgogunun karsinojenik ve
mutajenik etkiye sahip oldugu, bunun yaninda endokrin bozucu kimyasallar (EDC)
olarak deg@erlendirildikleri ve hayvan turlerinde antiandrojenik etki olusturduklari
belgelenmistir [9], [17]. DBP ince bagirsaktan absorbe edildikten hemen sonra
hizlica MBP’ye hidrolize olmakta ve glukuronid bilegikleri halinde idrarla vicut
digina atilmaktadir. DBP’nin 7 gunde idrarla vicut digina atilan miktari yalnizca
%60'dir [29]. Bu bilgi bize DBP’nin organizmada biriktigi ve canlida kronik

toksisiteye ve metabolik bozukluklara sebebiyet verebilecegini isaret etmektedir.

DBP’nin sucul organizmalarda biyoakimulasyona sebep oldugu uzun siredir
bilinmektedir [70]-[72]. Sazan baliklarinda (C. carpio) DBP’nin biyokonsantrasyon
faktori (BCF) 1,8 kg/l olarak belirlenmigtir [5]. Bunun yaninda, sucul canlilar
uzerindeki toksik etkileri de raporlara girmistir [8]. Fitalatlar veya metabolitleri
dstrojen reseptord, aril hidrokarbon reseptdri ve androjen reseptériyle etkilesim
gOstererek endokrin bozucu ve oksidatif stres etkisi gostermektedirler. DBP ve
cevre Kkirleticisi diger fitalatlarin sucul organizmalardaki etkileri tGzerine ¢ok fazla
calisma olmasina ragmen [74], [77], [84], etki mekanizmasi henlz ¢ok tartismalidir
ve kesin degildir. Ancak bir kimyasalin organizma Uzerinde yarattigi toksik etki ve
stres canlinin butunuyle degerlendirildigi ve anatomik, fizyolojik, patolojik,
biyokimyasal ve molekuler parametrelerin arastirildigi timdengelimci bir yaklagsim
sergilenmelidir. Bilim ve teknolojideki gelismeler arastirmacilara farkli metodlarla
ve karsilastirmali olarak c¢alisma imkani saglamaktadir. Toksik etki
mekanizmalarinin arastiriimasinda, bu yuzyila kadar enzim aktivitesi, protein
seviyeleri, biyomolekullerin oksitlenme duzeyi gibi metotlar gokg¢a kullaniimisgsa da,
toksikolojik mekanizmalarin tam olarak anlagilabilmesi icin transkripsiyon oncesi,
transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi seviyelerin aydinlatiimasi buylk
dénem arz etmektedir. Ornegin, DBP’nin fareler lizerinde uterin (délyatagi) Hsp70

seviyelerinde azalmaya neden oldugu bilinmekte [138] ve bunun yaninda lipit
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metabolizmasinda da degisimlere sebebiyet verdigi bilinmektedir [53]. Bununla
birlikte, 0Ostrojen reseptori-a’nin  promotor bodlgesinde sebep oldugu
hipometilasyonla dstrojen sentezini arttirici etkisi oldugu ortaya ¢ikarilmis olmakla
birlikte [59], DBP’nin &stradiol etkisiyle benzer bir etkiye sahip oldugu ve 1s1 soku
proteininin ekspresyonu uzerinde Ostradiolle korelasyon gosterdigi tespit edilmistir
[50]. DBP’nin oksidatif stres ve hasara sebep oldugu bildirilmigtir [246]. Oksidatif
stres ile ortaya ¢ikan slperoksit anyonlari ve oksijen radikalleri hiicrede birikerek
proteotoksisitenin ve protein agregatlarinin olusmasini tesvik eder. Kimyasal ve
oksidatif stres sonucu sitotoksisite ve protein agregasyonuyla basa c¢ikmak icin
hicrede artan Hsp70 konsantrasyonlari, MS (Multiple Sclerosis), Alzheimer ve
Parkinson hastaliklari Gzerine yapilan ¢alismalarda énemli yer tutmaktadir [247].
Beyinde normalde Hsp70 konsantrasyonu, Hsc70 konsantrasyonuna gore cok
daha azdir, ancak Hsc70 tauopatilerin klerensinde Hsp70’e gobre daha az
basarilidir [248]. Artan yagsla birlikte organizmada biriken oksidatif stres arunleri
proteotoksisiteyi arttirmaktadir. Hsp70-Hsp110 protein katlanmasinda ve
degradasyonun 6nlenmesinde 6nemli biyolojik saperonlardir. Reaktif oksijen turleri
proteotoksisiteye ve bu vyolla da 1si soku proteinlerinin ekspresyonunda
induklenmeye sebep oluyorsa, fitalatlarin organizmada tesvik ettikleri stres de 1si
soku proteinlerinin artmasina sebep olabilir. Oksidatif strese neden olan bazi
hidrokarbonlar sitokrom P450 enzimlerinin de substratidirlar ve P450’ler
hidrokarbon reseptorleri araciligiyla substrat bagimh olarak induklenebilirler. Bir
kimyasal ajan organizmada pek ¢ok farkli metabolik etkiye sahip olabilir. Fitalatlar
s6z konusu oldugunda, oksidatif stresin, dstrojen sentezinin, lipit
metabolizmasinin, apoptozun artti§i bilinmekle birlikte, s6z konusu biyolojik
surecglerde kimyasal ajanin dozuna ve maruziyet suresine bagl olarak
saperonlarin sentezinde, Ostrojen sentezinde, P450 sentezinde ve oksidatif stresle
basa ¢cikmada gorevli SOD ve GPx gibi evrensel temizleyici proteinlerin sentezinde

regulasyonel degisimlere neden olabilecedi disunulebilir [50] [251]-[254].

Strese karsi yanitta etki mekanizmasi sanilandan daha karmasiktir.
Arilhidrokarbon reseptora  CYP1A’nin sentezinden sorumlu transaktive edici
olmasina ragmen, Ostrojen reseptoru-a ile aralarinda karmasgik bir iligki vardir. 3-
Ostradiol maruziyeti ile CYP1A transkripsiyonun baskilandigi, ancak ERa

antagonisti varliginda bu baskilanmanin ortadan kalktigi bilinmektedir [176]. AhR-
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ligand kompleksi de E2-ERa kompleksini modile ederek aktif ERa’nin DNA
baglanma kapasitesini azaltmaktadir [177]. One siriilen hipoteze gére, AhR-
agonist aracili antiostrojenik etkiyle, niukleer AhR-Arnt kompleksi ERa’yi AhR-
yaniti aracili gen promotorlarina yonlendirerek Ostrojen yanitt genlerinin
transkripsiyonu engellenmekte ve bu iglem proteozom kompleksi, ubikuitinasyon
ve degradasyonla koordine yurutulmektedir [178], [179]. Bunun yaninda, AhR
sinyalinin nonilfenol gibi 6strojeni taklit eden bir ajan ile bastirilarak CYP1A
indUksiyonunun baskilandigi [185], buna karsin indiklenmis CYP1A aktivitesine
paralel olarak vitellogenin Uretiminin de baskilandigi bildirilmistir  [178].
Calismamizda, DBP deney grubunda Vtg mRNA seviyelerinde zamana bagl
olarak dalgalanma go6zlenmis, fakat protein seviyelerinde degisiklik tespit
edilmemigtir. Vtg sentezinde indiklenme tespit edilmemis olmasi, DBP’nin akut
EDC aktivitesi olmadigini gostermektedir. Western blotlama sonuclari gercege
yakin sonuglar olmasina ragmen, elde edilen sonuglar yaklagik degerlerdir ve
kiguk miktar degisimlerinin tespit edilmesinde kesin degerlerden bahsetmek
olanakli degildir. Ayrica mRNA stabilizasyonunu etkileyen herhangi bir faktor,
MRNA seviyesinde induklenmenin protein seviyesinde karsilik bulamamasina
neden olabilir.

Bu calismada, DBP’nin oksidatif metabolizmaya etkisini anlamak igin superoksit
dismutaz ve GPx enzimlerinin ekspresyon dizeyinde seviyeleri real-time PCR
metodu ile belirlenmistir. Bunun yaninda, oksidatif stres mekanizmasinin faz |
enzimlerinden CYP1A'nin regulasyonundaki degisimin, faz |l sistemindeki
konjugasyon enzimlerinin ve temizleyicilerin ekspresyonundaki degisimlerle
paralellik gostermesi beklenebilir. Bu ¢alismada faz | enzimlerinden CYP1A’nin
MRNA ve protein seviyeleri diizeyinde ekspresyonu calisiimistir. Oksidatif stres
sonucu proteotoksisitedeki artisin saperonlarin induklenebilir  formlarindan
Hsp70’in  ekspresyonunu arttirabilecegi dusunulebilir.  Ancak homeostaz
saglandiktan sonra hicrede birikmis fazla saperonlar Hsp70 transkripsiyonunun
regulasyonunu negatif yonde etkileyebilir. Sazan baliginda oksidatif stresin
solungag, karaciger ve kalpte erken faz Hsp70 ekspresyonunu indukledigi
bilinmektedir [127]-[129]. AhR agonistlerinden (-naftaflavon Hsp70 seviyelerinde
artisa sebep olsa da [114], AhR agonisti ve apoptoz indukleyicisi

dimetilbenz[a]Jantrasen Hsp70 seviyelerinde azalmayi tesvik etmektedir [118].
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Ancak zebra baliginda (D. rerio) Hsp70’in anti-apoptotik etkisi ortaya konulmustur
[124], [125]. Vitellogenin sentezinin transaktivasyonundan sorumlu ERa agonisti 3-
Ostradiol ile muamelede Hsp70 mMRNA seviyelerinde azalma go6zlendigi
bildirilmigtir. DBP’nin, model organizma olarak segilen sazan baliginda in vivo
etkilerinin anlasiimasi, aksiyon mekanizmasinin anlasilmasi i¢in gergeklestirilen in
vitro ¢alismalarla ortaya konulan sinirh bilgiler icin tamamlayicilik teskil edecektir.
Organizmanin butinund kapsayan bir regulasyondan s6z etmek igin transakting
bifonksiyonel reseptorleri, homeostazi ve hormonal regulasyonu da (hipotalamus-
hipofiz-gonad ekseninde yanit mekanizmasi) kapsayan ileri galismalarin yapilimasi
gerekmektedir.

Bu calismada, toksisitesi bazi model organizmalarda arastiriimig DBP kimyasal
maddesinin model organizma sazan baliginin metabolizmasinda olusan stres
yaniti ve toksisitenin daha iyi anlasilabilmesi ve sucul yasam alanlarini kirleten
kontaminanlar hakkinda bilgi sahibi olunabilmesi amaciyla aday biyobelirte¢
proteinlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Solunga¢c Hsp70 mMRNA ekspresyonunda
DBP maruziyeti (1 mg/l) sonucu ilk 4 saatte 5,17 kat inhibisyon gozlenmistir. Bu
inhibisyon 24 icinde 5,4 kat olmustur. Ancak 96. saatte normal seviyelerin 3,83
katina kadar mRNA seviyeleri artmigtir. Bununla birlikte, 4. saat ve 24. saatte
benzer bir azalma protein seviyelerinde de tespit edilmistir ve mRNA seviyeleriyle
korelasyon gdstermistir. Solungaclar sucul ortamla balik arasindaki bir araytzdur
ve su igerisinde ¢bzunmus ajanlarla dogrudan temas halindedir. Toksik etki veya
yaralanma olusturma kapasitesine sahip bir kimyasal madde ile temas halinde,
bununla basa c¢ikmak igin yangi mekanizmasinda bir yandan dokuda tamir
mekanizmalari indUklenirken, bir yandan da hlcredeki protein ve lipit oksidasyon
ve agregasyonlarini engellemek icin saperonlar ilk yanit olarak devreye girerler.
Saperonlardan Hsp70, strese karsi ilk yanitta devreye giren, intronsuz, kisa
surede ekspresyona ugrayip sentezlenen, fakat normal fizyolojik kosullarda tespit
edilme sinirinda bulunan bir stres yanit proteinidir. DBP’nin toksisitesi sonucu
maruziyetin ilk saatlerinde Hsp70’in, sitozolik heterodimer kompleksi eslenigi
Hsp90’in ve nikleer eksport adaptérii Thoc5’in ekspresyonu ve bununla birlikte
protein seviyelerinde olusan bir artig, hicrede sitozolik saperonlarin birikmesine,
nikleusta ise eksport adaptorlerinin tikenmesine neden olmus olabilir. DBP’nin

olimle sonuglanmayan bu etkilerinin arkasinda, DBP’nin ve diger zararl ajanlarin
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olumsuz etkilerini tolere etmeye evrimlesmis bir mekanizmadan s6z edilebilir.
Strese karsi yanit mekanizmasinin anlasiimasina yonelik ileri ¢aligmalar, DBP

kaynakli strese karsi tetiklenen stres yanitinin anlagiimasini saglayacaktir.

Solungacglarda CYP1A mRNA seviyelerinde Olgtigumuz 4. saatte 7 katlk, 24.
saatte 1,22 katlik ve 96. saatte 2,15 katlk artig, DBP’nin substrat olarak dogrudan
veya tegvik ettigi sitotoksik mekanizmalarla dolayli yoldan CYP1A enziminin
sentezini indukledigine isaret etmektedir. Solungac CYP1A protein seviyelerinde
de benzer artiglar gézlenmigtir (4. saat 3,34 kat, 24. saatte 1,37 kat ve 96. saatte
4,9 kat artig). Bu durumda, substratiyla (ya da AhR’nin ligandiyla) induklenebilen
CYP1A sentezindeki bu kath artig, DBP’nin ve hizli metabolizma trini MBP’nin
CYP1A aracilikh monooksijenasyonu ve dolayli olarak oksidatif stres
mekanizmalarini tegvik edebilecegi séylenebilir. Oksidatif stres, kimyasal stresin ilk
saatlerinde ortaya c¢ikmis ise, stres sonucu baslayan protein denatirasyonuyla
basa ¢cikmak ve hatta apoptozu engellemek igin miktari logaritmik diizeyde artan
saperonlar ve Hsp70, Hsp70’in sitozolde inaktif formdayken bagh bulundugu ve
ayni zamanda Hsp70’in transaktive edici faktéri HSF1’in, konsantrasyon bagimli
olarak serbest formunun tikenmesi ile, bu heterodimerden ayrilip nikleusa
translokasyonu gergeklesmemis ve Hsp70 gen ekspresyonunu baglatamamis
olabilir. Sonucta Hsp70 mRNA transkripsiyonunda azalma ve inhibisyon ortaya
¢cikmig olabilir. AhR agonisti bazi maddelere maruziyet sonucu Hsp70 seviyelerinin
dustugu daha once rapor edilmistir [118]. Bunun yaninda, kimyasal ajanlara akut
maruziyet sonucu organizmada olusan oksidatif stresin Hsp70’in ekspresyon
seviyelerinde azalmaya sebep oldugu, ancak ekspresyondaki degisimlerin
dizenlilik gostermedigi bildirilmistir [126]. Buna zit olarak, bazi c¢alismalarda
oksidatif stresin, oksijen radikallerinin ve superoksit anyonlarinin erken faz
Hsp70’'in ve diger saperonlarin ekspresyonunu indukleyebildigi tespit edilmigtir
[127]-[129], [247]. Butun bu veriler Hsp70 ekspresyonunun regulasyonuna iligskin

karmasik iliskiyi anlamada arastirmacilara literatur kaynagi saglamaktadir.

Oksidatif stresin diger biyobelirteclerinden ve faz Il sisteminin, konjugasyon
yaparak reaktif hidroksillerin temizlenmesini ve atilimini kolaylagtiran SOD ve GPx
proteinlerinin mRNA seviyeleri real-time PCR metoduyla incelenmistir. Solungag¢
dokusunda SOD ve GPx mMRNA seviyelerinde kontrollere goére degisim

gozlenmemigtir. Cyprinidae familyasindaki turler arasinda oksidatif ajanlara kargi
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en yuksek SOD aktivitesi C. carpio’da tespit edilmigtir, ancak SOD ve GPx
aktivitesi solungaclarda lipit peroksidasyonunu engellemede basarisiz olmustur
[212]. Bu sonuclar bize asil antioksidan metabolizmanin, vicudun
metabolizmadan sorumlu en o&nemli organi karacigeri isaret etmektedir.
Bulgularimiza gore sazan karacigerinde, DBP muamelesinden sonra SOD ve GPx
aktivitesinde ilk saatlerden itibaren (4. saatte sirasiyla 2,58 kat ve 1,18 kat artig)
kath artis go6zlenmis, 24. saatte bu artis iki katina ¢ikmisg, 96. saatte ise sirasiyla
10 kat ve 1,6 kat olarak tespit edilmistir. Karacigerde ciddi oksidatif stres belirtisi
olarak gorulen SOD ve GPx ekspresyonundaki artig onceki caligmalarla da
desteklenmektedir [216]-[220].

Hepatotoksik maddelerle maruziyetin ilk saatlerinde SOD ve GPx aktivitelerinde
artis gozlenebilir. Bu artis reaktif oksijen turlerinin birikmesi sonucu SOD ve GPx
antioksidan savunma sisteminin indiklenmesi yoluyla olmaktadir [209]. SOD, GPx
ve CAT aktivitesindeki artig, toksik radikallerin klerensinde antioksidan sistemin
onemini géstermektedir. Karacigerde gozledigimiz SOD ve GPx ekspresyonundaki
kath artis, ksenobiyotik ve antioksidan metabolizmanin, periferdeki organlardan
ziyade daha c¢ok karacigerde yogunlagsmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Solungaglarda benzer bir artisin goérilmemesi, solungaglarin ana metabolizma
organi olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak solungaclarda tespit ettigimiz
CYP1A ekspresyonundaki katli artisin, DBP’nin, gegis organi olan solungaclarda
sebep oldugu toksisitenin SOD ve GPx ekspresyonunda bir artisa neden olacak
kadar ylUksek diizeyde olmadigi disinulebilir. Ote yandan, 6nceki galismalarda
Onerilen alternatif yolaklardan da bahsedilebilir. Bunlardan bir tanesi CYP1A
ekspresyonunu  transaktivasyonla  transkripsiyonel  dizeyde  arttirabilen
arilhidrokarbon reseptérindn ligand bagimh aktivitesinin  regulasyonundaki
degisimler olabilir [249]. AhR, ligand varhiginda CYP1A transkripsiyonunu
artirabilmekte, ancak AhR’nin heterodimer eslenigi Arnt molekulinin AhR
represdorinin  (AhRR) tahakkimu altina  girerek, AhR’nin  nikleusa
translokasyonunu ve CYP1A ekspresyonunda artisi saglayamadigi, hatta bir

miktar azalmaya yol agabilecegi bilinmektedir [250].

Subletal DBP dozlamasi sonucu CYP1A'nin mRNA seviyesinde ilk 4 saatte hizli
ve anlamli bir artis gdstermesi aril hidrokarbon reseptorleri araciliiyla ve

transkripsiyon seviyesinde kontrol edildigine dair énemli veriler icermektedir. 24.
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saatte etkinin notralize olmasi ve ardindan 96. saatte seviyelerin tekrar iki kata
kadar artmig olmasi CYP1A’'nin solungaglarda zamana bagiml ekspresyon profili
hakkinda bilgi vermektedir. DBP ve dider fitalat esterlerinin oksidatif strese neden
olduguna dair ¢aligmalar stres proteinleriyle yapilan ¢aligmalardan elde edigmistir
[50]. DBP’nin zebra baligi (D. rerio) déllenmis yumurtalarinda peroksizom
proliferasyonunu, CYP1A'nin ve aromataz (CYP19A) genlerinin ekspresyonunu
indUkledigi rapor edilmistir [251]. Ancak sazan baligi Uzerindeki etkileri heniz
bilinmemektedir. Baliklarda AhR alt tiplerinin ve bunlarla iligkili proteinlerin
toksikolojik ©6nemi henuz tam olarak aydinlatlamamistir [185]. AhR geni
bakimindan knock-out farelerde AhR prototipik agonistlerinin varliginda CYP1A
indUksiyonu go6zlenmemigtir. Calismamizda go6zlenen CYP1A indiksiyonunun
derecesinde tespit edilen varyasyon AhR ve Arnt polimorfizmine bagl olabilir
[173].

Bu calismada stres kosullarina yanit veren bes proteinin gen ekspresyonu ve
protein seviyeleri bakimindan incelenmesi gerceklestiriimis ve ekspresyon profilleri
zamana bagli olarak sublethal DBP maruziyetine karsi tespit edilmigtir. Sekil
3.19'daki grafige gore, DBP maruziyetinden en yuksek dizeyde etkilenen protein
karaciger superoksit dismutazidir. Karaciger SOD mRNA seviyeleri 4. ve 24.
saatte yaklasik 2 kat, 96. saatte ise yaklasik 11 kat artmistir. Solunga¢g CYP1A
MRNA seviyeleri ise 4. saatte 7 kat artmis, 24. saatte normal seviyelere
yaklasmig, 96. saatte ise 2,15 kat artmistir. Buna paralel olarak western blotlama
sonuglarina gore, CYP1A'nin protein seviyeleri mRNA seviyelerine benzer degisim
gOstermis ve ekspresyonu dogrulamistir. Real-time PCR sonuglarinda diger
onemli bir mRNA seviyesi artisi 96. saatte solunga¢ Hsp70’inde goézlenmisgtir.
MRNA seviyesindeki 3,83 katlik artis, protein seviyesinde 1,42 katlik bir artisa
neden olmustur. Buna karsin, karaciger Hsp70 ekspresyonundaki 24. ve 96.
saatlerdeki yaklasik 2 katlk artis, protein seviyelerinde yaklasik 1,5 kathk artiglarla
paralellik gostermektedir. Hsp70’in organ spesifik ekspresyon profili gosterdigi
bilinmektedir. Ornedin, memeli beyninde Hsp70 ekspresyonu Hsc70
ekspresyonuna gore karsilastirilabilir oranda az olmasina ragmen [248], balikta
oksidatif stres kosullarinda ekspresyonunun arttigi [131], memeli beyninde protein

denatirasyonuna kargi [248] ve domuz blastokistlerinde oksidatif strese karsi
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[130] -karacigerde Hsp70 induklenmesine ragmen- Hsc70 ekspresyonunun
indUklendigi rapor edilmistir.

Karacigerde indiklenen Hsp70 ekspresyonu ile karaciger CYP1A ekspresyonunun
regulasyonu paralellik gostermemektedir. Karacigerde CYP1A ekspresyonunda
1,5-8 kat arasinda inhibisyon gozlenirken, protein seviyelerinde de 1,5-3,5 kat
azalma gozlenmigtir. SOD ve GPx ekspresyonunda gorulen katli artis, DBP’nin
karacierde ROS’larin artisina yol acgtigina isaret ediyor olsa da, CYP1A’nin
karacigerde inhibisyona ugramasi, ROS’larin digsinda baska aktorlerin de
senaryoya dahil oldugunu dusundurmektedir. Karacigerde 24. saatte 3,5 kat
azalan CYP1A protein seviyesi, 96. saatte normal seviyelere donmustur. Buna
paralel olarak SOD ve GPx ekspresyonlari ise 10 ile 1,6 kat artis gostermistir.
Reaktif oksijen tdrlerinin, suUperoksit anyonlarinin ve peroksitlerin hucrede
birikmesinin 24. saat ile 96. saat arasinda gerceklesmis olmasi ihtimali Uzerinde
duracak olursak, CYP1A seviyelerinin 96. saatte normale dénmeleri ve SOD-GPx
ikilisinin 96. saatte en ylksek dizeye ulasmalarini anlamamiz mumkun olabilir.
Solungaglarda, karacigere goére daha dusuk yogunlukta metabolik aktivite
gerceklesmesi, DBP’nin solungaclarda metabolizmaya ugramadigi, ancak AhR,
Amt ve AhRR aracilikli CYP1A indiksiyonunun s6z konusu olabilecegi
dusundulebilir. DBP’nin MCF-7 ve MCF-10A insan hicre hatlarinda ERa promotor
bdlgesinde DNA hipometilasyonuna yol acgtigi [59], dietilhekzil fitalatin sazan
baliklarinda Vtg sentezini arttirdigi ve fitalatlarin genel olarak Ostrojen reseptord,
arilhidrokarbon reseptoru ve androjen reseptorunu etkiledigi bilinmektedir [84].
Sayet DBP &strojenik (ya da anti-androjenik) etki gdsteriyorsa, bazi durumlarda
AhR-ligand kompleksinin 0Ostradiol-0strojen reseptéri kompleksini zaptederek
Ostrojen yanit elementlerine baglanmasini engelledigi modele [177] benzer sekilde
ve buna zit yonde, bu capraz etkilesimin tersine calistirlarak CYP1A
ekspresyonunun inhibisyona ugratiimasindan bahsedilebilir [176].

Sekil 1.11°de en son bulgulara goére olusturulan modelde, AhR-ligand bagimh
CYP1A transaktivasyonu modeline alternatif olarak, protein kinazlarin varligindan
bahsedilmigtir [181]. Alternatif modele gore, sinyal transduksiyonu i¢in AhR ve
Arnt’nin treonin reziduleri Gzerinden serin-treonin protein kinazi ile fosforillenmesi
gerekmektedir [182]. Ornegin, TCDD’nin CYP1A ekspresyonunu indiiklemesinin,
MAPK’'nin TCDD ile tesvik edilerek, MAPK-AhR badimhi CYP1A gen
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transkripsiyonunun artiriimasi seklinde oldugu agiklanmigtir [183]. DBP’nin, protein
kinazlarla etkilestigi, protein kinazlarin aktivitesini ve fosforillenmeyi arttirdigi
bilinmektedir. O halde, DBP AhR-ligand bagimlh olmayan bir yolla CYP1A
ekspresyonunu dolayli olarak indiklemis olabilir. Memeli hlcrelerinde fitalatlarin
ve DBP’nin protein kinazlarin aktivitesini ve fosforillenmeyi arttirdigi bildirilmistir
[252]-[254]. Bu durumda, solungaglarda oksidatif stresten bagimsiz ya da AhR-
ligand bagimli olmayan yolla CYP1A ekspresyonunun 2-7 kat arttirlimasi, alternatif
modele dayanarak, DBP’nin protein kinazlarin aktivitesini arttirmasi ve CYP1A'nin

AhR-Arnt transaktivasyonuyla vuku buldugu sonucuna varilabilir.

DBP'nin (1 mg/l) C. carpioda solunga¢ dokusunda 1-4 gun icerisinde
anevrizmalara, lamellar flizyona, epitelyal hiperplaziye, gerilme ve 6dem
olusumuna sebebiyet verdigi rapor edilmistir [255]. Kirlilige maruz kalan balik
solungacglarinda tespit edilen anevrizmalar, lamellar fizyon, hiperplazi ve epitelyal
lifting, lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresle korelasyon gostermis [256], ayrica
kirleticilerin dogrudan dejenerasyona, nekroza ve apoptoza yol agtigi bildirilmistir
[257]. Solunga¢ dokusunda olusan nekroz ve apoptoza kargi yanit olarak epitelyal
hiperplazi, sekonder lamella gelisimi, filament kalinlagsmasi go6zlendigi rapor
edilmistir [258], [259]. DBP muamelesi sonucu sazan baligi solungaclarinda 96.
saatte gorulen bu histolojik degisimler [255], maruziyetin ilk 24 saati icinde gelisen
nekrozlarin ve apoptozun ortaya c¢ikmis olabilecegini dusindirse de, bu
calismada apoptoz ve nekrozlara dair deneyler yapilmamistir. Bunun yaninda,
literatirde Hsp70’in nekrozlar ve apoptoza iligkin “pleiotropik aktorlik” yaptigi
bildiriimistir [260]-[263]. Hsp70’in, hlicre hasarina iliskin bazi durumlarda, hicreyi
o6lumden kurtarmada geri donlsu olmayan hasar olgularinda ve oksidatif stres
kosullarinda hicreyi 6lume tesvik ettigi bilinmektedir. Hiicre hasarinda ve hicresel
stres kosullarinda Hsp70’ten ziyade Hsp90'in yetkin oldugu ortaya konulmustur
[264]. Buna ek olarak, oksidatif stres kosullarinda Hsp27 nukleusa gecgerek
DNA’nin bitinlGginin korunmasinda gorev almaktadir. Hicrenin enerji yonetim
stratejisi dogrultusunda, biyolojik molekillerin ve enerjinin, Hsp70’den ziyade
Hsp90, Hsp27, Hsp105a gibi daha etkin ve anahtar gorevde molekillerin
sentezlenmesine yonlendirildigi ve Hsp70 ekspresyonunun baskilandigi fikrini
dogrulayabilir [265]. Sican histiyositlerinde yapilan bir ¢calismada, reaktif oksijen

turleri ile indiklenen hidrojen peroksit olusumuna karsi Hsc70’in de aktif koruma
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sagladigi bildirilmigtir [266]. Geri donugsuz hucre hasarinda Hsp70’in induklenmesi
gerceklesmez, hatta HSF-1 baskilanarak Hsp70 transkripsiyonel seviyede
inhibisyona ugrayabilir [260]-[267]. Bu inhibisyon HSF-1'in proteazlarca
parcalanmasiyla uzun surelere de yayilabilir [268]. Tath su baliklarindan kanal kedi
baligi (Ictalurus punctatus) juvenillerinde kimyasal ajanlar ile maruziyette olusan
hiacre hasari ile apoptozun ortaya gikmasi ve Hsp70 ekpsresyonunda godzlenen

inhibisyon korelasyon gostermistir [119].

Ozetlenecek olursa, DBP maruziyeti sonucu doz grubu sazanlarin solungac
dokularinda 4. ve 24. saatte tespit ettigimiz Hsp70 mRNA ve protein
seviyelerindeki azalma, 96. saate kadar solunga¢ dokularinda histolojik yanit
olusmasina dayandirilabilir. DBP solungaclarda SOD ve GPx seviyelerinde artisa
sebep olmamistir. DBP belki de, protein kinazlamanin arttirilmasi ile alternatif
AhR-Arnt nukleer translokasyon yolunun aktive edilmesi ve bu yolla CYP1A
ekspresyonunu dolayl olarak induklemis olabilir. 96. saatte gozlenen histopatolojik
degisimler ve korunma mekanizmasi olarak hiicre sayisinin ve doku katmanlarinin
kalinhginin arttinilmasi ve bu yanitta protein sentez reaksiyonlarinda Hsp70’in de
yer almis olabilecegi ihtimali, 96. saatte yaklasik 4 katlik Hsp70 ekspresyonu artisi
ile paralellik gostermektedir.

Organizmada ince barsaklarda absorbe edildikten sonra vicut icerisinde
metabolitlerine ayrilmis (MBP halinde) ve plazma seviyeleri azalmis (idrarla atiima,
glukuronid konjugatlari halinde etkisizlestiriime) DBP molekulleri [29], karacigerde,
solungactakinin aksine daha zayif bir etki gOstererek, 1si soku proteinlerinin
indiklenmesine ve Hsp70 ekspresyonunun aktive edilmesine sebebiyet vermis

olabilir.

DBP’nin metabolizmasi daha ¢ok ince barsaklardan emilimle basladigindan, hizla
olusan MBP ve glukuronid konjugati bilesiklerinin karacigere vena portae ile
aglikon halinde tasinarak SOD ve GPx seviyelerinde artisa sebep oldugu
gorulmektedir. DBP maruziyetinden sonra 24. ve 96. saat araliginda CYP1A
seviyelerindeki katl distus ve SOD-GPx ROS supdurtculerinin  kath artigi
arasindaki iligki, “olusan peroksit ve superoksit anyonlarinin klerensini saglamak
icin hicresel regulasyonla, hidrofilik reaktifleri, peroksitleri ve oksijen radikallerini
ureten sitokrom P450’lerin ve oksidazlarin dahil oldugu faz | reaksiyonlarinin

baskilanmasi, radikallerin klerensini saglayan SOD-GPX ikilisinin ise aktive olmasi
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tercih edilmistir’ seklinde aciklanabilir. CYP1A aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan
metabolitler oksidatif stres yaratirlar ve karsinojenik-mutajenik etkiye sahip bu
arinler hicreyi olume surukleyebilirler. Eger hicre strese kargi yanit olarak
savunma yolunu seg¢mis ise, CYP1A’nin apoptozu indukleyebilen radikalleri
uretmesinin engellenmesi icin CYP1A’nin baskilandigi fikri gui¢ kazanmig olur. Bu
varsayim Hsp70’in karacigerde seviyelerinin katl artigsina da agiklik kazandirabilir.

Bu calismanin diger sonuglar olarak, kirlilik biyobelirteci sifatiyla kullanilabilecek
stres proteinlerinin gen ekspresyon ve protein seviyelerindeki degisimler referans
alinarak, sucul ortama bulagmis fitalatlarin ve diger sanayi atiklarinin sucul
organizmalarda yarattigi tahribatin boyutlari, kirlilik seviyesi ve ekotoksikolojik
deg@erlendirmelerin yapilabilmesi igin literatir kaynagi ve metot belirleme ¢iktilari
sayllabilir. Buglne kadar baliklarda ve diger bazi sucul organizmalarda Kkirlilik
biyobelirteci olarak CYP1A [177], [187]-[191], SOD [204], [205] ve GPx aktiviteleri
[208], [213], [221], ovipar vertebratlarda endokrin bozucu kimyasallarin
belirlenmesinde plazma Vtg ve sitozolik ERa seviyeleri [223], [232], [236], [237],
proteotoksisite yaratan kimyasal kirleticilerin biyobelirteci olarak karaciger, bdbrek
ve solunga¢ Hsp70 seviyeleri [107], [123], [126]-[129], [136]-[138] calisiimistir.
Teknolojinin ivmeli gelismesi ve molekuler biyolojide kullanilan real-time PCR ve
dijital PCR, mikroarray gibi teknolojilerin molekuler toksikoloji alaninda
kullaniimasiyla daha kesin, hassas, tekrarlanabilir ve hizli ydntemlerin belirlenmesi
ve dogrulanmasi saglanmaktadir. Bu ¢alisma ile DBP gibi bir kimyasal kirleticinin,
Hsp70, CYP1A, Vtg, SOD ve GPx gibi kirlilik biyobelirteclerinin gen ekspresyonu
ve protein seviyeleri dizeyinde nasil etkilendigi ortaya konulmus, ayrica model
organizma olarak énerilen sazan bahginin ekotoksikolojik deneysel model olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.
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