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OZET

Unlii Endirlik, B. Perflorooktanoik asitin sitotoksisite ve oksidatif stres
induikleyici etkilerinin in vivo ve in vitro sistemlerde arastiriimasi.
Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2015. Perflorooktanoik asit (PFOA),
toksikolojik dneme sahip kalici bir ¢evresel kirleticidir. Ancak toksik etki
mekanizmasi tam olarak tanimlanmamistir. Bu calismada, PFOA’nin olasi
sitotoksik ve oksidatif stres indukleyici etkileri taurin ve koenzim Q1o (KoQ1o)
varhigi ve yoklugunda in vivo ve in vitro model sistemlerde arastiriimistir. Bu
amagla, calismanin in vivo kisminda hayvanlar, PFOA’nin iki farkh
konsantrasyonuna (15 veya 30 mg/kg/guin) oral yoldan 10 gln slreyle maruz
birakilmiglar ve karaciger, beyin ve bébrek dokularinda, lipid peroksidasyon,
toplam glutatyon duzeyleri ve antioksidan enzim aktiviteleri (katalaz, glutatyon
peroksidaz ve Cu-Zn superoksit dismutaz) ol¢liimustir. PFOA uygulanan
hayvanlarda vicut agirliklarinda énemli ve doza bagimli bir azalma ile bébrek
agirhklarinda azalmaya ek olarak hepatomegali gozlenmigti,. MDA
duzeylerinin ve enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan parametrelerin
degerlendiriimesi, ozellikle daha dusuk konsantrasyonda PFOA’nin lipid
peroksidasyonu ve antioksidan sistemlerde dedisikligi indukledigini
gOstermigtir. Farelerin 30 mg/kg PFOA verilmeden dnce taurin veya KoQio'a
on-maruziyeti karaciger dokusunda PFOA’'nin indukledigi lipid peroksidasyona
karsi belirgin bir koruma saglamistir. Calismanin in vitro béliminde PFOA’nin
sitotoksik etkileri MTT deneyi ile belirlenmis ve bilesigin vero hucrelerinin
canlihgr Uzerindeki etkisinin zamana bagimli oldugu bulunmustur.
Sitotoksisite, PFOA’nin ~= 200 uM konsantrasyonlarinda gézlenmistir. Taurin
ve KoQ1o 6n uygulamasinin PFOA’nin indUkledidi sitotoksisiteye karsi kismen
koruyucu oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, PFOA'nin toksisite

mekanizmasinda reaktif oksijen tirlerinin yer aldigina isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Perflorooktanoik asit, oksidatif stres, fare, sitotoksisite, vero
hucreleri
Destekleyen Kurumlar: H.U.B.A.B. (013 D05 301 001).
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ABSTRACT

Unlii Endirlik, B. Investigation of cytotoxic and oxidative stress-inducing
effects of perfluorooctanoic acid in in vivo and in vitro systems.
Hacettepe University Health Sciences Institute PhD Thesis in
Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2015. Perfluorooctanoic acid (PFOA)
is a persistent environmental pollutant of toxicological importance. However,
its mechanism of toxicity was not well-characterized. The aim of this study was
to investigate the possible cytotoxic and oxidative stress inducing effects of
PFOA in in vivo and in vitro model systems in the presence or absence of
taurine and coenzyme Q1o (CoQu1o). For this purpose, in the in vivo part of the
study, animals were treated with two different concentrations (15 or 30
mg/kg/day) of PFOA by oral route for 10 days and lipid peroxidation, total
glutathione levels, and activities of antioxidant enzymes (catalase, glutathione
peroxidase and Cu-Zn-superoxide dismutase) were measured in liver, brain
and kidney tissues. A significant and dose-dependent decrease in body
weights and hepatomegaly in addition to reduction in kidney weights were
observed in animals treated with PFOA. Evaluation of MDA levels and
enzymatic and non-enzymatic antioxidant parameters showed that especially
lower concentration of PFOA induced lipid peroxidation and a modification on
the antioxidant systems. Pre-treatment of mice with taurine or CoQ1o before
the administration of 30 mg/kg of PFOA provided a marked protection against
PFOA-induced lipid peroxidation in liver tissue. In the in vitro part of the study,
cytotoxic effects of PFOA was determined by MTT assay, and it was found that
the effect of the substance on the viability of vero cells was time dependent.
Cytotoxicity was observed ~= 200 uM concentrations of PFOA. Taurine or
CoQio pretreatment was partially protective against PFOA-induced
cytotoxicity. These results suggest the involvement of reactive oxygen species

in the mechanism of toxicity of PFOA.

Key Words: Perflurooctanoic acid, oxidative stress, mice, cytotoxicity, vero
cells
Supported by: H.U.B.A.B. (013 D05 301 001).
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1. GIRiS

Perflorooktanoik asit (PFOA, C8), dogal olarak ¢evrede bulunmayan,
poliflor yapisinda, sekiz karbonlu bir bilesiktir. Sahip oldugu guglt karbon-flor
baglari nedeniyle ¢evrede ayrismaz. Dodada ve besin zincirinde birikerek
etkisini uzun yillar devam ettirir. PFOA, kalici organik kirleticiler (KOK) olarak
isimlendirilen ¢cevresel kirleticiler grubunda yer almaktadir (1-3).

PFOA, endustride ve tuketici Grunlerinin Uretiminde tercih edilen bir
bilesiktir. Esas olarak floropolimer Gretiminde emulgatér, ayrica kumas, deri,
doseme ve halilarda su ve lekeye kargi direng saglamak, besin ambalajlarinda
yag gecisini engellemek amaciyla kullaniimaktadir. PFOA, ayrica yangin
sondurtcu kopuklerde, kayaklarin altlarina surilen mumlarda, boya, yapistirici
ve cila sanayi ile teflon kaplamalarin yapisinda bulunmaktadir. Evlerde
kullanilan temizlik Grlnleri, pestisitler, kozmetik UrGnler ve farmasoétik
preparatlarin da PFOA icerdigi bildirilmistir (1-5). insanlarin PFOA’ya hangi
kaynaklar yoluyla maruz kaldigi kesin olarak belirlenememis olmakla birlikte
yapilan arastirmalar sonucunda icme suyu, kontamine olmus yiyecekler, anne
sutu, kapali ortam havasi ve tozlarin 6nemli maruziyet kaynaklari olabilecegi
bildirilmigtir. Ayrica evlerde gundelik hayatta sik¢a kullanilan yapigsmaz tavalar
ve gida ambalajlar gibi tuketici urtnlerinin de PFOA kaynag:r oldugu
gOsterilmigtir (3, 6-8).

PFOA'nin eliminasyon yari 6mrinun insanlarda ortalama 3,8 yil oldugu
tahmin edilmektedir (9) . PFOA’nin, gesitli hayvanlarda karaciger, pankreas ve
testis tumorlerine yol agtigi (10), hepatotoksik (11), immunotoksik (12) ve
norotoksik (13) etkilerinin oldugu, Ureme sistemi ve gelisimsel dizeyde
toksisiteye (14) neden oldugu gosterilmistir. PFOA ayrica, endokrin bozucu
bir kimyasal olarak siniflandiriimaktadir (15). PFOA ile yapilan epidemiyolojik
¢alisma sonuglari, PFOA maruziyeti ile kanser olusumu (16), kardiyovaskuler
hastaliklar (17), tiroid hastaliklari (18), kronik bdbrek yetmezIligi (19),
hepatotoksisite (20), Urik asit ylksekligi (21), yuksek kolesterol (22) ve obezite
(23) arasinda pozitif bir iliski bulundugunu gostermektedir. Ayrica genel
populasyon c¢alismalarindan elde edilen veriler, PFOA’'nin Ureme sistemi ve

gelisimin (24, 25) yani sira immun sistemi de etkiledigini gdstermistir (26-28).



Perflorooktanoik asitin toksik etki mekanizmasi kesin olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte en ¢ok arastirilan ve Uzerinde durulan
mekanizma, PFOA’nin bir nukleer almag¢ (reseptdr) olan peroksizom
proliferasyon aktive reseptor-a (PPAR-a)'y1 aktive edici etkisidir (1, 3, 10).
PFOA’nin ayrica diger nikleer reseptdrlerden konstitltif androstan reseptoru
(CAR) ile pregnan-X reseptorinit (PXR) de aktive ettigi bildirilmistir (29).

Oksidatif stres, vucuttaki oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
hasara neden olabilecek yonde oksidanlar tarafina kaymasi olarak tanimlanir
(30). PFOA gibi peroksizom proliferatorleri, fare ve siganlarda agil-KoA oksidaz
aktivitesini arttirmakta, bu da yag asidi oksidasyonunun yan Urunu olarak
hidrojen peroksit (H202) olusturarak oksidatif hasara yol agmaktadir (31).
Siganlar (32, 33), fareler (34-39) ve baliklar (40, 41) Uzerinde yapilan sinirli
sayida galisma, PFOA'nin lipid peroksidasyon dlzeylerinde artisa, katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon reduktaz (GR), glutatyon S-
transferaz (GST) ve superoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim
aktivitelerinde artis ve/veya azaliga neden oldugunu gostermektedir. Yapilan
bazi in vitro ¢alismalar da, PFOA maruziyetinin hlcrelerde reaktif oksijen
bilesiklerinde (ROB) ve oksidatif stres dizeyinde artisa yol agtigini
gostermektedir (42-46).

Taurin, vacutta hdcre zarinin butinliginin saglanmasinda, ozmotik
basincin ve hicre igi kalsiyum dizeylerinin ayarlanmasinda ve safra tuzu
olusumunda gorev alan, serbest aminoasit yapisinda, antioksidan 6zelligi olan
bir maddedir (47). Koenzim Q1o (KoQ1o0) ise mitokondriyal solunum ve oksidatif
fosforilasyonda onemli bir rolu olan endojen ve yagda c¢ozunebilen bir
antioksidandir (48).

Literatur verileri dikkate alindiginda, ¢cevrede yaygin olarak bulunan ve
buna bagli olarak insan ve hayvanlarin biyolojik dokularinda o&lgulebilen
dizeylerde saptanan PFOA’nin toksik etki mekanizmasinin heniuz tam olarak
aydinlatilamadigi anlasiimaktadir (2, 3, 49). Yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda, PFOA’nin oksidatif stres indukleyici etkileri oldugu ve caligilan
sistemlerde reaktif oksijen bilesikleri dizeylerinde artisa ve antioksidan enzim

aktivitelerinde degisikliklere neden oldugunu bildiren kisith sayida galisma



olmakla beraber (34, 39, 50, 51), bu bulgulari dogrulamayan ¢alisma sonugclari

da bulunmaktadir (52). Bu bilgilerden hareketle bu tez kapsaminda,

PFOA'nIn toksik etki mekanizmasinin arastirilmasi amaciyla fareler ve
vero hicreleri (maymun boébrek hcreleri) kullanilarak c¢alismalar
yapilmasi,

Bu kapsamda, PFOA’nin amonyum tuzu olan amonyum
perflorooktanoik asitin (APFO) oral yoldan farelere verilmesinin
ardindan, lipid peroksidasyonu (MDA) ve toplam glutatyon duzeyleri
(GSH) ile antioksidan enzimler, Cu-Zn superoksit dismutaz (Cu-Zn
SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitelerinin fare dokularinda
(karaciger, beyin, boébrek), taurin ve koenzim Qio'un varligi ve
yoklugunda olgulmesi,

PFOA maruziyetinin bu dokularda meydana getirebilecegi olasi
histopatolojik degisikliklerin incelenmesi,

Bilesigin vero hucreleri Uzerindeki olasi sitotoksik etkisinin, hucrelerin,
bu bilesigin cesitli konsantrasyonlari ile farkli slrelerde inkibe
edilmesini takiben MTT yontemi ile belirlenmesi,

Sitotoksik konsantrasyonlarin ve bu etkinin gozlendigi surelerin
saptanmasinin ardindan, PFOA’nin segilecek bir konsantrasyonu ve
uygun zaman arahginda, taurin ve koenzim Qio gibi bilesiklerin
sitotoksisite Uzerindeki olasi koruyucu etkilerinin degerlendirmesi,
PFOA’nin vero hucrelerinde ROB olusturma olasiliginin incelenmesi,

PFOA’nin hiicre dénguslne olan etkisinin degerlendiriimesi,

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Perflorooktanoik Asit

Perflorooktanoik asit ¢evrede dogal olarak bulunmayan, gesitli ticari
artnlerin igeriginde ve endustriyel surecglerde kullanilan poliflorlu bir bilegiktir
(1-3). PFOA ilk kez 1947 yilinda uretilmigtir (53). Hidrofobik ve lipofobik
Ozellige sahip florlu karbon zinciri ile karboksilik asit gibi hidrofilik yUklu islevsel
grup icermesi nedeniyle, yag ve suyu itme, i1sI ve kimyasal tepkimelere karsi
direncli olma gibi yararli Ozellikleri bulunmaktadir. Bu nedenle endustride
yaygin kullanim alanina sahiptir (2). PFOA, su, kir ve lekelenmeye dayanikl
tekstil, deri, doseme ve halilarda; besin ile temas eden yaga direncgli kagit
ambalajlarda; ucaklarin hidrolik sivilarinda; yangin sonduricu kopuklerde,
alkali Ozellikteki temizlik Grunlerinde, yar iletkenlerde, fotograf filmlerinde,
pestisit formulasyonlarinda, farmasotik ve kozmetik UGrlnlerde, takma dis
temizleyicilerinde, boya, tutkal, balmumu, cila, vb. Urlnlerde; surfaktan,
emulgator, nemlendirici ajan, katki maddesi ve kaplama maddesi gibi ¢esitli
endustriyel drunlerin bilesiminde yaygin olarak bulunur. PFOA ayrica
yapismaz tencere ve tavalarin i¢ ylzey kaplamalarinda, su gegirmez giysi
kumaslarinda, elektrik kablosu kaplamalarinda, atese ve kimyasallara
dayanikli tuplerde ve tesisat izolasyon bantlarinin Uretiminde kullanilan
politetrafloroetilenlerin (PTFE) ve diger floropolimerler ve floroelastomerlerin
yapiminda emdulgator olarak islev gérmektedir (1, 3-5, 54).

PFOA ve diger perflorlu bilesiklerin Uretimi icin elektrokimyasal
florinasyon ve telomerizasyon olmak Uzere iki ana yontem bulunmaktadir (1-
3). PFOA ilk kez elektrokimyasal florinasyon ydntemiyle Uretiimeye
baslanmistir (53). Elektrokimyasal florinasyon yoéntemiyle PFOA’nIn
cogunlukla duz zincir izomeri, daha az miktarda da dallanmis zincir izomeri;
telomerizasyon yontemi ile ise sadece duz zincir izomeri uretilir (55). PFOA
ayrica florotelomer alkol (FTOH) ve polifloroalkil fosfat diester (diPAP) gibi
onci maddelerden biyolojik bozunma (biyodegradasyon) veya biyolojik
donusum (biyotransformasyon) yoluyla da olusabilmektedir (56-61).
diPAP’larin sigcanlarda enzimatik hidroliz sonucu FTOH’lara ve FTOH’larin da
PFOA’ya metabolize oldugu bildirilmistir (62, 63).



PFOA'nin sahip oldugu gugcli karbon-flor baglari bilesigi, sicaklik, asit
veya kimyasal bilesiklerin yikilmasina neden olan diger kuvvetlere karsi
dayanikli hale getirir (64). Bu nedenle PFOA ginimuzde, tim dinyada igme
sulari, ylzey ve yeralti sulari, hava, gamur, toprak, tortular, toz ve kutuplardaki
buz tabakasi gibi yaygin bir gcevrede bulunmaktadir (1, 4).

Bilesigin Gretimi ve kullanimi, sekiz ana uretici firma tarafindan Amerika
Bilesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) ile yapilan gonulli bir
anlasma c¢ercevesinde kademeli olarak azaltilma sudrecine girmigtir. Bu
surecgte, PFOA ve ilgili bilesiklerin kiiresel emisyonlari ve Urln igeriklerinin
2010 yih itibariyle % 95 oraninda azaltiimasi; 2015 yili itibariyle de tamamen
durdurulmasi planlanmistir (65). Ancak, PFOA'nin gelismekte olan ulke
endustrileri tarafindan kullanimina devam edilmesi, ¢evrede uzun sure kalici
olmasi, g¢esitli 6ncl maddelerden de olusabilmesi ve insanlardaki yarilanma
omrunun uzunlugu, bu bilesige maruziyetin uzun bir sire daha devam
edecegini gostermektedir (2, 3, 66). Sahip oldugu bu o6zellikler nedeniyle,
APFO’nun, Avrupa Birligi Kimyasallar Ajansi (ECHA) tarafindan 2013 yilinda,
cok ylUksek dizeyde endise edilmesi gereken maddeler aday listesine
eklenmesine karar verilmigtir (67).

PFOA’nin sahip oldugu fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin yani sira
yaygin kullanimi, bu bilesigin ¢cevredeki dagiliminin nasil gergeklestigini ve
insanlarin bu bilesige hangi yollarla maruz kaldiklari konusunun tam olarak
anlasiimasini guglestirmektedir. Kalici organik kirleticiler grubunda yer alan
PFOA’'nin toksik ozellikleri ve bozunmaya karsi asiri direngli olmasi, besin
zincirinde birikmesi ve insan organizmasindaki uzun yari dmru, bu bilesik
hakkindaki endiselerin ve buna bagli olarak arastirmalarin da artisina neden
olmaktadir (2).

2.2. PFOA’nin Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Perflorooktanoik asit (C8), perflorlu kimyasallar grubuna ait bir
perfloroalkil asit (PFAA) olup, kimyasal formUli CF3(CF2)eCOOH'tir (Sekil 2.1)
(1,3). PFAA’lar 4-14 karbonlu bir iskelete ve karboksilat, sulfonat veya fosfonat
gibi islevsel gruplara sahiptir (1). PFOA, sahip oldugu karboksilik asit islevsel

grubu nedeniyle PFAA’larin perflorokarboksilik asitler alt sinifinda yer alir (2).



PFOA gibi perflorlu bilesiklerde buttin hidrojen atomlarinin yerini flor atomlari

almistir (2).
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Sekil 2.1. PFOA’nin kimyasal yapisi (2, 54).
PFOA, normal gevresel kosullarda beyaz kati gorunimde ve molekul
agirhgr 414,1 olan bir maddedir. PFOA’nin fiziko-kimyasal 6zellikleri Tablo

2.1’de 6zetlenmistir (53, 54, 68).

Tablo 2.1. PFOA'nin fizikokimyasal 6zellikleri (53, 54, 68).

Fizikokimyasal Ozellik Ozellik
Formulu CsHF1502
Molekil Agirlig 414,1
CAS Numarasi 335-67-1
Gorunumu Beyaz-Kati
Erime Noktasi 52-54°C

Sublimlesme Noktasi

40°C (hafif)

Kaynama Noktasi 189°C
pKadegeri -0,5-3,8
Yogunluk 1,8 g/ml
Buhar basinci (25°C’de) 4,2 Pa
Cozunurlik (25°C’de, suda) 9,50/




PFOA, sanayide genellikle amonyum tuzu seklinde (APFQO) kullanilir.

APFO, cevreye salindigi zaman su varliginda hizh bir sekilde PFOA anyonuna
(PFO’) ve amonyum iyonuna donusur. PFO™ de proton alarak PFOA’ya
donusebilir (68,69). Sulu ortamlarda PFOA ve tuzlari ¢ok kolay ¢dzlinerek
cevrede kalici bir bilesik olan PFO™yi olusturur (68). Belirli bir pH degeri i¢in

sulu ortamlardaki PFO™ ve PFOA’nin oransal dagihimi hakkinda pKa degeri
onemli bir fikir verir (68). PFOA’nin sudaki ¢ozunuarligunin ¢ok dusiuk olmasi,
bilesigin pKa degerinin kesin olarak hesaplanmasini zorlastirir (70). Yapilan
cesitli calismalarda PFOA icin farkli pKa degerleri (-0,5; 1,3; 2,8; 3,4; 3,8)
hesaplanmigtir (68, 70, 71).

2.3. PFOA’ya Maruziyet Yollari

insanlarin PFOA’ya veya FTOH ve diPAP gibi éncii maddelerine
maruziyetinin; mesleki, hava, su, toprak gibi ¢cevresel, icme suyu ve besinlerin
tuketilmesi, besin ambalaj malzemelerinden ve pisirme kaplarindan gegis; ev
ve ofis gibi kapali ortam havasi ve tozlar ve gesitli tiketici Granlerinin (hal,
kumas, koruyucu spreyler, kayaklarin altina surtlen mumlar gibi) kullanimi
yoluyla olabilecegi bildirilmistir (3, 6-8).

PFOA Ureten ve emilsiyonlarinda PFOA kullanan firmalarda galisan
isciler icin is yeri ortami, PFOA igin 6nemli bir maruziyet kaynagidir. Bu
fabrikalarda calisan iscilerin serum PFOA dulzeylerinin, genel toplum serum
PFOA dizeylerinden oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir (1, 3). itfaiyecilerin
serum PFOA dizeylerinin de genel toplum serum PFOA dlizeylerinden daha
yuksek olmasi, itfaiyecilerin yangin sondurucu kopukler araciligiyla mesleki
olarak PFOA’ya daha fazla oranda maruz kaldigini digundurmektedir (72).

PFOA igcin 6nemli bir maruziyet yolu da icme suyu ve gidalardir (3, 6,
54, 73-79). igme suyunun, 6zellikle PFOA (reten tesislere yakin cevrede
oturan insanlar igin 6nemli bir maruziyet kaynagdi oldugu bildirilmigtir (3, 80).
PFOA’nin yeni farkina varilan besin kirleticilerinden birisi oldugu ileri
surtlmastir (74, 75). Yapilan cesitli calismalarda bilesigin, sit, tereyadi,
kirmizi et, balik ve deniz Urlnleri, sebze, patates cipsi, pizza, hizli tiketilen

hazir gidalar, tahillar, hayvansal yag, zeytinyagi, meyve suyu, gibi birgok besin



orneginde saptandi§i bildirilmigtir (6, 75, 77, 79, 81, 82). Balikk ve deniz
artnlerinin, analiz edilen gida Urlnleri arasinda genel olarak en yiksek PFOA
duzeyine sahip oldugu belirlenmistir (74, 75). Avrupa Besin Guvenligi Kurulu
(EFSA), 2008 yilinda, PFOA icin ‘kabul edilebilir ginlik alim duazeyi'ni 1500
ng/kg/guin olarak belirlemistir (83). PFOA ile kontamine olmus hava, su ve
yeme maruz kalan hayvan ve bitkiler yoluyla PFOA, besin zincirinin Ust
basamaklarina iletilir. Ozellikle PFOA ile kontamine olmug su déngusi, bu
bilesigin besinlere gecisindeki en énemli basamaklardan bir tanesidir (76).

PFOA'’ya bir bagka maruziyet yolunun da pisirme kaplarindan ve besin
ambalaj malzemelerinden besinlere migrasyon yoluyla oldugu gosterilmistir
(77, 84-86). PTFE ile kaph tavalarda kalinti duzeyinde PFOA bulundugu ve
PTFE kapl tavalarin, normal pisirme sicakliklarinda (179 ila 233°C’de) etrafa
yaydiklari buharin igerisinde gaz halinde PFOA ve FTOH bulundugu
belirlenmistir (84, 86). Mikrodalga firinda patlamis misir hazirlanmasi
sirasinda da ambalaj kagidindan misirlara PFOA gegisi oldugu saptanmistir
(84).

Kumas, deri, giysi, hali, hali bakim UrUnleri, ayakkabi bakim spreyleri,
yer cilasi, yalitim bandi ve kayak mumlari gibi diger tuketici trtnlerinin de
PFOA icin bir bagka maruziyet kaynagi oldugu bildirilmis ve bu UrUnler ile
yapilan analizler sonucunda urunlerin PFOA icerdigi ve oral, solunum ve
dermal yollarla bu bilesige maruz kalinabilecegi bildirilmistir (78, 87, 88).

PFOA'ya bir diger maruziyet kaynadi da PFOA’'ya donlusebilen 6ncl
maddeler olan (59, 60, 89) ve yag gecirmez besin ambalaj kagitlari, kisisel
bakim drtnleri ve evsel temizlik Grinlerinde bulunan diPAP’lar (58, 90) ile hava
ve tozda bulunan FTOH’lardir (56, 57). Bu 6ncu bilesiklerin siganlara
uygulandiginda PFOA’'ya metabolize oldugu gdsterilmigtir (7, 91). Ticari
urtnlerde kullanilan floroakrilat polimerlerinin de toprakta biyolojik bozunmaya
ugrayarak PFOA olusumuna neden oldugu bildirilmistir (89, 92, 93). Bazi
kapali ortamlardaki hava oOrneklerinde de FTOH’lerin bulundugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (7, 8). Fraser ve ark.larinin (7) yaptigr bir
¢alismada, ofis havasindaki FTOH duzeyi ile ofis ¢alisanlarinin serumlarindaki

PFOA duzeyleri arasinda énemli bir iligki oldugu saptanmistir.



Yapilan calismalarda gebe kadinlarin kordon kaninda (24, 94), anne
plazmasinda (25) ve anne sutinde (95-98) PFOA bulundugu saptanmistir.
Bebeklerin dogum oncesi donemde (24, 25, 94) ve emzirme donemlerinde (95,
97-99) PFOA’ya maruz kaldiklari ve anne sutunun, emzirilen bebekler icin ana
maruziyet yolu oldugu bildirilmistir (95, 97, 99, 100). Ayrica bebek mamalarinin
da, bebekler icin bir bagska maruziyet yolu olabilecegi gosterilmistir (96).
Cocuklarin, vucut agirliklarina oranla daha ¢ok besin tiketmeleri, toza daha
cok maruz kalmalari ve evdeki hali ve désemelerle daha ¢cok temas halinde
olmalari ve her seyi agizlarina goétirme aligkanliklarinin fazla olmasi gibi
nedenlerle, yetiskinlere oranla PFOA’ya daha ¢ok maruz kaldiklari ve bu
durumun serum PFOA konsantrasyonlarinin artmasina neden oldugu ileri
surtlmektedir (3, 8, 78).

2.4. insan Serum PFOA Diizeyleri

insan serumunda organik florin ilk kez 1968 yilinda Taves tarafindan
(101) saptanmis olup, 1976 yilinda bu bilesigin PFOA olabilecegi belirtilmistir
(2, 5, 69, 102). GunimuUzde endustrilesmis Ulkelerde yasayan hemen hemen
batdn insanlarin serumunda ng/ml dizeyinde PFOA bulundugu ve bu degerin
ortalama 2-8 ng/ml arahidinda oldugu bildiriimistir (49, 103). Yapilan bir
calismada, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD’de) genel populasyonda
serum medyan PFOA duzeyinin 4 ng/ml oldugu saptanmis (104), 6-11 yas
grubu cocuklarla yapilan bir ¢alismada ise ortalama serum PFOA dizeyi
yetiskinlerden daha ylksek ve 6,13-7,58 ng/ml araliginda belirlenmistir (105).
2007-2008 yillari arasinda yapilan ABD Ulusal Saglik ve Beslenme Anket
(NHANES) calismasinda, 12 yas ve Ustu 7876 katilimcinin serum PFOA
dizeylerinin geometrik ortalamasi 4,13 ng/ml olarak hesaplanmis, bu degerin
erkeklerde 4,80 ng/ml, kadinlarda ise 3,56 ng/ml oldugu bildirilmigtir (106).
Mesleki yoldan bu bilesige maruz kalan isgiler Gzerinde yapilan bir calismada
ise ortalama serum PFOA konsantrasyonlarinin 428-12000 ng/ml araliginda
degistigi bildirilmistir (49). Amonyum perflorooktanoik asit Uretiminde galisan
isciler Uzerinde yapilan bir diger ¢calismada ise, bir is¢inin serumunda olgulen
PFOA duzeyinin 114100 ng/ml oldugu saptanmigtir (107).
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2.5. PFOA’nin Farmakokinetik Ozellikleri

PFOA'nin farmakokinetik 6zelliklerine iligkin bilgiler daha ¢ok hayvanlar
Uzerinde vyapilan c¢alismalardan elde edilmigtir (108-110). PFOA veya
APFO’nun insanlardaki farmakokinetik 6zellikleri konusunda oldukg¢a az veri
bulunmaktadir (22).

2.5.1. PFOA’nIn Absorpsiyonu

PFOA veya APFO, oral ve solunum yoluyla alindiginda iyi derecede,
deri yoluyla maruziyette ise belirli bir diUzeyde absorbe olur (5). Erkek siganlar
Uzerinde yapilan bir calismada, oral yoldan tek doz olarak verilen, *4C isaretli
PFOA’nin en az % 93’Unun 24 saat igerisinde absorbe oldugu gosterilmistir
(111). Yapilan bir bagka ¢alismada ise siganlara APFO, inhalasyon yoluyla 1,
8, 84 mg/m? dozlarda glinde 6 saat, haftada 5 glin, iki hafta siireyle uygulanmis
ve 84 mg/m? dozda APFO uygulanan sigan kanindaki organik flor diizeyinin
108 ppm oldugu saptanmistir (110). APFO’nun dermal toksisitesi ile ilgili olarak
si¢anlar ve tavsanlar Uzerinde yapilan bir ¢alismada APFO, 20, 200, 2000
mg/kg dozlarda hayvanlara dermal yoldan uygulanmis ve kandaki organik flor

dizeyinin doza bagli olarak artis gosterdigi belirlenmistir (112).

2.5.2. PFOA’nin Dagilimi

PFOA, duguk duzeyde lipofiliktir ve proteinlere baglanir (113, 114). En
yuksek oranda albumine olmak Uzere, B-lipoproteinleri ve karacigerdeki yag
asidi baglayici proteinlere de baglandigi bildirilmistir (113, 114). Hayvanlar
Uzerinde yapilan calismalar, PFOA’'nin en ¢ok karaciger, plazma ve bdbrekte,
daha dusuk duzeylerde ise diger dokularda dagildigini gostermigtir (5, 109).
Vanden Heuvel ve ark.’larinin (108) PFOA’nin dokulara dagilimini incelemek
Uzere disi ve erkek siganlar lizerinde yaptidi bir calismada, 1“C isaretli PFOA
intraperitonal yoldan hayvanlara uygulanmig ve PFOA dagilminin erkek
si¢anlarda en yuksek oranda karacigerde oldugu ve bunu plazma ve bobregin
izledigi gosterilmigtir. PFOA’nin kalp, testis, yag dokusu ve gastroknemius
kaslarinda ise ¢ok daha dusuk konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir (108).
PFOA konsantrasyonunun disi siganlarda ise en yuksek duzeyde plazmada,

daha dusuk dizeylerde ise bobrek, karaciger ve yumurtaliklarda olguldugu
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bildirilmistir (5,108). Hundley ve ark.’larinin (109) disi ve erkek fare, sican,
hamster ve tavsanlar lzerinde yaptigi bir diger calismada, en yiuksek PFOA
konsantrasyonu, disi ve erkek fareler ile erkek siganlarin karacigerlerinde
Olciimustlr. Bu duzeyleri, azalan oranlarda olmak Uzere, erkek sigcanlarda
bdbrekler, kan, akcigerler, kalp, deri ve testisler; disi ve erkek farelerde ise kan,
deri ve bobrekler izlemistir. Fare ve siganlarda, yag, beyin ve kas dokulari,
PFOA'nin en az dagilima ugradigi dokular olarak belirlenmistir. Disi
hamsterlarda ise PFOA’nin dagilimi en yluksek oranda kanda oélgtulmus, bunu
siraslyla karaciger, bobrekler, akcigerler, deri ve kalp izlemigtir. Diger tur ve
cinsiyetlerde olgilen PFOA degerlerinin ihmal edilebilir dizeylerde oldugu
bildirilmigtir (109). Siganlara, PFOA’nin gavaj yoluyla 0, 3, 10, 30 mg/kg
dozlarda uygulandidi bir baska ¢alismada da, PFOA’'nin esas olarak serum,
karaciger ve bdbrekte dagildigi gosterilmistir (115). Siganlar Gzerinde yapilan
bir diger g¢alismada, PFOA'nin doza bagh olarak sag, serum, karaciger,
bdbrek, dalak, akciger, beyin ve kalpte artis gosterdigi ve 6zellikle sagin,
sicanlarda PFOA maruziyetinin biyogdstergesi olarak kullanilabilecegi
belirtiimistir (116). Macon ve ark.’larinin (117) yapmis oldugu bir ¢alismada,
gebe fareler tim gebelik suresince (1-17 gin) 0,3; 1 ve 3 mg/kg dozlarda ve
ge¢ gebelik doneminde (10-17 gun) 0,01; 0,1 ve 1 mg/kg dozlarda PFOA’ya
maruz birakmiglar ve PFOA’nin dogumdan sonraki 7. gline kadar butin yavru
farelerin beyinlerinde bulundugu saptanmistir. S6ziu edilen ¢alismada,
yenidoganlarin beyninde olculebilir dizeylerde PFOA belirlenirken, yavrular 4
haftalik olduktan sonra ise PFOA’nin beyin dokusunda saptanamadigi
bildirilmistir. Bu durum, bilesigin fetiste kan-beyin engelini gectigini ancak,
kan-beyin engeli timuyle islevsel hale geldiginde ise bu engeli asamadigini
gOstermigtir (118).

insanlar (zerinde yapilan kisith sayidaki calismada PFOA'nin, baglica
kan, anne sutl, karaciger, bdbrek, akciger, seminal plazma, kordon kani, tiroid
bezi ve kemiklere dagildigi belirtiimistir (1, 24, 94, 95, 99, 104, 119-122).
Maestri ve ark.larinin (119), insanlar Uzerinde vyaptiklari postmortem
analizlerde, PFOA’nin gesitli dokulardaki (akciger, bobrek, karaciger, kan,

tiroid, hipofiz, Greme bezleri, yag doku, pankreas, iskelet kasl, beyin ve bazal
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gangliyon) dagilimi incelenmis ve butin dokularda ortalama 0,3-3,8 ng/g
araliginda degdisen konsantrasyonlarda PFOA saptanmistir. Bu calismaya
gore PFOA'nin en fazla birikim gosterdigi dokular sirasiyla akciger, bobrek,
karaciger ve kan olurken; en az dagilim gosterdigi yapilar ise iskelet kasi, beyin
ve bazal gangliyon olarak belirlenmistir (119). insanlar (zerinde yapilan bir
baska postmortem analizde, PFOA’nin sirasiyla kemik, akciger, karaciger ve
bobrekte dagildigr saptanmigtir (121). Bu dokularda odlgulen ortalama PFOA
konsantrasyonlari sirasiyla 60,2; 29,2; 13,6 ve 2,0 ng/g’dir (121). ispanya’da,
sekiz erkek ve sekiz kadin Uzerinde yapilan bir postmortem galismada olgulen
karaciger PFOA duzeylerinin ise, erkeklerde kadinlara oranla daha yuksek
oldugu belirlenmistir (sirasiyla, 0,96 ve 0,45 ng/g, p< 0,05) (123). Tiroid
hastalarindan alinan tiroid dokularinda PFOA konsantrasyonunun oélguldigu
bir calismada ise, tiroid bezindeki PFOA konsantrasyonu 0,4-4,6 ng/g
araliginda bulunmusg, medyan deger ise 2 ng/g olarak hesaplanmigtir (122).
Insan sagindaki PFOA dagihminin incelendigi bir baska c¢alismada ise bazi
sa¢ orneklerinde 0,4-6,1 ng/g araliginda degisen konsantrasyonlarda PFOA
saptanmistir (124). Ayrica, insanlar Uzerinde yapilan ¢esitli calismalarda,
PFOA’nin amniyotik sivida (125), anne ve gobek kordon kani (24, 94) ile anne
sutunde (97, 98) de bulundugu gosterilmistir.

2.5.3. PFOA’nIn Metabolizmasi

PFOA, kimyasal olarak reaktif bir yapida degildir ve bu 6zelligi nedeniyle
metabolize olmaz (3,108,126). Vanden Heuvel ve ark.'larinin (108) yaptigi ve
PFOA’nin siganlardaki metabolizmasinin incelendigi bir ¢alismada bilesik,
idrar ve safra oOrneklerinde sadece ana madde olarak saptanmistir. Bu
calismada, sigcanlarin plazma ve idrar érneklerindeki flor konsantrasyonunun
PFOA uygulandiktan sonra da ayni kalmasi, PFOA’nin deflorinasyona da
ugramadigini  gostermigtir.  Yapilan c¢alismalarda, PFOA'nin faz |l
metabolizmasina ugradigini gésteren herhangi bir kanit da bulunmamistir
(126). Ophaug ve Singer’in (127) sicanlar Uzerinde yaptiklari bir ¢alismada,
PFOA’nin oral yoldan uygulanmasinin ardindan, serum ve idrardaki iyonik flor

duzeylerinin degismedigi saptanmistir.
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2.5.4. PFOA’nin itrahi

PFOA'nin itrahina iliskin hayvanlar Uzerinde yapilan calismalarda
bilesigin, idrar ve feges yoluyla degismeden atildig1 ve enterohepatik donguye
girdigi bildirilmistir (5, 109, 128, 129).

PFOA’'nin eliminasyon yarilanma omrd, renal klerans oranlarindaki
farkliliklar nedeniyle (3), tlrler arasinda ve bazi turlerde de cinsiyetler arasinda
blylk degiskenlik gostermektedir (1, 109). Ornegin, disi farelerde PFOA'nIn
eliminasyon yarilanma émri 2-4 saat, disi maymun ve erkek kdpeklerde 30
glin olarak bildirilmistir (1, 109). insanlarda ise PFOA’nin ortalama yarilanma
omru kadin ve erkeklerde degisiklik gostermemekte ve mesleki olarak
PFOA’'ya maruz kalan emekli iscilerde olguldugu gibi 3,8 yil olarak
hesaplanmaktadir (9). Burris ve ark’lari (130) mesleki yoldan PFOA’ya maruz
kalan 9 emekli iscide PFOA’nin ortalama serum yarilanma émrinu 4,37 yil
(1,5-13,49 yil arah@inda) olarak belirlemigtir. PFOA’nin c¢esitli tir ve
cinsiyetlerdeki yarilanma oémurleri Tablo 2.2'de verilmistir.

insan da dahil, tirler ve cinsiyetler arasinda PFOA'nin yarilanma
omrinde goézlenen farkliliklarin nedeni tam olarak belirlenememistir (1, 3).
Yetigkin siganlarda PFOA’nin atihmi, disi ve kisirlastiriimis erkek siganlarda
testosteron tarafindan azaltilirken (5, 131), erkek siganlarda Ostradiyol
tarafindan arttinimaktadir (40). PFOA gibi birgok bilesigin renal tubuler
reabsorbsiyonlari organik anyon tasiyicilari (OAT) tarafindan kontrol edilir
(132,133). PFOA itrahinin cinsiyetler arasi degisiklik gdstermesinin, bobrekteki
organik anyon tasiyicilarin cinsiyetler arasinda farkli ifade edilmesine bagli
oldug@ui ileri strulmektedir (1, 3). Harada ve ark.’larinin (134) yapmis olduklari
bir calismada, 20-50 yas araligindaki erkeklerin serum PFOA dlzeylerinin
(12,96 ng/ml) ayni yas grubundaki kadinlarin serum PFOA duzeylerine (7,89
ng/ml) oranla daha yuksek oldugu saptanmigtir. Ayni calismada menstruasyon
doénguslu devam eden kadinlarin (20-50 yas) serum PFOA duzeylerinin (7,89
ng/ml), 51 yasindan blyuk ve menopaza girmis kadinlarin sahip oldugu serum
PFOA duzeyinden (12,63 ng/ml) daha dusuk oldugu goézlenmigtir. Bu
calismada, menstriel dongu sirasinda meydana gelen kanamanin PFOA igin

bir eliminasyon yolu olabilecegi ileri strtilmustir.
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Tablo 2.2. PFOA’'nin serum/plazma eliminasyon yari dmdurleri (1).

Tir Disi Erkek
Sigan 2-4 saat 4-6 gun
Fare 17 gun 19 gun
Tavsan 7 saat 5,5 saat
Kopek 8-13 gun 20-30 gun
Maymun 30 guin 21 gun
insan 3,8 yil 3,8 yil

PFOA’nin izomer kinetigi ile ilgili yapilan kisith sayida calismada,
bilesigin bazi izomerlerinin vicutta daha uzun sure kaldigi belirtilmistir (135-
137). Elektrokimyasal florinasyon yéntemiyle Uretilmis olan ve yaklasik olarak
% 80 oraninda diiz, % 20 oraninda dallanmis zincir izomeri iceren PFOA’nIn,
siganlara subkronik olarak 12 hafta sureyle verilmesinin ardindan, dallanmis
zincir izomerlerinin duz zincir izomerlerinden daha hizl itrah edildigi
bildirilmigtir (136).

insanlar (zerinde yapilan cesitli calismalarda, idrarin PFOA icin ana
itrah yolu olabilecegi belirtilmistir (124, 134, 138, 139). insanlarin kan ve idrar
orneklerinin analiz edildigi bir galismada, kandaki PFOA dulzeyi ile idrardaki
PFOA duzeyinin pozitif iligkili oldugu, dallanmis PFOA izomerlerinin dtz zincir
izomerlerinden idrarla daha etkin bir sekilde atildigi ve idrarin PFOA igcin ana
eliminasyon yolu oldugu belirtiimigtir (139). Yapilan bir bagka g¢alismada,
maruz kalinan gunltk toplam PFOA miktarinin yetigkinlerde ortalama % 25’inin
idrar yoluyla atildidi1, erkeklerde bu oranin % 31, kadinlarda ise % 19 oldugu
ve idrarin PFOA igin énemli bir itrah yolu oldugu saptanmistir (138). Bebek
sahibi kadinlar Uzerinde yapilan bir epidemiyolojik ¢alismada (99), annelerin
bebeklerini emzirdikleri aylarda serum PFOA konsantrasyonlarinin ortalama
% 3 azaldigi, gocuklarin serum PFOA konsantrasyonlarinin ise ortalama % 6
arttigi goériimustir. Bu calisma ile PFOA igin anne sitindn, anneler igin bir

itrah, bebekler igin ise bir maruziyet yolu oldugu gosterilmistir (99).
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2.6. PFOA’nIn Toksik Etkilerinin Belirlenmesi Amaciyla Yapilanin Vivo ve
in Vitro Galigmalar

2.6.1. PFOA’nIn Akut Toksisite Verileri

Siganlar tzerinde yapilan gesitli galismalarin sonucunda PFOA igin oral
LDso de@erleri 430 ile 680 mg/kg araliginda saptanmis, yapilan bir diger
calismada ise siganlar igin oral LDso degeri 540 mg/kg olarak belirlenmistir.
(69, 114, 140). Glaza ve ark.’larnn (141) tarafindan siganlar Uzerinde
gergeklestirilen akut oral toksisite calismasinda, PFOA’nin LDso degerinin
erkek siganlarda 500 mg/kg’in Uzerinde, disi siganlarda ise 250 ile 500 mg/kg
araliginda oldugu belirlenmistir (5). PFOA’ya yuksek dozlarda oral yoldan akut
maruziyetin, si¢canlarda karaciger buyumesi, serum enzim diuzeylerinde artis,
gastrointestinal irritasyon ve kilo kaybina neden oldugu bildirilmistir (69).
Kobaylar i¢in ise PFOA’nin akut oral LDso de@erinin 178-217 mg/kg araliginda
oldugu ve bu hayvanlarin diger kemiricilere gére PFOA’ya daha duyarli oldugu
bildirilmistir (69).

PFOA'’ya solunum yoluyla maruz birakilan siganlarda LCso degeri 0,98
mg/l olarak bulunmustur. Bu calismada, PFOA’ya 4 saatin Gzerinde inhalasyon
yoluyla maruziyetin, siganlarda karacigerde buyume ve korneda opaklagsmaya
neden oldugu belirtilmigtir (110).

Tavsanlar Uzerinde yapilan akut dermal toksisite galismalarinda ise
APFO icin LDso degeri 2000 mg/kg’in Uzerinde bulunmustur (142).

2.6.2. PFOA’nIn Subakut ve Subkronik Toksisite Verileri

PFOA kullanilarak yapilan subakut ve subkronik toksisite
calismalarinda bilesigin, karacigerde hipertrofi ve kofullagsma, viacut agirligi ile
serum kolesterol ve trigliserit diizeylerinde azalma ve 6lim oraninda artis gibi
etkiler meydana getirdigi bildirilmigtir (114).

Erkek sicanlar kullanilarak yapilan 90 gunluk bir toksisite calismasinda,
siganlara oral yoldan 0, 1, 10, 30 ve 100 ppm (yaklasik olarak 0; 0,05; 0,5; 1,5
ve 5 mg/kg’a esdeger dozlar) PFOA uygulanmistir. Bu deney sonucunda
saptanan en belirgin toksisite bulgularinin, karaciger agirhgindaki degisiklik ile
0,5 mg/kg doz ve Uzerinde gorulen hepatoselller hipertrofi oldugu bildirilmigtir.

Vucut agirhigindaki azalmalarin 1,5 mg/kg dozdan itibaren goraldigu ve tim
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toksik etkiler icin, ters etki gértlmeyen dizeyin (NOAEL) 0,05 mg/kg oldugu
bildirilmistir (143).

Erkek sinomolgus maymunlari Gzerinde yapilan 26 haftalik bir toksisite
calismasinda ise, PFOA oral yoldan 0, 3, 10 ve 30/20 (30 mg/kg duzeydeki
doz, 22. giinde 20 mg/kg’a indirilmistir) mg/kg dozlarda hayvanlara uygulanmis
ve bu hayvanlarin gogunda agirlik ve istah kaybi meydana geldigi gozlenmisgtir.
Ayrica batin gruplarda doza bagli olarak karaciger agirliginda artis oldugu
gozlenmis ve bu artig dikkate alinarak ters etki gézlenen en dusik duzey
(LOAEL) 3 mg/kg olarak belirlenmistir (144).

Solunum yoluyla PFOA’ya maruziyet sonucunda meydana gelen
toksisitenin degerlendirildigi 10 gunlik subkronik bir calismada ise, PFOA’nin
84 mg/m? dozda siganlarda agirlik kaybina, karaciger agiriginda ve serum
enzimlerinde artisa, hepatoselller hipertrofiye ve nekroza neden oldugu
bildirilmistir. Bu calismada NOAEL degeri 1 mg/m? olarak belirlenmistir (110).

Rhesus maymunlari ile yapilan 90 gunluk bir toksisite ¢galigmasinda ise,
PFOA oral yoldan hayvanlara 0, 3, 10, 30 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanmistir
(145). Bu galismada, birinci haftanin sonunda PFOA’nin 30 ve 100 mg/kg doz
aralidinda, hayvanlarda kilo kaybina neden oldugu bildirilmigtir. 100 mg/kg
dozda PFOA uygulanan hayvanlarin timua, 30 mg/kg doz verilen hayvanlarin
ise 3 tanesinin ¢alisma suresi igerisinde 6ldugu bildirilmistir. 30 mg/kg dozda
PFOA uygulanan grupta, hayatta kalan erkek maymunlarda, eritrosit,
hemoglobin ve hematokrit dizeylerinde azalma; trombosit dizeyinde ise artig
oldugu belirlenmigtir. Ayrica bu maymunlarda serum kolesterol duzeyleri
yukselirken, toplam protein ve albimin dlzeylerinde azalma oldugu
bildirilmigtir (145).

2.6.3. PFOA’nin Kronik Toksisitesi ve Kanser Olugsumu Uzerindeki

Etkileri

PFOA’ya kronik olarak (2 yil) maruz birakilan hayvanlarda bilesigin,
“timor Ucglemesi” olarak nitelendirilen karaciger, Leydig ve pankreatik asinar
hdcre tUumord olusumuna neden oldugu bildirilmigtir (146-148).

PFOA'nin karsinojenik etkilerinin arastiriimasi amaciyla yapilan ve iki

yil siren bir galismada, erkek si¢canlara 300 ppm dozunda PFOA oral yoldan
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uygulanmistir (146). Bu calismanin sonucunda PFOA’nin, siganlarda
karaciger, testikller Leydig ve pankreatik asinar hicre timoért olusumunu
arttirdigi - belirlenmistir. Yapilan c¢esitli c¢alismalarda ayrica, PFOA’nin
dietilnitrézamin tarafindan indiklenen karaciger tumoér olusumuna katkida
bulundugu da gdsterilmistir (149,150).

PFOA, ABD Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan 2006 yilinda
muhtemel karsinojen olarak siniflandiriimigtir (151). Uluslararasi Kanser
Arastirma Kurumu (International Agency of Research on Cancer, IARC) ise
2008 yilinda oncelikli olarak incelenmesi gereken maddeler listesine aldigi
PFOA’y1, 2014 yilinda Grup 2B (insanda muhtemel karsinojen) olarak
siniflandirmigtir (152).

2.6.4. PFOA’nin Karaciger Uzerindeki Toksik Etkileri

Maymun ve siganlarda PFOA icin baslica hedef organ karacigerdir
(112, 144). PFOA’nin karaciger hucreleri Gzerindeki toksik etkileri, cesitli in
vitro (43, 44, 46, 50-52, 153, 154) ve in vivo (11, 137, 144, 146, 155-158)
calismalar ile gosterilmistir. PFOA’ya verilen baslica hepatoseluler yanitlarin,
karaciger agirhginda artis, hepatoselller hipertrofi, alanin amino transferaz
(ALT) ve aspartat amino transferaz (AST) enzim duzeylerinde artig ve nekroz
oldugu bildirilmistir (11, 137, 144, 157-159). 2.6.3. numarali bolimde belirtildigi
Uzere yapilan g¢alismalarda, PFOA’ya kronik maruziyetin (2 yil) si¢canlarda
karacigerde tumor olusumuna neden oldugu veya PFOA’nin karaciger timor
olusumuna neden olan bir kimyasal maddeyle birlikte verilmesi durumunda,

karacigerde tumor gorulme sikligini arttirdigi gosterilmigstir (146, 149, 150).

2.6.5. PFOA’nin immiin Sistem Uzerindeki Toksik Etkileri

PFOA’'nin immun sistem Uzerindeki toksik etkilerinin incelendigi birgok
in vivo, ex vivo ve in vitro galisma bulunmaktadir (160-167). Fareler Uzerinde
yapilan galigmalarda, PFOA’nin immun sistemi baskiladigi, dalak ve timusta
atrofiye neden oldugu ve bu organlarda bulunan hicre sayilari ve lenfosit
populasyonunda azalmaya yol agtigi gosterilmistir (165-167).

PFOA'nin immun baskilayici 6zelligi, Yang ve ark.larinin (165)

gergeklestirdigi in vivo ve ex vivo arastirmalarda gosterilmistir. Bu
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calismalarda, PFOA uygulamasinin farelerde, atlarin kirmizi kan hicreleriyle
olusturulan immunizasyona karsi antikor aracilikli immun yaniti onledigi; ex
vivo sistemde ise T ve B hucrelerinin aktivasyonuna yanit olarak gozlenen
dalak hicre proliferasyonunu azalttigi belirlenmigtir. Yang ve ark.’larinin (166)
yaptidi bir baska c¢alismada, PPAR-a’ya sahip olan ve olmayan iki fare tiru
uzerinde PFOA’'nin immiuinotoksik etkileri incelenmis ve PPAR-a’ya sahip olan
farelerde, dalak ve timusta agirlik ve hlcre sayisi azalmasi seklinde gozlenen
yanitin, PPAR-a’ya sahip olmayan farelerde meydana gelmedigi belirlenmistir.
Bu calismada, PFOA’nin immin sistem Uzerindeki etkisinden PPAR-a’'nin
sorumlu olabilecedi ileri strdlmustir. Ancak, disi fareler tzerinde yapilan bir
baska arastirmada, PFOA’nin T-hucre bagiml antikor yaniti baskiladigi
saptanmis ve bu etkinin PPAR-a etki mekanizmasindan bagimsiz oldugu
gosterilmistir (162). PFOA’nin immun sisteme olan etkilerinin arastirildigi bir
baska calismada ise bilesigin, farelerde akyuvar, lenfosit ve nétrofil sayisi ile
kemik iligindeki makrofaj sayisinda azalmaya yol actigi ve bu etkinin PFOA’nin
neden oldugu yem tuketimindeki azalma ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (163).

PFOA’'nin immun sistem Gzerine olan etkilerinin arastirildigi gesitli in
vitro c¢aligmalar da bulunmaktadir (160,161,164). Bu konuda yapilan bir
arastirmada, PFOA’nin histamin salinimini ve proenflamatuar sitokinlerin gen
ifadelerini arttirarak mast hicre aracilikli allerjik enflamasyonu indikledigi
bildirilmigtir (164). PFOA’nin ayrica insan I6kosit kultlrlerinden sitokin
salinmasini baskiladigi ve bunun PPAR-a aktivasyonuna bagh oldugu
gosterilmigtir (161). Bir bagka in vitro calismada ise PFOA’'nin dogal oldurucu
hicrelerde sitotoksik etki meydana getirdigi ve uyarilan makrofajlardan

proenflamatuvar sitokin salinimina neden oldugu bildirilmistir (160).

2.6.6. PFOA’nin Ureme Sistemi ve Gelisimsel Sistem Uzerindeki

Toksik Etkileri

Fare ve siganlar Uzerinde yapilan ¢alismalarda, gebelik doneminde
PFOA’'ya maruziyetin annelerde, karaciger agirhginda artig, fetls
resorpsiyonu, dogumun gecikmesi, dogum sonrasi yavrunun hayatta kalma
oranlari ve gelismesinde azalmaya neden oldugu bildiriimigtir. PFOA’ya maruz

birakilan annelerin yavrularinda ise kemik olusumunda ve g6z agma
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zamaninda gecikme, meme bezi gelisiminin etkilenmesi, erkek yavrularda
erken, disgilerde ise gecikmis cinsel olgunluk gibi etkilere yol agtigi bildirilmigtir
(14, 117, 168-172).

Butenhoff ve ark.’larinin (168) yaptiklari bir calismada, ebeveyn sicanlar
ve takip eden iki nesil, oral yoldan 1, 3, 10 ve 30 mg/kg dozda PFOA’ya maruz
birakilmistir. Ebeveyn ve birinci nesil erkek sicanlarda, PFOA’nin, uygulanan
tum dozlarinda hayvanlarin vucut agirhginda azalma, karaciger ve bobrek
agirhklarinda artis oldugu bildirilmistir. Ayni nesil yavrularda 30 mg/kg dozda,
dogum agirhginda azalma meydana geldigi ve muhtemelen bunun sonucu
olarak, hayatta kalma oraninda azalma oldugu belirlenmistir. ikinci nesil
yavrularda ise 30 mg/kg dozda, agirlik azalmasi gorilmekle birlikte hayatta
kalma oraninda herhangi bir azalma g6zlenmemigstir. Ebeveyn ve birinci nesil
yavru siganlarda Ureme fonksiyonlari icin NOAEL degeri 30 mg/kg, birinci nesil
yavrularda hayatta kalma, dogum agirligi ve cinsel olgunluk icin NOAEL degeri
10 mg/kg, birinci nesil erkek yavrularda vacut agirligi ve organ agirhgi
degisimleri icin NOAEL degeri ise < 1 mg/kg olarak saptanmistir (168).

Fareler Uzerinde yapilan bir diger calismada ise, gebe farelere oral
yoldan gebeligin 1. ve 17. glnleri arasinda, 1, 3, 5, 10, 20 ve 40 mg/kg dozda
PFOA uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, fetls resorpsiyonunda doza
badli olarak artis, anne karacigerlerinde buylime ve anne agirlik artisinda
azalma ile yavrularda dogum sonrasinda hayatta kalma oraninda azalma ve
gelisme geriligi, yavrularda goz agma zamaninda gecikme ve erkek yavrularda
cinsel olgunluga erken erigme gibi belirtiler oldugu gézlenmistir. Bu calismada,
PFOA’nin gelisimsel ve fotal toksisitesi icin LOAEL deg@eri 1 mg/kg/gun olarak
belirlenirken, NOAEL degeri saptanamamistir (14).

PFOA’ya gebelik siresince veya yavrularin sitten kesilmesini izleyen
donemde duguk bir dozda maruziyetin de farelerde istenmeyen etkilere yol
actigi bildirilmistir (169, 170). Ornegin, gebelik ddneminde 0,01 mg/kg dozda
PFOA’ya maruz birakilan farelerin disi yavrulari erigkinlige ulastiklarinda bu
hayvanlarda obezite gozlenmesinin yani sira insulin ve leptin gibi metabolik
hormonlarin duzeylerinde de artis meydana geldigi bildirilmistir (170).

Olgunluga erismemis disi farelerin dogumlarini izleyen 18. ve 20. gunler
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arasinda, 0,01 mg/kg dozda PFOA’ya maruz birakildiklari bir baska ¢calismada
ise, PFOA’nin Ureme sisteminde (rahim, vajina ve serviks) histopatolojik
degisimlere ve rahim agirhginda artisa neden oldugu bildirilmistir (169).

Gelismekte olan meme bezinin PFOA maruziyetine en hassas
organlardan bir tanesi oldugu bildirilmistir (117, 171, 173-175). Tum gebelik
boyunca (0,3-3 mg/kg doz araliginda) ve ge¢ gebelik déneminde (0,01-1
mg/kg doz araliginda) PFOA’ya maruziyetin farelerdeki etkilerinin arastirildigi
bir calismada, PFOA’nin tim dozlarinda yavru memelerindeki epitel
bldylUmenin ve bitis ucu (terminal) tomurcuk (endpoint bud) sayisinin azaldigi
belirlenmistir. Bu calisma sonucunda meme bezlerinin, karaciger agirligini
etkileyen PFOA dozlarindan daha dusuk doz duzeylerinde -etkilendigi
bildirilmigtir (117). CD-1 farelerinde PFOA maruziyetinin 2 nesil boyunca
incelendigi bir bagka calismada, anne farelere 1 ve 5 mg/kg dozlarda PFOA
oral yol, yavrulara ise 5 ppb konsantrasyonda PFOA icme suyu yolu ile
uygulanmigtir. Sonug olarak PFOA’nin, hem birinci hem de ikinci nesil farelerin
meme bezi gelisimlerinde gecikme ve meme bezi morfolojisinde degisiklikler
meydana getirdigi saptanmistir (171).

Yang ve ark.’larinin (176) erken ergenlik donemindeki (dogumdan
sonra 21-50 gun suresince) C57BI/6 ve Balb/c fare turlerinde PFOA’nin
etkilerini arastirdiklari bir calismada, C57BI/6 turinde meme bezi ve rahim
gelisimlerinin PFOA’nin duslk dozlarinda (5 mg/kg) artti§i, yiksek dozlarinda
ise (10 mg/kg) azaldig1 gosterilmistir. Balb/c tirinde ise bitin PFOA
dozlarinda meme bezi ve rahim gelisiminin azaldigi belirlenmigtir. PFOA’nin
ayrica her iki tirde de butliin dozlarda vajinal agikligin olusumunda gecikmeye
neden oldugu belirtilmigtir.

PFOA'nin gelisimsel toksisite mekanizmasinda PPAR-a’nin rolindn
arastinldigi bir calismada, PPAR-a’ya sahip olan (yabanil tip) ve PPAR-a’ya
sahip olmayan (mutant tip) fareler kullaniimistir (177). Bu calismada PFOA,
farelere 0,1-20 mg/kg doz araliginda oral yoldan, gebeligin 1-17. gunleri
arasinda uygulanmistir. 5 mg/kg dozda PFOA uygulanan yabanil ve mutant tip
farelerde fetus resorpsiyonunda artisg gorulirken, sadece yabanil tip farelerde

yeni dogan hayatta kalma oraninda azalma (0,6 mg/kg dozda PFOA ile), g6z
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agma zamaninda gecikme (1 mg/kg dozda PFOA ile) ve yavru agirliginda
azalmaya egilim oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, erken gebelik déneminde
fetlis kaybinin PPAR-a’dan bagimsiz oldugu; g6z agma zamanindaki gecikme
ile yavru agirhigindaki azalmanin ve dogum sonrasi 6lum oranindaki artigin ise
PPAR-a’ya bagiml olarak PFOA tarafindan indiklendigi gosterilmistir (177).
Yapilan bir baska calismada ise gebeligin 1-17. gunlerinde anne fareye oral
yoldan uygulanan PFOA’nin, yavru farelerin akciger ve karacigerlerinde yag
asidi katabolizmasindan sorumlu gen ifadelerinde degisiklide neden oldugu ve
PFOA'nin PPAR-a aktivasyonu yoluyla bu etkileri gosterdigi saptanmistir
(178). Abbott ve ark.’larinin yaptiklari bir diger calismada (179), CD-1
farelerinin gebeligin 1-17. gunlerinde PFOA’ya maruziyetinin, lipid ve glukoz
homeostazinin kontrolu ile ilgili gen ifadelerini etkiledigi, yeni doganlarin
hayatta kalma oranini azalttigi ve yavrularda kalici agirlik azalmasina neden
oldugu bildirilmistir. Bu ¢calismada ayrica, PFOA maruziyetinin, PPAR’lar (a, 3,
v), CAR ve PXR tarafindan diuzenlenen genleri indukledigi saptanmigtir.
Sonugta, yag asidi biyosentezi, metabolizmasi ve B-oksidasyonu ile glukoz
metabolizmasinda 6nemli rolu olan genlerin etkilenmesinin, yeni doganin
hayatta kalma oraninda azalmaya ve yeni dodan gelisiminin olumsuz
etkilenmesine yol acabilecedi ileri strdlmustar (179).

Ergenligin erken dénemlerinde PFOA’nin etkilerinin incelendigi bir
calismada, PFOA’nin farelerde vajinal agikligin olusumunda gecikmeye neden
oldugu veya bu olusumu tamamen engelledigi, 6strus dongusinu inhibe ettigi,
yumurtalik steroid hormonal sentetik enzim duzeylerini ve 0ostrojen ile
progesteronun indikledigi meme blylime faktorlerinin ifadesinde azalmaya
neden oldugu bildirilmigtir (180). Bu ¢alismanin sonucunda PFOA’nIn,
yumurtaliklari etkileyerek -muhtemelen progesteron ve Ostrojen uUretimini
azaltarak-, meme bezi gelisimini inhibe ettigi ve bu olayin PPAR-a gen ifadesi
aracilikli bir mekanizmayla oldugu belirtilmistir (180). Tum gebelik suresince
ve emzirme donemleri boyunca (gebeligin 2. gunu, 12 haftalik surede)
annelere, sutten kesildikten sonraki donemi takiben 12 haftalik oluncaya kadar

ise yavrulara, 4 mg/kg dozda PFOA’nin oral yoldan uygulandi§i bir calismada
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bilesigin, yavrularin solunum yollarinda asiri hassasiyete ve akciger makrofaj
sayllarinda asiri artisa neden oldugu bildirilmistir (181).

PFOA’nin erkek Ureme sistemi Uzerine etkisinin arastinldigi bir
calismada ise erkek farelere oral yoldan 0,31; 1,25; 5 ve 20 mg/kg dozlarda
PFOA, 28 gln sureyle uygulanmistir. Bu c¢alismada, PFOA'nin farelerin
testislerinde testosteron ve progesteron dizeylerini disirdagu, seminifer
tubullere hasar verdigi ve sperm kalitesini azalttigi gosterilmistir (182). Yapilan
bir bagka calismada ise erkek fareler 28 gun sureyle 1,25; 5 ve 20 mg/kg
dozlarda PFOA’ya maruz birakilmis ve bu farelerden sertoli hicreleri izole
edilmistir. Bu hucreler daha sonra 24 saat sureyle 300, 400 ve 500 uM
konsantrasyonlarda PFOA ile inklbe edilmis ve sonugcta bilesigin kan-testis
engelinde hasara yol ac¢tigi ve bu hasarin erkek Ureme sisteminde
bozukluklara neden olabilece@i belirtiimistir (183). Erkek siganlar lzerinde
yapilan bir galismada, siganlar 10 gin sureyle % 0,05 PFOA igeren yem ile
beslenmis ve PFOA maruziyetinin sigcan testislerinde glutatyon transferaz,
glutatyon peroksidaz, fenol sulfotransferaz, fenol Uridin difosfat glukronizil
transferaz, katalaz, NADPH kinon oksirediuktaz ve epoksit hidrolaz gibi faz Il

ksenobiyotik metabolize edici enzim duzeylerini etkiledigi gosterilmistir (184).

2.6.7. PFOA’nin Sinir Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

PFOA maruziyetinin sinir sistemine etkilerinin arastirildigi ¢esitli in vivo
ve in vitro calismalar bulunmaktadir (13, 45, 185-187).

Bu konuda Siblinski ve ark.’larinin (148) yaptiklar bir calismada, 2 yil
sureyle PFOA uygulanan disi siganlarda, doza bagdimli olarak koordinasyon
kaybi ile karakterize ataksi olusumunda artis oldugu goézlenmistir. Dogum
oncesi PFOA maruziyetinin de erkek ve disi yavru farelerde gesitli davranissal
degisikliklere yol agtigi belirtiimistir (188). Bir diger ¢alismada, 10 gunluk
farelere PFOA (1, 4 ve 21 pmol/kg), oral yoldan uygulanmig ve fareler 2. ve
4. aya eristiklerinde spontan (kendiliinden gelisen) davranis ve
aliskanhklardaki degisiklikler izlenmistir (185). Bu c¢alismanin sonucunda,
PFOA’nin, farelerde aligkanliklarin azalmasi/kaybolmasi ve hiperaktivite ile
kendini gosteren spontan davranis bozukluguna neden oldugu ve bu etkinin

ilerleyen yaslarda daha da olumsuz yonde gelistigi belirlenmis, dogumdan
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hemen sonra gergceklesen PFOA maruziyetinin ise kolinerjik sistemi etkiledigi
belirtiimistir (185). Ayni arastirmacilar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada,
10 gunluk farelere oral yoldan tek doz uygulanan 21 umol/kg konsantrasyonda
PFOA’nin  normal beyin gelisimi icin gerekli olan 4 proteinin
(kalsiyum/kalmoddulin bagimli protein kinaz Il (CaMKII), buyime iliskili protein-
43 (GAP-43), sinaptofizin ve tau) miktarini arttirdigr saptanmistir (13). Bu
proteinlerin dizeyinin beynin kritik bir gelisme evresinde degismesinin, bir
onceki galismada gozlenen davranis bozukluklarinin altinda yatan mekanizma
olabilecegi ileri surGlmastir (13). Doéllenmis tavuk yumurtalarina
inkiibasyonlarinin ilk gina 5 ve 10 mg/kg dozlarda PFOA’nin enjekte edildigi
bir g¢alismada, PFOA’'nin, civcivlerin yumurtadan ciktiklari ilk ginden
baglayarak kendi ortamlarini tanima gibi icgidUsel davranislarinda bozukluga
neden oldugu saptanmistir (189).

PFOA’'nin nérolojik sistem Uzerine olan etkilerinin incelendigi in vitro
calismalar da bulunmaktadir (45,187). Alti-sekiz gunlik sigcanlardan izole
edilen serebellar granul hucreleri Gzerinde yapilan bir ¢galismada, 12-100 uM
konsantrasyonda 15 dakika PFOA maruziyetinin reaktif oksijen tlrlerinde
artisa ve bilesigin 25 yM konsantrasyonda 24 saat maruziyetinin ise hucre
canliliginda azalmaya yol acgtigi saptanmistir (45). PFOA’nin gelisimsel
ndrotoksisiteye olan etkisinin incelendigi bir baska in vitro ¢alismada ise, sinir
hicresi 6zelligi tasiyan (noérotipik) PC-12 hucrelerinin 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda PFOA ile 24 saat sureyle inkiibasyonun hicre canliiginda
azalmaya, 10 uyM konsantrasyonda PFOA ile 24 saat ve 4 gun sureyle
inkiibasyonunun MDA dlzeyinde artisa ve 250 uM konsantrasyonda PFOA ile
6 gun sureyle inkibasyonunun ise DNA sentezinin inhibisyonuna neden
oldugu bildirilmistir (187).

2.6.8. PFOA’nin Endokrin Bozucu Etkileri

Endokrin bozucu kimyasallar sinifinda yer alan PFOA’nin, endokrin
sistem Uzerindeki etkileri yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile gosterilmigtir (15, 170,
180, 190-194).

CD-1 farelerinde dogum oOncesi ve yetigkinlik donemlerinde PFOA’nin

etkilerinin arastirildigi bir galismada, 0,01-0,3 mg/kg doz arahdinda dogum
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oncesi PFOA maruziyetinin, yetiskinlikte serum insulin ve leptin dizeylerini
arttirdigi belirlenmistir (170).

Yapilan gesitli in vivo ve in vitro galismalarda PFOA’'nin steroidojenezi
etkiledigi de bildirilmistir (180, 191-194). Sigan testikiler mikrozomlari
kullanilarak yapilan in vitro bir g¢alismada, PFOA’nin 3B-hidroksisteroid
dehidrojenazi ve 17B-hidroksisteroid dehidrojenaz-3’id inhibe ederek
testesteron Uretimini azalttig1 gosterilmigtir (193). Bir bagka ¢alismada ise,
besin ambalajlarinda kullanilan florokimyasallarin, insan adrenal kortiko
kanser hlcrelerinde androjen dizeylerinde azalmaya, Ostrojen dizeylerinde

artisa neden olarak steroidojenezi etkiledigi saptanmistir (192).

2.6.9. PFOA’nIn Lipid Metabolizmasi Uzerine Etkileri

PFOA gibi PPAR-a aktivatorlerinin kemiricilerde kolesterol ve lipid
dizeylerinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir (3). PFOA’nin
kemiricilerde serum lipid degerlerini dusurdugu (137, 195) ve bu etkisinin,
karacigerde kolesterol sentezinin ve esterifikasyonunun azalmasi ve yag asidi
oksidasyonunun artmasi sonucu olugsabilecegi belirtiimistir (196). Ayrica
farelere PFOA'nin 7 gun sureyle 1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/kg dozlarda
intraperitonal yoldan uygulanmasinin, hayvanlarin karacigerinde trigliserit,
fosfolipid ve kolesterol duzeylerinde artisa neden oldugu bildirilmigtir (197). Bir
hafta suresince % 0,01 oraninda PFOA iceren yem ile beslenen siganlarda
PFOA uygulamasinin, trigliserit sentezinde gorev alan enzimlerin dizeylerini
arttirarak karacigerdeki trigliserit duzeyini yuUkseltmis olabilecedi de ileri
surtulmektedir (198). Fare adiposit hucreleri kullanilarak yapilan bir in vitro
calismada ise PFOA’nin, bu hidcrelerdeki adiposit farklilasmasi ve trigliserit
birikiminin yani sira adiposit farkhlasmasi ile ilgili mRNA dizeylerini arttirdigi
belirlenmis ve bilesigin bu etkilere, PPAR-y’yI aktive ederek neden oldugu ileri
surtlmastir (66). Ayni hucreler kullanilarak yapilan bir bagka calismada da,
hacreler 5-100 yuM PFOA ile 16 gun inkube edilmig, bilesign toplam gliserid
duzeylerini arttirdigi, adiposit farklilagsmasi ve lipid metabolizmasindan
sorumlu olan gen ifadelerinde degisiklige yol agtigi gosterilmistir (199). YUksek
doz PFOA’ya akut maruziyetin serum kolesterol diizeylerine olan etkisinin

arastinldigi ve hayvanlar Uzerinde yapilan c¢aligmalarda, serum PFOA



25

konsantrasyonu ile serum kolesterol dizeyinin ters orantili oldugu, fakat bu

sonugclarin insan verileriyle uyum saglamadigi belirtiimistir (15).

2.7. PFOA’nIn Olasi Toksik Etki Mekanizmalari

Perflorooktanoik asitin toksik etki mekanizmasi henluz kesin olarak
aydinlatilamamistir (3). En ¢ok arastirilan ve Uzerinde durulan mekanizmalar,
PFOA'nin peroksizom proliferator aktive edici reseptdr-a, konstitutif
androstan almaci, pregnan-X reseptor gibi nukleer almaglari aktive edici
etkileriyle iligkilidir (29). PFOA’nin, yapisal olarak serbest yag asitlerine
benzemesi nedeniyle nukleer almaglari aktive ettigi, tasiyici proteinlere
baglandigi ve hucre zarlariyla etkilesime girdigi ileri suraimustur (3).

PFOA’nin karaciger toksisitesini, PPAR-a yolagini aktive ederek
meydana getirdigi bilinmektedir (1, 10, 29, 147, 179). PFOA, PPAR-a
reseptorunu aktive ederek karacigerde hucre buyumesinden sorumlu gen
ifadesini indukler. Bu olayin sonucunda hepatosit proliferasyonu ve 6zellikle
preneoplastik hepatik hucrelerin segici klonal genislemesine bagh olarak
hepatik neoplazma meydana gelir (10). PFOA'nin karacigerdeki tumor
olusturucu toksik etki mekanizmasinin, asagida belirtilen nedenlere bagli
olarak insanlarda gegerli olamayacagi ileri sirilmektedir: 1) Rodentlerle
kargilastinildiginda insan karacigerinde bulunan PPAR-a mRNA duzeyinin
yaklagik olarak 10 kez daha diisiik olmasi, 2) insan PPAR-a almaciyla
kargilastinildiginda, PFOA’nin fare PPAR-a almacini ¢ok daha yuksek oranda
aktive etmesi, 3) PFOA ile beslenen sinomolgus maymunlarinda hepatik hucre
proliferasyonunun gobzlenmemesi. Ayrica, insanlar Uzerinde yapilan
calismalarda karaciger neoplazmalarinin gbézlenmemesi gibi veriler de
PFOA’nin insanlarda hepatokarsinojenik bir yanit meydana getirmesinin
beklenmemesini destekler niteliktedir (10, 144, 200-202). ABD Cevre Koruma
Ajansi Bilimsel Tavsiye Kurulu da 2006 yilinda hazirladigi raporunda,
PFOA’nin karaciger tumoru olusturmasinda PPAR-a’y1 aktive edici etkisinden
farkh etki mekanizmalarinin da sorumlu olabilecegini bildirmistir (3, 203).

PFOA’'nin hayvanlarda olusturdugu testis ve pankreas tumorlerinin
altinda yatan mekanizmalarin da PPAR-a aktivasyonu ile iligkili oldugu

bildirilmigtir (10). PFOA’nin PPAR-a aracilikh Leydig hicre tUmor olusumu
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indUkleyici etkisinden sorumlu, olasi iki etki mekanizmasi olabilecegi ileri
surilmis ve bu mekanizmalarinin da PFOA’nin steroidojenezde degisiklik
olusturmasiyla iligkili oldugu bildirilmigtir (204). ileri sirilen ilk mekanizma,
karacigerdeki sitokrom P450 19A1 (SIT P450 19A1) enziminin PFOA
tarafindan indiklenmesi sonucu Ostradiyol dizeylerinin artmasini ve buna
bagli olarak Leydig hicre proliferasyonuna neden olan timér biylime faktori
alfa dizeyindeki artis ile iligkilidir. Ileri surllen ikinci mekanizma ise, periferal
benzodiazepin reseptorunun ve/veya C-17,20 liyaz enziminin PFOA
tarafindan inhibe edilmesi sonucu testosteron diizeylerinin azalmasini ve buna
bagli olarak dolagimdaki lUteinlestirici hormon duzeylerinin artmasi ve Leydig
hicre proliferasyonunun uyariimasi ile iligkilendirilmigtir (204). Siganlar igin
gegerli olan PFOA’'nin Leydig hicre tumor olusumundaki etki mekanizmasinin
insanlar i¢in gecerli olup olmadigi bilinmemektedir (10). PFOA’ya maruziyet
sonucu meydana geldigi ileri surtlen Ugunclu tumor cgesidi olan pankreatik
asinar hicre tumort olusumu igin ileri surllen etki mekanizmasi ise,
karacigerde PPAR-a’'nin aktive edilmesine bagl olarak safra asidi akisinda
azalma ve safra asidi bilesimininde degisiklik meydana gelmesi sonucu
kolestaz olusumu ile iligkilendirilmigtir. Kolestaz olusumunun da kolesistokinin
duzeylerini arttirarak pankreatik hicre proliferasyonuna ve sonugta tumor
olusumuna neden oldugu bildirilmistir (10). Bununla beraber, s6zu edilen bu
mekanizmanin da siganlara 6zgu oldugu ve insanlara uyarlanabilmesinin pek
olasi olmadig: ileri surulmektedir. Bu mekanizmanin siganlar igin de
gecerliliginin kanittanmasi igin daha fazla calismaya gerek bulundugu
bildirilmektedir (204).

PFOA’'nin PPAR-a’yi aktive edici etkisinden farkli bir mekanizmayla da
karaciger toksisitesi olusturduguna iligkin ¢alismalar bulunmaktadir (155, 156,
205, 206). Bu calismalarda, PFOA’'nin PPAR-a’ya sahip olan ve olmayan iki
farkh fare turinde de hepatotoksik oldugu gosterilmistir (37, 156, 207).
PFOA'nin PPAR-a’ya sahip olmayan farelerde hepetomegali olusturucu
etkisinin, CAR’yi aktive etmesi sonucu duz endoplazmik retikulumda
bdyUmeye neden olmasinin yani sira peroksizomlarin sayisinda artisa bagl

olabilecegi de bildiriimigtir (204). Elcombe ve ark.’lari (29) tarafindan yapilan
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bir baska ¢alismada da PFOA’'nin, karma fonksiyonlu enzimleri indukleyici
Ozelligi oldugu ve nukleer hormon almag ailesinden, 6zellikle PPAR-a, CAR ve
PXR’I aktive etmesi sonucu hepatomegaliye ve sonrasinda karaciger
tumorune yol agtigi ileri surtlmastar.

PFOA'nin 0Ostrojen benzeri etki gostermesi ve 0Ostrojen dizeylerini
arttirmasi da ileri surilen olasi toksik etki mekanizmalari arasinda yer
almaktadir (146, 206, 208-210). Buhrke ve ark’larinin (206) insan primer
hepatosit hiicreleri ile yaptiklari bir galismada, PFOA’nin dstrojen reseptor-a’yi
etkiledigi gosterilmistir. Biegel ve ark.’lar1 (146) 2 yil sureyle oral yoldan 300
ppm PFOA uygulamasinin erkek siganlarda ostradiyol dlzeylerini yukselttigini;
Wei ve ark.’lar ise (210) 14 ve 28 gun sureyle 3, 10 ve 30 mgll
konsantrasyonda PFOA maruziyetinin erkek golyan baliklarinda (Gobiocypris
rarus) Ostrojen benzeri etki yaptigini belirtmislerdir. Alabaliklar UGzerinde
yapilan bir calismada da, PFOA’'nin, 30 hafta streyle 200-1800 ppm
konsantasyonda verilmesinin ardindan goézlenen karaciger tumor olusumunu,
Ostrojenik mekanizmalarla indukledigi bildirilmistir (209).

PFOA'nin toksik etkilerinin altinda yatan bir diger mekanizmanin da
oksidatif stres ile iligkili oldugu ileri surGimektedir (32, 34, 39, 44). Peroksizom
proliferatorlerinin  sican ve farelere uygulandiginda acil-KoA oksidaz
aktivitesini artirarak H202 uUretilmesine ve sonucta oksidatif strese neden
oldugu bilinmektedir (31). Sicanlar (32, 33, 39), fareler (34, 35, 37, 38) ve
baliklar (40, 41) Gzerinde yapilan sinirli sayida ¢alismada PFOA’nin, oksidan
ve antioksidan gostergelerde degisiklige yol actigi bildiriimigtir. Yapilan ¢esitli
in vitro calismalarda da PFOA’nin hucrelerde reaktif oksijen bilegsiklerini
arttirarak oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir (42-46).

PFOA’nIn toksik etki mekanizmasinda mutajenitenin rolliini inceleyen
cesitli calismalar da bulunmaktadir (51, 153, 211). Bilesigin toksik etkisini DNA
hasarina yol agcarak meydana getirdigini gosteren g¢alismalarin yani sira (51,
211, 212), PFOA’nin DNA reaktif bir bilesik olmamasi nedeniyle, sicanlardaki
tumor olusumunu genotoksik olmayan mekanizmalarla indukledigini gosteren

sonuglar da bulunmaktadir (10, 153).
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PFOA'nin bir diger toksik etki mekanizmasinin da, hicreler arasi kavsak
boslugundaki iletisimini (GJIC) inhibe etmesi sonucu gerceklestigi ileri
surdlmastir (213). GJIC c¢ok hicreli organizmalarin normal buyumesi,
gelismesi, farklilasmasi ve homeostazin surdurulebilirligi igin buylk 6nem
tasimaktadir. Ancak GJIC’nin PFOA tarafindan inhibe edilmesinin PFOA’nin
karsinojenik etki mekanizmasiyla nasil bir baglantisi oldugu tam olarak
anlasilamamistir (10).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda PFOA’nin toksik etkisini
mitokondriyi etkileyerek de meydana getirebilecegi bildirilmistir (44, 214-216).
Ornegin, PFOA’nin HepG2 hiicrelerinde reaktif oksijen bilesiklerini arttirdig ve
kaspaz-9'u aktive ederek apopitoza neden oldugu gosterilmis (44) ve ROB
dizeylerindeki artisin, mitokondriyal membranlardaki bozulmaya bagli
olabilecegi belirtiimigtir (44). Diger taraftan, PFOA’nin diger peroksizom
proliferatorleri gibi mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda kenetsizleyici ajan
olarak iglev gordigu de cgesitli gcalismalarda gosterilmistir (215, 216) .
PFOA’nin sigan karaciger mitokondrisi Uzerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, yuksek konsantrasyonda PFOA (100 uM) maruziyetinin dinlenme
solunum hizinda dusuk duzeyde bir artisa, mitokondriyal membran
potansiyelinde ise dusuk duzeyde bir azalmaya neden oldugu saptanmistir.
Bu etkilerin, PFOA’nin yuzey aktif 6zelligine bagh olarak, mitokondriyal
membran gecirgenliginde dusuk dizeyde bir artisla iligkili olabilecedi ileri
surulmektedir (216).

2.8. PFOA’nin insan Saghg: Uzerindeki Etkileri

PFOA’nin insan saglig! uzerindeki etkilerinin incelendigi ¢cok sayida
epidemiyolojik calisma bulunmaktadir (49, 104, 217). PFOA ile ilgili en
kapsamli epidemiyolojik galismalardan bir tanesi C8 Saglik Projesi (C8) olup
(217), Dupont fabrikasinin bulundugu ¢evrede yasayan (ABD’de Ohio ve Bati
Virginia bdlgeleri) insanlar Uzerinde yapiimis genel bir populasyon
calismasidir. Calisma, 2005-2006 yillari arasinda 13 ay sureyle 50 ng/l
duzeyde PFOA iceren icme suyuna maruz kalan yaklagik 69000 kisi ile
gergeklestiriimistir. Calismaya alinan bazi katihmcilar ise mesleki yoldan

PFOA’ya maruz kalan kisiler arasindan secilmistir. C8 Saglik Projesi’nde
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insanlarin serum orneklerinde odlgulen ortalama PFOA konsantrasyonu 28,2
ng/ml olarak bulunmustur (217).

PFOA’nin insan saghgi uzerinde etkilerinin arastirildigi genis kapsamda
bir baska calisma ise ABD Ulusal Saglik ve Beslenme inceleme Anketi'dir. Bu
calismada, ABD genel toplumunda (12-80 yas) katilimcilarin diyeti ve gesitli
saghk etmenleri konusunda bilgi toplanmaktadir. Katilimcilar fiziksel
muayeneye tabi tutularak, kan ve idrar Ornekleri toplanmakta ve veriler
epidemiyolojik  caligmalarda ve saglhk bilimleri  arastirmalarinda
kullaniimaktadir  (218). 1999-2000 vyillari ile 2003-2004 verilerinin
karsilastirnildigi bir NHANES calismasinda, katilimcilarin ortalama serum
PFOA konsantrasyonu yaklasik olarak 4 ng/ml olarak hesaplanmigtir (104). C8
ve NHANES calismalarindan elde edilen veriler degerlendirildiginde, C8
calismasinda saptanan PFOA konsantrasyonunun NHANES’de Olgllen
ortalama PFOA konsantrasyonundan 6-8 kat yuksek oldugu saptanmigtir
(217).

Bu iki blyuk ¢alismanin disinda 3M ve Dupont sirketleri gibi floropolimer
ureten fabrikalarin kendi iscilerine uyguladigi anketler ve cesitli Glkelerde

yapilan epidemiyolojik ¢caligmalar da bulunmaktadir (23, 25, 219, 220).

2.8.1. PFOA’nin Kanser Olugsumu Uzerindeki Etkileri

Perflorooktanoik asitin insan sagligi Uzerindeki zararl etkileri, c¢esitli
mesleki maruziyet ve genel toplum c¢alismalarinin  sonuglarinin
degerlendiriimesiyle elde edilmistir. IARC tarafindan Grup 2B karsinojen olarak
siniflandirilan (152) PFOA ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalar, bilegigin prostat
(219), mesane (221), bdbrek (16) ve testis (16) kanseri riskini arttirdigini
gOstermigtir.

APFO uretimi yapan bir firmada ¢alisan 3993 is¢i ile yapilan bir kohort
calismasinda, PFOA’ya maruziyetin prostat kanseriyle iligkili oldugu sonucuna
varilmistir (219). Uretimlerinde PFOA da kullanan Dupont fabrikasinin oldugu
bdlgede yasayan insanlarin katilimiyla yapilan bir diger C8 Saglik Projesi
calismasinda ise, PFOA maruziyetiyle bobrek ve testis kanseri arasinda pozitif

bir iliski oldugu saptanmigtir (16).
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2.8.2. PFOA’nin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

Cesitli mesleki ve genel populasyon maruziyet c¢alismalarinda
PFOA’nin kolesterol, dusik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve trigliserit
degderlerini yukselttigi gosterilmigtir (22, 220, 222, 223). C8 Bilimsel Paneli'nde,
PFOA’ya maruz kalan isci ve genel populasyon verilerinin degerlendirmesinin
ardindan, PFOA maruziyeti ile yuksek kolesterol degerleri arasinda “muhtemel
bir iligki” oldugu sonucuna varilmistir (224). 2007 yilinda yayinlanan bir
¢alismada, Dupont isgilerinin serum PFOA duzeyleri ile toplam kolesterol, LDL
ve ¢ok dusik yogunluklu lipoprotein (VLDL) dederleri arasinda pozitif bir iligki
bulunmus (22), 2010 yilinda yayinlanan C8 Saglik Projesi kapsaminda da,
cocuk ve ergen verilerinin degerlendiriimesi sonucunda, PFOA’ya maruziyet
(ortalama serum PFOA konsantrasyonu 69,2 ng/ml) ile kolesterol ve LDL
dizeylerindeki artis arasinda anlamh bir iligki oldugu saptanmistir (225).
Serum PFOA duzeylerindeki 1 ppm’lik artisin, toplam kolesterol diizeyindeki
1,06 (220) veya 4,04 (220) mg/dllik artig ile iligkili oldugu ve kolesterol
dizeylerindeki farklihgin, g¢alismaya dahil edilen katilimcilarin 6zelliklerine
badli olarak degisiklik gdsterdigi bildirilmistir. Calismaya katilanlarin 1999-
2008 yillari arasinda, 12-18 yas arasi 815 katilimcinin verileri ile hazirlanan
NHANES anketinin degerlendirilmesi sonucunda, serum PFOA duzeyleri ile
toplam kolesterol ve LDL degerleri arasinda pozitif bir iliski bulunurken, yluksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) ve trigliserit degerleri arasinda ise dnemli bir iligki
saptanmamistir. Bu galismadan elde edilen sonuglar, dustuk konsantrasyonda
PFOA maruziyeti ile addlesanlarda gorulen dislipidemi arasinda anlamli bir
iligki oldugunu gostermigtir (226). 12-15 yas arasi 225 Tayvanl ¢ocuk tUzerinde
yapilan bir kesit calismasinda ise, serum PFOA duzeyleri (kiz gocuklari 0,92
ng/ml; erkek g¢ocuklari 1,1 ng/ml) ile toplam kolesterol, LDL ve trigliserit
duzeyleri arasinda anlaml pozitif iligki bulunurken, HDL duzeyleri arasinda
zayif bir negatif iliski oldugu belirlenmigtir (227). PFOA Uretimi yapilan bir
fabrikada c¢alisan iscilerle yapilan ve 30 yil suren bir anket calismasinin
sonuglarinin degerlendirildigi bir arastirmada, serum PFOA duzeyleri (0,2-
47,04 pg/ml) ile ylksek kolesterol ve Urik asit degerleri arasinda anlamli bir

iliski oldugu saptanmistir (228). NHANES anketine katilan, 12-18 yas arasinda
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1772 c¢ocugun verileri analiz edildiginde, bu cocuklarin serum PFOA
konsantrasyonlari ile ylksek Urik asit degerleri arasinda pozitif bir iliski oldugu
gosterilmigtir (21). PFOA’nin kardiyovaskuler hastaliklarla olan ilgkisinin
arastinldigi bir diger calismada ise, 1999-2003 vyillari arasindaki NHANES
verileri degerlendirilmis ve ailevi kardiyovaskuler risk etmenlerinden bagimsiz
olarak, katihmcilarin serum PFOA dizeyleri ile kardiyovaskuler hastaliklar ve

periferal arteriyel hastaliklar arasinda pozitif bir iligki oldugu belirlenmistir (17).

2.8.3. PFOA’nin Karaciger Enzimleri Uzerindeki Etkileri

Yapilan c¢esitli epidemiyolojik c¢alismalarda, PFOA’nin karaciger
enzimlerini etkiledigi bildirilmistir (20, 22, 229). Ornegin, C8 Saglik Projesi’nin
sonuglarinin degerlendirildigi bir arastirmada, serum PFOA duzeyleri ile ALT
ve AST degerleri arasinda pozitif bir iliski saptanirken, gama glutamil
transferaz (GGT) ve bilUribin dizeyleri arasinda anlamli  bir iligki
gozlenmemigtir (20). Dupont iscileri ile yapilan bir galismada ise, serum PFOA
duzeyleri ile GGT ve AST enzim duzeylerindeki artis arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur (22). 2007-2008 ve 2009-2010 yillarinda yapilan NHANES anket
¢alismasinin verilerinin degerlendirildigi bir bagka arastirmada, PFOA
dizeylerindeki artis ile Urik asit, ALT, AST, GGT ve toplam billribin
duzeylerindeki artig arasinda pozitif bir iligkili oldugu saptanmigtir (229).

2.8.4. PFOA’nin Ureme Sistemi Uzerindeki Etkileri ve Gelisimsel
Toksisitesi

PFOA’ya gelisimsel dénemdeki maruziyetin, fetlste disik dogum
agirhigr ve buyume geriligi gdézlenmesi ile iligkili oldugu, dogurganhgi azalttigi,
erkek ve kadinlarda dreme sistemini etkiledigi ve gocuklarda ilerleyen yagslarda
obeziteye neden olabilecegi bildiriimistir (23, 230-236).

Danimarka Ulusal Dodum Kohort Anket Calismasi’ndan rastgele
secilen 1400 anne-gocuk cifti ile yapilan bir galismada, annelerin serum PFOA
dizeyi ile bebeklerin dogum agirliklari arasinda ters orantih bir iligki
bulunurken, PFOA’ya maruziyetin erken dogum riski ile herhangi bir iliskisinin
olmadigi saptanmigtir (25). Ayni anket verileri kullanilarak yapilan bir baska

calismada ise, birden fazla dogum yapmis kadinin bebeklerini emzirme
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surelerinin uzunlugu ile anne PFOA serum duzeyleri arasinda negatif bir iliski
bulundugu, ancak tek dogum yapmis kadinlarda bu degiskenler arasinda
herhangi bir iliskinin bulunmadigi belirlenmistir (237). Bir bagka ¢alismada,
gebe kadinlarin kordon kanindaki medyan PFOA duzeyi (1,6 ng/ml) ile
bebeklerin dogum agirliklari arasinda negatif bir iliski bulunurken, hamile
kalma yasi ve yeni dogan boy uzunlugu arasinda herhangi bir iligki
bulunmamistir (24). Cin’de elektronik atik geri dontsim bdlgesinde yasayan
ve yuksek duzeyde PFOA’'ya maruz kalan gebe kadinlar ile yapilan bir
arastirmada, dogum déncesi PFOA (serum medyan PFOA degeri 16,95 ng/ml)
maruziyetinin, bebeklerde dusuk dogum agirhgi, prematire dogum ve 0lu
dogumlar gozlenmesi gibi istenmeyen sonuglarla iligkili oldugu bildirilmigtir
(238). Nolan ve ark.’larinin (239) yuUksek duzeyde PFOA igeren icme suyuna
maruz kalan bireyler tGzerinde yaptiklari bir calismada ise, anne serum PFOA
duzeyi ile gerek erken dogum gozlenmesi gerekse bebeklerin dogum agirligi
arasinda herhangi bir iliski bulunmamis; bu arastirmacilarin yapmis olduklari
bir diger calismada ise annelerin serum PFOA duzeyi ile annelerde gorulen
anemi riski ve ¢esitli dogum komplikasyonlarinin gézlenmesi arasinda pozitif
bir iligki oldugu saptanmigtir (240).

C8 proje verileri temel alinarak yapilan bir galismada, PFOA’'ya
maruziyet dizeyleri ile dislik yapma ve erken dogum riski arasinda herhangi
bir iliski saptanamamig, PFOA duzeyi ile preeklampsi olusumu arasinda ise
zayif bir iliski oldugu belirlenmistir (241). 2005-2006 yillari arasinda igme suyu
yoluyla yuksek miktarda PFOA’ya maruz kalan 1129 hamile kadinin verilerinin
degerlendirildigi bir calismada da, serum PFOA konsantrasyonlari ile gebe
kadinlarda gozlenen dusUk oranlari arasinda bir iligki olduguna dair sinirli
saylida kanit bulunmustur (242).

Fei ve ark.’larinin (233) yaptidi bir calismada, PFOA’nin hamile kalma
suresinde uzamaya, dogurganlik oraninda ise azalmaya neden oldugu
gosterilmistir.  PFOA maruziyetinin, kadinlarin gebe kalma potansiyeli
uzerindeki etkilerinin arastirildigi bir galismada, 1743 kadinin gebe kalmasi
icin gecen sureler degerlendiriimis ve sonu¢ olarak, serum PFOA

konsantrasyonundaki artis ile iligkili olarak kadinlardaki gebe kalma oraninda
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% 11 oraninda azalma oldugu belirlenmigtir (243). Menstriel dongller arasi
surelerin uzunlugu ile PFOA maruziyeti arasindaki iliskinin arastirildigi bir
kohort calismasinda ise gebe kadinlardaki yuksek serum PFOA
konsantrasyonunun bu kadinlarin gebe kalmadan 6nceki menstriel donguler
arasi surelerin uzunlugu (= 30 gun) ile iligkili oldugu saptanmistir (231). Lopez-
Espinosa ve ark.’larinin (244) yaptigi bir calismada ise, PFOA’nin kiz
cocuklarda erigkinlige ulagsma yasini geciktirdigi bildirilmistir.

Annenin maruz kaldigi PFOA duzeylerinin (3,8 ng/ml), bu bilesige fotal
yoldan maruz kalan erkek bebeklerin 19-21 yasa ulastiklarinda Ureme
sistemleri Uzerindeki etkilerinin degerlendiriimesi amaciyla yapilan bir
calismada, fotal PFOA maruziyeti ile bu genglerin sperm konsantrasyonu ve
toplam sperm sayisi arasinda negatif, luteinlestirici hormon ve folikal uyarici
hormon dizeyleri arasinda pozitif bir iliski oldugu bulunmustur (232). 18-25
yas arasl (medyan yas, 19 yil) erkeklerin serumlarindaki perflorlukimyasal
madde duzeyleri ile Ureme sistemi iglevleri arasindaki iliskinin arastinildigi bir
bagka c¢alismada, hem serum medyan perflorooktanoik sulfonat (24,5 ng/ml)
hem de PFOA dizeyi (4,9 ng/ml) yuksek olan erkeklerde hareketli sperm
sayisinin azaldigi; buna karsilik sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi
ve gonadal hormonlarin duzeyinde ise bir degigsiklik meydana gelmedigi
bildirilmistir (245). 2005-2009 vyillar1 arasinda, ¢ocuk sahibi olmak isteyen 18
yasindan buyuk erigskin 501 erkegin sperm kalitesinin arastirildigi bir baska
calismada ise, erkeklerin serum PFOA konsantrasyonu ile sarmal kuyruklu
sperm ylUzdeleri arasinda negatif bir iligki oldugu saptanmigtir (246).

Obezojen olarak siniflandirilan PFOA’ya dogum dncesi maruziyetin ileri
yaslarda obezite riskini arttirdigi ve bel cevresi kaliniginda artisa neden
oldugu (23, 247), PFOA’ya gelisimsel donemdeki maruziyetin ise ilerleyen
yaslarda obeziteye yol acgabilece@i bildirilmigtir (23). Danimarkali hamile
kadinlardan dogan ¢ocuklar 20 yil streyle izlenmis ve dogum 6ncesi PFOA’ya
maruz kalan kiz ¢ocuklarinda erigkinlik doneminde obezite meydana geldigi
go6zlenmistir (23). Bu galismada ayrica, anne medyan serum PFOA duzeyi (3,7
ng/ml) ile kiz gocuklarinin serum insulin ve leptin duzeyleri arasinda pozitif,

adiponektin dlzeyleri arasina ise negatif bir iliski oldugu saptanmistir (23).
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2.8.5. PFOA’nin Endokrin Sistem Uzerindeki Etkileri

Genel populasyon ve cesitli mesleki maruziyet galismalarina iligkin
sonuglar, PFOA’ya maruziyet ile tiroid hormonlari ve tiroid hastaliklari arasinda
bir iliski olabilecegini gostermektedir (18, 248-251). NHANES verileri temel
alinarak yapilan bir calismada, serum PFOA dizeyi ile tiroid hastalii olusumu
arasinda pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir (18). C8 anketine katilan bireyler
arasindan segcilen 32254 kisilik bir grup Uzerinde yapilan arastirmada, serum
PFOA duzeyleri ile tiroid hastaliklari arasindaki iligki incelenmis ve PFOA
maruziyeti ile kadin katiimcilarda hipertiroid, erkek katilimcilarda ise hipotiroid
olusumu arasinda énemli bir iliski oldugu bulunmustur (251). C8 anket verileri
kullanilarak yapilan bir bagka arastirmada, 20 yas ustu kadinlar ve 50 yas ustu
erkeklerdeki serum PFOA duzeyleri ile tiroksin (T4) dizeyleri arasinda pozitif
bir iliski bulunurken, trilyodo tiroksin (T3) geri alimi arasinda negatif bir iligki
oldugu saptanmistir (248). PFOA ureten bir fabrikada calisan ve kolesterol
dusuruct ilag kullanmayan erkek isgilerin katilimiyla yapilan bir anket
¢calismasinda, serum PFOA duzeyleri (ortalama 2,21 pg/ml) ile serbest T4
dizeyleri arasinda negatif, T3 duzeyleri arasinda ise pozitif bir iliski bulunmus,
yuksek PFOA duzeyleri ile toplam T4 ve tiroid uyarici hormon (TSH) dizeyleri
arasinda ise herhangi bir iligki olmadigi belirlenmistir (250). 55-74 yas
grubundaki insanlar Uzerinde yapilan bir calismada ise, serum PFOA
duzeylerindeki artigin yas ilerledikge, serbest ve toplam tiroksin hormon
dizeylerinde daha fazla oranda artigsa neden oldugu gdsterilmistir (252).

PFOA’ya maruziyet ile gocuklarda gozlenen tiroid hastaligi arasindaki
iligskinin incelendigi bir calismada, serum PFOA duzeyleri (29 ng/ml) ile
hipotiroid olusumu arasinda pozitif bir iligki bulunurken, toplam T4 ve TSH
duzeyleri arasinda herhangi bir iligki saptanmamigtir (249). Hollanda'da
yapilan bir kohort c¢alismasinda, PFOA’ya dodum oOncesi maruziyetin
yenidogan tiroid hormon duzeylerine olan etkisi arastirimis ve kiz
bebeklerdeki tiroksin hormonu ile serum PFOA konsantrasyonu arasinda

pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir (253).
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2.8.6. PFOA’nin immiin Sistem Uzerine Etkileri

PFOA’'ya maruz kalan insanlarda, bilesigin immun sistem Uzerindeki
etkilerinin arastirildigi az sayida galisma bulunmaktadir (26, 28, 254, 255).
PFOA’nin immun sistem (zerine etkileri arasinda, antikor olusumunun
azalmasi, immunglobulin E (IgE) dizeylerinin etkilenmesi ve ¢esitli otoimmun
hastaliklarin goralme sikliginda artis gibi etkiler bulunmaktadir (26, 28, 255).

Tayvan’da yapilan bir kohort ¢alismasinda, yeni dogan erkek bebeklerin
serum PFOA duzeyleri ile kordon kanindaki IgE duzeyinin pozitif iligkili oldugu
saptanmistir (28). Bir diger ¢calismada, PFOA’'ya maruziyetin 5-7 yasindaki
cocuklarda tetanoz ve difteri asilarina karsi antikor olusumunu azalttigi
belirlenmis ve bu durumun, gocuklarda, tetanoz ve difteriye karsi bagisiklik
sistemi koruyuculugunu azaltabilecegi bildirilmistir (26). C8 Saglik Projesi’nin
2005-2006 verileri  kullanilarak 411 yetiskin Uzerinde vyapilan bir
degerlendirmede PFOA’nIn, yaygin bir grip virisu olan A/H3N2’ye karsi antikor
yanitini azaltarak bu virise kargi geligtirilen asinin etkinligini azalttig
bildirilmistir (254).

PFOA'nin gesitli otoimmuin hastaliklarla iliskisi de yapilan epidemiyolojik
calismalarda incelenmistir (255, 256). PFOA Ureten bir fabrikada galigan 3713
is¢i Uzerinde yapilan bir C8 calismasinda, PFOA maruziyeti ile otoimmun
hastaliklar olan Ulseratif kolit ve romatoid artrit arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur (255). Bir bagka C8 ¢alismasinda, Dupont fabrikasinin bulundugu
bdlgede yasayan 32254 yetiskinin verileri incelenmis ve ulseratif kolit olusumu
ile PFOA maruziyeti (serum medyan PFOA duzeyi 28 ng/ml) arasinda guglu
bir iligki oldugu saptanmistir (256).

2.8.7. PFOA’nin Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Perflorooktanoik asitin insanlarda sinir sistemi Uzerine olan etkileri ile
ilgili sinirh veri bulunmaktadir (257-259). 1999-2008 ve 2003-2004 yillari
arasindaki veriler analiz edilerek hazirlanan bir NHANES raporuna gore, 12-
15 yas cocuklarin serum medyan PFOA dizeyi (22,6 ug/L) ile dikkat eksikligi
hiperaktivite bozuklugu arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (260). C8
calismasinin verilerinin analiz edildigi bir caligmada ise, serum PFOA duzeyleri

13-28,2 ng/ml araliginda olan c¢ocuklarda dikkat eksikligi hiperaktivite
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bozuklugu gozlenirken, daha yuksek serum duzeylerinde ise bu tur bir iligkiye
rastlanmamistir (261). isvec’te yapilan genel bir popiilasyon calismasinda ise,
fotal PFOA maruziyeti ile cocuklarda gozlenen dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu arasinda herhangi bir iligkinin olmadigi saptanmigtir (259). Dogum
oncesi PFOA maruziyetinin, yenidoganlarin nérolojik davraniglari ile iligkisinin
arastinldigi bir kohort calismasinda, 349 anne-yeni dogan cifti incelenmistir.
Bu galismada, yuksek serum PFOA konsantrasyonuna sahip annelerden
dogan bebeklerin hipotonik olma olasiliginin daha yuksek oldugu belirlenmigtir
(257). Yapilan bir bagka ¢alismada ise, dogum dncesi anne karninda PFOA’ya
maruziyet ile bebeklerin 5-9 vyasina ulastiklarinda hiperaktif davranis
gOstermeleri arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (258). Danimarkali gocuklar
Uzerinde yapilan bir bagka arastirmada da, dogum 6ncesi PFOA maruziyeti ile
davranigsal ve motor koordinasyon bozukluklari arasinda herhangi bir iligki
bulunmadigi bildirilmigtir (262).

2.8.8. PFOA’nin Bobrek Uzerindeki Etkileri

PFOA’nin insanlarda bobrek fonksiyonlari Uzerine etkileri oldugu ve
bdbrek kanserine yol agabilecegi yapilan cgesitli calismalarda bildirilmistir (16,
19, 263, 264).

Ortalama 19 yil sureyle Dupont fabrikasinda galismis 5791 is¢i Uzerinde
yapilan bir kohort mortalite ¢galismasinda, isgilerin tahmin edilen serum PFOA
dizeyi (350 ng/ml) ile bu iscilerde gorulen koéti huylu (malign) ve malign
olmayan bdbrek hastaligi arasinda pozitif bir iligki oldugu saptanmistir (263) .
1999-2000 ve 2003-2008 vyillari arasinda 4587 NHANES katihmcisinin
glomertler filtrasyon hizinin degerlendirildigi bir c¢alismada ise, PFOA
maruziyeti ile kronik bobrek yetmezligi gorilmesi arasinda anlamli bir iligki
oldugu saptanmistir (19). 1952-2011 yillari arasinda Dupont fabrikasinin
oldugu bdlgede yasayan 3254 yetiskin Uzerinde yapilan bir ¢alismada ise,
tahmin edilen serum PFOA konsantrasyonu (is¢i icin 174,4 ng/ml; toplum igin
19,4 ng/ml) ile bu kisilerde gozlenen bdbrek kanseri arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur (16). Dupont fabrikasinin bulundugu bélgede yasayan insanlar

Uzerinde yapilan bir bagka c¢alismada ise yuksek (30,8 pg/I-109 ug/l) ve gok



37

yuksek dizeyde (> 109 pg/l) serum PFOA konsantrasyonuna sahip bireyler

ile bu kisilerde gézlenen bobrek kanseri arasinda pozitif bir iliski saptanmistir.

2.8.9. PFOA’nin Diger Organ ve Sistemler Uzerindeki Etkileri

PFOA ile yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda yuksek serum PFOA
dizeyleri ile osteoartrit (265-267) olusumu arasinda bir iliski oldugu ve
PFOA’nin solunum sistemini de etkiledigi gosterilmistir (268).

NHANES 2005-2006 verileri temel alinarak yapilan epidemiyolojik bir
calismada, katihmcilarin serum PFOA duzeyleri (= 72 ng/ml) ile osteoartrit
olusumu arasinda guglu bir pozitif iliski bulunmus (266), NHANES verilerinin
degerlendirildigi bir diger calismada ise, serum PFOA konsantrasyonlari ile
kadinlarda osteoartrit gorulme sikligi arasinda gugla bir pozitif iliski oldugu
saptanmistir (267). Galloway ve ark.’larinin (265) yaptiklari bir galismada ise
PFOA’nin, kadinlarda paratiroid hormon 2 reseptdr gen ifadesini azaltarak,
osteoartrite neden olabilecegi bildirilmistir.

PFOA Ureten bir fabrikanin oldugu bodlgede yasayan ve igme suyuyla
0,05 ng/ml konsantrasyonun uzerinde PFOA’ya maruz kalan 566 yetiskin ile
yapilan bir ankette, bu kisilerde kronik bronsit, merdiven c¢ikarken nefesin
kesilmesi ve astim gibi solumun yollari hastaliklarinin goralmesinde onemli
duzeyde bir artis oldugu bildirilmigtir (268). Tayvan’da 225'’i astim hastasi olan
456 ¢ocuk Uzerinde yapilan bir baska ¢alismada ise astimli gcocuklarin serum
PFOA konsantrasyonu (1,2 ng/ml) ile bu gocuklarda astim gortilmesi arasinda

pozitif bir iliski oldugu saptanmistir (269).

2.9. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma
Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlar lehine kaymasi ve potansiyel olarak hasarla sonuclanabilecek
olaylarin meydana gelmesi olarak tanimlanir (30). Bu tanimlamaya gore
oksidatif stres, oksidanlara maruziyetin artmasi ve/veya oksidanlara karsi
savunma mekanizmasinin azalmasindan kaynaklanabilir (270). Diyetle alinan
antioksidanlarin (E, C, D vitaminleri, flavanoid ve karatoneidler vb.) azalmasi,
antioksidan enzimlerin islevlerini devam ettirebilmeleri igin gerekli olan eser

elementlerin (demir, bakir, ¢ginko ve selenyum vb.) tUkenmesi veya antioksidan
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gen ifadesinde meydana gelen hatalar, oksidatif hasara yol acan
prooksidanlarin (serbest radikal veya reaktif oksijen bilesikleri) birikmesine
neden olur. Oksidatif stres sonucu, oksidatif hasar olarak adlandirilan lipid,
protein ve DNA yapisinda degisiklikler meydana gelir (271). Oksidatif stresin
belirli kanserler (272, 273), ateroskleroz, iskemik kalp hastalidi, hipertansiyon,
kardiyomiyopati, kardiyak hipertrofi ve konjestif kalp yetmezligi gibi
kardiyovaskuler hastaliklar (274), iskemi/reperfuzyon (275), romatoid artrit
(276) ile Alzheimer (277) ve Parkinson (278) gibi santral sinir sistemini

etkileyen hastaliklar ile yaglanma surecinde (279) de rol aldigi gosterilmigtir.

2.9.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Bilesikleri

Serbest radikaller atomik veya molekuler yoringelerinde bir veya daha
fazla eslenmemis elektron bulunduran molekul veya molekul pargalari olarak
tanimlanir. Bu eslenmemis elektron serbest radikale 6nemli derecede
reaktivite kazandirir (280-282). Oksijen kaynakli radikaller, canli sistemler igin
en onemli radikal grubunu meydana getirir. Oksijen turevi serbest radikallere
sliperoksit (O2"), hidroksil (OH"), peroksil, alkoksil ve hidroperoksil radikalleri
ornek olarak verilebilir. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit ise nitrojen igeren serbest
radikallere ornektir. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri; hidrojen peroksit,
hipokloréz asit, hipobromo6z asit ve peroksinitrit gibi radikal olmayan reaktif
bilesiklere dontsebilir (281).

Superoksit Anyonu

Superoksit anyon radikali molekuler oksijene (dioksijen) bir elektron
eklenmesiyle meydana gelir. Stperoksit anyonu metabolik olaylar veya fiziksel
radyasyon sonucu oksijen aktivasyonu ile olusur ise primer reaktif oksijen
bilesikleri olarak kabul edilir. SUperoksit anyonu daha sonra diger molekullerle
dogrudan ya da enzim veya metallerin katalizledigi reaksiyonlarla etkileserek
sekonder ROB’ni de olusturabilir (283). Superoksit radikali serbest radikal
olmasina karsin yuksek derecede reaktif dedildir ve lipid membranlari
gecgebilme Ozelligi yoktur. Bu nedenle uretildikleri kompartmanlardan daha

uzaga gidemez (284).
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Superoksit radikali hemen hemen buitlin aerobik hicreler tarafindan
uretilir. Stperoksit radikalinin Gretimi en ¢ok hticrelerin mitokondrilerinde daha
az oranda ise fagositik hucrelerdeki belirli enzimler aracihigiyla gerceklesir
(285). Superoksit esas olarak ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, sitokrom
oksidaz, sitokrom P450 enzimlerinin yer aldigi reaksiyonlar ile mitokondriyal
solunum ve otooksidasyonla olusur (272, 286). Fagositik hlcrelerin yabanci
maddelerle veya immun komplekslerle karsilastiginda olusan “solunum
patlamasi1” 6nemli bir superoksit kaynagidir (287). Mitokondride elektron
tasinmasi sirasinda az sayida elektron oksijene zamanindan once sizarak
superoksit radikalini olugturur. Elektron tasima sisteminde superoksit
meydana getiren iki bolge vardir. Bunlar kompleks | (NADPH dehidrojenaz) ve
kompleks Il (ubisemikinon)’tir. Olugan superoksitlerin anyonik formu
kolaylikla mitokondrinin i¢ membranindan gecgebilir (273, 288). Hlcrelerde
cesitli yollarla Uretilen slperoksit, stperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan, dismutasyon reaksiyonuyla hidrojen peroksit ve oksijene donusur
(Esitlik 2.1) (289).

205 + 20+ 9P H.0,+0, 2.1)

Hidrojen Peroksit

Superoksit radikalinin bayik bir kismi SOD enzimi veya enzimatik
olmayan dismutasyonla hidrojen peroksite donugur (290). Glikolat oksidaz gibi
bazi enzimler araciligiyla da in vivo olarak H202 olusabilir. O2" radikalinin
aksine, H20:2 biyolojik membranlardan gecebilir (291). H202’in kendisi bir
radikal olmamakla birlikte, genellikle ROB sinifina dahil edilir (292). H202 diger
ROB kadar reaktif olmamasina ragmen, membranlari kolaylikla gecebildigi
icin, kanser olusumu ve hlcre hasarinda 6nemli rol oynar (285). H202, bir
bolgede olustugu zaman uzak bolgelere yayilabilme 6zelligine sahiptir ve gegis
metallerinin oksidasyonu yoluyla reaktif hidroksil radikaline donugerek esas
toksik etkisini gosterir. H202, ayrica notrofillerde bulunan miyeloperoksidazlar

tarafindan daha reaktif bir ROB olan hipokloréz asite (HOCI) doénustaralGr
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(Esitlik 2.2). H202, bu 0zellikleri nedeniyle hicreler arasinda ve hicre
kompartmanlari boyunca olusabilecek serbest radikal hasarinda araci madde
olarak goérev yapar (284, 292). H20: katalaz, glutatyon peroksidaz ve
peroksiredoksinler tarafindan molekuler oksijen ve suya donusturalir (285).
Peroksizomlarin fizyolojik kosullarda H20:2 Urettikleri bilinmektedir.
Peroksizomlardaki oksijen tuketimi daha sonra birgok molekulin
oksitlenmesinde kullanilacak H202'nin uretimine yol acar. Peroksizomlarda
bulunan katalaz enzimi, hidrojen peroksiti yikarak, daha sonra olusabilecek
toksik maddelerin birikmesinden hicreyi koruyabilir. Peroksizomlar zarar
go6rdigu ve katalaz enzimi baskilandigi zaman, ciddi sekilde oksidatif strese

neden olabilen H20:2 sitozole yayilir (273).

H+ + C|+ + H202 —_— HOC' +H20 (2-2)

Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali bilinen en reaktif radikal tartdur. Cok reaktif ve oldukga
kKisa bir yari mre sahip oldugu i¢in, Uretildigi yere yakin olan molekullere zarar
verir (293-295). OH’ radikali farkli mekanizmalarla Uretilir. OH", in vivo
kosullarda, esas olarak indirgenmis gecis metallerinin varliginda olusur. H202,
Fe*? iyonlarinin katalizledigi reaksiyonla son derece reaktif olan OH" radikalini
olusturur. Bu reaksiyon Fenton Reaksiyonu (Esitlik 2.3) olarak adlandirilir
(287, 296, 297). Gegis metalleri, ferritin gibi proteinlerin ve gesitli dehidrataz-
liyaz ailesinden olan enzimlerin O2" ile reaksiyon vermesi sonucu aciga
cikabilir (273, 298). Fe*? iyonu O2" radikali ile reaksiyona girerek Fe*?’ye
indirgenir (Esitlik 2.4) ve bu reaksiyon Fenton reaksiyonuyla birleserek Haber-
Weiss Reaksiyonunu (Esitlik 2.5) olusturur (295-297).
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Fe*? + Hy0, ——> Fe*3 + OH'+ OH (2.3)
Fe*3+0, —> Fe'?+0, (2.4)
O, +H,0p ——> 0, + OH + OH (2.5)

Hidroksil radikali baska mekanizmalar yoluyla da olusabilir. Su, iyonize
radyasyonla pargalanarak OH® ve hidrojen atomlarina donisebilir. OH’,
alkilhidroperoksitlerin fotolitik bozunmasiyla da meydana gelebilir (295). Ayrica
OH’, nitrik oksitin (NO"), O2™ ile hizli bir sekilde reaksiyona girmesi sonucu
olusan peroksinitritin  (ONOQO") bozulmasiyla (Esitlik 2.6) da olusabilir.
HOCInin 02" ile reaksiyona girmesi de OH" olusum (Esitlik 2.7)

mekanizmalarindan bir digeridir (291).

0,+NO° ——— ONOO" (2.6)

HOCI + 0 ——» OH'+ 0, + CI" 2.7)

Peroksil Radikali
Reaktif oksijen bilesikleri grubundan giren bir diger radikal de cesitli

biyolojik reaksiyonlarda yer alan peroksil (RO") radikalidir. En basit peroksil
radikali slperoksit radikalinin konjuge asiti olan hidroperoksildir (HOO").
Hidroperoksil radikallerinin yag asidi peroksidasyonlarini baglattiklari bilinir.
Peroksil radikalleri DNA kiriklarina ve protein hasarlarina neden olur. RO’,

superoksitlerin indukledigi DNA hasarini arttirici etki gosterir (272, 273).
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2.9.2. Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Kaynaklari

Reaktif oksijen bilesikleri endojen ve eksojen kaynakl olabilir.
Mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi ve enflamatuvar hicrelerin
aktivasyonu endojen kaynaklar arasinda sayilir. Mitokondri, superoksit ve
hidrojen peroksitin olustugu ana kaynaklardan bir tanesidir (295, 299).
Mitokondrinin disinda, ksantin oksidaz enziminin hilcresel kaynakli oksijen
tlrevi serbest radikal olusturmasi (02", OH") da 6nemli bir mekanizmadir
(300). Notrofiller, ezonofiller, monositler ve makrofajlar da hiicresel ROB’nin
olustugu endojen kaynaklar arasinda yer alir. Makrofajlarin uyariimasiyla O2",
NO* ve H20: gibi gesitli ROB’nin Uretiminde artis meydana gelir (301). SIT
P450 enzimlerinin indUklenmesi de ozellikle 02", OH" gibi ROB’nin
uretiimesine neden olur. Mikrozom ve peroksizomlar da ROB kaynaklari
arasinda yer alir (295). Ayrica daha once ayrintili bir gekilde belirtilmis oldugu
uzere, gecis metalleri varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
araciligiyla da OH’ olusur (296, 297).

Reaktif oksijen bilesikleri eksojen kaynakli da olabilir. Klorlu bilesikler,
metal iyonlari, radyasyon, sigara dumani ile barbiturat, parakuat, parasetamol,
doksorubisin ve sisplatin gibi ¢esitli ilaglar, ozon ve azot dioksit gibi atmosferik
kirleticiler eksojen kaynakli ROB arasinda sayilabilir (271, 292, 295).

2.9.3. Oksidatif Hasar ve Sonuglari

Oksidatif hasar ROB’nin canli organizmanin bilesenlerine saldirisi
sonucu ortaya c¢ikan biyomolekuler hasar olarak tanimlanir (302). Yuksek
konsantrasyonda ROB, hucrelerde yer alan lipid, nikleik asit ve proteinlere

onemli Olgude zarar verir (295).

Lipid Peroksidasyonu
Hulcre membranlari ¢oklu doymamis yag asidi igerir ve bu yag asitleri

lipid peroksidasyonuna ugrama riskine sahiptir (285). Lipid peroksidasyonun
baslayabilmesi igin lipid molekiliinden (LH) bir H atomunun OH" gibi bir ROB
tarafindan koparilmasi gerekir (Esitlik 2.8). Bu reaksiyonun sonucunda olusan

lipid radikali (L") molekiler olarak tekrar diizenlemeye ugrayarak konjlige
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diene donugur ve hizli bir sekilde oksijen molekuluyle birleserek peroksil
radikaline (LOO") (Esitlik 2.9) gevrilir. Olugsan LOQO’, diger herhangi bir saglam
lipid molekiliinden H atomunu kopartabilecek glice sahiptir. LOO’, H atomuyla
birleserek lipid hidroperoksit (LOOH) ve L” ne donisur (Esitlik 2.10). Olusan
L’, lipid peroksidasyon reaksiyon zincirinin olusmasina sebep olur. Boylece tek
bir OH’, ylizlerce yag asiti molekilinin lipid hidroperoksitlere déniismesine
neden olur. Gegis metallerinin de lipid peroksidasyonu baslattigi bilinmektedir.

Normalde membranlarda kararli halde bulunan lipid hidroperoksitler, gegis
metalleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Fe*? iyonu
LOOH ile birleserek alkoksi radikaline (LO") (Esitlik 2.11), Fe*® iyonuyla
birleserek ise peroksil radikaline (Esitlik 2.12) dontsur. Reaksiyonlar sonucu

olusan bu iki radikal de lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu baslatabilir
(287).

LH+OH —— L+ H,0 (2.8)
L + O,——> LOO’ (2.9)
LOO'+ LH —— LOOH + L (2.10)
LOOH + Fe*? ———> Fe™ + OH + LO’ (2.11)
LOOH + Fe*3— > Fe*2 + H* + LOO’ (2.12)

Bu zincir reaksiyonlar ve LOOH’nin membranlarda birikmesi protein
oksidasyonuna, membranlarin yapisinin ve fonksiyonlarinin bozulmasina ve
cesitli aldehitlerin malondialdehit, akrolein, 4-hidroksi-2-nonenal (HNE),
krotonaldehit) olusmasina neden olur (285, 287, 293). Hucre proliferasyonu,
farkhlasmasi ve apopitozu gibi sureclerde énemli fizyolojik rolleri olan bu
aldehitler ayni zamanda guglu birer karsinojendir (285, 303). MDA ve HNE’nin
mutajen oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir (304, 305).
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Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunun sonlanabilmesi i¢in E vitamini

ve butillenmis hidroksitoluen gibi fenolik antioksidanlarin varhdina ihtiyag
duyulur. Bu antioksidanlar LOO"ya bir H atomu vererek, ilgili antioksidan

radikallerine donisur. Bu radikal de bagka bir LOO® ile reaksiyona girerek
radikal olmayan bir maddeye donuserek zinciri sonlandirir. Bu nedenle, bu
lipofilik antioksidanlar zincir kirici antioksidanlar olarak adlandirilir (271).

Lipid peroksidayonunun Olgulmesi, lipid peroksitler, izoprostanlar, dien
konjugatlari ve lipid parcalanma Urunlerinin (malondialdehit, etan, pentan ve
4-hidroksinonenal gibi) analiz edilmesiyle gerceklestirilir. Bunlar arasinda
malondialdehit, lipid peroksidayonun gulvenilir bir gostergesi olarak
kullaniimaktadir (281). Lipid peroksidasyon, tiyobarbitirik asit reaktif
bilesiklerinin (TBARS) dlgulmesi yoluyla degerlendirilir. Bu yontemle, oksidatif
stresin neden oldugu lipid peroksidasyonunun son Urinu olan MDA dizeyi
Olcllebilir (306). TBARS ydnteminin 6zgunlugu ile ilgili cesitli tartismlar olmakla
birlikte, bu yontem ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir (307).

Oksidatif DNA Hasari

Hidroksil radikali, DNA molekllindn batin kisimlariyla reaksiyona
girerek purin ve pirimidin bazlari ile deoksiriboz iskeletinde hasara neden
olabilir (282). Meydana gelen oksidatif hasar sonucunda olusan kalici genetik
degisiklikler mutajenez, karsinojenez ve yaglanma sureclerinin ilk adimlarini
olusturur (273). ROB, DNA’ya saldirarak DNA sarmal kiriklari, DNA-protein
capraz baglanmalari ve purin oksidasyonu gibi mutajenik etkilere neden
olabilir. Mutajenik etkiler sonrasinda DNA hizl bir sekilde onarilamazsa, kalici
mutasyonlar olusabilir (284, 308). En ¢ok calisilan DNA hasar 8-
hidroksiguanozin (8-OHG) olusumudur. OH® guanin bazinin 8. karbonuna
katilarak 8-OHG’ye donusur. 8-OHG ise hidrolize ugrayarak 8-
hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) donusur. 8-OHdAG dlgumi radikal kaynakli
DNA hasarini belirlemek igin kullanilan bir yontemdir (308, 309). Diger DNA
bazlari da hidroksil radikali tarafindan benzer sekilde oksidasyona ugrayabilir.

DNA bazlarinin oksidatif hasarinin en énemli sonuglarindan biri mutasyon



45

olusmasidir. Olusan bu mutasyonlar onarilamadidi zaman protein gen

ifadelerinde degisikliklere yol agmaktadir (271).

Protein Oksidasyonu

Proteinler de serbest radikal hasarina hedef olan molekullerden bir
tanesidir. ROB kaynakli protein oksidasyonu sonucu karboniller, ditrozinler ve
tirozinler olusur (271). Proteinlerin ROB tarafindan oksidasyona ugramasi
sonucu protein hidroperoksitleri gibi ylksek derecede reaktif ve kararli
bilesikler olusur. Bu yapilar da gecis metalleriyle etkileserek baska radikallerin
olusmasina neden olur (310). ROB, in vitro olarak bir gok amino asit kalintisiyla
etkileserek, degisime ugramis ve aktifligi azalmis enzimler ile islevini
kaybetmis proteinlerin olugsmasina yol acgar (311, 312). ROB kaynakli protein
oksidasyonunun belirlenmesi amacilyla karbonil gruplarinin

konsantrasyonlarinin belirlenmesi siklikla kullanilan bir yontemdir (273).

2.9.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, okside olabilen substratlara oranla daha dugsuk
konsantrasyonda olduklari halde, bu substratlarin oksidasyonunu oénemli
Olclde geciktiren ya da engelleyen maddelerdir (313). Antioksidanlar etkilerini
oksidatif ~surecin farkli asamalarinda  g6sterebilir.  Ornegin, lipid
peroksidasyonuna karsi etkilerini; ortamdaki Oz konsantrasyonunu dusurerek,
OH’" ve singlet Oz gibi radikalleri stplrerek, metal iyonlarini baglayarak,
peroksitleri alkol gibi radikal olmayan maddelere donusturerek veya zincir
reaksiyon baslatabilen radikallere karsi zincir kirici etki meydana getirerek
g6sterirler (313). iyi bir antioksidan asagide belirtilen dzelliklere sahip olmalidir
(295):

Ozgiin olarak serbest radikalleri baskilamall,

Yukseltgen metallerle selat olusturmali,

Diger antioksidanlarla iligki icinde olmali ve onlari yenileyebilmeli,
Gen ifadesine olumlu etkileri olmali,

Kolaylikla absorbe olabilmeli,

o gk w NP

Dokularda ve biyolojik sivilarda fizyolojik olarak uygun duzeylerde

bulunmall,
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7. Hem membranda hem de sivi ortamlarda etkilerini gosterebilmelidir.
ROB’nin olusturdugu etkiler enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarla dengelenir. SOD, CAT ve GPx en etkili enzimatik
antioksidanlar sinifinda yer alir (306). C ve E vitamini ile karotenoidler ise
enzimatik olmayan antioksidanlara &rnek olarak verilebilir (295, 307).
Antioksidanlar ayrica antioksidan enzimler, zincir kirici antioksidanlar ve gegis
metali baglayici proteinler olarak da siniflandinlabilir (282). Zincir kirici
antioksidanlar radikallerden elektron alarak veya radikallere elektron vererek
kararli yan Urun olusturan kaguk molekullerdir. Zincir kirici antioksidanlara E
vitamini, karotenoidler, flavonoidler, ubikinol-10, C vitamini ve glutatyon érnek
olarak verilebilir (292, 314). Gegis metali baglayan proteinlere 6rnek olarak da

ferritin, transferrin, laktoferrin ve sertloplazmin verilebilir (292).

Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit Dismutaz

Slperoksit dismutaz, 0:2"in 02 ve H202'ye dismutasyonunu
katalizleyen antioksidan enzimdir (Esitlik 2.13) (289). Bu reaksiyon sonucu
olusan H202, CAT ve GPx enzimleri tarafindan ortadan kaldirilir (306). Bu
enzimin antioksidan ozelligi, 1969 yilinda McCord ve Fridovich (315)
tarafindan kesfedilmistir. insanlarda SOD, sitozolik Cu-Zn SOD, mitokondriyel
mangan SOD (Mn-SOD) ve hicreler arasi SOD (ektraselller SOD, ES-SOD)
olmak Uzere ug¢ sekilde bulunur (316, 317).

20, + 2H* _SOb_ H,0, + O, (2.13)

Cu-Zn SOD, 32 kDa molekul agirlikli iki es deger alt Uniteden olugan bir
enzimdir (306) . Her bir alt Gnite aktif bolge olarak bakir ve ¢inko iyonlarindan
olusan cift ¢cekirdekli metal kimesi igerir (295). Cu-Zn SOD’un insanlarda en
fazla bulundugu organ karacigerdir (318).

Mn-SOD, 96 kDa molekdl agirlikh 4 alt Gniteden olusan, her bir alt

Unitede bir Mn atomu iceren bir enzimdir (306). Superoksitin dismutasyonu



47

sirasinda enzimde bulunan Mn*3, Mn*?ye ve tekrar Mn*¥e doénlismektedir
(295). Mn-SOD da insanlarda en ¢ok karacigerde bulunur (318).
Ekstraselller SOD tetramerik Cu, Zn iceren, heparin ve heparan sulfat
gibi glikozaminoglikanlara kargi yuksek ilgisi olan bir glikoproteindir (306). ES-
SOD dokular arasi bosluklarda ve hucreler arasi sivilarda bulunur. Plazma,
lenf ve sinoviyal sivilarda bulunan SOD aktivitesinin buyuk bir kismi ES-SOD
tarafindan gerceklestirilir. ES-SOD, substrati veya diger oksidanlar tarafindan

indUklenmez ve duzenlenmesi sitokinler tarafindan gergeklestirilir (306).

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz enzimi, her biri tek selenosistein iceren 4 gruptan
olusan 80 kDa molekuler agirlikh bir enzimdir. GPx, vicutta selenyum bagimli
ve bagimsiz olmak Uzere iki sekilde bulunur (319, 320). Katalazla ayni
substratt (H202) paylasan GPx, tek basina lipid ve diger organik
hidroperoksitlerle etkin bir sekilde reaksiyona girerek oksidatif strese karsi ana
koruyucu kaynaklardan bir tanesini olusturur. GPx, GSH varliginda peroksitleri
su veya alkole ayristirirken (Esitlik 2.14, Esitlik 2.15), GSH'in yUkseltgenmesini
saglar (284, 285, 292, 306).

ROOH + 2GSH 27X 5 ROH + GSSG + H,0 (2.14)
GPx
H,0, + 2GSH —~—» GSSG + 2H,0 (2.15)

Memelilerde 5 farkli ¢esit GPx izoenzimi bulunmaktadir. Sitozolik ve
mitokondriyal GPx (GPx1), yag asiti hidroperoksitlerini ve H202'i GSH
kullanarak indirger. Fosfolipid hidroperoksit GPx (GPx4), hem sitozolde hem
de membranda bulunur. GPx4, perokside olmus membranlar ve okside olmus
lipoproteinlerden Uretilen fosfolipid hidroperoksitleri, yag asiti hidroperoksitleri
ve kolesterol hidroperoksitlerini dogrudan indirgeyebilir. GPx1 baglica eritrosit,
bdbrek ve karacigerde bulunurken, GPx4 renal epitel hiicrelerde ve testislerde
bulunur. Sitozolik GPx2 ve hucreler arasi GPx3, gastrointestinal sistem ve

bdbrek diginda diger dokularda gok nadir olarak yer alir. Ozgiin olarak fare
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epididimislerinde bulunan GPx5 ise selenyumdan bagimsiz bir peroksidazdir
(306).

Katalaz

Katalaz tek ferriprotoporfirin iceren 4 esdeger gruptan olusan, 240 kDa
molekuler agirlikli, sitozol ve peroksizomlarda bulunan tetramerik yapida bir
enzimdir (286, 306). Katalaz, H20: ile reaksiyona girerek su ve molekuler
oksijen olusturan (Esitlik 2.16) (321) ve en yuksek donusturme hizina sahip
olan enzimlerden biridir (295). Ayrica CAT hidrojen dondrleriyle (metanol,

etanol, formik asit ve fenoller) de, peroksidaz aktivite gosterir (306).

2H202 ﬂ» 2H20 + 02 (216)

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

insan viicudunda bulunan enzimatik olmayan antioksidan bilesikler
oksidan maddelerle dogrudan reaksiyona girerek bu maddeleri zararsiz hale
getirirler (270). Bu antioksidanlara 6rnek olarak C ve E vitamini, karotenoidler,
tiol antioksidanlari (GSH, tioredoksin, lipoik asit), dogal flavonoidler, epifiz
bezinden salgilanan hormonlar ve melatonin verilebilir (295, 307). C vitamini
(askorbik asit) sulu ortamlarda gorev yapan gugclu bir antioksidandir. Askorbik
asit, ROB ve reaktif nitrojen bilesiklerini yok ederek DNA, lipid ve protein gibi
onemli biyolojik molekilleri oksidatif hasara karsi korur. Askorbik asit,
membranlardaki ve lipoproteinlerdeki a-tokoferol radikallerinden a-tokoferolin
yeniden uretilmesini saglar (295, 322). E vitamini ise yagda ¢dziinen ve en
aktif formu a-tokoferol olan bir vitamindir. E vitaminin esas antioksidan 6zelligi
lipid peroksidasyona karsi koruma saglamasindan ileri gelmektedir (323).
Diger suda ¢o6zunen antioksidanlar urik asit, glutatyon ve seruloplazmindir.
Plrin metabolizmasinin son drtind olan Urik asit hem klasik olarak antioksidan
olarak hem de gegis metallerinin selatéri olarak goérev yapar. Demir ve/veya

bakira baglanarak metallerin katalizledigi oksidatif reaksiyonlari kendisi okside
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olmadan inhibe eder. Yagda ¢oziinen diger antioksidanlar ise B karoten ve
ubikinondur (270).

Glutatyon

Glutatyon (y -L-glutamil-L-sisteinil glisin) hayvan dokularinda, bitki ve
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan, disuk molekuler agirlikli bir tiyol
iceren tiripeptid yapisinda antioksidandir (324, 325). GSH endoplazmik
retikulum, c¢ekirdek ve mitokondride bol miktarda bulunur ve bu hucre
kisimlarindaki baslica ¢ozunebilir antioksidandir (326). GSH, besin yoluyla
ince bagirsaklardan emilebilir veya vicut hicrelerinde sentezlenebilir (281).
Hucresel GSH duzeyinin arttirimasi ile hicrelerin oksidatif hasar, radyasyon
ve belirli toksik bilesiklere karsi olan direncinin artmasi saglanir. Hucresel
GSH’in miktar1 geribesleme mekanizmasiyla dizenlenmekle birlikte, hiicresel
duzeyler ayrica sistein gibi substratlarin varligina baglidir. GSH'in
parcalanmasi y-glutamil transpeptidaz enzimi tarafindan baslatilir (325).

Glutatyon, radikal kaynakli hasari dnlemekte 6nemli bir rol oynar.
GSH'in vucuttaki koruyucu etkileri su sekilde siralanabilir (295, 324, 326, 327).

GPx, GST gibi detoksifiye edici enzimlerin kofaktorudur.
Plazma membranindan aminoasit tasinmasina katkida bulunur.

Hidroksil radikali ve singlet oksijeni dogrudan uzaklastirir.

P 0w NP

GSH, hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini, GPx’in katalitik etkisiyle
detoksifiye eder. GPx, SOD ile is birligi yaparak H202'i suya donusturdr.
Bu dénusum sirasinda GSH, GSSG’ye okside olur. Boylece GSH toksik
radikallerin vicuttan uzaklastirilmasinda kofaktdr olarak goérev alir.
Oksidatif stres sirasinda GSH duzeyi duserken, GSSG duzeyi artar.

5. C ve E vitamini gibi 6nemli antioksidanlari, aktif gsekillerinde yeniden

uretebilir.

6. Memeli karacigerinde bircok yabanci kimyasal madde (kloroform,
parasetamol ve naftalen gibi) glutatyon S-transferaz = enzimi
katalizorlugunde GSH ile konjuge edilerek merkapturik asite donusturaltr

ve idrarla vucuttan atihmi saglanir.
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GSH’In oksidasyonuyla olusan glutatyon radikali oksidan bir radikal
olmakla birlikte bagka bir glutatyon radikaliyle birleserek glutatyon disdlfite
(okside glutatyon, GSSG) donugur. GSSG de NADPH bagiml glutatyon
rediktaz enzimi tarafindan tekrar GSH’a indirgenir (281). Vucuttaki oksidan
ve antioksidan sistemler arasindaki dengelerin durumu, GSSG-GSH ciftinin
redoks durumuyla (GSSG/2GSH) iligkilidir (328). GSH/GSSG orani
organizmanin  oksidatif  stresinin  iyi  bir  gostergesidir. @ GSSG
konsantrasyonunun ¢ok fazla yukselmesi birgok enzimi oksidatif olarak hasara
ugratabilir (273, 328).

Taurin

Taurin (2-aminoetansulfonik asit), bircok memeli dokusunda bulunan,
hicre i¢i serbest bir p-aminoasittir (329). Taurin vicutta, trombositlerde,
elektriksel olarak uyarilabilen dokularda ve salgi yapan olusumlarda ylksek
miktarda bulunmakla birlikte, hucreler arasi sivida ve diger dokulardaki
konsantrasyonu daha duguktur (47). Taurin sulfur iceren sistein amino asitinin
bir turevidir. Hucre icinde bulunan taurin iki kaynaktan saglanmaktadir: Sistein
amino asitinden biyosentetik olarak ve/veya hucreler arasi bogluktan 6zgin
olarak alinimi yoluyla. Hucreler arasi taurin ise, besin yoluyla alinmakta veya
karaciger gibi bazi dokulardan sentezlenerek dolasima verilmektedir (330,
331). Taurinin, yapisal bir protein bileseni olmamasina ragmen
osmoregulasyon, safra asiti konjligasyonu, hicre i¢i kalsiyum duzeylerinin ve
merkezi sinir sisteminin dizenlenmesi, hicre proliferasyonu, canllik ve
oksidan kaynakli hasarlarin 6nlenmesi gibi bircok fizyolojik gorevleri
bulunmaktadir (47, 329). Ayrica birgcok ksenobiyotik taurinle konjlige olarak
metabolize olur ve bu ksenobiyotiklerin suda ¢ozurligu artarak vicuttan
atilimlari artar (47).

Taurinin biyolojik sistemlerdeki antioksidan etkisi, biyolojik membranlari
stabilize etmesi (331), ROB’leri yok etmesi (332) ve lipid peroksidasyon
artnlerini azaltmasi ile iligkilidir (47). Yapilan birgok arastirmada taurinin
vucutta organlari agir metal, ila¢g ve diger toksinlerin olusturdugu oksidatif
hasara karsi korudugu gosterilmigtir (330, 333-335).
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Memeliler sulflr iceren aminoasitleri sisteine, daha sonra da sistein
sulfinat ve sullfata metabolize ederler. Sistein stlfinatin dislk bir ylzdesi ise
hipotaurine ve daha sonra da taurine metabolize edilir. Yeterli miktarda sistein
sulfinati taurine matabolize edemeyen memeliler, taurini disaridan besin
yoluyla almak zorundadir. Taurin vicuttan taurin, taurokolat veya safra tuzu
olarak uzaklastirilir (47).

Sistein amino asitinin pargcalanma UrinU olan sisteamin ve hipotaurin,
hem kimyasal hem de enzimatik yolaklarla taurine yukseltgenir. Hipotaurinin
disllfon enzimiyle taurine yukseltgenmesi, hidroksil radikalleri igin, radikal bir
tuzak olusturabilir. Hipotaurin ayrica MDA olusumunu azaltarak lipid
peroksidasyonunu onler. Hipotaurin 6zellikle erkek Greme sisteminde yuksek
konsantrasyonda bulunur ve doymamis spermatozoa membranlari igin
antioksidan olarak etki gosterebilir (47, 336). Taurinin oksidasyona
ugrayabilme 0Ozelligi olmamasina ragmen, biyolojik sistemleri oksijene karsi
koruma iglevi oldugu ileri strtlmektedir (47). Taurin superoksit, peroksit ve
hidroksil radikalleri ile zayif olarak reaksiyona girmesine ragmen (336), bazi
bulgular, taurinin amino grubu icermesi nedeniyle antioksidan 6zellige sahip
oldugunu diustindirmektedir. Taurin ylksek derecede reaktif olan hipoklorit ile
reaksiyona girerek N-klorotaurin olusturur ve olugsan bu madde hucre iginde CI
ve taurine indirgenir. Taurinin gugli bir oksidan olan HOCI'yi yok etmesine
kargin, toksik bir madde olan N-klorotaurini olusturmasina bagli olarak katildig:
bu reaksiyonun yararlari tartismahdir. Taurinin ayrica doymamis membran
lipidlerindeki MDA olusumunu azaltarak, oksidatif hasara karsi koruyucu

Ozellik gosterdigi bildiriimistir (47).

Koenzim Qo

Koenzim Qo (ubikinon), kinon vyapisinda, butin hudcrelerin
membranlarinda bulunan ve her hicrenin normal fizyolojik kosullarda yeterli
miktarlarda biyolojik olarak sentezleyebildigi bir lipittir (337). insanlarda bu
madde, yan zincirinde her biri 5 karbondan olugan 10 isopren icerdigi igin
KoQio (2,3-dimetoksi,5-metil,6-dekaprenil benzokinon) olarak adlandirilir
(338, 339).
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KoQio vucutta dogal olarak, hem okside hem de redukte sekilde
bulunmaktadir. Okside KoQio (ubikinon), mitokondriyal solunum zincirinde
elektron tasiyicisi olarak gorev alirken, redukte KoQio (ubikinol, KoQioH-2),
antioksidan olarak rol oynamaktadir (340). KoQio antioksidan o&zelligi ve
mitokondri enerji sistemindeki anahtar roli nedeniyle gida destek Urtnlerinde,
kozmetiklerin iceriginde ve ilaglarda kullaniimaktadir (341, 342).

Karaciger, sentezledigi KoQio'u ¢ok dusuk yogdunluklu lipoprotein ile
birlestirerek dolagimdaki lipoproteinlere antioksidan savunma saglar. Bu yapi,
organlara dagitilamadigi igin kanda olgulen KoQio duzeyleri, organ ve
hicrelerdeki KoQio duzeyleri hakkinda tam bir bilgi saglamaz (48).
Mitokondriyal solunum sirasinda ubisemikinon radikali, protonmotive Q
déngusi ile ubikinole indirgenir (343). KoQio, biyolojik membranlarda
KoQioH2'ye sitozolik NADPH-KoQ rediktaz enzimiyle indirgenir (344).
KoQzio'un gorevleri su sekilde siralanabilir (48,337):

1. KoQ:1o, mitokondriyal solunum zincirinin énemli bir bilesenidir. Kompleks |
ve II'den kompleks III’e elektron tasiyicisi olarak gorev yapar (345, 346).

2. KoQ1o, yagda ¢ozunebilen ve endojen olarak sentezlenen bir antioksidan
olup, protein, lipid ve DNA oksidasyonunu verimli bir sekilde onler.
Enzimatik sistemler bu bilesigin aktif indirgenmis seklini korumak igin
surekli caba harcar (347, 348).

3. KoQio, mitokondriyal membran gecis gbzeneklerinin (mitochondrial
permeability transition pore) acilmasini Onleyerek, ATP tukenmesi,
sitokrom c’nin sitozole salinmasi, kaspaz-9 aktivasyonu, mitokondriyal
membran potansiyelinin depolarizasyonu ve DNA parcalanmasi gibi
apopitotik olaylara karsi koyar (349).

4. KoQio, NFuB1 badimli genlerin ifadesini etkileyerek c¢oklu
antienflamatuvar etki gosterir (350).

5. KoQio, dusuk yogunluklu lipoproteini oksidasyondan koruyarak,
antiaterosklerotik 6zellik gosterir (351).

6. Endotel bozukluklara kargi endotelin nitrik oksit salimini uyarici etki
gosterir (352).
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KoQio'un indirgenmis gseklinin de antioksidan 0Ozellik goOsterdigi
kanitlanmistir. KoQ1o'un, LOO" olusumunu 6nleyerek lipid peroksidasyonunu
engelledigi bilinmektedir. Ayrica KoQioH2, perferil radikalini azaltarak, lipid
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu onler. Bu sirada ubisemikinon ve
H20:2 olusur. KoQ1o ayrica E vitaminin yeniden Uretilmesini saglayarak da lipid
peroksidasyonuna karsi koyar. KoQio, DNA bazlarinin da oksidasyonunu
onleyici gorev yapar. KoQio, membranlarda bulunmasinin bir Ustunlugu olarak
-diger antioksidanlarin tersine- lipid ve protein oksidasyonunu hem baslangic

hem de gelisme evresinde Onleyebilir (347, 348).

2.10. Hucre Kiiltiira

Ana dokudan, primer kultirden veya bir hucre hattindan enzimatik,
mekanik veya kimyasal ayristirmayla alinan hucrelerden olusturulan kulturler
hdcre kalturu olarak adlandirihir. “Primer kdiltdr’ hicrelerin izole edilmesinden
hemen sonra, alt kulturleri olusturulmadan énceki durumu tanimlar. Primer
kaltdr tanimi henlz pasajlanmamis hucreler ig¢in kullaniimaktadir. Primer
kaltar, hucrelerin doku pargalarindan uygun bir substrata tutunmalarini
saglayacak sekilde veya dokuyu mekanik ya da enzimatik olarak hucre
suspansiyonu olusturacak sekilde parcalamak yoluyla elde edilebilir. Bu
hicreler pasajlanarak, alt kulturleri olusturuldugunda, primer olmaktan ¢ikar
ve “devamli hiicre hatti” olarak adlandirilir (353-355).

Hucre kiltirleri destege bagimli (yapisan, adhere) veya suspansiyon
hdcrelerle hazirlanabilir. Destege bagimli hidcreler cam veya plastik gibi
tutunma yuzeylerine gerek duyarlar ve ¢ogdalabilmek i¢in bu gibi materyallerin
yuzeylerine tutunmalari gereklidir. Sispansiyon halinde Uretilen hicreler ise
destege gerek duymadan, kendi ortamlarinda yuzerek buyur (355, 356).

Hucre kudltura calismalarinin  gesitli avantajlari ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Hicre kiltart galismalarinin avantajlari su sekilde siralanabilir
(353):

1. Cevresel etmenlerin (pH, sicaklik, osmotik basing, CO2 ve O2 orani)
kontrolU hassas bir sekilde yapilabilir.

2. Hucre karakterizasyonu ve homojenliginin saglanmasina olanak verir.
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3. Hucre kultdrleri hem maliyet agisindan hem de zaman agisindan avantaj
saglar.
4. Hayvan calismalarinda karsilasilan kanuni, ahlaki ve etik sorunlardan
kaginilr.
Hucre kulturd ¢calismalarinin gesitli avantajlari oldugu gibi dezavantaijlari
da bulunmaktadir (353):

1. Hacre kultird gahsmalarinin ¢ok siki aseptik kosullarda yudrutilmesi
gerekir.

2. Hucreleri Uretmek icin ciddi miktarda ¢aba ve madde sarfiyati yapmak
gerekir.

3. Sdrekli hucre kulturlerinin pasajlari arasinda degiskenlik gozlenebilir.

4. In vitro sistemlerde, karmasik bir siire¢ olan farmakokinetigin yeniden
tasarlanmasi zordur. Ornedin cesitli kimyasallar veya ilaglar in vivo
ortamlarda daha aktif, toksik veya daha az aktif ve toksik olmayan
sekillerine metabolize olabilir. Fakat bu durumun in vitro kosullara
uyarlanmasi gok kolay olmamaktadir.

5. In vivo sistemlerdeki doku ve sistemik cevaplarin (enflamasyon, bébrek
yetmezligi, ates, vaskller dilatasyon gibi) in vitro sistemlere de
yansitilabilmesi igin daha karmasik ve farkli modellemelerin olusturulmasi
gerekir.

Hucrelerin  kultur ortaminda gelisebilmeleri igin ¢esgitli  kosullarin
saglanmasi gerekir. In vivo galismalarda da oldugu gibi, hicre kultara
calismalarinda da, beslenme ve cevresel kosullar oldukca Onem tasir.
Hucrelerin beslenmesi icin gerekli temel ortam amino asit, karbonhidrat,
vitamin, tuz ve hormonlardan olusur. Ayrica bu ortamlara serum ve
antibiyotikler de eklenebilir. En fazla kullanilan hicre ortamlari arasinda RPMI
ve DMEM sayilabilir. Hucrelerin saglikli bir sekilde buyuyup gelisebilmeleri igin,
cevresel kosullarin da uygun olmasi gerekir. Hucreler ancak uygun sicaklk
(36,5°C), uygun pH (7,2-7,4) ve % 5 CO: iceren ortamlarda saglkli bir sekilde
geligebilir (354, 355, 357).

Hucre hatlarindan alt kultarler hazirlandiginda, hicreler gesitli buylime

asamalarindan gecer. Hucrelerin ¢ok yavas buyudugul, hicre sayisinin goézle
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g6rulur bir sekilde artmadigi ilk asama “oyalanma fazi” olarak adlandirilir.
Blyume faktoérlerinin buylime oranini hizlandirdi§i ve hicrelerin artan hizda
hicre bolinmesine maruz kaldigi ve eksponansiyel bir blyume gorulen ikinci
asama ise “buyume fazi” olarak adlandirilir. Adhere hicreler var olan substrat
alanini doldurup, birbirine yakinlastikga ve daha ¢ok hicre ortami kullanildik¢a
blylme orani platoya erigecektir. Bu asama da “plato fazi” olarak adlandirilir.
Hucreler pasajlanmadan 6nce ne kadar uzun sure plato fazinda kalirlarsa bir
sonraki alt kilturdeki oyalanma fazlari daha uzun olacaktir. Son olarak hicre
Oolimuandn agirhk kazandigi ve yasayan hicre sayisinin azaldigi “inis veya

hicre 6limu faz1” gergeklesir (355).

2.10.1. Hiucre Boliinmesi ve Hiicre Dongiisu

Organizmalarin ¢ogalmasi veya buUyumesi, hidcrelerin ¢odalmasina
baghdir. Uremenin en basit tipi, ana bir hiicrenin iki yavru hicreye
bolinmesiyle gergeklesir. Bu olay hucreyi bolunmeye hazirlayan bir dizi olayin
gerceklestigi ‘hicre dongusu’ ve bunun bir parcasi olan ‘mitoz’ bolinmeyle
gergeklesir. Mitoz okaryotik canlilar i¢in buyuk énem tasir. Cok hucreli diploit
organizmalarda, mitotik aktivite organizmanin gelismesi ve blyumesi igin
onemlidir. Yaralarin iyilesmesi, hucre yenilenmesi, retikulosit Gretimi gibi birgok
fizyolojik olay mitoz ile gergeklestirilir. Hicre dongusunun baslangic evresi
“interfaz” olarak adlandirilir. interfaz boéliinmeler arasindaki ara olarak
nitelendirilir. interfaz GO, G1, S, G2 evrelerinden olusur (Sekil 2.2). Mitoz
bolinmeden once her bir kromozomdaki DNA'nin replikasyonun gergeklestigi
evre “S (sentez) fazi” olarak adlandirilir. Replike olmus DNA “mitoz fazinda”
2’ye ayrilir ve hicre bolunmesi gergeklesmis olur. S fazindan dnce ve sonra
DNA sentezinin olmadigi, mRNA, proteinler ve bir¢ok sitoplazmik olusumun
meydana geldigi “G1” ile buUyimenin ve sentezin ikinci evresi olan mitozun
baslamasina onculik eden “G2 fazlar” bulunur. Hicre ¢gogalmasi ve bunun
kontrolunde G1 evresinin dnemli bir rolu vardir. Besin yetersizligi veya bir
dokunun buyuyebilecedi son noktaya ulasmasi gibi durumlarda hicreler G1
evresinden cikarak dinlenme fazi olan “G0” evresine girerler. Eger kosullar
degisirse bu hicreler, tekrar donguye katilabilirler. Kanser hicreleri GO fazina

katilmadan, bu fazi ¢ok hizli bir sekilde gegerler (358-360).
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Sekil 2.2. Hicre dongusu (360) .

2.10.2. Hiicre Oliimii

Apopitoz

Hucre o6lumu, normal buyumenin ve olgunlagsmanin bir sonucu olarak
gerceklesebilecedi gibi, gesitli ksenobiyotiklere, mikroorganizmalara, travma
ve radyasyon gibi fiziksel etkenlere maruziyet veya enflamasyon, genetik
hasarlar ve kan akiminin azalmasi gibi endojen dedgisikliklerin meydana
gelmesi ile de gergeklesebilir. Hicre 6limu apopitoz ve nekroz olmak Uzere
iki farkli sekilde meydana gelir (361).

Programlanmig hidcre oOlumu apopitoz olarak adlandirilir. Apopitoz
agacgtan yaprak dusmesi anlamina gelen Yunanca bir sdzcuktir (358).
Apopitoz ATP gerektiren, 6zgin morfolojik ve biyolojik 6zellikleri olan, dikkatli
sekilde duzenlenen bir sirectir (361). Normal fizyolojik hicre 6lumUu veya
programlanmig hdcre olumu, ¢ogalan dokularda ve mitoz sirasinda agsiri

ureyen hucreleri engellemek amaciyla surekli olarak meydana gelir (362). Isik
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ve elektron mikroskobuyla bakildi§i zaman apopitozun ilk asamalarinda
hicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler hicrenin blzismesi ve
piknozistir. Hucrenin buzusmesi, boyutunun kugulmesi, sitoplazmanin
yogunlasmasi, organellerin siki bir sekilde paketlenmis bir duruma dontismesi
ile tanimlanir. Piknozis ise kromatinlerin kondanse hale gelmesidir ki bu
apopitozun en belirgin 6zelliklerindendir. Hematoksilen ve eozin boyama ile
yapilan histolojik incelemede apopitoz tek hicrede veya kuguk bir hucre
grubunda goézlenir. Bu hucreler koyu eozinofilik sitoplazmaya ve yogun mor
kromatin parcalara sahip, yuvarlak veya oval gérinimludar (361). Apopitozun
belirlenmesinde morfolojik goértntileme yontemleri (1stk ve floresan
mikroskobuyla goruntuleme), immunohistokimyasal (TUNEL, anneksin V,
kaspaz-3, M30 ydntemi), biyokimyasal (akim sitometrisi, agaroz jel
elekroforezi, Western blotting) immunolojik (ELISA, florometrik yontemler) ve
molekuler biyoloji yontemleri kullaniimaktadir (363, 364). Kondanse kromatin,
cekirdek membrani gevresinde yeni ay seklinde veya gekirdek i¢cinde kurecikler
seklinde gorulur. Sitoplazmik yogunlagma, hicreleri kiigiimeye ve sitoplazma
icinde kofullar olusturmaya tesvik eder (365, 366). Daha sonra, ¢ekirdek ve
plazma membranlari sarmal hale gelir ve kondanse kromatin, kondanse
sitoplazmayla birlikte pargalanmaya ugrayarak apopitotik cisimcikler olusturur
(366).

Nekroz

Nekroz hucre dlumundn sirasiz ve kaza ile olan sekli olarak tanimlanir
(361) Apopitoz, normal veya hastalik gibi her iki durumda da olusabilirken,
nekroz sadece hucre veya dokular ciddi bir sekilde zarar gérdigu zaman
meydana gelir (362). Elektron mikroskobuyla bakildiginda nekrotik hicrelerde,
membranlarda tomurcuklanma (blebbing) diye adlandirilan yapilar,
endoplazmik retikulumda genigleme, dagilmis ribozomlar, mitokondride sisme,
yogunluk azalmasi ve kalsiyum ¢okmesi ile kondanse ve daralmis ¢ekirdekler
gorulmektedir (361). Nekroz sitoplazmik membranin batinltguna kaybetmesi,
hiicre igine hizli bir sekilde Na*, Ca*? girisi ve bunun sonucu olarak hiicrenin
sismesi ve gekirdekte olusan piknozisle karakterizedir. Hlcresel pargalanma,

lizozomal ve granuler icerigin huicre disi bosluklara salinmasi ve daha sonra
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gelisen enflamasyon da nekrozun ikincil olarak gozlenen &zellikleridir (362,
367).

2.10.3. Sitotoksisitenin Olgiimii

In vitro ortamda sistemik ve fizyolojik etkileri degerlendirmek zor oldugu
icin, birgcok yontem ile yalnizca hlcresel dizeydeki etkiler veya sitotoksisite
Olcllur. Sitotoksisite Olgimlerinde yontem secimi, calismada kullanilan
maddenin cinsine, alinacak cevabin dogasina ve belirlenen hedef hicreye
baghdir. Sitotoksisite yontemleri 5 ana sinifta toplanabilir: (1) Hlcre canlihgini
belirleyen testler (toksik maddeye hizli ve kisa sureli maruziyette verilen
cevabi dlgmek icin), (2) hlicrenin hayatta kalabilmesini saptayan testler (toksik
maddeye uzun sureli maruziyette verilen cevabi 6lgmek igin), (3) metabolik
testler (maddeye kisa sureli temasta metabolik cevapta meydana gelecek
degisiklikleri 6lgcmek igin), (4) doénlsum (transformasyon) testleri (genetik
mutasyonlar, buyume kontrolinin degismesi gibi durumlarin sonucunda
olusan canliigi 6lgmek icin kullanilan testler), (5) irritasyon testleri (allerji ve

enflamasyon gibi durumlara verilen cevabi dlgmek icin kullanilan testler) (353).

MTT Testi

MTT testi canli hicrenin metabolik aktivitesini dlgen kolorimetrik bir
testtir. ‘Stiksinat dehidrogenaz inhibisyonu’ veya ‘SDI testi’ adiyla da anilan bu
testte, tetrazolyum tuzu olarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromur (MTT) kullanilir. Tetrazolyum halkasi sadece metabolik olarak aktif
hicrelerde mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesi sonucu agildidi icin, bu
yontemle sadece canli hucreler tanimlanabilir. MTT aktif olarak hucre igine
alinir ve mitokondri bagimli bir reaksiyonla formazan Urunlerine ¢evrilir. Bu
maddeler bozulmamis hucre membranindan gecemedigi igin, hucrelerin iginde
birikir. Dimetil sulfoksit (DMSQO) gibi uygun bir ¢bztcu eklendiginde ise bu
maddeler hucre i¢cinden salinir ve kolaylikla kolorimetrik olarak olgulebilir hale
gelir. Sadece canli hucreler MTT’yi indirgeyebildikleri icin, indirgenmis MTT nin
siddeti, olusan mavi-mor renkle orantili olup, hiicre canliliginin géstergesidir.
Bu yontem goreceli olarak yuksek duzeyde mitokondriyal aktivite gosteren

hdcre kultar sistemlerinde kullaniimak igin uygundur (354, 368).
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2.10.4. Vero Hiicre Hatti

Vero hucreleri, 27 Mart 1962 tarihinde Yasmura ve Kawakita (369)
tarafindan saglikh, yetigkin, Afrika kokenli, yesil maymunlardan izole edilmis,
1966 yilinda ise bu hicreler 93. pasajlarinda American Type Culture Collection
(ATCC) tarafindan alinmistir. Vero hicreleri adhere (yapisan) hicreler olup,
epitel hicre morfolojisini tagir (Sekil 2.3). Bu hlicreler, basta viroloji galismalari
olmak Uzere, toksik bilesikler dahil ¢esitli kimyasallarin memeli hicrelerindeki

etkilerin degerlendiriimesinde kullanilabilen htcre turleridir (370-372).

Sekil 2.3. Vero hucrelerinin  mikroskop

altindaki gérinuama (373).

2.11. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi tek bir htcrenin sispansiyon halinde dlgim cihazinin
icinden gecgerken ¢oklu fiziksel 6zelliklerinin es zamanh olarak dlgtlmesi olarak
tanimlanir (374). Akim sitometri yontemi, hulcrelerde ylzey antijenlerinin
belilenmesi, B hucreleri ile T hucre alt gruplarinin tayini, 16semi ve lenfoma
tiplemesi, toplam DNA icerigi, heterojen hicre populasyonunun tanimlanmasi,
hicre buyUkligl ve granularite, toplam hicre proteini, hiicre déngusunin

analizi, apopitozis, fagositoz, enzim aktivitesi ve lokalizasyonu, hidrojen
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peroksit Uretimi, otoantikor tayini ve kromozom analizi, hicre alt gruplarinin
ayrimi (sorting) gibi birgcok konuda kullaniimaktadir (375).

Ik akim sitometrisi 1950’li yillarda Wallace Coulter tarafindan icat edilen
Coulter sayacidir. Coulter prensibinin esasi, elektrik akimi gegirilen bir
hicrenin, bir acikliktan gecgerken direncinin Olgulerek, o hiucrenin pargacik
sayisl ve buyukligunun belirlenmesine dayanir. Akim sitometrisi gunumuzde,
lazer 1s1k kaynagdi kullanilarak floresans dlgimu yapilmasini ifade eder. Lazer
akim sitometrisinde 1s1gin dagilmasina bakilarak, hicrenin esas buyukligu ve
tanecikli yapisi oélgulir. Ayrica, floresans 6zellik gosteren boyalar ve cesitli
antikorlar kullanilarak, hicrelerin 6zel protein ifadeleri ve nikleik asit icerigi de
Olculebilir (374). Floresans boyalar DNA ve RNA gibi hicre bilesenlerine
baglanabilir. Floresans boyalara konjuge edilen antikorlar da hucre
membranlarindaki ya da hiicre icindeki belirli proteinlere baglanabilir. isaretli
hicreler, 1sik kaynagindan gegirildiginde floresans molekiller Ust ener;i
duzeylerine geger. Tekrar normal enerji duzeylerine donerken ylksek dalga
boyuna sahip 1sik sagarlar. Akim sitometrisinde, farkli floresans boyalar
(eksitasyon dalga boyu ayni, emisyon dalga boyu farkli) ayni anda kullanilarak,
bircok farkli hiicre 6zellikleri es zamanl olarak dlgulebilir (376).

Akim sitometri cihazi, 6rnek toplayici ve tasiyici sistem, akis sistemi
(sheath fluid), lazer i1sik kaynagi, sferik ve ¢apraz silindirik filtreler, odaklama
aynalari, sinyal dedektorleri, bilgisayar ve ayirma mekanizmasindan (cell
sorting) olugsmaktadir (375). Akim sitometri cihazinin iginde slspansiyon
halindeki hucreler, izotonik bir sivi igine alinarak (akis sistemi), lazer 1Sk
kaynagindan c¢ikan monokromatik 1sida maruz birakilir. Hlcre tarafindan
disari verilen 151k optik duzeneklerle belirli dalga boyu kusaklarini izole eden
filtrelere ve dikroik aynalara yonlendirilir. Isik sinyalleri dijital hale getirilerek
bilgisayarda analiz edilir. Sonuglar histogram veya iki boyutlu noktasal
grafiklerle gosterilir (376).

Akim sitometri yontemi ile DNA analizi yapmak i¢in ornek, tek hucre
suspansiyonu haline getirilir. Akim sitometrisinde, hiucresel DNA igeriginin
dlclilmesinde DNA’nin sarmal yapisina eklenen propidyum iyodir (PI),

etidyum bromur, mitramisin gibi floresans 6zellik gésteren boyalar kullanilir.
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Propidyum iyodir DNA sarmal yapisina eklenen ve kuvvetli kirmizi floresan
veren bir boyadir. Pi hata pay! ¢ok diisik oldugu icin klinikte cok genis bir
kullanim alanina sahiptir. Floresans sinyali cekirdekteki DNA miktari ile
dogrudan orantilidir. Bu yontemle tiumor hicre toplulugundaki anormal DNA
icerigi  (andploidiler) saptanabilir (375-377). Akim sitometrisi ile DNA
analizinden GO ve G1 fazinda bulunan hucrelerin ortalama DNA igerigi ve
hicre dongusunde her fazda bulunan hucre sayisi hakkinda bilgiler edinilir.
Normal bir DNA histograminda G0/G1 fazindaki huicreler en yiksek dagilima
ve diploid (2N) DNA icerigine sahiptir. G2/M fazinda ise tetraploid (4N) bir DNA
icerigi bulunur (375). Hucrelerin G2 ve M fazlarindaki DNA iceriginin es deger
olmasi nedeniyle akim sitometri yontemiyle bu iki fazi birbirinden ayirt etmek
mumkin olmamaktadir. Hacre dongusunin farkh fazlarindaki hicre
yuzdelerinin hesaplanmasi i¢cin matematiksel modeller iceren ¢esitli bilgisayar

yazihimlari geligtirilmistir (377).
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,1,3,3-tetrametoksi propan (TMP) Sigma-Aldrich
1-batanol Merck

2' 7'-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) Sigma-Aldrich
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum

bromar (MTT) Serva
3-(siklohekzilamino)-1-propansulfonik asit (CAPS) Sigma-Aldrich
5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) Sigma-Aldrich
Amonyum perflorooktanoik asit (APFO) Sigma-Aldrich
B-nikotinamid adenin dinUkleotid fosfat

(indirgenmis) (B-NADPH) Sigma-Aldrich
Bakir stlfat Sigma-Aldrich
Dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) Sigma-Aldrich
Dimetil sulfoksit (DMSQO) Sigma-Aldrich
Dipotasyum hidrojen fosfat Merck
Disodyum etilendiamintetraasetik asit (Na2zEDTA) Sigma-Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat Merck

Eozin Yellowish (Eozin Y) Merck

Etanol Sigma-Aldrich
Folin fenol Sigma-Aldrich
Formaldehit Sigma-Aldrich

Fosfat tamponu (PBS)
Fosfat tamponu (PBS) (Ca*? ve Mg*? icermeyen)
Fosfat tamponu (PBS) tablet

Fotal dana serumu

Biological Industries

Biological Industries

Sigma-Aldrich

Biological Industries

Glasiyel asetik asit Merck
Glutatyon (indirgenmis sekli) Sigma-Aldrich
Glutatyon peroksidaz Sigma-Aldrich
Glutatyon rediktaz Sigma-Aldrich
Hematoksilen Merck



Hidrojen peroksit ¢ozeltisi
Hidroklorik asit (HCI)

Izotonik sodyum klortir
Katalaz

Ketamin

Koenzim Qo

Ksantin oksidaz

Ksantin sodyum tuzu

Ksilazin

L-Glutamin ¢ozeltisi
Metafosforik asit

Misir 6zu yagi
Morfolinopropan sulfonik asit (MOPS)
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi
Perflorooktanoik asit (PFOA)
Piridin

p-iyodonitrotetrazolium viyole (INT)
Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum hidroksit (KOH)
Potasyum klorur (KCI)
Propidyum iyodur (PI)

RNaz

RPMI-1640

Sigir serum albumini (BSA)
Sodyum azid (NaNs)
Sodyum bikarbonat (NaHCOz3)
Sodyum dodesil sulfat (SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum karbonat (Na2CO3)
Sodyum-potasyum tartarat
Superoksit dismutaz

Taurin

Sigma-Aldrich
Merck
Polifarma
Sigma-Aldrich
Ketalar Pfizer
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Rompun Bayer
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Biological Industries

Sigma-Aldrich
Komili
Sigma-Aldrich

Biological Industries

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biological Industries

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



t-batil hidroperoksit
Tiyobarbitlrik asit (TBA)
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
Tris

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Akim sitometri cihazi

Biyoguvenlik kabini
Buzdolabi

Buz makinasi

Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-80)

Distile su cihazi
Distile su cihazi

Doku boyama cihazi

ELISA plak okuyucusu
Enjektor filtresi (0,2 uM por buyuklagu)
Ependorf (1,5 ml, 2 ml)
Hassas terazi

Hassas terazi
Homojenizator (cam baslikli)
Hicre kaltar kabi (75 cm?)
Hucre plagi (96 kuyucuklu)
Istk mikroskobu

Isik mikroskobu

inklibator (CO2 doniisimli)

intragastrik sonda

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom

Sigma-Aldrich

EPICS XLMCL,
Beckman Coulter
Inc.

Esco

Beko

Scotsman

Beko

New Brunswick
Scientific

Mes

Nuve

Thermo Shandan
Varistain Gemini
Biotek Synergy HT
Corning

LP

Ohaus

Mettler

fidam

Corning

Costar

Nikon optiphot
Leica

Binder
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Kamera

Krio tup

Lam

Lamel

Otoklav

Otomatik pipet (10, 20, 100, 200, 1000, 5000 plI)
Otomatik pipet (10, 20, 100, 200, 1000 ul)
pH metre

Polipropilen tip (15 ml, vida kapakl)
Polipropilen tap (3, 5 ve 10 ml kapakli)
Santriflj

Spektroflorometre, plak okuyuculu

Spektrofotometre

Spektrofotometre kuvetleri (1,5 ve 3 ml, kuvartz)
Spektrofotometre kuvetleri (1,5 ml, cam)
Spektrofotometre kivetleri (1,5 ml, plastik)
Steril polipropilen santrif(j tipu (15 ml, 50 ml)
Steril serolojik pipet (2, 5, 10, 25 ml)

Terazi

Termostath su banyosu

Ultrasonik banyo

Vorteks

Vorteks

Yatay karistirici

Leica DMD 108
Corning

Isolab

Isolab

Rodwell

Thermo Scientific

Gilson

Thermo Scientific

LP
LP

Thermo Scientific

Spectra Max
Schimadzu, UV
2100S

Hellma

Hellma

LP

Corning
Corning

Simbo

Nuve

Elma

WiseMix

Velp Scientifica
Edmund Buhler



66

3.3. Kullanilan Co6zelti ve Reaktifler
3.3.1. Deney Hayvanlarina intragastrik (ig) Yoldan Uygulanan
Cozeltiler
Amonyum Perflorooktanoik Asit Codzeltisi (3 mg/ml): APFO’nun distile
suda hazirlanmis ¢ozeltisidir. Her deney gunu taze olarak hazirlanir. Cozelti
kullanim suresince 1siktan korunur.
Taurin Gozeltisi (10 mg/ml): Taurinin distile suda hazirlanmis ¢ozeltisidir. Her
deney gunu taze olarak hazirlanir.
Koenzim Qio Gozeltisi (5 mg/ml): KoQio'un misir yaginda hazirlanmig
cOzeltisidir. Her deney gunu taze olarak hazirlanir. Coézelti isiktan

korunmalidir.

3.3.2. Histopatolojik Analiz i¢in Kullanilan Cozeltiler
Noétral Tamponlu % 10 Formalin: % 37’lik formaldehidten 1000 ml alinarak
1900 ml'ye distile su ile tamamlanir. 4 g NaH2PO4.H20 ve 6,5 g NazHPO4

tartilarak ¢ozeltiye ilave edilir.

3.3.3. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ig¢in Kullanilan
Cozeltiler
Potasyum Kloriir Tamponu (6,5 M): 1,15 g potasyum klortrtin 100 ml distile
suda ¢ozulmesi ile hazirlanir.
Metafosforik Asit Gozeltisi (% 6, a/h): 6 g metafosforik asitin 200 ml distile

suda ¢ozulmesiyle hazirlanir. Cozelti -20°C’de 1 ay dayanikhdir.

3.3.4. TBARS Tayininde Kullanilan Gozeltiler
Tetrametoksi Propan (TMP) Stok Cozeltisi (3,05 mM): 50 pl tetrametoksi
propan etanolde ¢ozulerek, 100 ml'ye distile su ile tamamlanir.
TMP Standart Cozeltileri: TMP stok ¢ozeltisinden hareketle distile su ile
seyreltilerek 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 upg/ml konsantrasyonlarda
standartlar hazirlanir.
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi (% 8): 2 g SDS’nin, 25 ml distile
sudaki ¢ozeltisidir.
Asetik Asit Cozeltisi (% 20, h/h): 20 ml asetik asit 100 ml’ye distile su ile

tamamlanir. Cozeltinin pH’s1 5 N NaOH yardimiyla 3,5’a ayarlanir.
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Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi (% 0,8, a/h): 64 mg NaOH 40 ml distile
suda ¢ozulur. 0,32 g TBA bu ¢ozeltiye eklenir ve 30°C’ye ayarlanmig ultrasonik
banyoda ¢ozulmesi ile hazirlanir.

n-Butanol-Piridin Cozeltisi (15:1): 90 ml n-butanol ve 6 ml piridinin

karistiriimasi ile kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.

3.3.5. Toplam GSH Tayininde Kullanilan Gozeltiler
Potasyum Hidroksit (KOH) Cozeltisi (5 M): 14.027 g KOH tartilir ve 50 ml
distile suda ¢ozular.
Morfolinopropan Sulfonik Asit (MOPS) Tamponu: 0,4 M MOPS ve 2 mM
disodyum EDTA igerir. 83,8 g MOPS ve 744,4 mg disodyum EDTA tartilarak
distile suda ¢ozulur. Cozeltinin pH’si 5 M KOH ile pH 6,75’e ayarlanir. Cozelti
hacmi 1000 ml’'ye distile su ile tamamlanir.
Metafosforik Asit Cozeltisi (% 6, a/h): 3 g metafosforik asit tartilarak distile
su ile 50 ml'ye tamamlanir. -20°C’de 1 ay dayaniklidir.
Sigir Serum Albumini (BSA) Cozeltisi: 0,3 g BSA tartilir ve 5 ml distle suda
¢Ozulur. +4°C’de 1 hafta dayaniklidir.
Sodyum Bikarbonat Gozeltsi (% 0,5, a/h): 0,5 g sodyum bikarbonat tartilir
ve 100 ml distile suda ¢ozuldr.
5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) Gozeltisi (1,5 mg/ml, a/h): 6 mg
DTNB, 4 ml % 0,5’lik (a/h) sodyum bikarbonat ¢ozeltisi icinde ¢ozulerek, her
deney gunu taze hazirlanir.
B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) Cozeltisi (4 mg/ml, a/h):
32 mg NADPH’In, 8 ml % 0,5'lik (a/h) sodyum bikarbonat ¢ozeltisi iginde
¢6zulmesi ile her deney gunu taze olarak hazirlanir.
Glutatyon Rediiktaz Gézeltisi (5 U/ml): Glutatyon rediiktaz c¢dzeltisinden
(219 U/mg protein, 3,1 mg protein/ml) 11 ul alinarak 1500 pl'ye MOPS
tamponuyla tamamlanir. Her deney gunu taze olarak hazirlanir.
Seyreltme Cozeltisi: 1 ml metafosforik asit ve 4 ml MOPS tamponunun
karistiriimasiyla her deney gunu taze olarak hazirlanir.
Stok GSH Cozeltisi (30 mM): 18 mg indirgenmis GSH, 2 ml distile suda

¢OzulUr ve her deney gunu taze olarak hazirlanir.
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Ara Stok GSH Gozeltisi (3 mM): Stok GSH ¢dzeltisinden 50 pl alinarak 450
Ml BSA ¢ozeltisi icinde seyreltilir. Her deney guinu taze olarak hazirlanir.

Standart GSH Cozeltileri: Ara stok GSH ¢ozeltisi metafosforik asit ¢ozeltisiyle
seyreltilerek 0,3 mM konsantrasyonda GSH ¢o6zeltisi elde edilir. Bu ¢ozelti (0,3
mM) santriflj edilir ve slUpernatan kismi 1:5 (h/h) olacak sekilde MOPS
tamponu ile seyreltilir. Elde edilen bu 60 uM konsantrasyonda GSH
cOzeltisinden seyreltme c¢ozeltisi (1:4, h/h, metafosforik asit: MOPS)
kullanilarak 2, 4, 8, 10, 16, 20, 30, 40 ve 60 yM konsantrasyonda GSH standart

gOzeltileri, her deney gunu taze olarak hazirlanir.

3.3.6. Cu-Zn SOD Tayini i¢in Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
Tampon (50 mM 3-(siklohekzilamino)-1-propansiilfonik asit (CAPS), 0,94
mM EDTA, pH 10,2): 1107 mg CAPS ve 34,98 mg EDTA’nin distile sudaki
¢Ozeltisinin pH’si 5 N NaOH c¢odzeltisi ile 10,2’ye ayarlanir. Cozeltinin hacmi
100 ml'ye distile su ile tamamlanir.

Substrat Karisiminin Hazirlanigi (0,05 mM Ksantin Sodyum, 0,025 mM p-
iyodonitrotetrazolium viyole (INT)): 0,871 mg ksantin sodyum ve 1,264 mg
INT tartilarak 100 ml yukarida hazirlanan tamponda ¢éziiliir. Her deney giinii
taze olarak hazirlanir.

Ksantin Oksidaz (80 U/L): Ksantin oksidazin distile su igerisindeki ¢ozeltisidir.
Standart SOD Cozeltileri (0,81-26,06 U/ml): Stok SOD ¢ézeltisinin (6515

U/ml) fosfat tamponuyla (pH 7,4) seyreltilmesi ile hazirlanir.

3.3.7. GPx Tayini i¢in Kullanilan Cozelti ve Reaktifler

Tris tamponu (50 mM): 0,606 g trisin 100 ml distile suda ¢ozulmesiyle
hazirlanir.

Reaksiyon Ortami (1 mM EDTA, 2 mM GSH, 0,2 mM B-NADPH, 4 mM
sodyum azid, 1000 U/L glutatyon rediiktaz): 37,2 mg EDTA, 61,4 mg GSH,
16,68 mg B-NADPH ve 1000 U/L glutatyon rediiktaz 100 ml tris tamponunda
cozulerek hazirlanir.

Tert-Butil Hidroperoksit: Distile su igerisinde 8,8 mM konsantrasyonda

hazirlanir.
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Standart GPx Cézeltileri (0,08-10,24 U/ml): 111 U/ml stok GPx ¢ozeltisinin
fosfat tamponuyla (pH 7,4) seyreltiimesi ile hazirlanir.

3.3.8. Katalaz Tayini i¢in Kullanilan Cozeltiler
Fosfat Tamponu pH 7,0 (50 mM): 6,81 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
tartilir ve 1000 ml’'ye distile su ile tamamlanir (A ¢ozeltisi). 8,90 g disodyum
hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO4.2H20) 1000 ml’ye distile su ile tamamlanir
(B c¢ozeltisi). A ¢ozeltisi ile B ¢ozeltisi 1:1,5 (h/h) oraninda karistirilir ve pH
7,0’a ayarlanir.
Hidrojen Peroksit Gozeltisi (30 mM): 0,34 ml hidrojen peroksit (% 30) alinir
ve fosfat tamponu ile 100 ml'ye tamamlanir.
Stok Katalaz Cézeltisi (14750 U/ml): 18 mg katalazin (3356 U/mg) 4 ml fosfat
tamponunda (pH 7,0) ¢ozulmesiyle hazirlanir.
Katalaz Ara Stok Cozeltisi (510 U/ml): 350 pl katalaz stok gozeltisi fosfat
tamponu ile 10 ml’'ye tamamlanir.
Standart Katalaz Cozeltileri: Katalaz ara stok ¢ozeltisinden hareketle fosfat
tamponu ile seyreltilerek 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35 ve 40 U/ml katalaz
standart ¢ozeltileri hazirlanir.

3.3.9. Protein Tayini i¢cin Kullanilan Cozelti ve Reaktifler
BSA Stok Gozeltisi (500 pg/ml): 25 mg BSA’nin 50 ml distile suda
¢ozulmesiyle hazirlanir.
BSA Standart Cozeltileri: BSA stok c¢ozeltisinden hareketle distile su ile
seyreltilerek 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 pg/ml’lik standartlar hazirlanir.
Sodyum Hidroksit (0,5 N): 2 g sodyum hidroksit tartilir ve 100 ml’ye distile su
ile tamamlanir.
Sodyum Karbonat Cozeltisi (% 10, a/h): 10 g sodyum karbonat tartilir ve 100
ml'ye 0,5 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile tamamlanir.
Bakir Sulfat Cozeltisi (% 1, a/h): 1 g bakir silfat tartilir ve 100 ml’ye distile su
ile tamamlanir.
Potasyum Sodyum Tartarat Cozeltisi: (% 2, a/h): 2 g potasyum sodyum

tartarat tartilir ve 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.
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Bakir Reaktifi: 20 ml % 10’luk sodyum karbonat, 1 ml % 1’lik bakir sulfat ve 1
ml % 2’lik potasyum sodyum tartaratin karistiriimasi ile taze olarak hazirlanir.
Folin Fenol Reaktifi: 5 ml folin fenolin 50 ml'ye distile su ile tamamlanmasi

ile hazirlanir.

3.3.10. Hiicre Dongusu ve Apopitozun Belirlenmesi igin Kullanilan
Cozeltiler
Propidyum iyodiir Gézeltisi (0,1 mg/ml): 10 mg propidyum iyoduriin 100 ml
distile su icerisinde ¢dzulmesiyle hazirlanir. Cozelti 0,22 um por agikligina
sahip filtreden suzullir ve +4°C’de karanlik ortamda saklanir.
RNAaz Cozeltisi: 0,1 mg RNAaz, 100 ml 2 mM MgCl:z iceren PBS icinde
¢ozulur ve 1ml'lik hacimlere bollinerek -20°C'de saklanir.
Fosfat Tamponu: 1 adet PBS tabletinin 200 ml distile suda ¢6zulmesiyle

hazirlanir.

3.3.11. Hucre Kultir Galismalarinda Kullanilan Cozeltiler
Stok Perflorooktanoik Asit Gozeltisi (350 mg/ml): PFOA’nin DMSO
icerisinde hazirlanmis ¢ozeltisidir. Her deney gunu taze olarak hazirlanir.

Cozelti 1siktan korunarak saklanir.

Vero Hiicre Kiulturiiniin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler
Hiicre Kultura Ortami: 500 ml RPMI igerisine, 50 ml fotal dana serumu, 5 mi

penisilin-streptomisin ve 5 ml L-glutamin eklenerek hazirlanir.

Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Gozeltiler

Stok Taurin Gozeltisi (500 mM): Taurinin distile suda hazirlanmig ¢ozeltisidir.
Her deney gunu taze olarak hazirlanir.

Stok Koenzim Qio Gozeltisi (3 mM): KoQio'un mutlak etanol igerisinde
ultrasonik banyo yardimiyla ¢ézilmesi ile hazirlanan taze ¢ozeltisidir. Cozelti
Isiktan korunmalidir.

MTT Cozeltisi (5 mg/ml) : MTT'nin PBS igerisinde ¢ozulmesi ile hazirlanir.
Cozelti 0,2 um por gapindaki filtreden gegirilir ve i1siktan korunarak -20°C’de

saklanir.
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ROB Tayini i¢in Kullanilan Cozeltiler
Stok DCFH-DA Gozeltisi (20 mM): DCFH-DA’nin DMSO icerisinde ¢dzilmesi
ile hazirlanir. Cozelti 0,2 um por gapindaki filtreden gegirilir ve -20°C’de 1 ay
sureyle saklanir.
Stok Tert-Butil Gozeltisi (150 mM):. Tert-butil hidroperoksitin hicre kultar
ortaminda seyreltiimesi ile hazirlanan ¢ozeltisidir. Her deney gunu taze olarak

hazirlanir.

3.4. Deney Diizeni ve incelenen Parametreler

3.4.1. Deney Hayvanlarinin Saglanmasi ve Gruplarin Olusturulmasi

Kullanilan Hayvanlar

Deney hayvanlari calismalarini yurutebilmek amaciyla, Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanlhigrndan etik kurul izni
alinmigtir (Tarih:13.02.2013, Toplanti Sayisi: 2, Karar no: 13/33).

Deneylerde, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Aragtirma Merkezi'nden saglanan 30-35 g agirhidinda, Balb/c turl yetiskin (10
haftalik) erkek fareler kullaniimistir. Hayvanlar, % 40-50 bagil nem iceren, 12
saat gece 12 saat gunduz kosullari saglanan hayvan laboratuvarinda
barindiriimig ve normal yem ve su ile herhangi bir kisittama olmadan
beslenmistir.

Her gun tartilan hayvanlara, agirliklarina uygun olarak hesaplanan taze
hazirlanmis madde ¢ozeltileri veya tasiyicilar 10 ul/g hacimde uygulanmistir.

Olasi gun i¢i degiskenlikleri en aza indirmek igin bitin hayvan
gruplarina madde veya tasiyici uygulamasi sabah 09.00-10.00 arasinda
yapilmis ve hayvanlarin dekapitasyonlari en ge¢ saat 11.00'de

tamamlanmistir.
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Deney Gruplari
Deney hayvani gruplari asagida belirtilien sekilde olusturulmustur.
Kontrol gruplarinda (su ve misir yagi) 6, PFOA ve antioksidan madde

uygulanan gruplarda ise 7 hayvan kullaniimistir.

1. Kontrol Grubu (su) (n=6): Hayvanlara 10 gin sureyle, PFOA’nIn
amonyum tuzu olan amonyum perflorooktanoik asitin ve taurinin ¢déztcusu
olan deiyonize su intragastrik yoldan verilmistir. Son uygulamadan 24 saat
sonra hayvanlara dtenazi uygulanmigtir.

2. Kontrol Grubu (misir yagi) (n=6): KoQuo igin tasiyici olarak kullanilan
misir 6zu yagl, 5 gun sureyle oral yoldan hayvanlara verilmig ve son
uygulamadan 24 saat sonra hayvanlara otenazi uygulanmigtir.

3. PFOA Grubu (15mg/kg) (n=7): Hayvanlara 15 mg/kg/gin dozda APFO
deiyonize suda ¢oOzulerek intragastrik yoldan 10 gun sureyle verilmigtir.
Son dozdan 24 saat sonra hayvanlara otenazi uygulanmistir.

4. PFOA Grubu (30 mg/kg) (n=7): Hayvanlara 30 mg/kg/gun APFO,
deiyonize suda ¢ozulerek intragastrik yoldan 10 gun sureyle uygulanmistir.
Son dozdan 24 saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulanmistir.

5. Taurin Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara suda ¢6zulmus taurin 5 gin
sureyle 100 mg/kg dozda oral yoldan verilmis ve son dozdan 24 saat sonra
hayvanlara 6tenazi uygulanmigtir.

6. Taurin + PFOA Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara suda ¢ézulmus
taurin 100 mg/kg dozda 5 gun sureyle oral yoldan uygulanmis ardindan
hayvanlara 10 gun sureyle APFO (30 mg/kg) intragastrik yoldan verilmistir.
Son dozdan 24 saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulanmigtir.

7. KoQio Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara misir yaginda ¢ozulmus
KoQ1o, 5 glin sureyle 50 mg/kg dozda oral yoldan verilmis ve son dozdan
24 saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulanmistir.

8. KoQio + PFOA Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara misir yaginda
¢6zulmis KoQio, 50 mg/kg dozda 5 gun slreyle oral yoldan uygulanmis,
ardindan hayvanlara 10 gun sureyle APFO (30 mg/kg) intragastrik yoldan

verilmigtir. Son dozdan 24 saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulanmistir.
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3.4.2. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney gruplarindaki hayvanlara madde uygulanmasi sonrasinda,
hayvanlar ketamin-ksilazin anestezisi altinda, servikal dislokasyon
uygulanarak dekapite edilmis, karaciger, beyin (beyin sapi dahil tim serebral
doku) ve bobrek dokulari ¢ikartilmistir. Butin ¢alisma suresince dokular buz
icinde veya 0°C sicaklikta tutulmustur. Doku 6rnekleri hemen temizlenerek,
soguk serum fizyolojik (% 0,9, a/h) ile yikanmis ardindan kurutulup tartiimistir.
Kaguk miktar érnek dilimleri, rutin histolojik inceleme i¢in % 10 nétral formalin
tamponunda fikse edilmistir. Kalan doku ornekleri lipid peroksidasyon ve
toplam glutatyon dizeyleri ile enzim aktiviteleri ¢alisiimak tizere -80°C’lik derin

dondurucuya kaldiriimistir.

3.4.3. Histopatolojik Analiz
Dokularin histopatojik olarak incelenmesi hematoksilen ve eozinle

boyama yontemi kullanilarak yapilmistir.

Doku Orneklerinin Tespiti ve Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi

1. Cikarilan taze doku dérnekleri nétral tamponlu %10’luk formalin igerisinde
tespit edilir.

2. Doku ornekleri dugukten yuksek dereceye dogru alkol serilerinden (% 70,
% 80, % 96, % 100) gecirilerek dehidrate edilir. Suyundan arindirilan doku
ornekleri ksilol ile parlatilarak saydamlastirilir. Bu islemler, Leica ASP 300
doku takip cihazi kullanilarak yapiimigtir.

3. Doku érnekleri, 60°C’de (Shandan Histocentre 2 cihazinda) eritilen parafin
bloklara gomulur.

4. Orneklerden mikrotom ile 5 mikron kalinhginda kesitler alinir.

5. Kesitlerin parafini ksilolle uzaklastirilhr.

6. Kesitler boya cihazinda (Thermo Shandan Varistain Gemini marka)
hematoksilen—eozin ile boyanir ve entellan new ile kapatilir.

7. Butin gruplardaki dokulardan hazirlanan bu kesitler (Nikon optiphot-2

model) 1sik mikroskobu ile incelenir ve fotograflanir (Leica DMD108).
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3.4.4. Oksidan/Antioksidan Parametrelerin Tayini
Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

1. Karaciger, beyin ve bobrek doku orneklerinin % 10’luk homojenatlari
soguk KCI tamponu ile cam-cam homojenizator kullanilarak hazirlandi.

2. Lipid peroksidasyon tayini igin tam homojenat kullanildi.

3. Toplam GSH tayini igin, tam homojenata % 6’lik metafosforik asit ¢ozeltisi
(homojenat:metafosforik asit, 5:1, h/h) eklendi, 4°C’de 4000 devir/dk’da 10
dk santriflj edildi. Stpernatan toplam GSH tayini i¢in kullanildi.

4. Antioksidan enzimlerin aktivete tayini i¢in, tam doku homojenatlari 4°C’de
4000 devir/dk’da 10 dk santriflj edildi. Stipernatan kismi tekrar 4°C’de
13000 devir/dk’da 25 dk santrifuj edildi ve elde edilen sipernatan kismi
kullanildi.

Lipid Peroksidasyonunun Olgiilmesi

Lipid peroksidasyonu, Ohkawa ve ark.’lari (378) tarafindan tanimlanan
ve tiyobarbutirik asit reaktif materyal (TBARS) olusumu esasina dayal
spektrofotometrik bir yontem ile belirlenmistir.

Lipid peroksidasyon son drlnlerinden olan malondialdehit tayini,
tiyobarbutirik asit (TBA) ile MDA’nin olusturdugu pembe renkli kompleksin renk
siddetinin 535 nm veya civarinda spektrofotometrik bir yontem ile dlgiimesi

esasina dayanmaktadir (378).

TBARS Miktari Olgiim Yoénteminin Uygulanisi

1. 0,2 mltam doku homojenati (% 10 a/h) Gzerine 0,2 ml SDS (% 8,1), 1,5 ml
asetik asit (% 20), 1,5 ml TBA ¢ozeltisi (% 0,8) ve 0,6 ml distile su eklenir
ve karistirilir.

2. Bu karisim 95°C'de c¢alkalamali su banyosunda 1 saat sure ile
inkUbasyona birakilir. Pembe renk olusumu gozlenir.

3. Su banyosundan c¢ikartilan érnekler, buz igerisine alinip, 10 dk sureyle
sogutulur.

4. 1 ml distile su eklenir. 5 ml n-butanol:piridin (15:1) karisima ilave edilir ve
30 sn vortekslenerek ekstraksiyon yapilir.

5. 4000 rpm'de +4°C'de 10 dakika santrifdj edilir.
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6. Pembe renkli kompleksin bulundugu Ust faz alinir ve bitanol piridin kértine
karsli 532 nm’de spektrofotometrik olarak okunur.

7. Ayniislemler TMP standart ¢ozeltileri igin de uygulanir.

TBARS Miktarinin Hesaplanmasi
Her deney gunu standart TMP c¢ozeltileri kullanilarak, standart egriler
olusturulur. Bu standart egrilerden hareketle 6rneklerin TBARS duzeyleri

hesaplanir. Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edilir.

Toplam GSH Diizeyinin Olgiilmesi

Toplam GSH dlzeyi, Akerboom ve Sies (379) tarafindan tanimlanmis
olan yontem kullanilarak olgulmustar.

Yontem, DTNB’nin GSH veya GSSG varliginda ve GSH reduktazla
katalizlenen bir reaksiyonla, NADPH tarafindan surekli olarak indirgenmesi
esasina dayanir. Ortamdaki toplam GSH miktari, reaksiyon kinetiginin 412

nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesi yoluyla belirlenir.

Toplam GSH Tayini Yonteminin Uygulanigi

1. Sayfa 74’te anlatildigi sekilde hazirlanan doku homojenatlart % 6’lik
metafosforik asit ¢cozeltisi ile seyreltilir.

2. Ornekler 4000 rpm'de +4°C'de 10 dk santrifiij edilir ve slipernatan ayrilir.

3. Spektrofotometre kiivetine 1 ml MOPS/EDTA tamponu konur. Uzerine
sirasiyla, 100 yl supernatan, 20 yl DTNB, 20 yl GSH reduktaz ve 50 pl
NADPH eklenip, kiuvet alt Ust edilerek karigtirilir.

4. Kor deney igin, ornek yerine MOPS/EDTA tamponu kullanilir.

5. Elde edilen karisimin absorbansindaki degisim, spektrofotometrenin

kinetik modu kullanilarak 412 nm de kore kargi iki dakika sureyle izlenir.

Toplam GSH Miktarinin Hesaplanmasi
Orneklerin toplam GSH icerigi, her deney giinii GSH standart ¢dzeltileri
ile hazirlanan standart egriler kullanilarak hesaplanir ve sonuglar umol/mg

protein olarak ifade edilir.
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Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Olgiilmesi

Cu-Zn SOD Aktivitesinin Olgiilmesi

Orneklerin Cu-Zn SOD aktivitesi Arthur ve Boyne (380) tarafindan
tanimlanan ydntemle belirlenmistir.

Bu yontemde, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle slUperoksit radikali
uretilir. Yéntem, olusan siiperoksit radikalinin, iyodonitrotetrazolyum (iNT) ile
reaksiyon vermesi sonucu olusan viyole renkli formazon boyasinin verdigi renk
siddetinin 505 nm dalga boyunda Olgulmesi esasina dayanmaktadir.
Ortamdaki Cu-Zn SOD aktivitesine bagli olarak bu reaksiyon énlenir ve %

inhibisyon degeri hesaplanir (380).

Cu-Zn SOD Aktivitesi Olgiim Yénteminin Uygulanigi

1. Bir mililitre hacimli spektrofotometre kuivetine 850 ul substrat karigimi (0,05
mM Ksantin sodyum, 0,025 mM INT) konur. Uzerine 25 ul sayfa 74'te
anlatildi§ sekilde hazirlanan homojenat ve 125 ul ksantin oksidaz (80 U/L)
eklenir ve karigtirilir.

2. Spektrofotometrenin kinetik modu kullanilarak, absorbanstaki artis 505
nm’de 3 dk sureyle izlenir.

3. Standart egri olusturmak icin  0,81-26,06 U/ml araligindaki
konsantrasyonlarda Cu-Zn SOD igeren standartlar hazirlanir ve yukaridaki
islemler standartlar igin de uygulanir.

4. Her deney gunu kér okuma icin 6rnek yerine 25 ul distile su kullanilarak
paralel bir kor deney yapllir.

5. Her deney glnu, standart SOD c¢o6zeltileri kullanilarak hazirlanan standart
egriler yardimiyla érneklerin Cu-Zn SOD aktiviteleri hesaplanir. Sonugclar
U/mg protein olarak ifade edilir.
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Cu-Zn SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi
Absorbans d&lgimlerinden sonra koér, numune ve standartlar igin

dakikadaki absorbans degdisimi (AA) hesaplanir:

Ao—A1

AA/ dak. (numune, standart ve kor igin) =

A1= 0. sn’deki absorbans
A2= 180. sn’deki absorbans

Kdre kargl % inhibisyon deg@erleri, standartlar ve numune i¢in agagidaki

formal yardimiyla hesaplanir:

(AAstdiak X 100 )
% inhibisyon degeri = 100 -

AAksridk

Standartlar icin elde edilen % inhibisyon degerleri, standart
konsantrasyonlarinin (U/ml) logaritmalarina kargi grafige gegirilerek dogru
denklemi olusturulur. Numuneler icin elde edilen % inhibisyon degerleri,
standart egri kullanilarak belirlenir.

Sonuglar protein igerigi Uzerinden hesaplanarak U/mg protein olarak

ifade edilir.

GPx Aktivitesinin Olgiilmesi

Orneklerin, GPx aktivitesi Pleban ve ark.lari (381) tarafindan
tanimlanan yontemle olguimasgtar.

GPx aktivite tayin yonteminin esasi, H202 varliginda indirgenmis
GSH’In, GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG) donudsturilmesi ve
GSSG'’nin glutatyon reduktaz enzimi aracihidiyla tekrar GSH’a reduklenmesi
sirasinda ortamda bulunan NADPH’In kullaniimasi ve buna bagli olarak
NADPH absorbansinda meydana gelen azalmanin 340 nm dalga boyunda

izlenmesi esasina dayanir (381).
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GPx Aktivitesi Olgiim Yénteminin Uygulanigi

1. Bir mililitre hacimli spektrofotometre kiivetine 980 pl reaksiyon karisimi (1
mM EDTA, 2 mM GSH, 0,2 mM B-NADPH, 4 mM sodyum azid, 1000 U/L
glutatyon rediiktaz) koyulur. Uzerine 20 pl sayfa 74’te anlatildigi sekilde
hazirlanan homojenat eklenir ve 5 dk sdreyle oda sicakhginda inkibe
edilir.

2. Karigima 10 pl tert-butil hidroperoksit eklenerek reaksiyon baslatilir.

3. NADPH absorbansindaki azalma 340 nm’de 3 dk sureyle izlenir.

4. Her deney gunu ornek yerine 10 pl distile su kullanilarak paralel bir kor
deney yapllir.

5. Her deney gunl ornekler yerine standart GPx c¢ozeltileri kullanilarak

standart egri olusturulur.

GPx Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her bir absorbans degerinden kor dederi ¢ikartilir ve elde edilen sonug
3’e bolunir ve dakikadaki absorbans farki hesaplanir. Hazirlanan standart
egriler yardimiyla, érneklerin GPx aktiviteleri hesaplanir.

Sonuglar protein igerigi tizerinden hesaplanarak U/mg protein olarak

ifade edilir.

Katalaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Orneklerin katalaz aktivitesi Aebi (321) tarafindan tanimlanan yéntem
kullanilarak olguimustar.

Yontemin esasi, H20?'in katalaz tarafindan yikimlanmasi sirasinda,
absorbansta meydana gelen azalmanin spektrofotometrik olarak 240 nm’de

izlenmesi yoluyla Ol¢giimesine dayanmaktadir (321).

Katalaz Aktivitesi Olgiim Yénteminin Uygulanigi
1. Spektrofotometre kivetine 2 ml fosfat tamponu konur. Uzerine 1 ml H20>
eklenerek fosfat tamponuna karsi 240 nm’de H202'in verdigi absorbans
kontrol edilir. H202'in absorbansi yaklagik 0,5 olmalidir.
2. Ornek okumalar igin; spektrofotometre kiivetine 2 ml fosfat tamponu ve

sayfa 74’te anlatildigi1 sekilde hazirlanan 1 ml homojenat eklenir.
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3. Kuvet alt st edilerek karistirilir ve absorbanstaki azalma 240 nm’de 30 sn
sureyle izlenir.

4. Ayni iglemler katalaz standart ¢ozeltileri igin de uygulanir.

5. Kor deney, spektrofotometre klvetine 2 ml fosfat tamponu ve 1 ml

homojenat eklenerek yapllir.

Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Her deney gunu ornekler yerine standart katalaz ¢ozeltileri kullanilarak
standart egriler elde edilir. Bu egriler kullanilarak érneklerin katalaz aktiviteleri

hesaplanir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edilir.

3.4.5. Protein Tayini

Orneklerin protein tayini Lowry ve ark.larinin (382) tanimladig
yontemle olgulmastur.

Yontem, tirozin ve triptofan artiklarinin alkali bakir ve fenol reaktifi ile
verdikleri mavi renkli kompleksin renk siddetinin spektrofotometrik bir ydntemle

540 nm’de olgulmesi esasina dayanir.

Protein Tayin Yonteminin Uygulanigi

1. Distile su ile seyreltiimis 500 yl doku homojenatinin Gzerine 500 pl bakir
reaktifi eklenir ve 30 sn vortekslenir.

2. Oda sicakliginda 10 dakika sure ile inkibasyona birakilir.

3. Daha sonra bu orneklerin Gzerine 1500 pl folin fenol reaktifi eklenir ve
tupler vortekslenir.

4. Tupler, 10 dakika sureyle 50°C’lik su banyosunda bekletilir.

5. Su banyosundan alinan 6rnekler, kore kargi 540 nm’de okunur.

6. Her deney gunu ornekler yerine standart BSA ¢ozeltileri (10, 25, 50, 75,
100, 200, 300 pg/ml) kullanilarak standart egri elde edilir. Bu egriden

yararlanilarak, orneklerin protein igerigi hesaplanir.

3.4.6. Hucre Dongiisii ve Apopitozun Belirlenmesi
Hucre dongusindeki degisiklikler ve apopitoz akim sitometri yontemiyle

analiz edilmistir.
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Akim Sitometri Yonteminin Uygulanisi

1. Fare karaciger ve bobrek dokulari bistlri yardimiyla pargalanarak PBS
icinde hucre suspansiyonu haline getirilir.

2. Hucre suspasiyonlari karistirilarak % 80’lik etanol iginde fikse edilir ve
+4°C’de 1 gece inkube edilir.

3. Analiz 6ncesinde hicreler santriflij edilerek, 1 ml PBS’de yikanir ve
hicreler Uzerine tekrar 2 ml PBS ilave edilir.

4. Hucrelere 70 yl DNaz icermeyen RNaz ve daha sonra da 100 ul propidyum
iyodur (0,1 mg/ml) ilave edilir ve hicreler hafifce karistirihir.

5. Hucreler 37°C’de karanhk ortamda 1 saat inklibasyon sonrasinda akim
sitometri cihazinda (EPICS XLMCL, Beckman Coulter Inc., USA) analiz
edilir.

6. Gec apopitozu gosteren subG1 piki ve htcre siklusu analizi iki degiskenli
histogramlardan, MultiCycle (Phoenix Flow Systems San Diego,CA, USA)

yazilim programi kullanilarak hesaplanir.

3.4.7. Vero Hicre Kiiltlirlerinde Yapilan Caligmalar
Hicre kaltiri calismalari ATCC’den saglanan vero hucreleri

kullanilarak gergeklestirilmigtir.

Vero Hucre Kulturlerinin Cogaltilmasi

Hucreler bolum’de tanimlandidi sekilde hazirlanan hicre kultira
ortaminda, % 5 CO2 ve % 95 O: iceren nemli atmosferde 37°C’'de, 75 cm?lik
hdcre kultar kaplarinda dretilmigtir. Kultar ortami her 3 ginde 1 degistirilmis ve

kultarler haftada 1 kez tripsinlenerek alt kilturlere ayrilarak gogaltiimigtir.

Vero Hiicrelerinin PFOA ile inkiibasyonu
1. Vero hucreleri yaklasik % 90 oraninda yogunluga ulastiginda, tripsinlenir
ve hicre kultirt ortaminda suspande edilir.
2. Hucreler, 96 kuyucuklu kultar plaklarina (kér kuyucuklari harig) 100 pl
hacimde ekilir.
3. Kultur plaklarindaki hicreler 24 saat sireyle 37°C’lik inktbatérde inklibe

edilir.
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. Bu surenin sonunda, hucreler PFOA’nin 8 farkh konsantrasyonuna (5, 10,
25, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 800 uM) maruz birakilir. PFOA, DMSQO’da
¢6zUulmus olup hucrelere uygulanan en yuksek DMSO konsantrasyonu %
0,1’'i gegmemistir. Her konsantrasyon 4’lu veya 8'li galigiimigtir. Ayrica ayni
kosullarda madde igcermeyen “kontrol kulttrleri” (hticre ortami ve DMSO)
ve hucre icermeyen “kor deney” ¢alisiimigtir.

. PFOA’nin zamana bagl sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin hucreler
24, 48 ve 72 saat sureyle % 5 CO2 ve % 95 O: igeren nemli atmosferde
37°C’de inkube edilir.

Vero Hiicrelerinin Taurin ile On-inkiibasyonu

. 96 kuyucuklu hucre kualtir plagina ekilen hucreler, ortama PFOA
eklenmeden once taurin (0,5; 1 ve 5 mM konsantrasyonda) ile 4 saat
sureyle On-inkubasyona birakilmistir. Taurin, distile suda ¢ozulmusg olup
hiicrelere uygulanan en ylUksek su orani % 1’i gegmemistir.

. On-inkiibasyonun ardindan hiicreler, PFOAnin 400 ve 500 uM
konsantrasyonlari ile 24 saat sureyle 37°C’de inkibasyona birakiimistir.
Her konsantrasyon 4’li veya 8li g¢alisiimistir. Ayrica ayni kosullarda
madde icermeyen “kontrol kdltarleri” (hicre ortami ve su + DMSO) ve

hicre icermeyen “kor deney” ¢alisiimistir.

Vero Hiicrelerinin KoQioile On-inkiibasyonu

. 96 kuyucuklu hicre kaltir plagina ekilen htcreler, ortama PFOA
eklenmeden 6nce KoQio (1, 5 ve 30 pyM konsantrasyonda) ile 4 saat
sureyle on-inkubasyona birakilmistir. KoQio, etanolde ¢oézilmus olup
hicrelere uygulanan en yuksek etanol konsantrasyonu % 1’i gegmemistir.
. On-inkiibasyonun ardindan hicreler, PFOA’nin 400 ve 500 upM
konsantrasyonlari ile 24 saat sureyle 37°C’de inkibasyona birakiimistir.
Her konsantrasyon 4’li veya 8li c¢alisiimistir. Ayrica ayni kosullarda
madde igermeyen “kontrol kulttrleri” (hiicre ortami ve etanol + DMSO) ve

hlcre icermeyen “kor deney” galisiimigtir.
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MTT ile Sitotoksisite Tayini
PFOA’ya ve antioksidan (Taurin ve KoQio) + PFOA’ya maruz birakilan
hicrelerdeki canllik dizeyi, Mossman (368) tarafindan tanimlanan ve sayfa

58'de anlatilan MTT testi ile dlgUIimusgtir.

MTT Testinin Uygulanigi

1. Inkiibasyon siirelerinin sonunda, her bir kuyucuga (kér ve kontrol gruplari
dahil) 10 pyl MTT c¢ozeltisi (5 mg/ml) eklenir ve hicreler 2 saat sureyle
37°C’de (368) inkubasyona birakilir.

2. inkiibasyon sonunda, MTT igeren kiiltir ortami uzaklastirilir ve olusan
formazan kristallerinin ¢ézlinmesini saglamak icin her bir kuyucuga 100 pl
DMSO eklenir.

3. Hucre plagi 5 dk sureyle plak karistiricida karistirilir.

4. Olusan rengin absorbansi 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda

spektrofotometrik olarak okunur.

Hucre Canlihgin Hesaplanmasi

Kontrol hicreleri ile PFOA’ya maruz birakilan (ve/veya antioksidan +
PFOA) hiucrelerin verdigi absorbans degerinden kor deney igin olgulen
absorbans degeri cikartiir. PFOA’ya ve diger maddelere (antioksidanlar,
antioksidan + PFOA) maruz birakilan hucrelerin canhlik ylzdesi agagidaki

formule goére hesaplanir:

AprrFoa — Aksr

Canlilik Yuzdesi = 100 x

Akontrol - Akér

2', 7'-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) ile ROB Tayini

Hicrelerde PFOA maruziyetini takiben meydana gelebilecek reaktif
oksijen bilesiklerinin miktari, 2',7'-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) reaktifi
kullanilarak belirlenmigtir. DCFH-DA, hucre ic¢ine alindidinda hucredeki
esterazlarla floresan 6zelligi olmayan 2',7'-diklorofloresin bilesigine (DCFH)

hidroliz olur ve daha sonra ROB varliginda hizla yiksek floresan 6zelligi olan
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2',7'-diklorofloresin (DCF) bilesigine doénusur. Olusan bu bilesigin floresans
siddeti, 485 nm eksitasyon 535 nm emisyon dalga boyunda spektroflorometrik
olarak olgulur (42, 51, 383-385).

2' 7'-diklorofloresin diasetat ile ROB Tayini Olgiim Yénteminin
Uygulanisi
1. Hucreler 96 kuyucuklu hicre kultir plaklarina ekilir ve 24 saat PFOA (10,
50, 100, 400, 500 ve 800 uM konsantrasyonlarda) ile inkibe edilir.
2. 24 saat sonunda hiicre ortami uzaklastirilir ve hiicreler Ca*? ve Mg*?
icermeyen PBS ile 2 kez yikanir.
3. Kuyucuklara 100’er ul DCFH-DA ¢o6zeltisinden (10 uM) eklenir ve hiicreler
37°C’de 45 dk sure ile inkube edilir.
4. Orneklerin verdigi floresans 485 nm eksitasyon 535 nm emisyon dalga
boyunda olguldr.
5. Bu deneyde pozitif kontrol olarak tert-butil hidroperoksit kullaniimigtir.

6. Deney isiktan etkilendigi icin karanlik ortamda yapilir.

Floresans Diizeyinin hesaplanmasi
Kontrol, pozitif kontrol ve PFOA’'ya maruz birakilan htcrelerin verdigi

floresans degerlerinden koér deneyin verdigi floresans degeri ¢ikartilr.
PFOA'ya ve pozitif kontrole maruz birakilan hiicrelerin % floresans diizeyleri

asagidaki formul kullanilarak hesaplanir:

Aprroa — Axker

% Floresans Diizeyi = 100 x

A kontrol — Akt')r

3.4.8. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi SPSS 18 programinda
Kruskal Wallis analizini takiben Mann-Whitney U-testi kullanilarak yapiimistir.
Sonuglar ortalama * standart hata (SEM) olarak verilmis, p< 0,05 istatistiksel

olarak anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. In Vivo Galisma Sonuglarina iliskin Bulgular

4.1.1. PFOA ve Antioksidan Madde Uygulanan Farelerin Viicut

Agirliklarina iligkin Bulgular

Dusik (15 mg/kg) ve yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan
gruplardaki hayvanlarin vucut agirliklari ortalamalari, su kontrol grubu ile
kargilastirildiginda, doza bagl olarak énemli derecede (sirasiyla, p< 0,05, p<
0,03) azalmistir. Taurin ve 30 mg/kg PFOA’nin birlikte uygulandigi grup ile
KoQio ve 30 mg/kg PFOA’nin birlikte uygulandidi gruplarda da kontrol
gruplarina gore vacut agirliklarinda azalma gozlenmigtir. Tek basina taurin
veya KoQ1o0 uygulanan gruplarda yer alan hayvanlarin agirliklarinda énemli bir

degisiklik meydana gelmemigtir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan farelerin

vucut agirliklarina iligskin veriler.

_ Toplam Agirhik
Grup llk Vicut Son Viicut Degisimi
Agirhgi (g) Agirhgi (g) (%)

Kontrol (su) 32,83+ 0,91 33,00 £ 0,82 1,02+ 4,26
PFOA (15 mg/kg) 32,57 £ 1,04 28,86 £ 0,83 -11,24 + 1,642
PFOA (30 mg/kg) 31,86 +£ 0,96 26,71 + 1,41 -15,80 + 4,74
Taurin (100 mg/kg) 33,86 + 1,14 32+1,20 -5,46 + 1,71
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 32,43+0,84 29,14 +£ 1,39 -10,11 + 3,60
Kontrol (misir yagi) 33,00 £+ 1,24 31,00 £ 1,51 -6,15 + 2,22
KoQ1o (50 mg/kg) 35,14 £ 0,59 33,29 £ 0,64 -5,19 £ 2,00
KoQio + PFOA (30 mg/kg) 33,86 £ 0,40 27,57 +£0,92 | -18,35 + 3,49¢d

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmigtir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar i¢in n= 7.

aKontrol (su) grubuna gére 6nemli dlglide farkli, p< 0,05. °Kontrol (su) grubuna gére énemli 6lgtide farkl,
p< 0,03. “Misir yagi grubuna goére 6nemli dlgtide farkh, p< 0,02. 9KoQ1o0 grubuna gére 6nemli dlgiide
farkli, p< 0,02.
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4.1.2. PFOA ve Antioksidan Madde Uygulamasinin Farelerin

Karaciger Agirliklari Uzerindeki Etkisi

Farelerin bagil karaciger agirliklari (karaciger agirligi/toplam vucut
agirhgr x 100), 15 ve 30 mg/kg PFOA verilen gruplarda, doza bagli olarak
onemli (p= 0,003) derecede artis goOstermistir. Koruyucu olarak kullanilan
maddeler ile 30 mg/kg PFOA’nin birlikte verildigi gruplarda da bagil karaciger
agirliklarinin kontrol gruplarina gére 6nemli derecede (su ve misir yagdi
kontroline gore, p= 0,003) artis gosterdigi belirlenmigtir. PFOA ile koruyucu
maddenin birlikte verildigi hayvanlarin bagil karaciger agirliklari, ilgili
koruyucunun tek bagina uygulandigi hayvanlarin bagil karaciger agirliklarina
oranla onemli derecede artig gostermigtir (taurin ve KoQ1o grubuna gore, p=
0,002) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan farelerin

karaciger agirliklarina iligkin veriler.

Grup Karaciger Agirhgi Bagil Karaciger
(9) Agirhgi (g/100 g)
Kontrol (su) 1,80 £ 0,15 5,43 +0,37
PFOA (15 mg/kg) 4,49 +0,182 15,54 + 0,402
PFOA (30 mg/kg) 4,38 + 0,242 16,44 + 0,672
Taurin (100 mg/kg) 1,67 £ 0,05 5,231+0,10
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 4,70 +£0,213b 16,16 + 0,442P
Kontrol (misir yagi) 1,70+ 0,14 5,45+ 0,33
KoQ10 (50 mg/kg) 1,75+ 0,04 5,27 £ 0,06
KoQio + PFOA (30 mg/kg) 4,14 +0,35%¢ 14,92 + 0,93%¢

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmigtir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar i¢in n= 7.

aKontrol (su) grubuna gére énemli élgtide farkli, p= 0,003. PTaurin grubuna gére 6nemli élglide farkli, p=
0,002. °Misir yagi grubuna goére 6nemli olgtide farkh, p= 0,003. %KoQ10 grubuna gére 6nemli dlglide
farkli, p= 0,002.
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Kontrol ve PFOA Uygulanan Fare Karacigerlerinin Goruntusu

PFOA uygulanan bitin gruplardaki hayvanlarin karacigerleri Gzerinde
beyaz lekeler oldugu gorulmastur. Sekil 4.1°’de kontrol (A) ve PFOA (B)
uygulanan fare karacigerlerinin fotograf makinesiyle c¢ekilmis goruntuleri

verilmistir.

Sekil 4.1. Kontrol ve PFOA uygulanan Balb/c fare karacigerlerinin gérintusu.
A; su kontrol grubu ve B; 10 gun sureyle 15mg/kg PFOA uygulanan bir fareye

ait karaciger goruntusu.

4.1.3. PFOA ve Antioksidan Madde Uygulamasinin Farelerin Beyin

Agirhiklari Uzerindeki Etkisi

Farelerin beyin agirliklari ortalamalari -tek bagina veya PFOA ile birlikte
KoQio uygulanan gruplar diginda- gruplar arasi farkhlik gdstermemektedir.
Ancak bagil beyin agirhgi, yiksek doz PFOA (30 mg/kg) uygulanan grupta, su
kontrol grubuna gore dnemli (p< 0,05) derecede artig gostermigstir. Bagil beyin
agirhgi ortalamasi ise disuk doz PFOA (15 mg/kg) verilen grupta su kontrol
grubuna gore duslk duzeyde artis gostermistir. Tek basina KoQ1o uygulanan

gruptaki beyin agirliklari ortalamasi, misir yagi kontrol grubuna gore onemli
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derecede artis gostermistir (p= 0,003). Koenzim Qi0ve PFOA verilen gruptaki
ortalama beyin agirliklari ise sadece KoQzio verilen gruptakilere gore onemli

derecede azalma gostermistir (p= 0,002) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan farelerin

beyin agirliklarina iligkin veriler.

Grup Beyin Agirhig Bagil Beyin Agirhgi
(9) (9/100 g)
Kontrol (su) 0,42 + 0,01 1,28 + 0,05
PFOA (15 mg/kg) 0,41 £ 0,01 1,45 + 0,06
PFOA (30 mg/kg) 0,39+ 0,01 1,49 + 0,08¢
Taurin (100 mg/kg) 0,41 + 0,005 1,30 £ 0,05
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 0,41 + 0,002 1,41 £ 0,06
Kontrol (misir yagi) 0,41 £ 0,003 1,34 £ 0,07
KoQ1o (50 mg/kg) 0,44 £ 0,0042 1,31+ 0,03
KoQio + PFOA (30 mg/kg) 0,39 £ 0,01° 1,42 + 0,05

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari icin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aMisir yadi grubuna gére 6nemli élglide farkli, p= 0,003. PKoQ1o grubuna gére énemli dlgtide farkli, p=
0,002. ¢Kontrol (su) grubuna gore énemli 6lgtde farkh, p< 0,05.

4.1.4. PFOA ve Antioksidan Madde Uygulamasinin Farelerin

Bébrek Agirliklari Uzerindeki Etkisi

Bobrek agirlik ortalamalari, PFOA uygulanan (15 ve 30 mg/kg)
gruplarda su kontrol grubuna goére 6nemli derecede azalmakla birlikte
(sirasiyla, p= 0,005; p< 0,03); bagil bébrek agirliklari dikkate alindiginda
gruplar arasinda anlaml bir fark olmadigi gorulmustur. PFOA’nin taurin ve
KoQuo ile birlikte verildigi gruplardaki bobrek agirlik ortalamalari, su ve misir
yagi kontrol gruplarina goére énemli derecede azalmistir (sirasiyla, p= 0,007,

p< 0,02). Bagil bobrek agirliklarina gore kargilastirma yapildiginda ise;
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PFOA’nin taurin ile birlikte uygulandigi gruptaki agirlik azalmasinin, kontrol
grubuna ve sadece PFOA uygulanan gruba gére énemli oldugu gorulmustar
(sirasiyla, p< 0,04, p= 0,004). KoQ1o ile PFOA’nIn birlikte uygulandigi gruptaki
agirhik azalmasi ise misir yagi kontrol grubuna goére istatistiksel agidan
onemsizken, sadece PFOA uygulanan gruba gore istatistiksel olarak énemili
bulunmustur (p< 0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan farelerin

bobrek agirliklarina iligkin veriler.

Grup Bobrek Agirhgi Bagil Bobrek Agirhigi
9) (9/100 g)
Kontrol (su) 0,47 £ 0,02 1,44 £ 0,05
PFOA (15 mg/kg) 0,39 + 0,012 1,34 £ 0,03
PFOA (30mg/kg) 0,39 £ 0,02° 1,48 £ 0,04
Taurin (100 mg/kg) 0,41 £0,01°¢ 1,29 + 0,04¢
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 0,37 £ 0,01de 1,27 £ 0,03¢h
Kontrol (misir yagi) 0,43 +£0,02 1,41 £ 0,05
KoQ1o (50 mg/kg) 0,47 £ 0,01 1,40 £ 0,02
KoQio + PFOA (30 mg/kg) 0,37 £ 0,01%9 1,34 £ 0,04’

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari i¢cin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aKontrol (su) grubuna gére 6nemli dlgtide farkli, p= 0,005. PKontrol (su) grubuna goére énemli dlglide
farkli, p< 0,03. °Kontrol (su) grubuna gére 6nemli 6lgtide farkh, p< 0,04. 9Kontrol (su) grubuna gére dnemli
olglide farkl, p= 0,007. ¢Taurin grubuna gére 6nemli olglide farkh, p< 0,02. 'Misir yagi grubuna gére
6nemli 6lglide farkli, p< 0,02. 9KoQ1o0 grubuna gore 6nemli 6lgiide farkli, p= 0,003. "PFOA (30 mg/kg)
grubuna gore dénemli 6lglide farkl, p= 0,004. PFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli dlglide farkli, p<
0,05.



89

4.1.5. PFOA ve Antioksidan Uygulanan Farelerin Histopatolojik

Analiz Bulgulari

Karaciger Dokusuna iligkin Histopatolojik Bulgular

Kontrol (su ve misir yagi), taurin ve KoQio uygulanan gruplardaki
karaciger dokulari normal histolojik gérinimdedir. Bu gruplarda, normal
gorinumde hepatosit tabakalari, arada santral ven ve portal mesafe izlenmigtir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Balb/c farelerinin karaciger dokularinin 1sik mikroskobu altindaki

goruntisi (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile boyanmistir. A, kontrol

(su) grubu; B, kontrol (misir yagi) grubu; C, taurin grubu; D, KoQ1o0 grubu.
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Dusuk doz PFOA (15 mg/kg) uygulanan grupta, karacigerde
hepatosellller hipertrofi, grup hicre nekrozu, eosinofilik sitoplazmik
degisiklikler ve balon (grantler) dejenerasyon gozlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. PFOA (15 mg/kg)’ya maruz birakiimig Balb/c
farelerinin karaciger dokularinin 1s1k mikroskobu altindaki
goruntlsid (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile
boyanmistir. Karacigerde hepatosellller hipertrofi (H), grup
hdcre nekrozu (GN), eosinofilik sitoplazmik (E) degisiklikler

ve balon (granuler) dejenerasyon (B) gdzlenmektedir.
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Yuksek doz PFOA (30 mg/kg) uygulanan grupta yaygin nekroz ve
hepatosellller hipertrofi gozlenmistir. Yiksek doz PFOA uygulanan grupta yer

alan farelerin karaciger dokularinda gézlenen nekroz bulgulari, diger gruplara
g6re daha fazladir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. PFOA (30 mg/kg)'ya maruz birakilmis Balb/c farelerinin karaciger
dokularinin 1gik mikroskobu altindaki gértuntusi (x200). Dokular hematoksilen
ve eozin ile boyanmigstir. Karacigerde hepatosellller hipertrofi (H), santral ven
cevresinde yaygin nekroz (N), eosinofilik sitoplazmik (E) degisiklikler ve balon

(granuler) dejenerasyon (B) gdézlenmektedir.
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Taurin ve PFOA’nin birlikte uygulandigi grupta yer alan farelerin
karaciger dokularina ait patolojik bulgular, yiksek doz PFOA uygulanan grupta
yer alan hayvanlarin bulgulari ile benzerlik gostermektedir. Bu grupta ayrica,
hepatosellller hipertrofi, eosinofilik sitoplazmik degisiklikler, balon (granuler)

dejenerasyon, grup hicre nekrozu ve hafif kolestaz gozlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Taurin + PFOA (30 mg/kg)’'ya maruz birakilmisg Balb/c farelerinin

karaciger dokularinin i1sik mikroskobu altindaki gérintist (x200). Dokular
hematoksilen ve eozin ile boyanmistir. Karacigerde yaygin hepatoselluler
hipertrofi (H), eosinofilik sitoplazmik (E) degisiklikler, balon (granuler)
dejenerasyon (B), grup hlcre nekrozu (GN) ve hafif kolestaz (K)

g6zlenmektedir.
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Koenzim Qio ve PFOA’nin birlikte uygulandigi farelerin karaciger
dokularinda hepatoselliler hipertrofi, grup hicre nekrozu, sitoplazmada
asidofili ve granuler (balon) dejenerasyon goézlenmistir. (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. KoQi0 + PFOA (30 mg/kg)’a maruz birakiimis
Balb/c farelerinin karaciger dokularinin isik mikroskobu
altindaki gérintisi (x200). Dokular hematoksilen ve eozin
ile boyanmistir. Karacigerde hepatoselluler hipertrofi, grup
hicre nekrozu (GN), eosinofilik sitoplazmik (E) degisiklikler

ve balon (granuler) dejenerasyon (B) gézlenmektedir.
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Beyin Dokusuna iligkin Histopatolojik Bulgular

Farelerin beyin dokularinin 1sik mikroskobu altindaki gorintisu Sekil
4.7 (A-D) ve Sekil 4.8 (A-D)de gdsterilmistir. Butiin hayvan gruplarindaki
farelerin beyin dokularinda normal gérinumli astrositler ve sinir lifleri izlenmis

olup herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamistir.

Sekil 4.7. Balb/c farelerinin beyin dokularinin 1sik mikroskobu altindaki

gOruntlsu (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile boyanmistir. A, kontrol
(su) grubu; B, PFOA (15 mg/kg) grubu; C, PFOA (30 mg/kg); D, taurin grubu.
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Sekil 4.8 Balb/c farelerinin beyin dokularinin 1sik mikroskobu altindaki
goruntusu (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile boyanmigtir. A, taurin +
PFOA (30 mg/kg) grubu; B, kontrol (misir yagi) grubu; C, KoQio grubu; D,
KoQio + PFOA (30 mg/kg) grubu.
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Boébrek Dokusuna iligkin Histopatolojik Bulgular

Farelerin bobrek dokularinin 1sik mikroskobu altindaki gorintisu Sekil
4.9 (A-D) ve Sekil 4.10 (A-D)yde gdsterilmigtir. Batiin hayvan gruplarindaki
farelerin bobrek dokularinda normal goérinumla glomeruler, proksimal, distal
tubdller ve epitelleri izlenmis olup, herhangi bir patolojik bulguya

rastlanmamistir. Bununla birlikte; bazi dokularda konjesyon ve hemoraji

gOzlenmigtir.

Sekil 4.9. Balb/c farelerinin bdbrek dokularinin 1sik mikroskobu altindaki
goruntusu (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile boyanmistir. A, kontrol
(su) grubu; B, PFOA (15 mg/kg) grubu; C, PFOA (30 mg/kg); D, taurin grubu.

Bazi gruplarda konjesyon (K) ve hemoraji (H) izlenmektedir.
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Sekil 4.10 Balb/c farelerinin bobrek dokularinin 1sik mikroskobu altindaki
goruntisu (x200). Dokular hematoksilen ve eozin ile boyanmigstir. A, taurin +
PFOA (30 mg/kg) grubu; B, kontrol (misir yagi) grubu; C, KoQio grubu; D,
KoQio + PFOA (30 mg/kg) grubu. Bazi gruplarda konjesyon (K) ve hemoraji
(H) izlenmektedir.

4.1.6. PFOA ve Antioksidan Uygulanan Farelerin Karaciger

Dokularindaki Lipid Peroksidasyonu, Toplam GSH Diizeyi ve

Antioksidan Enzim Aktivitelerine iligkin Bulgular

Karaciger Dokularindaki Lipid Peroksidasyon Duzeyleri

Karaciger dokusuna ait MDA duzeyleri Tablo 4.5’te gdsterilmigtir. MDA
dizeylerinde, distuk doz PFOA (15 mg/kg) verilen grupta, su kontrol grubuna
gore, dusuk duzeyde bir artis gbzlenirken, yuksek doz PFOA verilen grubun
MDA degerlerinin kontrolden farkli olmadigi saptanmistir. Taurin+PFOA

grubunun MDA duizeyi, sadece taurin uygulanan gruptaki MDA dizeyine gore
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% 18, yuksek doz PFOA uygulanan gruba goére % 19 oraninda anlaml
dizeyde (sirasiyla; p= 0,009, p= 0,006) dusuk bulunmustur. KoQio + APFO
uygulanan gruptaki MDA duzeyinde ise, misir yagi kontrol grubuna gére % 31
(p< 0,03), sadece KoQio uygulanan gruba goére % 16 (p< 0,04), 30 mg/kg
PFOA uygulanan gruba gore ise % 26 (p= 0,006) oraninda azalma oldugu

saptanmigtir.

Tablo 4.5. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin karaciger dokularindaki MDA duzeylerine iligkin veriler.

Gruplar MDA .
(nmol/mg protein)
Kontrol (su) 2,04 + 0,17
PFOA (15 mg/kg) 2,12 + 0,04
PFOA (30 mg/kg) 2,01 +£0,09
Taurin (100 mg/kg) 1,98 £ 0,08
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 1,62 + 0,072b
Kontrol (misir yagr) 2,15+ 0,17
KoQ1o (50 mg/kg) 1,77 £ 0,05
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 1,49 +0,092cd

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. De@erler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari i¢in n= 6, diger gruplar igin n=7.

aPFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli 6lglide farkli, p= 0,006. °Taurin grubuna gére 6nemli 6lglide
farkli, p= 0,009. “Misir yadi grubuna goére énemli 6lglide farkli, p< 0,03. 9KoQ1o grubuna gdre 6nemli
olclde farklh, p< 0,04.

Karaciger Dokularindaki Toplam Glutatyon Duzeyleri

Tablo 4.6'da karaciger dokusuna ait toplam GSH duzeyleri
gosterilmigtir. Dusuk ve yuksek doz PFOA’ya maruz birakilan gruplarin toplam
GSH duzeyleri su kontrol grubuna gére 6nemli ol¢clide yuksek bulunmustur
(sirasiyla, p< 0,03; p= 0,007). Taurin + PFOA uygulanan grubun toplam GSH
dizeyinde, 30 mg/kg PFOA uygulanan gruba gore dusuk duzeyde bir azalma

saptanmigtir. KoQio + PFOA uygulanan grupta, misir yadi kontrol grubuna
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gore % 36 (p= 0,01), KoQ1o0 uygulanan gruba gore ise % 27 (p= 0,006) artis
g6zlenirken, 30 mg/kg PFOA verilen gruba gore ise dusuk dizeyde bir azalma

gorulmustar.

Tablo 4.6. Kontrol gruplar ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin karaciger dokularindaki toplam GSH dizeylerine iligkin

veriler.
Gruplar Toplam GSH
P (mmol/mg protein)
Kontrol (su) 1,86+ 0,05
PFOA (15 mg/kg) 2,15 + 0,062
PFOA (30 mg/kg) 2,13 £ 0,08°
Taurin (100 mg/kg) 2,00 £ 0,04¢
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 1,97 +0,18
Kontrol (misir yagr) 1,41 + 0,09
KoQ1o (50 mg/kg) 1,51+ 0,07
KoQ1o0+ PFOA (30 mg/kg) 1,92 + 0,099

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aKontrol (su) grubuna gére 6nemli dlgiide farkli, p< 0,03. PKontrol (su) grubuna gore dnemli dlglide
farkli, p=0,007. °Kontrol (su) grubuna gore 6nemli élgiide farkli, p< 0,04. “Misir yagi grubuna gore
o6nemli dlgtide farkli, p= 0,01. ®KoQ1o grubuna goére 6nemli élgiide farkli, p= 0,006.

Karaciger Dokularindaki Antioksidan Enzim Aktiviteleri
Karaciger Dokularindaki Cu-Zn Superoksit Dismutaz Aktivitesi

Tablo 4.7'de karaciger dokusuna ait Cu-Zn SOD aktiviteleri
gosterilmistir. Sadece PFOA uygulanan (15 ve 30 mg/kg) her iki grupta da Cu-
Zn SOD aktivitesinde, su kontrol grubuna gére doza bagimli olarak anlaml
dizeyde bir azalma oldugu saptanmistir (sirasiyla % 40, p= 0,003 ve % 53, p=
0,003) . Cu-Zn SOD aktivitesi, taurin ve PFOA’'nin birlikte uygulandidi grupta,

su kontrol grubuna gére % 35,7 (p= 0,003), sadece taurin verilen gruba goére
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% 13,7 (p< 0,02) dusus gostermis, 30 mg/kg PFOA uygulanan gruba gore ise
% 36,2 oraninda (p= 0,002) yuksek bulunmustur. Benzer sekilde, koruyucu
olarak KoQio uygulanan PFOA grubunda Cu-Zn SOD aktivitesi misir yagi
kontrol grubuna goére % 15,1 (p= 0,01), sadece KoQo verilen gruba gore %
30,1 oraninda (p= 0,002) daha disuk bulunmus; 30 mg/kg PFOA uygulanan
gruba gore ise % 45 oraninda (p= 0,002) daha ylksek saptanmistir (Tablo
4.7).

Tablo 4.7. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan
farelerin karaciger dokularindaki Cu-Zn SOD aktivitesine iligkin

veriler.
Gruplar Cu-Zn SOD
P (U/mg protein)
Kontrol (su) 96,21 + 3,91
PFOA (15 mg/kg) 57,35 + 1,922
PFOA (30 mg/kg) 45,42 + 0,722
Taurin (100 mg/kg) 71,68 + 2,262

Taurin + PFOA (30 mg/kg)

61,87 + 1,802

Kontrol (misir yagr)

77,56 £ 1,46

KoQ1o (50 mg/kg)

94,23 + 1,794

KoQ1o + PFOA (30 mg/kg)

65,85 + 3,26"ef

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar i¢in n= 7.

aKontrol (su) grubuna gére énemli 6lgiide farkli, p= 0,003. °PFOA (30 mg/kg) grubuna gére dnemli dlglide
farkli, p= 0,002. “Taurin grubuna gére 6nemli 6lgtide farkli, p< 0,02. 9Misir yagi grubuna goére 6nemli
olglide farkl, p= 0,003. ®Misir yagi grubuna gore 6nemli dlgiide farkli, p= 0,01. 'KoQ1o grubuna gére
onemli 6lgtide farkli, p= 0,002.
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Karaciger Dokularindaki Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

GPx aktivitesinin, PFOA uygulanan gruplarda (15 ve 30 mg/kg) doza
bagimli olarak, su kontrol grubuna goére, dnemli derecede azalma gosterdigi
saptanmigtir (sirasiyla % 67, % 75, p= 0,003). Taurin + PFOA uygulanan
grubun GPx aktivitesinde su kontrol grubuna gére % 77,3 (p=0,003), 30 mg/kg
PFOA uygulanan gruba gére % 8 (p< 0,05), taurin grubuna gére ise % 87,7
oraninda (p= 0,002) dusus oldugu gozlenmistir. KoQio + PFOA grubunda ise
misir yag! kontrol ve KoQio grubuna goére GPx aktivitesi anlamli derecede
dusuk bulunurken (sirasiyla p= 0,003 ve p=0,002), 30 mg/kg PFOA uygulanan
gruba gore herhangi bir degisiklik saptanmamistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin karaciger dokularindaki GPx aktivitesine iligkin veriler.

Gruplar . GPx .
(U/mg protein)
Kontrol (su) 2,03 £ 0,06
PFOA (15 mg/kg) 0,68 + 0,032
PFOA (30 mg/kg) 0,50 + 0,012
Taurin (100 mg/kg) 3,73 +0,152
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 0,46 + 0,012Pbc
Kontrol (misir yagi) 4,00+ 0,13
KoQ1o (50 mg/kg) 4,91 + 0,09¢
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 0,51 + 0,019

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari icin n= 6, diger gruplar igin n=7.
aKontrol (su) grubuna gére 6nemli élgtide farkli, p= 0,003. "PFOA (30 mg/kg) grubuna gore 6nemli dlgtide
farkli, p< 0,05. °Taurin grubuna gore énemli élglide farkh, p= 0,002. 9Misir yagi grubuna gére 6nemli
Olgtide farkli, p= 0,003. ®KoQ1o0 grubuna gore dnemli dlgtide farkli, p= 0,002.
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Karaciger Dokularindaki Katalaz Aktivitesi

Tablo 4.9'da PFOA ve/veya antioksidan madde uygulanan farelerin
karaciger katalaz enzim aktivitesi sonuglari gosterilmigtir. 15 mg/kg PFOA
uygulanan grupta, su kontrol grubuna goére, CAT aktivitesinde % 40 (p= 0,003),
30 mg/kg PFOA uygulanan grupta ise % 21 oraninda (p= 0,003) artis oldugu
g6zlenmigtir. Taurin+PFOA verilen grupta, CAT aktivitesinin su kontrol (% 35,
p= 0,003) ve sadece taurin (% 43, p= 0,002) uygulanan gruplardan onemli
derecede yuksek oldugu saptanmistir. KoQio + PFOA uygulanan grupta ise
CAT aktivitesinin misir yagdi kontrol grubuna goére % 54,1 (p= 0,003), KoQ1o
grubuna goére ise % 51,4 oraninda (p= 0,002) daha vyuksek oldugu
saptanmigtir. KoQio + PFOA uygulanan grubun CAT aktivitesinde, 30 mg/kg
PFOA uygulanan grubun CAT aktivitesine gore onemli derecede azalma

oldugu saptanmistir (p= 0,004).

Tablo 4.9. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin karaciger dokularindaki CAT aktivitesine iligkin veriler.

Gruplar L CAT .

(U/mg protein)

Kontrol (su) 450,52 + 12,80

PFOA (15 mg/kg) 633,13 + 15,422

PFOA (30 mg/kg) 545,18 + 6,782

Taurin (100 mg/kg) 426,39 + 24,59
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 608,51+ 14,743bc

Kontrol (misir yagi) 319,98 + 29,53

KoQ1o (50 mg/kg) 325,82 + 16,07
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 493,21 + 12,91bde

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari icin n= 6, diger gruplar i¢in n=7.
aKontrol (su) grubuna gére onemli dlglide farkli, p= 0,003. °PFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli Slgiide
farkli, p= 0,004. “Taurin grubuna gére énemli &lgiide farkli, p= 0,002. ¥Misir yagi grubuna gére nemli
Olgtide farkli, p= 0,003. ®KoQ1o0 grubuna gore dnemli dlgtide farkli, p= 0,002.
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41.7. PFOA ve Antioksidan Uygulanan Farelerin Beyin

Dokularindaki Lipid Peroksidasyonu, Toplam GSH Duzeyi ve

Antioksidan Enzim Aktivitelerine iligkin Bulgular

Beyin Dokularindaki Lipid Peroksidasyon Diizeyleri

Su kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 15 mg/kg PFOA verilen grubun
MDA duzeylerinde herhangi bir degisim goézlenmezken, 30 mg/kg PFOA
verilen grupta yer alan farelerin beyin MDA duzeylerinde % 20 oraninda artis
oldugu saptanmistir (p= 0,004). Taurin ile birlikte PFOA’nin uygulandigi grupta
yer alan farelerin beyin MDA dizeyinde, hem su kontrol hem de taurin grubuna
gore % 19 artis oldugu (sirasiyla, p= 0,003 ve p = 0,002) belirlenirken, 30
mg/kg PFOA uygulanan grubun beyin MDA degerine gore herhangi bir
degisiklik saptanmamistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin beyin dokularindaki MDA duzeylerine iligkin veriler.

Gruplar MDA .
(nmol/mg protein)
Kontrol (su) 3,14 + 0,06
PFOA (15 mg/kg) 3,11+0,11
PFOA (30 mg/kg) 3,78 £ 0,122
Taurin (100 mg/kg) 3,14 + 0,11
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 3,74 £ 0,05P¢
Kontrol (misir yagr) 3,57+£0,13
KoQ1o (50 mg/kg) 3,59+0,15
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 3,94 +0,22

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aKontrol (su) grubuna gore onemli 6lglide farkh, p= 0,004. PKontrol (su) grubuna gére 6nemli Glgiide
farkh, p= 0,003. “Taurin grubuna gore 6nemli élgtde farkli, p= 0,002.
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Beyin Dokularindaki Toplam Glutatyon Duzeyleri

Tablo 4.11’de farelerin beyin dokularindaki toplam GSH duzeyleri
gosterilmigtir. PFOA verilen gruplardaki (15 ve 30 mg/kg) beyin toplam GSH
dizeylerinde, su kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ¢ok dusuk diuzeyde bir

artis gortlmekle birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Tablo 4.11. Kontrol gruplar ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin beyin dokularindaki toplam GSH duzeylerine iliskin

veriler.
Toplam GSH
Gruplar (umol/mg protein)

Kontrol (su) 0,94 £ 0,03

PFOA (15 mg/kg) 0,97 £ 0,05
PFOA (30 mg/kg) 0,96 + 0,06
Taurin (100 mg/kg) 1,21 + 0,032
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 1,10 £ 0,04°¢
Kontrol (misir yagi) 0,91 +£ 0,02
KoQ1o (50 mg/kg) 1,16 + 0,034
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 0,93 +0,01¢

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari icin n= 6, diger gruplar igin n=7.
aKontrol (su) grubuna gére énemli dlgtide farkli, p= 0,003. PKontrol (su) grubuna gére 6nemli dlglide
farkli, p< 0,02. Taurin grubuna gére 6nemli 6lgiide farkh, p< 0,04. eMisir yagi grubuna gére 6nemli
Olgude farkli, p= 0,003. ®KoQ10 grubuna gére énemli élgltde farkli, p= 0,002

Taurin ve PFOA’nin beraber verildigi gruptaki toplam GSH dizeyi, su
kontrol grubuna goére artis (p< 0,02), taurin grubuna goére ise azalma
gOstermistir (p< 0,04). Taurin ile PFOA’nin beraber uygulandigi grubun toplam
GSH duzeyi tek basina PFOA (30 mg/kg) uygulanan gruba gore % 14,6
oraninda artis gostermistir. Ancak bu artis dizeyi 6nemsizdir. Benzer sekilde

KoQ1o0+ PFOA grubunun toplam GSH dizeyi, misir yadi kontrol grubuna gore
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disUk duzeyde bir artis, KoQio grubuna gore ise énemli derecede azalma
go6stermis olup (p= 0,002), PFOA (30 mg/kg) grubu ile karsilastirildiginda
herhangi bir degisiklik bulunmamistir (Tablo 4.11).

Beyin Dokularindaki Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Beyin Dokularindaki Cu-Zn Superoksit Dismutaz Aktivitesi

Dusuk (15 mg/kg) ve yluksek (30 mg/kg) doz PFOA verilen gruplardaki
Cu-Zn SOD aktivitesi, su kontrol grubuna goére dusuk duzeyde azalma
gostermigtir. Taurin ve PFOA’'nin beraber uygulandigi gruptaki Cu-Zn SOD
aktivitesinin, su kontrol grubu ile karsilastirildiginda dusuk duzeyde azaldigi
saptanmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Kontrol gruplar ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan
farelerin beyin dokularindaki Cu-Zn SOD aktivitesine iliskin

veriler.
Gruplar Lu-zn SOD
P (U/mg protein)
Kontrol (su) 86,27 + 3,09
PFOA (15 mg/kg) 80,85+ 1,87
PFOA (30 mg/kg) 79,93 + 1,36
Taurin (100 mg/kg) 82,07 £ 0,83
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 81,17 +1,42
Kontrol (misir yagr) 76,45 +1,81
KoQ1o (50 mg/kg) 79,12+ 2,14
KoQ1o0 + PFOA (30 mg/kg) 97,70 + 1,242bc

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari icin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aPFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli dlgiide farkl, p= 0,002. ®PMisir yagi grubuna gore énemli dlgiide
farkli, p= 0,003. °KoQ1o grubuna gére 6nemli élgtide farkli, p= 0,002.
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KoQio'un PFOA ile birlikte verildigi gruptaki Cu-Zn SOD aktivitesi, misir
yagi kontrol grubundan % 28 (p= 0,003), KoQio uygulanan gruptan ve 30
mg/kg PFOA uygulanan gruptan % 23 oraninda daha yuksek bulunmustur (p=
0,002) (Tablo 4.12).

Beyin Dokularindaki Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Tablo 4.13 ve Sekil 4.19’da farelerin beyin dokularindaki GPx aktivitesi
gosterilmistir. GPx aktivitelerinin, disuk (15 mg/kg) ve yuksek (30 mg/kg) doz
PFOA verilen gruplar ile taurin + PFOA verilen grupta, su kontrol grubuna goére
onemli derecede azaldidi belirlenmistir (sirasiyla, % 23, p= 0,003; % 21, p=
0,003 ve % 17, p= 0,004). KoQio + PFOA uygulanan grubun GPx aktivitesi ile
gerek kontrol (misir yagi) ve KoQuio, gerekse tek basina PFOA (30 mg/kg)

uygulanan gruplarin GPx aktiviteleri arasinda énemli bir fark bulunmamistir.

Tablo 4.13. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin beyin dokularindaki GPx aktivitesine iligskin veriler.

Gruplar . GPX .

(U/mg protein)
Kontrol (su) 2,71 +0,12
PFOA (15 mg/kg) 2,09 + 0,042
PFOA (30 mg/kg) 2,14 + 0,092
Taurin (100 mg/kg) 2,31 +0,05°
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 2,24 + 0,06°
Kontrol (misir yagt) 2,31+0,04
KoQ1o (50 mg/kg) 2,14 £ 0,07
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 2,21+ 0,07

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar igin n=7.

aKontrol (su) grubuna gore onemli 6lglide farkh, p= 0,003. PKontrol (su) grubuna gére 6nemli Glgiide
farkli, p= 0,004.
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Beyin Dokularindaki Katalaz Aktivitesi

PFOA uygulanan gruplarda yer alan farelerin beyin CAT aktivitelerinde,
su kontrol grubuyla karsilastirildiginda, herhangi bir degisiklik olmadigi
belirlenmistir. Beyin CAT aktivitesinin, koruyucularla PFOA’nin birlikte verildigi
gruplarda, sadece PFOA (30 mg/kg) uygulan gruba goére duisik dizeyde
azalma gosterdigi saptanmigtir. KoQio ile PFOA’nin birlikte uygulandigi
grubun CAT aktivitesi, tek bagina KoQuo verilen gruba gére énemli derecede
(p=0,009) daha yuksek bulunmustur (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Kontrol gruplar ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin beyin dokularindaki CAT aktivitesine iligkin veriler.

Gruplar L CAT .
(U/mg protein)
Kontrol (su) 24,28 + 0,59
PFOA (15 mg/kg) 25,81+ 1,23
PFOA (30 mg/kg) 25,50 £ 1,38
Taurin (100 mg/kg) 23,45 + 0,57
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 22,66+ 0,59
Kontrol (misir yagr) 21,30 + 0,86
KoQ10 (100 mg/kg) 17,85+ 0,572
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 22,36 £ 0,82°

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar icin n= 7.

aMisir yagi grubuna gére 6nemli lglide farkh, p< 0,02. °’KoQio grubuna gére dnemli dlglide farkli, p=
0,009.
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41.8. PFOA ve Antioksidan Uygulanan Farelerin Bobrek

Dokularindaki Lipid Peroksidasyonu, Toplam GSH Duzeyi ve

Antioksidan Enzim Aktivitelerine iligkin Bulgular

Bobrek Dokularindaki Lipid Peroksidasyon Duizeyleri

Tablo 4.15te farelerin bdbrek dokularindaki MDA dlzeyleri
gOsterilmistir. Bobrek dokusu MDA duzeyleri, dusuk doz (15 mg/kg) PFOA
verilen grupta su kontrol grubu ile karsilastirildiginda, % 26, yuksek doz (30
mg/kg) PFOA verilen grupta su kontrol grubuna goére % 12 oraninda artis
go6stermistir (sirasiyla, p= 0,003; p< 0,02).

Tablo 4.15. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin bobrek dokularindaki MDA dizeylerine iligkin veriler.

Gruplar MDA .
(nmol/mg protein)
Kontrol (su) 2,68 + 0,10
PFOA (15 mg/kg) 3,38 + 0,082
PFOA (30 mg/kg) 3,00 + 0,05
Taurin (100 mg/kg) 2,86 £0,12
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 3,91 + 0,082cd
Kontrol (misir yagi) 2,72 +£0,08
KoQ1o (50 mg/kg) 2,82 +£0,04
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 3,06 0,088

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar icin n=7.

aKontrol (su) grubuna gére énemli dlglide farkli, p= 0,003. PKontrol (su) grubuna gére énemli Slglide
farkli, p< 0,02. PFOA (30 mg/kg) grubuna goére énemli 6lglide farkli, p= 0,002. 9Taurin grubuna gore
6nemli 6lgtide farkh, p= 0,002. eMisir yagi grubuna gore énemli Slgtide farkli, p< 0,04. 'KoQuio grubuna
g6re énemli dlgtde farkl, p< 0,03.

Taurin ile PFOA’nin birlikte uygulandigi gruptaki bobrek MDA degerleri,
su kontrol grubundan % 45,9 (p= 0,003), taurin grubundan % 36,7 (p= 0,002),
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30 mg/kg PFOA uygulanan gruptan ise % 30,3 oraninda (p= 0,002) ylksek
bulunmustur. KoQio ile PFOA’nin birlikte uygulandigi grupta saptanan MDA
degerlerinin ise, misir yagi kontrol grubundan % 12,5 (p< 0,04), KoQ1o
grubundan % 8,5 oraninda (p< 0,03) yuksek bulunmus, 30 mg/kg PFOA
uygulanan grup ile karsilastirildiinda ise herhangi bir fark olmadigi
belirlenmistir (Tablo 4.15).

Bobrek Dokularindaki Toplam Glutatyon Diizeyleri

PFOA verilen gruplarda (15 ve 30 mg/kg) yer alan farelerin toplam GSH
dizeylerinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli odlgide azalma
(sirasiyla % 23, p< 0,02; % 20, p= 0,003) oldugu gozlenmistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Kontrol gruplar ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan
farelerin bobrek dokularindaki toplam GSH duzeylerine iliskin

veriler.
Gruplar Toplam GSH
b (mmol/mg protein)
Kontrol (su) 0,79 £ 0,03
PFOA (15 mg/kg) 0,61 £ 0,042
PFOA (30 mg/kg) 0,63 £ 0,01°
Taurin (100 mg/kg) 0,64 + 0,022
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 0,51 + 0,02bcd
Kontrol (misir yagr) 0,59 +0,03
KoQ1o (50 mg/kg) 0,76 = 0,02¢
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 0,63 £ 0,03f

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari i¢in n= 6, diger gruplar i¢in n=7.

aKkontrol (su) grubuna gore 6nemli 6lgtide farkli, p< 0,02. PKontrol (su) grubuna gére énemli 6lglide
farkli, p= 0,003. °PFOA (30 mg/kg) grubuna gére énemli élglide farkli, p= 0,002. 9Taurin grubuna
gore onemli 6lgtde farkli, p= 0,002. eMisir yagi grubuna gére 6nemli 6lgtide farkli, p= 0,003. '’KoQ1o
grubuna gére 6nemli dlgtide farkl, p= 0,002.
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Taurin + PFOA’nin uygulandigi gruptaki toplam GSH dtizeyi; kontrol
grubundan % 35 (p= 0,003), taurin grubundan % 20 (p= 0,002), 30 mg/kg
PFOA uygulanan gruptan % 19 oraninda (p= 0,002) daha dusuk bulunmustur.
KoQ1o ile PFOA’'nin birlikte uygulandigi grupta dlg¢ilen toplam GSH duzeyi,
sadece KoQio uygulanan gruba gore % 17 oraninda 6nemli duzeyde (p=
0,002) bir azalma gostermistir (Tablo 4.16).

Bobrek Dokularindaki Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Bobrek Dokularindaki Cu-Zn Superoksit Dismutaz Aktivitesi

Fare bobreklerindeki Cu-Zn SOD aktivitesi, 15 mg/kg PFOA verilen
grupta, kontrol grubuna oranla, énemli (% 7, p= 0,004) dl¢clide azalirken, 30
mg/kg PFOA uygulanan grupta 6nemli (% 10, p = 0,007) duzeyde artis
gOstermigtir. Taurin ile birlikte PFOA uygulanan grupta saptanan Cu-Zn SOD
aktivitesinin, kontrol ve taurin uygulanan gruplarin Cu-Zn SOD aktivitelerinden
onemli Olglde (sirasiyla, % 13,3; p= 0,007; % 12,3; p< 0,03) yuksek oldugu
belirlenmistir. Taurin + PFOA uygulanan grubun Cu-Zn SOD aktivitesi, tek
basina 30 mg/kg PFOA verilen gruptaki Cu-Zn SOD aktivitesinden % 2,9
oraninda daha yuksek bulunmustur. KoQio + PFOA verilen gruptaki Cu-Zn
SOD aktivitesi, misir yagi kontrol grubundan daha dusuk, tek basina 30 mg/kg
PFOA verilen gruptan % 4 (p< 0,05), KoQio grubundan ise % 14 (p= 0,009)
oraninda daha ylUksek bulunmustur (Tablo 4.17).
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Tablo 4.17. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan
farelerin bdbrek dokularindaki Cu-Zn SOD aktivitesine iliskin

veriler.

Gruplar Cu-Zn SO'_D
(U/mg protein)

Kontrol (Su) 87,19+ 1,24

PFOA (15 mg/kg) 81,42 + 1,192
PFOA (30 mg/kg) 95,98 + 1,29P

Taurin (100 mg/kg) 87,95+ 3,17
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 98,79 + 2,18P¢
Kontrol (misir yagi) 103,09 + 2,11
KoQz1o (50 mg/kg) 87,09 + 2,86°
KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 99,54 + 1,250

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar igin n= 7.

aKontrol (su) grubuna gére dnemli dlglide farkli, p= 0,004. °Kontrol (su) grubuna gore énemli dlglide
farkli, p= 0,007. “Taurin grubuna gére 6nemli élglide farkli, p< 0,03. “PFOA (30 mg/kg) grubuna gére
6nemli Slgiide farkl, p< 0,05. ®Misir yagi grubuna gére énemli dlgtide farkli, p= 0,004. 'KoQ1o0 grubuna
g6re dnemli dlgtde farkli, p= 0,009.

Bobrek Dokularindaki Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Tablo 4.18'de PFOA vel/veya antioksidan madde uygulanan farelerin
bobrek GPx aktiviteleri verilmistir. PFOA verilen gruplarda (15 ve 30 mg/kg)
GPx aktivitesi, su kontrol grubu ile karsilastirildiginda, disuk duzeyde artis
goOstermigtir. Taurin + PFOA uygulanan grupta yer alan farelerin bébrek
dokularindaki GPx aktivitesi, su kontrol ve taurin gruplarina goére, sirasiyla %
12 ve % 9,9 oraninda artis gosterirken, 30 mg/kg PFOA grubundaki farelerin
GPx aktivitesiyle yaklasik olarak ayni diuzeyde bulunmustur. KoQio + PFOA
verilen grubun GPx aktivitesinde ise misir yadi kontrol ve KoQio gruplarina
gore onemli derecede (sirasiyla; % 18,3; p< 0,02 ve % 29,2; p= 0,006), 30
mg/kg PFOA verilen gruba gore ise % 15,8 oraninda artis oldugu saptanmistir.
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Tablo 4.18. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin bdbrek dokularindaki GPx aktivitesine iliskin veriler.

Gruplar . GPX .
(U/mg protein)

Kontrol (Su) 3,66 £ 0,16
PFOA (15 mg/kg) 3,99 £ 0,17
PFOA (30 mg/kg) 4,36 + 0,25
Taurin (100 mg/kg) 3,73+0,16
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 4,10+ 0,15
Kontrol (misir yagi) 4,27 +0,13
KoQ1o (50 mg/kg) 3,91 £0,22

KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 5,05 + 0,232

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Su ve misir yagi kontrol gruplari i¢in n= 6, diger gruplar i¢in n=7.

aMisir yagi grubuna goére onemli 6lgiide farkli, p< 0,02. °KoQ1o grubuna gére 6nemli élglde farkli, p=
0,006.

Bobrek Dokularindaki Katalaz Aktivitesi

Dusuk doz (15 mg/kg) PFOA verilen grupta yer alan farelerin bébrek
dokusu CAT aktiviteleri, su kontrol grubuyla kiyaslandiginda, % 9,9 oraninda
artis gosterirken, yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan grubun CAT
aktivitesi ise su kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli (p= 0,007)
dizeyde ve % 25 oraninda artis gostermistir. Taurin + PFOA verilen grupta yer
alan farelerin bobrek CAT aktivitesindeki artis, taurin grubuna oranla énemli
dizeyde ve % 14 oraninda daha ylksek (p= 0,009), tek basina 30 mg/kg
PFOA verilen gruptaki CAT aktivitesine oranla dnemli dlgude olmak Uzere %
19 oraninda daha disuk (p= 0,004) dizeyde bulunmustur. Ayni sekilde KoQ1o
+ PFOA verilen grupta yer alan hayvanlarin bobrek CAT aktiviteleri, KoQ1o

grubuna gore % 29, misir yagi grubuna oranla % 20 oraninda ve 6nemli olmak
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Uzere, daha yuksek bulunmustur (sirasiyla p=0,006; p< 0,03). KoQio+ PFOA
verilen grupta yer alan farelerin bobrek dokularinda élgulen CAT aktiviteleri,
tek basina PFOA verilen grupta oOlglilen CAT aktivitesine oranla anlaml
dizeyde (p< 0,03) daha dusuk (% 20 oraninda) bulunmustur (Tablo 4.19).

Tablo 4.19. Kontrol gruplari ile PFOA ve antioksidan madde uygulanan

farelerin bobrek dokularindaki CAT aktivitesine iligkin veriler.

Gruplar L CAT .

(U/mg protein)

Kontrol (Su) 201,96 + 8,13

PFOA (15 mg/kg) 221,88 + 10,27
PFOA (30 mg/kg) 251,78 + 10,482
Taurin (100 mg/kg) 177,82 + 5,42°
Taurin + PFOA (30 mg/kg) 202,76+ 5,35¢4
Kontrol (misir yagi) 168,82 + 6,42
KoQ1o0 (50 mg/kg) 156,59 + 6,97

KoQ1o + PFOA (30 mg/kg) 202,47 + 10,6319

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmigtir. Su ve misir yagi kontrol gruplari igin n= 6, diger gruplar icin n= 7.

aKontrol (su) grubuna gére énemli dlglide farkli, p= 0,007. PKontrol (su) grubuna gére énemli Slglide
farkli, p< 0,05. PFOA (30 mg/kg) grubuna goére énemli 6lglide farkli, p= 0,004. 9Taurin grubuna gore
6nemli 6lglde farkli, p= 0,009. ®PFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli 6lgide farkli, p< 0,03. Misir yagi
grubuna gore énemli dlctde farkli, p< 0,03. 9KoQ10 grubuna goére dnemli dlgtide farkli, p= 0,006.
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4.1.9. PFOA ve Antioksidan Madde Uygulanan Farelerin Karaciger
ve Bobrek Dokularina ait Hiucre Dongulerinde Meydana Gelen
Degisiklikler

Karaciger Hiicre Dongiisiinde Meydana Gelen Degisiklikler

Karaciger dokusunda, hiicre dongusu fazlarina iliskin hticre dagilim
yuzdelerinin hesaplandigi érnek histogram Sekil 4.11°’de verilmistir. PFOA
uygulanan gruplarda (15 ve 30 mg/kg) karaciger dokusu hucre dongusunin
GO0/G1 fazinda biriken hicre sayisi, su kontrol grubuna kiyasla disik dizeyde
bir artis gdstermigtir (sirasiyla, % 7,1 ve % 6,52). Taurin + PFOA uygulanan
gruptaki farelerin karaciger hucreleri GO/G1 fazinda, tek basina PFOA (30
mg/kg) uygulanan gruba kiyasla 6nemli derecede (p< 0,05) daha fazla birikmig
olup hicre déngusunde duraklamaya neden olmustur (Tablo 4.20).

Dusuk (15 mg/kg) ve yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan gruplarda
sentez fazindaki hucre ylzdesinin, su kontrol grubuyla karsilastinidiginda
istatistiksel olarak anlamli olmayan 6lgide azalma gosterdigi belirlenmistir.
Taurin + PFOA uygulanan grupta olgulen S fazindaki hicre yuzdesinin,
kontrol, tek basina PFOA ve tek basina taurin uygulanan gruplarla
kargilastinldiginda dusuk duzeyde azalma gosterdigi saptanmigtir. KoQuio +
PFOA’ya maruz birakilan grupta S fazinda odlgulen hucre yuzdesinin, yalniz
PFOA (30 mg/kg) uygulanan gruba kiyasla énemli derecede azalma (% 68,2
oraninda, p< 0,05), misir yagi grubuna oranla ise istatistiksel olarak anlamli

olmayan Olgude artis gosterdigi belirlenmigtir (Tablo 4.20).
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Yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan grupta olgulen G2/M fazindaki
hicre ylzdesinin, su kontrol grubuna goére disuk dizeyde bir azalma
gosterdigi saptanmigtir. Taurin + PFOA uygulanan grubun G2/M fazindaki
hicre ylzdesinde, su kontrol ve taurin uygulanan gruplara kiyasla degisiklik
g6zlenmezken, yalniz PFOA (30 mg/kg) uygulanan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli olmayan Olgtude artis oldugu belirlenmistir. KoQio + PFOA
uygulanan grubun G2/M fazindaki hucre yuzdesi misir yagi kontrol grubuna
g6re anlamli olmayan olgtde artis, 30 mg/kg PFOA uygulanan gruba gore ise

onemli dizeyde artis gostermistir (p= 0,05) (Tablo 4.20).
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Sekil 4.11. Karaciger dokusunda KoQio uygulanan

gruptaki hicre dongusu dagihimini gosteren histogram.
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Tablo 4.20. Karaciger hicrelerinin hicre doéngusinin G0/G1, S ve G2/M

fazlarindaki yluzde dagilimlari.

GO0/G1 S G2/M
GRUP (%) (%) (%)
Kontrol (su) 56,33 +4,84 | 22,67 £5,04 21,00 £ 1,73
PFOA (15 mg/kg) 60,33 +6,69 | 16,67 £8,95 | 23,33 £ 14,89
PFOA (30mg/kg) 60,00+ 1,00 | 21,00 £ 0,58 15,67 £ 2,60
Taurin (100 mg/kg) 60,33 + 7,06 17,00 £ 4,04 22,67 + 3,93
Taurin + a

PFOA (30 mg/kg) 65,00 + 0,58 12,00 £ 6,25 23,00 + 5,86
Kontrol (misir yagr) 65,00 + 1,53 2,67 £1,76 32,33+ 3,18
KoQ1o0 (50 mg/kg) 61,33 + 2,60 7,67+4,10 31,00 £ 1,53
KoQio + a b

PFOA (30 mg/kg) 59,33 £ 2,33 6,67 + 2,33 34,00 + 4,04

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degderler ortalama + SEM olarak
verilmigtir. n= 3

3PFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli 6lglide farkli, p< 0,05. PPFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli
Olglide farkl, p= 0,05.

Bobrek Huicre Déngiisiinde Meydana Gelen Degisiklikler

Bdbrek dokusunda, hiucre dongusu fazlarindaki hucre dagilim
yuzdelerinin hesaplandi§i érnek histogram Sekil 4.12’de verilmistir. Bobrek
dokularindan elde edilen hucreler akim sitometrisi yontemi ile analiz
edildiginde, hucre dongusunde G0/G1 fazindaki hucre yuzdelerinin, su kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, dusuk doz PFOA uygulanan grupta % 28,6 (p<
0,05), yuksek doz PFOA uygulanan grupta % 12,1 (p< 0,05) oraninda azalma
gosterdigi saptanmigtir. Taurin + PFOA uygulanan grupta GO/G1 fazindaki
hicre yuzdesinde, su kontrol ve taurin gruplari ile kargilastirildignda herhangi

bir degisiklik saptanmamistir, ancak 30 mg/kg PFOA uygulanan grup ile
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karsilastirildiginda hicre yuzdesinde % 12,8 oraninda ve dnemli diizeyde (p<
0,05) artis oldugu belirlenmistir. KoQio + PFOA uygulanan grupta GO/G1
fazindaki hucre yuzdesinin, misir yagi ve PFOA (30 mg/kg) grubu ile
kargilastirildiginda énemli derecede artis gosterdigi saptanmistir (sirasiyla, %
6,7, % 24,3, p< 0,05) (Tablo 4.21).

Dusuk doz (15 mg/kg) ve yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan
gruplarda sentez fazindaki hdcre yuzdesinin, su kontrol grubuyla
kargilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli olmayan o&l¢cide azalma
g6sterdigi belirlenmistir. Taurin + PFOA uygulanan grupta dlgilen S fazindaki
hicre yuzdesinde, su kontrol ve tek basina PFOA (30 mg/kg) uygulanan
gruplara gore duguk duzeyde bir artis gozlenirken, tek basina taurin uygulanan
gruba gore dusuk duzeyde bir azalma oldugu saptanmistir. KoQio + PFOA’ya
maruz birakilan grupta, S fazindaki hicre ylzdesinin, tek basina PFOA (30
mg/kg) uygulanan gruba kiyasla herhangi bir degisiklik géstermedigi, misir
yagi ve KoQio gruplarina kiyasla ise dusuk duzeyde bir azalma gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 4.21).

Dusuk (15 mg/kg) ve yuksek doz (30 mg/kg) PFOA uygulanan grupta
G2/M fazindaki hlcre yuzdesinin, su kontrol grubu ile karsilastirildiginda
onemli derecede artisg gosterdigi belirlenmigtir (sirasiyla, % 165,8, % 70,4, p<
0,05). Taurin + PFOA uygulanan grubun G2/M fazindaki hiicre yluzdesinde ise,
su kontrol ve taurin uygulanan gruplara kiyasla degisiklik gézlenmezken, tek
basina PFOA (30 mg/kg) uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
olmayan olgude bir azalma saptanmistir. KoQio + PFOA uygulanan grubun
G2/M fazindaki hicre ylzdesinin, kontrol ve PFOA (30 mg/kg) gruplarina gore
onemli dlgtde bir azalma (sirasiyla, % 38,9, % 70,7, p< 0,05), KoQio grubuna
gore ise herhangi bir degisiklik gostermedigi bulunmustur (Tablo 4.21).
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hicre dongusu dagilimini gosteren histogram.
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Tablo 4.21. Bdobrek hcrelerinin hicre dongusinin G0/G1, S ve G2/M

fazlarindaki yluzde dagilimlari.

GO0/G1 S G2/M
GRUP (%) (%) (%)
Kontrol (su) 82,67+0,33 | 2,67+0,67 | 14,67 +0,33
PFOA (15 mg/kg) 59.00 + 1,532 | 2,00+0,58 | 39,00 + 1,002
PFOA (30mg/kg) 72,67 £6,33% | 2,33+0,33 | 25,00 £ 6,512
Taurin (100 mg/kg) 83,67+1,20 | 3,67+0,67 | 12,67 +1,86
Taurin + b
PFOA (30 mg/kg) 82.00 + 1,53 3,00+ 0,58 | 15,00 + 2,08
Kontrol (misir yagr) 84,67 £ 2,33 3,33 £ 3,33 12,00 £ 2,08
KoQ1o (50 mg/kg) 88,67+2,85 | 3,33+1,86 | 8,00+ 1,00
KoQuo + b,c b,c
PFOA (30 mg/kg) 90,33 + 0,33 2,33+0,33 | 7,33+0,67

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Degerler ortalama + SEM olarak

verilmigtir. n= 3.

aKontrol (su) grubuna goére énemli 6lgiide farkh, p< 0,05. PPFOA (30 mg/kg) grubuna gére 6nemli
Olgtide farkli, p< 0,05. “Misir yagi grubuna gore énemli élgude farkh, p< 0,05.
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4.2. In Vitro Galigmalara iliskin Sonuglar

4.2.1. PFOA’nin Vero Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Farkl konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 800
MM) PFOA ile 24, 48 ve 72 saat sureyle inklbe edilen vero hicre kultirlerinde
MTT testiyle belirlenen canlilik ylizdesi sonuglari Sekil 4.13’de verilmigtir.

Hucrelerin 24 saat slreyle PFOA ile inkiibasyonu sonucunda 100 yM
PFOA konsantrasyonuna kadar hicre canliliginda herhangi bir azalma
g6zlenmezken, 200 uM konsantrasyonda hicre canliliginda disuk dizeyde
bir azalma; 400-800 uM PFOA konsantrasyon araliginda ise énemli (p< 0,02)
Olcide bir azalma oldugu saptanmistir. 50 ve 100 uM PFOA
konsantrasyonlarinda, hdcre caniliiginda sirasiyla % 9,5 ve % 15,9 olmak
Uzere artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.13).

Hucrelerin PFOA ile inklUbasyon suresi 48 saate ¢ikartildiginda, 100 uM
PFOA konsantrasyonuna kadar herhangi bir sitotoksik etki gozlenmemis, 200-
800 uM konsantrasyon araliginda ise hucre canliigi 6nemli 6lgiide azalmistir
(600 pM igin p< 0,03; diger konsantrasyonlar i¢in p< 0,02). PFOA’nin 5-100
MM konsantrasyon araliginda hicre canliiginda yaklasik % 18’e varan
oranlarda artis oldugu goézlenmistir (Sekil 4.13).

Hucreler, PFOA ile 72 saat sureyle inkube edildiginde, 50 uM ve
uzerindeki PFOA konsantrasyonlarinda hucre canliiginda doza bagli ve
onemli derecede (p< 0,02) bir azalma oldugu saptanmistir. 400 uM ve
uzerindeki konsantrasyonlarda, PFOA hcreler igin yliksek diizeyde sitotoksik
etki gostermigtir. 10 upM PFOA konsantrasyonunda ise hucre
proliferasyonunda yaklasik % 6 oraninda bir artis oldugu belirlenmistir (Sekil
4.13).

Butun inkibasyon surelerinde, 400-800 uM konsantrasyon araliginda,

hicre canhligi < % 20 olarak olgulmasgtur.
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Sekil 4.13. Farkl konsantrasyonlarda PFOA ile 24, 48 ve 72
saat inkuibe edilen vero hucrelerinin canlilik yuzdeleri.

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmigtir. Sonuglarin her
biri 4’lu veya 8’li calisiimig, en az 3 veya 4 ayri deneyin ortalama + SEM degeri
olarak verilmistir. *n= 2.

aKontrol grubundan &énemli élglide farkli, p< 0,02. PKontrol grubundan 6nemli
Olglide farkl, p< 0,03.
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4.2.2. Vero Hiicre Kiilturlerinde Taurinin Etkisi

Vero hucrelerinin taurin ile 0,5; 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda 4 saat
on inkibasyonunun ardindan, hucreler 400 ve 500 yM konsantrasyonda
PFOA ile 24 saat inklbe edildiginde, hicre canliiginda, tek basina PFOA’'ya
maruz birakilan hucrelere oranla istatistiksel olarak anlamli olmayan duzeyde
bir artis oldugu gdézlenmistir. Taurin, 400 uM PFOA’nin meydana getirdigi
sitotoksik etkiye karsi koruyuculugunu en yuksek 1 mM konsantrasyonda
gOstermis  olup, bunu azalan oranlarda 0,5 ve 5 mMhk taurin
konsantrasyonlari izlemistir. Taurinle On inkUbasyonu takiben, hucreler
PFOA’nin 500 puM konsantrasyonuna 24 saat streyle maruz birakildiklarinda
ise, taurin konsantrasyonu arttikga koruyuculuk oraninin azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.14). Hucreler sadece taurin ile inkibe edildiklerinde ise hulcre

canlihginda taurin konsantrasyonuna bagli olarak artis gozlenmistir.
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Sekil 4.14. Vero hicrelerinde PFOA’nin indukledigi sitotoksik etkiye
karsi taurinin koruyucu etkisi.

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimistir. Sonuglarin her biri 4°li
veya 8'li galisiimig, en az 3 veya 5 ayri deneyin ortalama + SEM degeri olarak verilmistir.
*n=2.

aKontrol grubuna gére énemli élglde farkli, p< 0,02.
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4.2.3. Vero Hicre Kiiltiirlerinde KoQio’un Etkisi

KoQio'un G¢ ayri konsantrasyonu (1, 5 ve 30 uM) ile 4 saat 6n
inkibasyona birakilan vero hucreleri daha sonra 400 ve 500 pM
konsantrasyonda PFOA ile 24 saat inkiibe edildijinde, KoQio'un PFOA’nIn
meydana getirdigi sitotoksik etkiye kargi istatistiksel olarak anlamli olmayan
dizeyde koruyucu etki goOsterdigi belirlenmistir (Sekil 4.15). 400 uM
konsantrasyondaki PFOA'nin sitotoksik etkisine karsi, KoQio'un 5, 1, 30 uM
konsantrasyonlarinda azalan sirayla koruyucu etki gosterdigi saptanmistir.
Hucrelerin artan konsantrasyonda KoQio ile 6n inkUbasyonlari, 500 pM

PFOA’nIn sitotoksik etkisine karsl azalan dizeyde bir koruyucu etki meydana
getirmistir.
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Sekil 4.15. Vero hicrelerinde PFOA’nin indukledigi sitotoksik
etkiye karsi KoQuo'un koruyucu etkisi.

Sonuglarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapilmistir. Sonuglarin her biri
4’lu veya 8'li galisiimig, en az 3 ayri deney degerleri ortalama + SEM olarak verilmistir.
*n=05, *n=6.

aKontrol grubuna gore 6nemli lgtide farkli, p< 0,03. PKontrol grubuna goére 6nemli
Olglide farkli, p< 0,02. °Kontrol grubuna goére 6énemli élgude farkli, p< 0,04.
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4.2.4. Vero Hucrelerinde Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Olugsumu

PFOA'nin vero hicrelerindeki reaktif oksijen bilesikleri olusturma
kapasitesi, DCFH-DA'nin DCF’ye donusum reaksiyonuyla degerlendirilmistir.
24 saat sUreyle PFOA’nin 10, 50, 100, 400, 500 ve 800 uM konsantrasyonlari
ile inklbe edilen hucrelerdeki DCF % floresans duzeyinde 50-500 uM
konsantrasyon araliginda doza bagimh olarak dusuk duzeyde bir artis
g6zlenmig, 800 uM konsantrasyonda ise bu artista yaklasik % 5 oraninda bir
azalma meydana gelmistir. Bu deneyde pozitif kontrol olarak t-BHP
kullaniimistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Vero hucrelerinde PFOA’nin ROB olusumunu
indukleyici etkisi.

Sonugclarin istatistiksel analizi Mann Whitney-U testi ile yapiimigtir. Degerler
ortalama + SEM olarak verilmistir. n= 2, *n= 1.
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5. TARTISMA

Bu galismada, cevrede ve buna baglh olarak insan ve hayvanlarin
biyolojik drneklerinde olg¢ulebilir duzeylerde saptanan PFOA’nin oksidatif stres
meydana getirici etkisi ile sitotoksik etkileri ve bu etkilerin mekanizmalari in
vivo ve in vitro sistemler kullanilarak arastiriimistir.

Bu amagla, oncelikle Balb/c turl yetigkin erkek fareler kullanilarak
bilesigin oksidatif stres ve antioksidan sistemler Uzerindeki etkileri U¢ ayri
dokuda Olgulmis ve histopatolojik incelemeler yapilmigtir. Ayni model
sistemde, taurin ve KoQio'un olasi koruyucu etkileri de degerlendirilmistir. in
vitro model sistem olarak secilen maymun bobrek epitel hicre kiltarlerinde ise
sitotoksisite degerlendirmesi, in vivo sistemde kullanilan koruyucu maddeler

varliginda gerceklestirilmigtir.

5.1. PFOA’nin Viicut ve Organ Agirliklarina Etkisi ve Dokularda Gozlenen
Histopatolojik Degisiklikler

Son yillarda bilimsel ve dizenleyici kurumlar tarafindan dikkatle
degerlendirilen bir bilesik olarak tanimlanan PFOA ile fare ve siganlar Gzerinde
yapilan in vivo calismalarda bilesigin, hayvanlarin toplam vicut agirliginda
azalmaya, bagil karaciger agirliklarinda ve karaciger boyutlarinda ise artisa
neden oldugu gosterilmistir (11, 33, 34, 157, 386, 387). Yapilan bazi
¢calismalarda, PFOA’nin hayvanlarin bagil bdbrek agirliklarinda herhangi bir
degisiklik meydana getirmedigi bildirilirken (11), bazilarinda ise artisa neden
oldugu gosterilmistir (168, 388). Loveless ve ark.’larinin (137) farkh APFO
formlari ile yaptigi bir galismada ise bilegiklerin, fare ve siganlarin bobrek
agirliklarinda degisikliklere neden oldugu belirtiimis, gozlenen degisikliklerin
farelerde bobrek agirliginda azalma, siganlarda ise artis seklinde meydana
geldigi kaydedilmistir. PFOA’nin beyin agirliklarina olan etkisinin incelendigi
sinirll sayida calismada ise, PFOA’nin siganlarda bagil beyin agirliklar
uzerine herhangi bir etkisinin olmadig bildirilmistir (168, 388). Hayvanlarda
toplam vicut agirliginda goézlenen azalmanin, istah kaybina bagh olarak,

toplam yem ve su tuketimindeki azalma ile iligkili oldugu ileri sGralmustar (11).
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Literatirdeki sonuclara benzer sekilde, sundugumuz bu ¢alismada da,
dusuk (15 mg/kg) ve yuksek (30 mg/kg) doz PFOA uygulanan gruplardaki
hayvanlarin toplam vicut agirliklarinda, kontrol gruplart ile kargilastirildiginda,
doza baglh olarak énemli (sirasiyla, p< 0,05; p< 0,03) dizeylerde azalma
oldugu goézlenmigtir. Bu ¢alismada, taurin + PFOA (30 mg/kg) uygulanan
farelerin vicut agirhginda gézlenen azalmanin, tek basina 30 mg/kg PFOA
verilen hayvanlara oranla daha dusik dizeyde olmasi, Manna ve ark.larinin
(335) sonuglariyla uyum géstermektedir. ilgili calismada da Manna ve ark.’lari
(335), bu tez kapsaminda uygulanan doz ve surede taurin verdikleri farelere,
3 gun sureyle kadmiyum uyguladiklarinda, taurinin kadmiyumun neden oldugu
vucut agirhgindaki azalma Gzerinde koruyucu etki gosterdigini ve kilo kaybinda
(bu galismada go6zlenene benzer sekilde) bir iyilesme meydana geldigini
gOstermiglerdir.

PFOA’'ya maruz birakilan hayvanlarda, bu bilesige verilen yanitin en
duyarl gostergelerinden bir tanesinin hepatoselller hipertrofi ile birlikte
karaciger agirhginda goézlenen degisimler oldugu bildirilmistir (143). PFOA,
sigan, fare ve rhesus maymunlarinda potent peroksizom proliferatért bir
bilesik olarak tanimlanmaktadir (44, 149, 389). Kemiricilerin PFOA’ya
maruziyeti sonucunda, peroksizomal yag asitlerinin B-oksidasyonunda artigin
yani sira peroksizom sayi ve boyutunda da artis meydana gelmesine bagli
olarak hepatoselliler hipertrofiyi de igceren karakteristik bir dizi morfolojik ve
biyokimyasal degisiklik olusmaktadir (11, 214, 390, 391). PFOA’nin indukledigi
peroksizom proliferasyonu sonucunda, Ozellikle yuksek dozlarda,
hepatoselller hipertrofi meydana geldigi bildirilmistir (69, 196). Fare ve
sigcanlarla yapilan bazi calismalarda, ylksek PFOA dozlarinda, diflize
hapatoselller hipertrofiye, asidofilik dejenerasyon ve/veya nekrozun eslik ettigi
gosterilmigtir (11, 69). Farelerde goézlenen karaciger agirlhigindaki artisin
kismen, peroksizom, diz endoplazmik retikulum ve mitokondri proliferasyonu
ile iligkili oldugu bildirilmistir (11, 137, 157).

Literatirle uyumlu olarak bu ¢alismada da PFOA uygulamasina bagh
olarak, hayvanlarin bagil karaciger agirliklarinda énemli dizeyde (p< 0,003,

her iki doz ile) artis oldugu saptanmistir. Ayrica PFOA uygulanan hayvanlarin
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karaciger dokularinin Uzerinde gozle goérulebilen beyaz lekeler oldugu
g6zlenmistir. Cui ve ark.’larinin (157) yaptigi bir calismada, 28 gin boyunca
perflorooktansulfonik asite (PFOS) maruz birakilan siganlarda karaciger
dokularinin yuzeyinde sari lekeler oldugu belirlenmis ve bu lekelerin PFOS’nin
indUkleyebilecegi hepatik enflamasyonla iliskili olabilecedi bildiriimistir. Bu tez
calismasinda, dokular histopatolojik olarak incelendiginde herhangi bir
enflamasyon bulgusuna rastlanmamig, ancak makroskobik olarak karaciger
dokularinda gorulen bu beyaz lekelerin, nekroz bulgulariyla uyumlu oldugu
saptanmigtir.

Bu tez calismasinda, PFOA uygulanan farelerin karaciger dokularinda
hepatomegalinin yani sira eosinofilik (asidofilik) sitoplazma, balon
dejenerasyon ve nekroz gdzlenmis olup, elde ettigimiz sonuglarin, yukarida
belirtildigi gibi literattrlerde gézlenen histopatolojik bulgulari destekler nitelikte
oldugu goriilmektedir (11, 157). Ozellikle yiksek doz PFOA uygulanan grupta
gozlenen nekrozun, diger caligma gruplarina oranla daha yaygin olmasi,
literatUr verileri ile de uyum gdstermektedir (69). Nitekim ¢alismamizda, dusuk
ve yuksek doz PFOA uygulanan hayvan gruplari ile KoQio veya taurin ile
birlikte, PFOA uygulanan gruplarda yer alan farelerin karacigerlerinde de
hepatoselluler hipertrofi ve nekroz gozlenmis olmakla birlikte, koruyucu
olararak KoQio uygulanan grupta izlenen nekroz bulgularinin PFOA verilen
gruba gore daha az oldugu saptanmistir.

Sunulan bu tez galismasinda, farelere PFOA uygulanmasinin, bagil
beyin agirliklar Uzerinde - yuksek doz uygulamada 6nemli (p< 0,05) olmak
uzere- her iki doz duzeyinde de artis meydana getirdigi gosterilmistir. Bu tez
calismasinda kullanilan PFOA dozunun (15 mg/kg), 2 yil sureyle siganlara
uygulandigi bir kronik toksisite calismasinda da, PFOA’nin erkek siganlarin
beyin agirliklarinda artisa neden oldugu bildiriimistir (388). Ancak her iki
calismadaki PFOA’ya maruziyet sureleri arasinda buyuk fark olmasi nedeniyle
bir karsilagtirma yapilmasi olanagi bulunmamaktadir.

Cui ve ark.lar tarafindan yapilan bir galismada, 28 gun sureyle 20
mg/kg PFOA’ya maruz birakilan sigan beyinleri histopatolojik olarak

incelendiginde, serebral gliositlerde fokal hiperplazi ve hafif fokal hemoraji,
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venlerin ve norositlerin etrafindaki bosluklarda genisleme ve ayrica sinir
liflerinin fokal demiyelizasyonunun eslik ettigi serebral arakinoid inferior kaval
venlerde dilatasyon ve konjesyon varligi belirlenmigtir (157). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda yapilan histopatolojik analizlerde ise, beyin dokusunda herhangi
bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Gerek hayvan turinin gerekse
PFOA uygulama suresinin literatirdeki calismalardan farkli olmasi, beyin
dokularinda herhangi bir histopatolojik degisiklik gozlenmemesinin bir nedeni
olabilir. Erigebildigimiz kadariyla literatirde hayvanlarin beyin dokulari
uzerinde yapilmis histopatolojik bir ¢alisma bulunmamasi nedeniyle
sonuclarimizin karsilastiriimasi sadece Cui ve ark’larinin (157) calismasiyla
sinirl kalmigtir.

Literatirde, PFOA’nin bdbrekler Gzerindeki etkilerinin incelendigi sinirh
saylida ¢alisma bulunmaktadir. Son ve ark.’larinin (11) yaptiklari bir galismada,
fareler icme suyu yoluyla 2, 10, 50 ve 250 ppm konsantrasyonlarda PFOA’'ya
21 gun sureyle maruz birakildiklarinda hayvanlarin bébrek boyutlari ve bagil
bdbrek agirliklarinda herhangi bir degigiklik meydana gelmedigi bildirilmistir.
Ancak, Butenhoff ve ark.’larinin (168) siganlar tizerinde yaptiklari ¢ok nesilli bir
gelisimsel toksisite calismasinda, PFOA maruziyetinin ebeveyn ve birinci nesil
siganlarin bagil bobrek agirliklarinda artis meydana getirdigi; 90 gun ve 2 yil
suren iki ayri toksisite ¢alismasinda da PFOA uygulamasinin siganlardaki
badil bobrek agirliklarinda artisa neden oldugu goésterilmistir (69). Bu tez
calismasinda hayvanlarin bagil bébrek agirliklarinda 15 mg/kg dozda disuk
duzeyde bir azalma goOzlenirken, 30 mg/kg dozda herhangi bir degisiklik
saptanmamigtir. Elde ettigimiz verilerin literatirdeki verilerden farkl olmasinin,
uygulanan doz ve suredeki farkhligin yani sira hayvan tartindeki farkhliklardan
da kaynaklanmis olabilecegi dusunulebilir.

PFOA verilen hayvanlarin bobreklerinde meydana gelen histopatolojik
degisikliklerin incelendigi bir calismada, 6nemsiz diuzeyde glomeruli ve
karmasik tubul yapisi varligi ile renal korteks ve medullada konjesyon,
sitoplazmik asidofili dizeyinde artis oldugu gosterilmistir (157). Bu tez
kapsaminda yapmis oldugumuz c¢alismada, farelerin bdbrek dokusunda hafif

konjesyon ve hemoraji disinda bagka bir patolojik bulguya rastlanmamistir.
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Son ve ark’larinin (11) yapmis olduklari ¢alismada da, PFOA uygulanan
gruplardaki farelerin bobreklerinde, karaciger dokusuna kiyasla ¢ok daha
duguk oranda histopatolojik degisiklik gozlendigi bildirilmistir. Bu bulgunun

sundugumuz ¢alismadaki verilere benzer oldugu dusunalebilir.

5.2. PFOA’nin Dokulardaki Oksidan ve Antioksidan Parametreler
Uzerindeki Etkisi

5.2.1. PFOA’nin Karaciger Dokusundaki Oksidan ve Antioksidan

Parametrelere Etkileri

Literatirde, PFOA ve oksidatif stres konusunda, in vivo modeller
kullanilarak yapiimis sinirl sayida c¢alisma bulunmaktadir (32-34, 392).
PFOA’nin ve perflorlu bilesikler arasinda yer alan ve peroksizom proliferatori
olarak tanimlanan perflorononanoik asit ve perflorododekanoik asitin
karacigerde lipid peroksidasyon duzeylerini arttirdigini gosteren cesitli
calismalar bulunmakla birlikte (35, 36, 39, 40, 393, 394), bu bilesiklerin lipid
peroksidasyon dizeylerinde herhangi bir degisiklik yapmadigini (395-397)
veya bu dizeyleri azalttigini (398) gosteren calismalar da bulunmaktadir.
PFOA’ya maruziyet sonucunda oksidatif stres parametrelerinin incelendigi ve
Yang ve ark.’larinin (39) fareler Gzerinde yaptigi bir calismada, PFOA’'nin
karacigerde oksidatif stres gostergeleri olan MDA ve H202 diizeylerini arttirdigi
gosterilmistir. Kamendulis ve ark.’larinin (36) fareler Uzerinde yaptiklari bir
baska arastirmada ise hayvanlara 7 gln sureyle 0,5; 2,5; 5 mg/kg dozlarda
PFOA verilmis ve bilesigin karacigerde ve pankreasta lipid peroksidasyon
ariinu olan 8-iso-PGF2qa duzeylerini doza bagli olarak arttirdigi belirlenmistir.
Somon baliklari kullanilarak yapilan bir diger ¢calismada da PFOA maruziyeti
sonucunda oksidatif strese verilen yanitta ve lipid peroksidasyon dizeyinde
degisiklikler meydana geldigi bildirilmigtir (40). Sundugumuz bu tez
calismasinda ise karaciger MDA degderlerinde, 15 mg/kg PFOA verilen grupta
dusuk duzeyde bir artis oldugu belirlenmigtir. Bu sonuglar Yang ve ark.’lari (39)
ile Kamendulis ve ark.’larinin (36) gergeklestirdigi in vivo ¢alismalarda elde

edilen sonuglar ile uyum gostermekte ve bir peroksizom proliferatori olarak
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tanimlanan PFOA’nin lipid peroksidasyon indukleyici etkileri konusunda
yapilmig ¢esitli calismalar i¢in de bir 6rnek olusturmaktadir.

Sinha ve ark.’lari (399), kadmiyumun lipid peroksidasyon olusturucu
etkisine karsi, bu galismada uygulanan doz ve slrede, taurinin koruyucu
etkisini arastirmiglar ve taurinin kadmiyumun indukledigi lipid peroksidasyon
dizeylerinde azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir. Song ve ark.’lar1 (339)
ise 100 mg/kg KoQio'un 3 hafta sureyle farelere uygulanmasinin N-
nitrozodietilaminin olusturdugu lipid peroksidasyona karsi koruyucu etkisi
oldugunu gostermislerdir.

Bu tez galismasinda da taurin ve KoQio'un karacigerde olgulen MDA
dizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu sonug, her iki
koruyucunun da 15 mg/kg PFOA uygulanan grupta olgtlen MDA dizeyinde
gozlenen duglUk duzeyde vyukselmeye karsi da etkili olabilecegini
dusundurmektedir. Taurin antioksidan etkisini, hipokloroz asit (47, 400), nitrik
oksit (401), hidrojen peroksit (402) ve daha az oranda hidroksil radikalini (336)
supurerek dogrudan, membranlardaki su ve iyon gegirgenligindeki artisi
Onleyerek ise dolayh yoldan gostermektedir (331, 334, 400). KoQio ise
mitokondriyal solunum zincirinde elektron tasiyici olarak gorev yapmakta ve
serbest radikalleri supurerek, hicre membranlarinda lipid peroksidasyonun
olusumunu baslangi¢ ve ilerleme fazinda dnleyerek ve E vitamininin yeniden
uretiimesine katkida bulunarak antioksidan iglev gdstermektedir (338, 347).
PFOA’'nin karaciger dokusunda MDA dizeylerinde artisa neden olmasi ve bu
artigin bir H202 supurtcusu olan taurin ve lipid peroksidasyonu dnleyen KoQio
tarafindan azaltiimasi, PFOA’'nin oksidatif stres olusturucu etkilerinin
dogrulanmasi agisindan onem tagimaktadir.

Yapilan gesitli in vivo ¢calismalarda PFOA'nin ve perflorodekanoik asitin
karacigerdeki toplam GSH (34) ve redukte GSH duzeylerini arttirdigi (403)
gosterilmig olmakla birlikte, PFOA’nin toplam GSH dlzeylerini degistirmedigini
(395) gosteren calismalar da bulunmaktadir. Mashayeki ve ark.’larinin (397)
si¢canlardan izole edilmis karaciger mitokondrileri Gzerinde yapmis olduklari
calismada ise PFOA'nin redukte glutatyon duzeylerini degistirmedigi
gOsterilmistir. Yapilan bir galismada 21 gun sureyle 1, 5, 10 mg/kg dozlarda
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PFOA uygulanan farelerin karacigerlerindeki toplam glutatyon dizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (34). Bu calismaya benzer sekilde bizim ¢alismamizda da
PFOA, her iki dozda (15 ve 30 mg/kg) da karacigerdeki toplam GSH
dizeylerini arttirmistir. Toplam GSH dlzeylerinin artmasinin, dusik duzeydeki
oksidatif strese verilen adaptif bir cevap oldugu dusunulebilir (34, 41). Sigan
karacigerinde metiokarb tarafindan induklenen oksidatif hasara karsi taurinin
koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hayvanlara 21 gun sureyle 50
mg/kg taurin uygulanmasinin GSH duzeyinde meydana gelen artista
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (404). Benzer sekilde, bu tez
calismasinda da farelere koruyucu olarak taurin veya KoQzio verilmesi, PFOA
(30 mg/kg) tarafindan arttirilan toplam GSH duzeylerinin kontrol grubunda
g6zlenen toplam GSH dlzeylerine yaklasmasini saglamistir.

Literatirde, PFOA ve peroksizom proliferatorlerinin karaciger SOD
aktivitesini disuk dozda arttirip yuksek dozda azalttigini gosteren caligmalar
bulundugu gibi (41, 393, 405), SOD aktivitesini arttirdigini (36, 40, 50, 396)
gosteren calismalar da bulunmaktadir. Zhang ve ark.lari (393) yapmis
olduklari bir calismada, PFOA gibi bir perflorlu karboksilik asit olan
perflorododekanoik asiti siganlara oral yoldan 14 gin boyunca 1, 5 ve 10
mg/kg dozlarda uygulamiglar ve karaciger SOD aktivitesinde 1 mg/kg dozda
artis, 5 ve 10 mg/kg dozlarda ise azalma oldugunu saptamislardir. Bu tez
calismasinda da PFOA’'nin, 15 ve 30 mg/kg dozlarda Cu-Zn SOD aktivitesinde
azalmaya neden oldugu belirlenmigtir. Doz duzeyleri dikkate alindiginda bizim
calismamizin Zhang ve ark.larinin ¢alismasiyla uyumlu oldugu sodylenebilir.
Cu-Zn SOD aktivitesindeki azalmanin, stperoksit radikalinin asiri Uretiminin
sonucunda olusan H202'in enzimdeki sistein amino asitini oksidasyona
ugratarak  enzimin  aktivitesini  kaybetmesinden  kaynaklanabilecegi
bildirilmektedir (41, 394). Ayrica superoksit radikalinin fazla oranda
uretilmesini onleyebilmek amaciyla kullanilan SOD’un aktivitesinde azalma
meydana gelebilecedi dusUnulebilir.  Taurinin, kadmiyum tarafindan
indUklenen oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin incelendigi bir calismada,
kadmiyum uygulanan gruptaki farelerin karaciger SOD aktivitelerinde azalma

oldugu goézlenmigtir. Bu farelere, bu ¢alismada kullanilana benzer doz ve
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surede taurin uygulanmasinin, SOD aktivitesini kontrol grubunda gézlenen
dizeylere yaklastirdigi bildirilmistir (406). Sunulan bu tez calismasinda da,
s6zu edilen ¢aligmayla uyumlu olarak, taurin uygulamasinin, PFOA uygulanan
grupta Olgtlen Cu-Zn SOD aktivitesindeki azalmada iyilesmeye neden oldugu
saptanmigtir. Ayrica KoQio uygulanmasinin da karaciger SOD aktivitesi
uzerinde benzer bir etkisinin oldugu goézlenmigtir.

Peroksizom proliferatorlerinin karacigerde GPx aktivitesini baskiladigi
bilinmektedir (396, 398, 405, 407, 408). Yapilan gesitli in vivo ve in vitro
calismada, PFOA’'nin karaciger GPx aktivitesini dustrdugu gdsterilmistir (41,
50, 395). Kawashima ve ark.’larinin (395) yaptiklari bir galismada, siganlar %
0,01 (a/a) oraninda PFOA igeren yem ile 2 veya 26 hafta suresince beslenmis
ve si¢anlarin karacigerindeki GPx aktivitesinin her iki uygulama slresinde de
azaldigi saptanmistir. Siganlar ile yapilan bir baska ¢alismada ise hayvanlar,
peroksizom proliferatéri olan nafenopin igeren yem ile (100 mg/kg) 55-59
hafta beslenmis ve GPx aktivitesinin % 40-% 50 oraninda azaldigi
saptanmigtir (407). Tatlisu ¢ipura (Oreochromis niloticus) baligindan izole
edilen hepatositler ile yapilan in vitro bir ¢alismada ise, hucreler 24 saat
sureyle 1, 5, 15 ve 30 mg/l konsantrasyonlarda PFOA’ya maruz birakilmiglar
ve GPx aktivitesinin uygulanan butun PFOA dozlarinda azaldigi belirlenmistir
(41). Sunulan bu tez ¢alismasinda da, literatlrle uyumlu olarak PFOA’'nin, GPx
aktivitesinde doza bagli bir azalmaya neden oldugu goézlenmistir. Ancak
calismamizda, PFOA (30 mg/kg) verilen gruba koruyucu olarak taurin veya
KoQ1o uygulamasinin GPx aktivitesindeki azalma Uzerinde herhangi bir etki
gOstermedigi saptanmistir. Karaciger dokusunda elde edilen bu sonuglar,
organik peroksitler ve H202'ye karsi etkin olan GPX'in, lipid peroksitleri de
indirgeyici 6zelligi dikkate alindiginda 6nem tagimakta ve PFOA’nin bu model
sistemde oksidatif stres indukleyici etkisini dogrular nitelik tasiyan bir bulgu
olarak degerlendirilmektedir.

Yapilan cesitli calismalarda, PFOA ve peroksizom proliferatorlerinin
karacigerde CAT aktivitesinde artisa neden oldugu saptanirken (32, 36, 38,
40, 41, 50, 395, 398), bazi ¢alismalarda ise bu bilesiklerin CAT aktivitesinde

once artisa, doz arttikga ise azalmaya neden oldugu bildirilmistir (34, 390,
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393). Ahmed ve ark.lari (34), farelere 21 gun sureyle oral yoldan PFOA
uygulamis, 1 ve 5 mg/kg PFOA dozlarinda karaciger CAT aktivitesinde doza
bagh olarak artis, 10 mg/kg PFOA uygulanan farelerin karaciger CAT
aktivitesinde ise bilesigin 5 mg/kg olarak uygulanan dozunda goérulen aktiviteye
oranla azalma oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada, si¢canlara
oral yoldan 14 gun sureyle 1, 5 ve 10 mg/kg dozlarda perflorododekanoik asit
uygulanmig, CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore 1 mg/kg dozda arttigi, 5
ve 10 mg/kg uygulanan dozlarda ise azaldigi bildirilmigtir (393). Yapmis
oldugumuz bu c¢alismada da, literatirle uyumlu olarak, PFOA her iki
konsantrasyonda da (15 ve 30 mg/kg) CAT aktivitesini arttirmis olmakla
birlikte, dusuk doz PFOA uygulanan grubun CAT aktivitesi, yuksek doz PFOA
uygulanan grubun CAT aktivitesinden daha yuksek bulunmustur. Artan CAT
aktivitesinin, peroksizom proliferasyonu sonucu prooksidan Uretiminin
artmasina bagli olabilecedi dustnulmektedir (34, 41). PFOA’nin ylksek
dozlarinda CAT aktivitesinde gozlenen azalmanin ise, artan oksidatif stresin
sonucu olarak antioksidan sistemlerin kapasitelerinin asilmasina baglanabilir
(409). Ozden ve ark.lari (404) taurinin metiokarb tarafindan olusturulan
oksidatif hasara karsi koruyuculugunu arastirmak amaciyla siganlara 20 gin
sureyle 50 mg/kg taurin uygulamislardir. Sonug olarak taurin uygulamasinin,
metiokarb uygulanan grubun karacigerlerinde goértlen CAT aktivitesindeki
artista azalmaya neden oldugu bildirilimistir. Bu tez calismasinda ise, farelere
taurin uygulamasinin, 30 mg/kg dozda PFOA verilen grupta artmis olan CAT
aktivitesini, yukarida belirtilen galismanin sonuglarindan farkli olarak daha da
arttirdig1 gézlenmistir. Bununla birlikte KoQio uygulamasi ise PFOA uygulanan

gruptaki artmis CAT aktivitesini azaltici yonde etki gdstermistir.

5.2.2. PFOA’nin Beyin Dokusundaki Oksidan ve Antioksidan

Parametreler Uzerindeki Etkileri

Literatirde PFOA maruziyeti ile beyinde oksidatif stres olusumu
arasindaki iligkiyi arastiran az sayida calisma bulunmaktadir (45,187,397).
Beyin hucreleriyle yapilan in vitro ¢alismalarda PFOA’nin hucrelerdeki reaktif
oksijen bilesiklerinin duzeylerini ve lipid peroksidasyon duzeylerini arttirarak

oksidatif strese yol agabilecegi bildirilmistir (45, 187). Reistad ve ark.’lar (45)
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tarafindan 6-8 gunlik sicanlardan izole edilmis beyincik hlcrelerinde yapilan
calismada ise, PFOA'nin (6, 12, 15, 50, 100 uM konsantrasyonlarda) doza
bagimli olarak reaktif oksijen bilesiklerinin olusumunu arttirdigi bildirilmistir.
Sinir hdcresi 6zelligi tasityan (noérotipik) PC-12 hucreleriyle yapilan bir baska
calismada da, bu hicrelerin 10 uM PFOA ile 24 saat inkibasyonunun ardindan
lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA duzeylerinin arttigi saptanmistir
(187). Mashayekhi ve ark.’larinin (397) siganlardan izole edilmis beyin
mitokondrileri Uzerinde yaptiklari bir galismada, PFOA'nin lipid peroksidasyon
duzeylerini arttirdigi, indirgenmis glutatyon duzeylerini ise degistirmedigi
bildirilmigtir. Ayrica bu calismada PFOA’nin, mitokondriyal kompleks | ve
kompleks IlI'teki ROB olugumunu arttirdigi da belirtilmigtir. Bizim
calismamizda da Mashayekhi ve ark.'larinin (397) bulgulariyla paralel olarak
PFOA’'nin, 30 mg/kg dozda beyinde MDA duzeyini arttirdigi, toplam GSH
miktarini ise her iki dozda da degistirmedigi gortlmustir. PFOA'nin ayrica
antioksidan enzimlerden Cu-Zn SOD aktivitesinde dusik duzeyde, GPx
aktivitesinde ise O6nemli derecede azalmaya yol actigi saptanmigtir. Bu
bulgular, PFOA’nin beyin dokusunda da oksidatif stresi indukledigini
gOstermesi acisindan 6nem tagimaktadir.

Diger taraftan, fareler Uzerinde yapilan bir galismada, farelere 5 gun
sureyle 100 mg/kg taurin uygulanmasinin ardindan 3 guin boyunca kadmiyum
verilmig ve taurin uygulamasinin, beyinde kadmiyum tarafindan arttirilan lipid
peroksidasyon duzeylerini azalttigi, kadmiyum tarafindan azaltlan GSH
dizeyleri ile SOD, GPx, CAT aktivitelerini ise arttirdigi bildirilmigtir (399).
Yapilan bir bagska ¢alismada ise siganlara 28 giin boyunca KoQio (12 mg/kg)
ve aliiminyum klortr (AICI3) uygulanmis, AICI3'lGin azalttigi beyin GSH diizeyleri
ile SOD, GPx ve CAT aktivitelerinin KoQzio tarafindan arttirildigi, AICIs’lin
arttirdigi beyin lipid peroksidasyon dizeyinin ise KoQuio tarafindan azaltildigi
bildirilmistir (410). Bu tez calismasinda da, benzer siure ve dozda taurin
uygulamasinin, incelenen oksidatif stres parametreleri Gzerinde herhangi bir
etkisinin bulunmadigi gozlenmis, KoQio uygulamasinin ise Cu-Zn SOD
aktivitesini arttirdig1 ve incelenen diger oksidatif stres parametreleri Gzerinde

ise bir etkisinin bulunmadigi saptanmistir.
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5.2.3. PFOA’nin Bobrek Dokusundaki Oksidan ve Antioksidan

Parametreler Uzerindeki Etkileri

Bobrekte PFOA ile oksidatif stres olusumu arasindaki iligkiyi arastiran
in vivo bir galismada, somon baliklari 1., 3. ve 7. gunlerde PFOA igeren (0,2
mg/kg) yem ile beslenmis, 0., 2., 6., 8. gunler ile PFOA maruziyetinin
kesilmesini izleyen 7. gunde ornekler toplanmistir (40). Arukwe ve Mortensen
(40) tarafindan yapilan bu galismanin sonucunda baliklarin bobrek MDA
dizeylerinde artis oldugu saptanmistir. Bu tez c¢alismasinda, bdbrek
dokusunda gdézlenen MDA duzeylerindeki artis ile toplam GSH dizeyindeki
azalma, PFOA icin bir atilim organi olan bdbreklerin bu bilesige yuksek
miktarda maruz kalmasi ve bu organin oksidatif stresten onemli Olgude
etkilendiginin gostergesi olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu veriler,
PFOA’nin indukledigi oksidatif strese karsi bobreklerin karaciger dokusundan
daha duyarli oldugunu ileri siren Arukwe ve Mortensen’in bulgulari ile de
uyumludur. Ayrica bu tez galismasinda, bobrek CAT aktivitesinde artis olarak
elde ettigimiz sonug da, PFOA’ya maruz birakilan hayvanlarda dlg¢llen bobrek
katalaz gen ekspresyonlarinda artisin goésterildigi bu c¢alisma (40) ile
uyumludur. Bu tez galismasinda, PFOA’ya maruz birakilan farelerin, bobrek
GPx aktivitelerinde artis gozlenirken, Cu-Zn SOD aktivitesinde ise dusik
dozda (15 mg/kg) azalma, yuksek dozda (30 mg/kg) ise artis oldugu
saptanmigtir. Bu bilgiler, PFOA’nin oksidatif stres meydana getirici etkisini
destekler nitelikte olup, Arukwe ve Mortensen’in (40) PFOA maruziyeti
sonucunda bu enzimlerin gen ifadelerinde herhangi bir degisiklik saptamadigi
¢alismanin sonuglari ile benzerlik gostermemistir.

Bobrek dokularinda arsenidin indUkledigi oksidatif hasara karsi taurinin
koruyucu etkisinin arastinldigi bir galismada, siganlara 5 gtin 100 mg/kg dozda
taurin uygulanmasinin ardindan 14 gun sureyle arsenik uygulanmistir. Arsenik
varliginda MDA duzeylerinde gozlenen artis ile GSH duzeyi ve SOD, CAT, ve
GPx aktivitelerinde gozlenen azalmanin, taurin varliginda MDA i¢in azalma
GSH ve antioksidan enzimler igin artis yonunde degisim gosterdigi ve taurinin
koruyucu etkili oldugu gosterilmistir (411). Bu calisma ile benzer sure ve

konsantrasyonda taurin uygulanan bu tez calismasinda, PFOA’'nin bdbrek
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dokusunda indukledigi lipid peroksidasyon duzeyindeki artiga karsi taurinin
herhangi bir koruyucu etkisinin olmadigi saptanmistir. KoQuo’'un bdbreklerdeki
akut sisplatin uygulamasinin olusturdugu toksisiteye karsi olan koruyucu
etkisinin incelendidi bir ¢galismada, farelere 6 gln boyunca 10 mg/kg dozda
KoQ1o, 1 glin sureyle ise sisplatin uygulanmis ve KoQuo’un sisplatin tarafindan
olusturulan oksidatif hasara karsi koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (412).
Sunulan bu tez c¢alismasinda, KoQio'un yukaridaki cgalismada belirtilen
koruyucu 6zelligine benzer bir etki gézlenmemistir. Sonugta, meydana gelen
bu hasarin KoQio'un etki gosterdigi yolakla iliskili olmadigi dusunulebilecegdi
gibi, bu sonucun KoQzio'un uygulandigi doz ve inkibasyon suresi ile de iligkili

olabilecegi dugunulebilir.

5.3. PFOA’nin Hiicre Dongiisii Uzerindeki Etkileri

PFOA ile ilgili yapilan in vitro ¢alismalarda bilesigin hicre donglsunu
etkiledigi ve apopitoza yol actigi bildirilmistir (42-44, 413). HepG2 hicreleri ile
yapilan bir galismada, hicrelerin PFOA’nin disuk konsantrasyonu (50 uM) ile
24 saat sureyle inkibasyonunun, hicre dongusunun G2/M fazindaki hicre
sayisini arttirdigi ve S fazindaki hiicre sayisini ise azalttigi gosterilmistir. Ayni
calismada, PFOA’'nin daha yuksek konsantrasyonlarda (100 ve 150 uM)
GO0/G1 fazinda duraklamaya neden oldugu, G2/M ve S fazlarinda ise hucre
saylsinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (413). HepG2 hucreleriyle
yapilan bir bagka calismada ise hlcrelerin 200 ve 400 uM PFOA ile 24 saat
inkibasyonunun, hucrelerin sub-G0/G1 fazinda birikmesine neden oldugu,
PFOA ile birlikte glutatyonun 6nci maddesi olan N-asetilsistein veya
mitokondriyal membran gegis gobzenekleri inhibitéri olan siklosporin A
uygulanmasinin ise PFOA’nin neden oldugu apopitoz diuzeyinde azalma
meydana getirdigi bildiriimistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler, PFOA’nin
apopitozu, ROB ve mitokondri aracilikli bir yolakla indukledigini gostermistir
(44). Huang ve ark’larinin (43) saglikli insan karaciger hucrelerinde yaptiklari
bir calismada, PFOA’'nin, hiicre dongusinin GO0/G1 ile S fazindaki hicre
sayisinda azalmaya, proapopitotik sub-G0/G1 fazi ile G2/M fazindaki hucre
sayisinda artisa neden oldugu saptanmigstir. Ayni galismada, PFOA’nin hicre

doéngusuni G2/M fazinda duraklattigi ve p53-bagimli mitokondriyal yolagi
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etkileyerek apopitoz duzeyinde artis meydana getirdigi bildirilmistir. Bu tez
calismasinda da Shabalina ve ark’larinin (413) c¢alismasina benzer olarak,
hayvanlara yluksek doz PFOA uygulamasinin, karaciger dokusunda hucre
dongusunin GO0/G1 fazindaki hicre sayisini istatistiksel olarak anlamh
olmayan Olgide arttirdigi, G2/M fazindaki hicre sayisini ise azalttigi
belirlenmistir. Koruyucu olarak taurin uygulamasi, hiicre déngisinin G0/G1
fazinda duraklamasina neden olurken, KoQio uygulanmasi ise hucre
doéngusunin G2/M fazinda duraklamasina neden olmustur.

Vero hiucreleriyle vyapilan bir g¢alismada ise PFOA’nin hicre
dongusinin G0/G1 fazinda duraklamaya, S ve G2/M fazinda bulunan hicre
sayisinda ise azalmaya neden oldugu gosteriimis ve hicre i¢ci ROB
dizeyindeki artisin bir sonucu olarak, hucre dongusunin G1 fazinda
duraklatildi§gi ve apopitoz meydana geldigi bildirilmistir (42). Bu tez
calismasinda ise PFOA uygulamasi, s6zlu edilen ¢alismadan farkli olarak,
bobrek dokusundaki hucre dongusunde, GO/G1 fazindaki hucre sayisinda
azalmaya, G2/M fazindaki hicre sayisinda ise artisa neden olmustur.
Koruyucu olarak taurin ve KoQio uygulamalari ise PFOA verilen grupta
g6zlenen G2/M fazindaki hicre sayisindaki artigi azaltirken, GO/G1 fazinda
gOzlenen hucre sayisindaki azaligi arttirmistir.

Karaciger ve bobrek hicrelerinde apopitoz tespit edilememistir.
Kullandigimiz yontem ile sub G1 pikinin belirlendigi ge¢ apopitoz
saptanmaktadir. Bu tez calismasinda apopitozun saptanamamasi, PFOA’ya
maruziyet suresi uzatildiginda vel/veya hayvanlara daha yuksek
konsantrasyonda PFOA verildiginde, yukarida s6zu edilen gesitli in vitro
calismalarin  sonuglariyla uyumlu olarak apopitoz gozlenebilecegini

dusundurmektedir.

5.4. PFOA’nin Vero Hiicre Kiiltiirleri Uzerindeki Etkileri

PFOA ile ilgili yapilan hucre kultard g¢alismalarinda, bilesigin insan
karaciger, plasenta, periferal kan, meme kanseri, adrenokortikal karsinoma,
HepG2 (insan karaciger kanser hucresi) hucreleri ile sigan tiroid ve serebellar
granul hucreleri ve vero hucreleri gibi gesitli hiicrelerin proliferasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (42, 45, 50, 52, 154, 160, 191, 414-418). Bu ¢alismalarda
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hicre canhligindaki azalmanin gézlendigi PFOA konsantrasyonunun, -htlicre
tirtne ve inkiibasyon suresine bagli olarak degismekle birlikte- genelde 50 uM
ve Uzeri konsantrasyonlar (42, 50, 415, 419), daha sik olarak da 100-200 pM
ve Uzeri konsantrasyonlar oldugu bildirilmistir (42, 50, 52, 414, 415).
PFOA'nin hicre proliferasyonunu inhibe edici etkisinin yani sira, distk
konsantrasyonlarda hucre canlihgini arttirici yonde etkisi oldugu da birgcok
calismada gosterilmigstir (154, 160, 415, 418). Hu ve ark.’larinin (418) insan
karaciger hucre hattinda yaptiklari bir calismada, hucreler PFOA’nin gesitli
konsantrasyonlariyla (12,5-1200 uM) 48 saat sureyle inkibe edilmistir. Bu
calismada PFOA’nin hicre canhligini % 50 oraninda azalttigi konsantrasyon
647 uM olarak saptanmis olup, bilesigin yaklasik olarak 71-316 uM
konsantrasyon aralijinda ise hucre proliferasyonunda artis meydana getirdigi
gosterilmistir. Calisma sonucunda “J seklinde” bifazik bir doz-yanit egrisi elde
edilmistir. HepG2 hcreleriyle yapilan bir bagska calismada ise PFOA’nin 48
saat sure sonunda 5-50 pM konsantrasyonlarda hucre proliferasyonunda
anlamli bir artisa neden oldugu; 50 yM’dan daha yuksek konsantrasyonlarda
ise hicre canlihdinda azalma meydana getirdigi belirlenmistir (415).
Sundugumuz bu tez ¢alismasinda da literatlirle uyumlu bir sekilde, hicrelerin
duguk konsantrasyonlarda PFOA ile inkibasyonunun [24 (50 ve 100 uM), 48
(5-100 uM), ve 72 saat (10 pM)] hicre canlihdinda artisa neden oldugu
saptanmigtir. Gozlenen bu etkinin bifazik olmasi hormesis kavramiyla
aciklanmaktadir (420, 421). “Hormesis” dusuk dozlarda az duzeyde uyarici,
yuksek dozlarda inhibe edici etkinin goruldugu doz-yanit iligkisi olarak
tanimlanir ve bu etkinin radyasyon dahil agir metallar (kadmiyum, kursun gibi)
antibiyotik ve bir¢gok ksenobiyotikle meydana geldigi bilinmektedir (421-423).
Bu tez cgalismasinda da, PFOA’nin vero hicrelerinin canlihdi Uzerinde
hormesis ile tanimlanan bir doz-yanit iligkisi meydana getirdigi belirlenmigtir.
Vero hucreleri kullanilarak yapilan bir galismada, hicrelerin PFOA ile
24 saat inkUibasyonu sonucunda, PFOA’nin 220 uM’lik konsantrasyonu ile
hicrelerin MTT’yi metabolize etme yeteneklerinin % 50 oraninda azaldigi
belirlenmistir. HepG2 hucreleriyle yapilan bir ¢alismada ise hicrelerin PFOA

ile 24 saat inkibasyonu sonucunda bilesigin 200 pM ve Uzeri
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konsantrasyonlarda hicre canlihd@ini azalttigi bildirilmistir (52). Buhrke ve
ark.’larinin (415) HepG2 hicreleri ile yapmis olduklari galismada da, hicrelerin
PFOA ile 48 saat inkibasyonunu takiben, bilesigin 100 uM ve Uzeri dozlarinda,
hicre canliiginda azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayni c¢alismada
hicreler PFOA ile 72 saat inklibe edilmis ve nétral kirmizi testiyle bilesigin bu
hicreler Uzerindeki sitotoksik etkisi belirlenmis, 50 uyM ve Uzeri PFOA
konsantrasyonlarinda hucre canhliginin anlamh olarak azaldigi bildirilmigtir
(415). Bu tez calismasinda da, literaturdeki calismalara benzer sekilde,
hicrelerin 24 saat sureyle PFOA ile inkiibasyonu sonucunda, bilesigin 200-
400 pM konsantrasyon araligindaki bir doz dizeyinde hicre canhligini % 50
oraninda azalttigi, 400-800 uM konsantrasyonlarinda ise, hicre canlihgini %
20-% 6 oranlarina dusurdugu saptanmistir. HepG2 hicre hattinda yapilan bir
diger calismada da, PFOA ile hicrelerin 48 ve 72 saat inklibe edilmesinin
ardindan, hucre canhliginda 50 uM ve Uzeri konsantrasyonlarda anlamli olarak
bir azalma gozlendigi belirtilmigtir (50).

PFOA’nin vero hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisinin MTT yodntemi
kullanilarak arastirildigl bu tez calismasinda da, literaturdeki diger sonuglara
benzer olarak, hicreler PFOA ile 48 saat sireyle inkibe edildiginde, bilesigin
100 yM’dan daha yuksek olan konsantrasyonlarinda, 72 saat sureyle inkube
edildiginde ise 50 pM ve Uzerindeki PFOA konsantrasyonlarinda hucre
canlihginda doza bagli ve onemli derecede bir azalma oldugu saptanmistir.
MTT testi, metabolik olarak aktif hucrelerin canhihidini (mitokondriyal
dehidrojenazlarin aktivitesini) ve mitokondriyal hasari belirleyen bir testtir
(368). PFOA ile yapilan in vitro ¢galismalarda bilesigin mitokondriyi etkiledigi ve
toksik etkisini buna bagli olarak gergeklestirdidi ileri strGIimustir (44, 50, 216,
424). Yapilan c¢alismalarda, PFOA’nin mitokondriyal membranlarin
gegirgenligini arttirdigi, buna bagh olarak da ATP sentezini inhibe ettigi ve
ardindan oksidatif stres ve apopitoza yol agtigi gosterilmigstir (44, 216, 424).
PFOA’nin ayrica elektron tasima sisteminde kenetsizleyici ajan olarak da
gorev yaparak oksidatif fosforilasyonu bozdugu bildirilmigtir (216). Bu tez
calismasi kapsaminda butin inkibasyon surelerinde (24, 48 ve 72 saat) 400

MM ve Uzerindeki konsantrasyonlarda, PFOA’nin hicreler igin yuksek dizeyde
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(= % 80) ve 6nemli derecede (p< 0,02) sitotoksik etki gostermis oldugu ve
bilesigin hucre canhligini inhibe ettigi en dusuk konsantrasyonunun,
inkUbasyon suresinin uzamasina bagli olarak azaldigi saptanmigtir. Elde
ettigimiz sonuglar literatur verileri ile uyum gdstermektedir ve vero hicrelerinde
10 farkh konsanrasyonda PFOA ile 24, 48 ve 72 saatlik Ug¢ ayri inkibasyon
suresinin ardindan doz- ve zamana bagimh sitotoksisitenin gosterildigi ilk
calisma olmasi ve bu konuda ileride yapilmasi planlanan galigmalarimiza
temel olusturmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Fare hepatositlerinde arsenik tarafindan indiklenen sitotoksisiteye
kargi taurinin koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢calismada, hucreler 14 mM
taurin ile 2 saat 6n inkiibasyona birakilmig, ardindan 2 saat sure ile arsenik ile
inkibe edilmistir. Taurin ile 6n inkiibasyonun, azalan hicre canliiginda artisa
neden oldugu dolayisi ile koruyucu etki gdsterdigi bildirilmistir (425). Domuz
bobrek epitel hicreleriyle yapilan bir bagka ¢alismada ise, 100 uM ve 1 mM
konsantrasyonda taurin ile hucrelerin 4 saat 6n inkubasyona birakilmasi da,
calismada kullanilan toksik maddenin olusturdugu sitotoksisite Uzerinde
koruyucu etki gostermistir (426). Yine ayni hlcreler kullanilarak yapilan bir
bagska calismada, hucrelerin 10 mM taurin ile 30 ve 60 dk 6n inkUbasyona
birakilmasi da, hicre canhliginda, toksik madde (FeCls + L-dopa) uygulanan
gruba oranla, sirasiyla % 21 ve % 33 oraninda artis meydana getirmistir (427).

Bu tez calismasinda, maymun boébrek epitel hiicrelerinin (vero), taurin
ile (0,5, 1 ve 5 mM) 6n inkiibasyonunun, PFOA’nin indikledigi sitotoksisiteye
kargl anlamli olmayan dizeyde bir koruyuculuk sagladigi saptanmistir. Bu
verinin, PFOA’'nin vero hucrelerinde meydana getirdigi sitotoksik etkinin
oksidatif stres ile iligkili olabilecegi konusunda bir 6n bilgi sagladigi
dusunalebilir. Buna karsilik glutatyonu tuketilmis si¢can hepatositlerinde
yapilan bir baska ¢alismada ise taurin 6n inkiibasyonunun (60,120 ve 180 dk,
200 pM konsantrasyon), izoniazid ve hidrazin tarafindan indiklenen
sitotoksisiteye karsi herhangi bir koruyucu etki gostermedigi bildirilmigstir (428).
Aragtirmacilar, taurin uygulama suresinin bu hucrelerdeki antioksidan
enzimlerin yenilenmesi i¢in yeterli olmadigini ve bu nedenle taurinin koruyucu

etkisini tam olarak goésteremedigini ileri surmuslerdir.
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Fare kolon kanseri hucreleriyle yapilan bir ¢alismada, hucreler 10 yM
KoQuo ile 2 saat 6n inkiibasyonunun ardindan, 24 saat sure ile simvastatine
maruz birakilmis ve simvastatinin sitotoksik ve oksidatif stres meydana getirici
etkilerinin, KoQio uygulamasi ile baskilandigi belirlenmigtir (429). Tavsan
kornea keratositleriyle yapilan bir baska c¢alismada ise, hucreler bir onceki
calismayla benzer sekilde, KoQio ile 2 saat 6n inklibasyona birakildiktan
sonra, hicrelerde farkli yollar kullanilarak (adriamisin, seramid veya radyasyon
uygulamasi, serum kisitlamasi) apopitozun indiklenmesi saglanmistir. Bu
hicrelerde go6zlenen sitotoksik etkinin, hicrelere KoQio uygulamasi ile
azaldigi ve bu etkinin KoQuo'un -serbest radikal stupuricu etkisinden bagimsiz
olarak- mitokondriyal permeabilite gecgis porunu inhibe etmesi sonucu,
apopitoz olusumunu dnlemesi ile iligkili oldugu 6ne surtimustir (349).

Bu tez caligsmasinda, literaturle uyumlu olarak, vero hucrelerinin KoQz1o
ile 6n inkibasyonunun, PFOA’'nin indikledidi sitotoksisiteye karsi anlamli
olmayan duzeyde bir koruyuculuk sagladigi belirlenmigtir.

Literatirde, sinir hicrelerinde rotenonun olusturdugu sitotoksik etkiye
karsi KoQuo'un koruyucu etkisinin arastirildi§i bir calismada, KoQzio'un hiicre
canlihgini arttirdigi, ROB Uretimini azalttigi ve mitokondriyal membran
potansiyelinin devamliligini sagladigi bildirilmigtir (430). Bu c¢alismada
rotenonun elektron tagsima sisteminde kompleks | inhibisyonu yaptigi, ROB
uretiminde artisa yol actigi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu bozdugu
belirtiimigtir. KoQio'un, hicrede ROB Uretimini azaltarak mitokondriyal
permeabilite gecgis porunun olusumunu engelledigi veya dogrudan bu porlara
baglanarak porun agilmasini engelledigi ve apopitotik faktorlerin salinimi ile
hicre 6lumuana onledigi ileri stralmustir (430). Rotenonda gdézlenen toksik
etki mekanizmasina benzer sekilde, PFOA’nin hicrede mitokondriyal
membran por acgikligini arttirdigi, oksidatif fosforilasyonu bozdugu, oksidatif
stres ve apopitoza neden oldugu bildirilmistir (44, 216, 424). Vero hucreleriyle
yapmis oldugumuz bu calismada da, KoQio'un yukarida belirtilen
mekanizmaya benzer bir mekanizma araciliiyla veya KoQio'un radikal

supurucu ozelligine bagh olarak hucre dlumunde azalmaya neden oldugu ileri
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surulebilir. Ancak bu mekanizmalarin aydinlatiimasi i¢in ayrintili calismalara
gerek bulunmaktadir.

Yapilan bir¢ok in vitro ¢alismada PFOA’'nin hicrelerde reaktif oksijen
bilesiklerin duzeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (42-46, 50, 153,
431, 432). Freire ve ark.lari (42) vero hucreleri ile yaptiklari bir ¢alismada,
PFOA’nin (50, 200 ve 500 uM) ROB olusumunu 24 saat sonunda, sadece 500
MM konsantrasyonda anlamli olmak Uzere, doza bagli olarak arttirdigini
saptamiglardir. PFOA’'nin bu hlcrelerde meydana getirdigi sitotoksik etkinin,
hicrelerde oksidatif stres ve apopitoz olusturmasina bagh olarak meydana
geldigi bildirilmistir. HepG2 hiicreleriyle yapilan bir diger calismada ise,
PFOA'nin ROB duretiminde artisa, toplam antioksidan kapasitesinde ise
azalmaya neden olarak, oksidatif stresi indukledigi ve DNA hasarini arttirdigi
gosterilmistir (46). Benzer sekilde Yao ve ark.’lari da (51), PFOA’'nin HepG2
hlcrelerinde genotoksik etki meydana getirdigini ve bu duruma da hucre igi
ROB'’nin duzeyini arttirarak oksidatif DNA hasarina yol agmak suretiyle neden
oldugunu bildirmislerdir. Zhao ve ark.’lar1 (433) memeli hicreleri ile yaptiklar
bir calismada, PFOA’nin mutajenik oldugunu ve bu etkisini mitokondri bagiml
ROB Uretimini arttirarak gosterdigini ileri strmuslerdir. Ancak, literatlirde
PFOA’nin hucrelerdeki ROB diuzeyini etkilemedigini gosteren calismalar da
bulunmaktadir. Ornegin Florentin ve ark.larinin (52) HepG2 hiicreleriyle
yaptidi bir galismada, hicreler PFOA (50-800 pM) ile 24 saat inklibe edilmis
ve ROB Uretiminde herhangi bir artis olmadigi saptanmistir. Sundugumuz bu
tez calismasinda da PFOA'nin, literatirde var olan ve bu bilesigin ROB
olusumuna neden oldugunu goésteren ¢alisma sonugclarina benzer sekilde, 50-
500 uM konsantrasyon araliginda, vero hucrelerinde ROB dizeyinde doza
bagimli olarak dusuk duzeyde bir artis meydana getirdigi saptanmistir. Ancak
ROB tayini amaciyla yapilan deney sayimizin az olmasi, guvenilir bir yorum

yapilmasini engellemekte ve sonuglarimizin tekrarlanmasini gerektirmektedir.
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6. SONUG ve ONERILER

Toksik etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamig, kalici bir

cevresel kirletici olan PFOA’nin oksidatif stres ve/veya sitotoksik etkilerinin

arastiriimasi amaciyla yapilan bu tez ¢alismasinda, in vivo ve in vitro model

sistemler kullaniimis ve asagida 6zetlenen sonuglar elde edilmistir:

1.

iki ayri dozda (15 ve 30 mg/kg, ig, 10 giin) PFOA uygulanan farelerin
vucut agirhiklarinda onemli ve doza bagimh bir azalma gozlenirken,
karaciger ve bobrek agirliklarinda, 6énemli duzeylerde olmak uzere,
siraslyla artigs ve azalma oldugu, beyin agirliginin ise sadece yuksek
doz PFOA uygulanan grupta azaldidi gézlenmistir.

Dokular histopatolojik olarak analiz edildiginde, PFOA’nin, karaciger
dokusunda hepatoseluler hipertrofi ve nekroz gibi patolojik
degisikliklere yol actigi, beyin ve bobrek dokularinda ise herhangi bir
histopatolojik degisiklige neden olmadigi belirlenmigtir.

Bilesigin, karaciger MDA degerlerinde, 15 mg/kg PFOA verilen grupta
duguk duzeyde bir artisa neden oldugu belirlenmistir. MDA degerlerinin
beyin dokusunda yuksek, bobreklerde ise her iki doz diizeyinde de artis
goOsterdigi saptanmistir. Taurin ve KoQio uygulamasinin ise lipid
peroksidasyona kargi sadece karaciger dokusunda koruyucu etki
gOsterdigi belirlenmigtir.

PFOA’ya maruziyetin, fare toplam glutatyon duzeyleri ile antioksidan
enzim (Cu-Zn SOD, GPx ve CAT) aktivitelerinde artis ve azalis seklinde
gozlenen degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Bu degisikliklerin,
genel olarak karaciger ve beyin dokularinda benzer yénde oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, PFOA’nin hayvanlarda
antioksidan sistemler duzeyinde de etki yaptigini gostermesi agisindan
onemli olup, PFOA’nin oksidatif stres indukleyici, dolayisi ile serbest
radikal meydana getirici etkileri igin destekleyici bir veri niteligi
tasimaktadir.

PFOA’'nin karaciger ve bobrek dokusundaki hucre dongulerinde

degisikliklere neden oldugu goérulmds olup, herhangi bir apopitoz
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bulgusuna rastlanmamigtir. Bu bulgularin, ayrintili  ¢aligmalarla
desteklenmesine gerek bulunmaktadir.

6. Vero hucrelerinin PFOA’'nin 10 farkli konsantrasyonu ile 24, 48 ve 72
saat sureyle inkibasyonunun, bdbrek hucrelerinde doz- ve zamana
bagli sitotoksik etki meydana getirdigi belirlenmistir. Bu hucrelerin taurin
ve KoQuoile 6n inkibasyonunun, PFOA’nin meydana getirdigi sitotoksik
etkiye kargi dusuk duzeyde bir koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir.
PFOA’'nin bu hucrelerde ROB dizeylerinde de artisa neden oldugu
gOsterilmistir.  Bu veriler, literatirde PFOA ile gergeklestirilen
sitotoksisite  calismalarindan elde edilen veriler ile uyum

gOstermektedir.

Sonug olarak, cevresel maruziyet ve/veya gunluk yasanti ile iligkili
olarak her yastan insanin maruz kalabilecegi, toksik etki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis bir gevresel kirletici olan PFOA konusunda bu tez
kapsaminda elde edilen veriler, bilesigin toksisite mekanizmasinin
aydinlatiimasi konusunda yapilacak ileri ¢alismalar igin bir 6n bilgi niteliginde
olup, kapsamli caligmalar ile daha ayrintili bilgilere ulasiimasina gerek

bulunmaktadir.
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