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Bu calismada, yapay recine ve polikarbonath plastik iiretiminde kullanilarak
hayatimizin hemen her alanina dahil olan bisfenol A (BPA)’ nin ve metabolitlerinin
insan kan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik, sitotoksik ve oksidatif potansiyellerinin
arastirtlmas1 amaglanmistir. Calismada in vitro mikroniikleus (MN) testi ve komet
yontemi kullanilmis olup hiicrelerin sitokinez blok proliferasyon indeksi (CBPI)
hesaplanmistir. Ayrica BPA’ nin metabolitlerinin de etkilerini gérmek igin S-9
aktivasyon sistemi kullanilarak in vivo ortam olusturulmaya calisilmistir. Bu
calismada saglikli, sigara ve alkol kullanmayan 25 yasinda 3 erkek bireyden kan
almmistir. S-9 metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz insan lenfosit
hiicre  kiltiirii  iizerine BPA’ nin  0.063ug/L, 0.128ug/L  ve 0.32ug/L
konsantrasyonlar1 eklenmistir. BPA' nin kullanilan konsantrasyonlarinin negatif
kontrollerle karsilastirilmasi sonucu MN frekansinda anlamli sonuglar elde
edilmistir. En yiiksek MN frekansi, kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan
0.32ng/L’ de goriilmiistiir. Ayrica her konsantrasyonun kendine ait S-9' lu ve S-9' suz
ortamlar1 karsilastirildiginda bunlar arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Komet
testi sonucunda S-9” Iu ve S-9” suz ortamda elde edilen hasarli hiicre yiizdesi (HHY)
ve genetik hasar indeksi (GHI) konsantrasyon artisina bagli olarak anlamli bir artig
gostermistir. CBPI degerleri hesaplandiginda ise degerlerde anlamli bir azalma
oldugu gozlenmistir. Yapilan bu ¢aligmada elde edilen veriler BPA’ nin kullanilan
konsantrasyonlarinin insan kan lenfosit hiicre kiiltiiriinde genotoksik, sitotoksik ve
oksidatif potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, mikroniikleus, komet, S-9 aktivasyon sistemi,
sitokinez blok proliferasyon indeksi

Damsman: Prof. Dr. Ayla Celik , Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to investigate the effects of genotoxic and cytotoxic
and oxidative potentials of Bisphenol A and its metabolites used in plastic porduction
and synthetic resin in human blood lymphocyte cultures synthetic resin. In this
study, in vitro micronucleus test and comet test (single cell gel electrophoresis
method) is used and cytokinesis block proliferation index (CBPI) is measured.
Besides the S-9 activation system is used to determine the effects its metabolites of
Bisphenol A. In this study, The blood samples were collected from three healthy
and non-smoking male persons aged 25. The lymphocytes cultures were set up as
without and with S-9 activation system. Three different concentrations of Bisphenol
A were used as 0,063ug/L, 0,128 pg/L, 0,32 ng/L. There is a significant difference
between negative control and all the concentrations of Bisphenol A for
micronucleus frequency, CBPI values and damaged cell percent, genetic damage
index in comet test (p<0.05). There is no significant difference between with S-9
and without S-9 activation sysytem treatment concentrations for micronucleus
frequency, CBPI values and damaged cell percent, genetic damage index in comet
test. There is a significant among all the concentrations of Bisphenol A for CBPI
values, micronucleus frequency and damaged cell percent, genetic damage index in
comet test (p<0.05). As a result, Bisphenol A and its metabolites are genotoxic,
cytotoxic and and have potential the oxidative damage on DNA in human blood
lymphocytes cultures under in vitro condition.

Keywords: Bisphenol A, micronucleus, comet, S-9 activation system, cytokinesis
block proliferation index
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SIMGELER VE KISALTMALAR

BADGE: Bisfenol A diglisil eter

BFDGE: Bisfenol F diglisil eter

BN: Biniikleus

BPA: Bisfenol A

BPF: Bisfenol F

CBPI: Sitokinez blok proliferasyon indeksi
CD-1: Sprague Dawley fareleri

CF: Siklofosfamid

Cyt- B: Sitokalasin B

ER: Ostrojen reseptorii

FAO: Gida ve Tarim Orgiitii

FDA: Gida ve Ilac Idaresi

GC-MS: Gaz kromotografisi kiitle spektroskopisi
GHI: Genetik hasar indeksi

HHY': Hasarli hiicre yiizdesi

HPLC: Yiiksek performans s1vi kromotografisi
KKD: Kardes kromatid degisimi

LCso: Letal konsantrasyon

LMA: Diisiik erime noktal1 agar

MMC: Mitomisin C

MN: Mikroniikleus

NMA: Normal erime noktal1 agar

NPB: Niikleoplazmik koprii

NTP: Ulusal Toksikoloji Programi

PBS: Fosfat tamponu

PHA: Fitohemoglutunin

ppb: Her milyardaki partikiil miktari

S-9: Karaciger homozenizati

UGT: Uridin di fosfat glukuronil transferaz enzimi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Son derece hizli niifus artis1 ve calisma hayatindaki hizli gelismeler nedeniyle,
cesitli amaclar i¢in kullanilmakta olan kimyasallarin sayis1t her gegen yil artmaktadir.

Gliniimiizde tretimi yapilan kimyasal bilesiklerin sayis1 65 milyonu bulmaktadir [1].

Evsel, endiistriyel ve zirai uygulamalar sonucu ¢evreye kontrolsiiz olarak
verilen bu kimyasallar canlilarin ciddi saglik problemleri ile kars1 karsiya kalmasina ve
yasamsal faaliyetlerinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir. Ornegin, endiistri
ve kozmetik sanayiinde genis ¢apta kullanilan bazi kimyasallar atmosferin koruyucu
0zon tabakasini zayiflatmakta, bazilarinin uzun siire kullanimi maruz kalanlarda kanser
olusumuna neden olmakta, zararsiz zannedilmis olan birtakim ilaglarin fazla kullanimi1
bobrek yetmezligine yol agmakta, tarimda kullanilan kimyasallar zemin sularinin
kimyasal kirlenmesine neden olmaktadir. Ayrica endiistriyel atik sularin igerisinde
bulundurduklar1 toksik maddeler, sucul organizmalarin yasamini etkileyerek, bu

canlilarin kisa siirede tiikkenmesine yol agmakta ve ekosistemi olumsuz etkilemektedir

[1].

Pek cok kimyasal madde, tehlikesinden habersiz olarak evlerimize, is
yerimize, gidalarimiza ve viicudumuza girmektedir. Bunlardan birisi de diinya
capinda her yi1l 1.7 milyar kg civarinda iiretilerek en yiiksek iiretim kapasitesine sahip

kimyasallar arasinda bulunan Bisfenol A (BPA)’ dir [1].

1930 larda bilim adamlar1 BPA’ nin yapay 0Ostrojen oldugunu
kesfettiklerinde, o yillarda bu kimyasalin Ostrojenik etkisi endiistride verimi

arttirmak icin sigirlart ve kiimes hayvanlarini hizlica biiyiitmede kullaniliyordu [2].

BPA’ nin 1936 yilinda disi si¢anlarin iireme sistemini uyarici etkisi oldugu
gosterildigi halde, bu madde sadece son yillarda kaygi verici bir kimyasal haline
gelmistir. Bu kimyasal 1950’ lerden beri polikarbonatli plastik ve recinelerin

sentezinde monomer olarak kullanilmaktadir [3].

1996 yilinda iiretilen bisfenoliin %48’ inin Amerika’da, %32’ sinin Dogu

Avrupa’da, %20’ sinin de Japonya’ da iiretildigi belirtilmistir [4].
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BPA; fenol regine, poliakrilat ve poliester yapiminda kullanilmakta olup asil
kullanildig1 alan %60’ lik oranla polikarbonatli plastik iiretimi ve %26’ lik oranla da
yapay re¢ine Uretimidir. Polikarbonatli plastik olarak; CD, otomobil farlari, ev
aletleri, yiyecek paketleri ve plastik siselerin yapiminda, yapay re¢ine olarak ise;
konserve kutularinin yiyecekle temas eden ylizeyleri, plastik boru kaplamalari, metal
kavanoz kapaklarinin yapimi ve tutkallarin yapiminda kullanilmaktadir. Bu alanlarin

disinda BPA plastik dis dolgusu yapiminda da kullanilmaktadir [5,6].

BPA’nin bu alanlarda kullanilmasinin nedeni; sert, uzun omiirlii, saydam,

-40 °C ile +145 °C’ ye kadar dayanikli ve bazi asit ve yaglara kars1 direngli olmasidir

[7].

BPA besinlerin saklama kalitesini arttirmak, gidalar1 daha kullanilabilir hale
getirmek icin kullanilmaktadir. Gida katki maddelerinin glivenli kullanimi igin

calisan uluslar arasi kuruluslar [8,9];

1. CAC ( Codex Alimentarius Commission ) : Birlesmis milletlere bagli olarak

calismaktadir.

2. JECFA (The Joint FAO/ WHO Expert Committee On Food Additives ):

FAO/ WHO ortak uzmanlar komitesine verilen isimdir.

3. JMPR ( The Joint FAO/ WHO Meeting On Pesticides Residues ) :
Gidalardaki pestisit kalintilarii degerlendiren, gidalarin giinliik aliminda
insan saglhigina zarar vermeyecek maximum pestisit miktarin1 belirleyen

kurulustur.

4. SCF ( Eu-Scientific Committe On Food ) : Avrupa Birligi’ ne bagli olan
komitedir.

5. FDA ( Food and Drug Administration ) : ABD’ nin ulusal kurulusudur.

BPA, plastiklerde 3 ve 7 ile numaralandirilmig iirtinlerde kullanilmaktadir.
Bu kimyasal, basta 2010 yilimin Eyliil ayinda Kanada olmak tiizere, Danimarka ve

Amerika gibi bazi gelismis iilkelerde yasaklanmistir [10].
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Sekil 1.1. Plastiklerde kullanilan rakamlarin anlamlar1 [11].

1.

PETE veya PET (Polyethylene Terephthalate, Polietilen Tereftalat); yumusak
icecekler, su, meyve suyu, deterjan, temizleyici ve findik ezmesi kaplarinda

kullanilir.

HDPE (High Density Polyethylene, Yiiksek Yogunluklu Polietilen); seffaf
plastik siit ve su kaplari, camasir suyu, deterjan ve sampuan siseleri ve bazi

plastik torbalarda kullanilir.

PVC veya V (Polyvinyl Chloride, Polivinil Klorid); alimiinyum folyo, bazi
siseler, pisirme yag1 ve findik ezmesi kaplari, deterjan ve cam temizleme

siselerinde kullanilir.

LDPE (Low Density Polyethylene, Diisiik Yogunluklu Polietilen); manav

saklama cantalarinda, cogu plastik strec filmlerde ve bazi siselerde kullanilir.

PP (Polyethylene, Polietilen); ¢orba, surup ve yogurt kaplarinda, pipetlerde

ve biberonlarda kullanilir.

PS (Polystyrene, Polisitren); plastik mantar yiyecek tepsilerinde, yumurta
kartonlarinda, tek kullaniomlik bardak ve tabaklarda, tasinabilir saklama

kaplarinda ve seffaf olmayan plastik ¢atal bicak takimlarinda kullanilir.

3
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7. Diger; cogu plastik bebek biberonunda, 19 litrelik su damacanalarinda,
“spor” su mataralarinda, seffaf plastik suluklarda ve bazi plastik ¢atal, bigak
takimlarinda kullanilir. Yeni biyolojik bazli bazi plastikler de 7’ ile
etiketlenebilir [11].

BPA’ ya olduk¢a benzerlik gosteren bisfenol F (BPF) ile yapilan bir
calismada kullanilan konsantrasyonlarin bakterilerde mutajenik oldugu, okaryotik
hiicrelerden kiiltiire edilmis lenfositlerde ise sitotoksik oldugu rapor edilmistir [12].
BPA’ nin oksidatif potansiyelini belirlemek icin meme kanseri hiicre dizisinde
(MCF-7) yapilan bir c¢alismada uygulanan konsantrasyonlarin komet kuyruk
uzunluklarinmi arttirdigt ve DNA’ da ¢ift zincir kirikliklarina yol agtigi ortaya
konmustur [13]. Ancak uygulanan konsantrasyonlarin oldukc¢a yiiksek olmasi
nedeniyle elde edilen sonuglarin BPA’ nin ger¢cek oksidatif potansiyelini

yansitmadigi diistiniilmektedir [14].

Bu calismada oncelikle, son derece hizli nufiis artis1 ve ¢aligma hayatindaki
hizli gelismeler nedeniyle cevresel desarj potansiyeline sahip olan ve eko-geno-
toksik etkileri hakkinda c¢ok az bilgi sahibi olunan BPA’ nin ve 0zellikle
metabolitlerinin hala tartisilmakta olan in vitro sitotoksik, genotoksik ve oksidatif
potansiyellerinin incelenmesi amaglanmistir. Bunun yaninda BPA’ nin besin
zincirine bagli olarak olusacak metabolitlerinin ¢evresel desarjlar1 sonucu
ekosistemde bulunan diger kimyasallar ile birlikte olusturacagi potansiyel
etkilesimlerin belirlenmesi, bu maddenin olusturacagi ¢evresel toksik riskler
konusunda bilinglenme, secilen BPA konsantrasyonlarinin, bu kimyasala maruz
kalmis bireylerin serum degerleri olmasit nedeniyle, BPA’ ya maruz kalinma
durumunda ortaya cikabilecek olasi saglik etkilerinin kismen de olsa ortaya konmasi,
BPA’ nin alict hiicrelerdeki akibetleri, canlilar {izerine toksik etkileri ve yol
acabilecekleri diger potansiyel c¢evreyle ilgili riskler konusunda Cevre ve Orman
Bakanligi, Saglik Bakanlhigi ve gida sektorii gibi benzeri kuruluslar tarafindan da

kullanilabilecek onemli ¢iktilar elde edilmesi amaglanmastir.
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Yapilan bu c¢aligmada, BPA’ nin ve metabolitlerinin insan kan lenfosit
kiiltiirlerinde genotoksik, sitotoksik ve oksidatif potansiyelleri hiicresel diizeyde

incelenmis ve etkiler birbirleriyle karsilagtirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. BPA’NIN GENEL OZELLIKLERI:

Bisfenol A (BPA) iki mol fenoliin bir mol aseton ile diisiik pH da ve yiiksek

sicaklikta yogunlastirilmasi sonucu elde edilen organik bir bilesiktir [15].

OH
0 — CH,
4 )k > 1) O—@—DH +H0
CHy CH, CH,

FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 2.1. Bisfenol A’ nin fenol ve asetondan yogunlastirilmasi [15].

CH,

]

Sekil 2.2. Bisfenol A (BPA)’ nin kimyasal yapis1 [15].
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Cizelge 2.1. BPA’ nin genel 6zellikleri [1].

BPA’ nin genel 6zellikleri

Genel ad1 Bisfenol A

IUPAC adlandirmasi 2,2-bis (4-hidroksifenil)propan
CAS numarasi 80-05-7

Molekiiler formiilii Ci5H1602

Molekiiler agirlig 228.9

Erime noktasi 153 °C

Kaynama noktasi 220 °C

Yogunlugu 1.1-1.2 kg/m®

Buhar basinci 25 °C ‘de 3.91E-07 mm Hg
Alevlenme sicakligi 270 °C

Fiziksel hali ve rengi Beyaz partikiil veya toz
Sudaki ¢oztinirligi 25 °C ’de 120 mg/L

2.2. BPA’YA MARUZIYET
2.2.1. BPA’nin Cevresel Potansiyeli

BPA fabrikalarda iiretim sirasinda olusan atiklarin tamamen aritilmadan kirli
sulara bulagsmasiyla akuatik ¢evreye zarar vermektedir [7, 16, 17]. Yamamoto ve ark.
atik sulardaki BPA seviyesinin 1.3 ile 17.200 pg/mL arasinda degistigini rapor
etmislerdir [18]. Nehirlerden alinan su 6rnekleriyle, Amerika, Almanya, Japonya ve
Hollanda’ da yapilan ¢alismalarda ise BPA seviyesinin atik sulardan daha az olmakla
birlikte 8 ng/mL oldugu tespit edilmistir [19,20,21]. Japonya ‘da Kawagoshi ve ark.
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tarafindan kimyasal analiz yontemleriyle (GC-MS) yapilan bir ¢aligmada yer alti
sularinda ¢ok sayida ksenodstrojen ve antidstrojen belirlenmis fakat Olgiilen

Ostrojenik aktiviteye en biiyiik katkiyt BPA’ nin sagladigi tespit edilmistir [22].

BPA’ nin biiylik miktarda yillik {iretimi yiiziinden plastik iiretimi sirasinda
hava partikiillerine karigsmasi, bu kimyasala hava ve tozla da maruz kalinmasina
sebep olmaktadir. Bu sekildeki maruziyetin sebebinin BPA’ nin diisiik buhar
basincina sahip olmasina ragmen buharlasmadan kaynakli oldugu tahmin
edilmektedir [23]. Yapilan ¢alismalarda BPA’nin havadaki ortalama seviyesinin 0.51
ng/m? oldugu tespit edilmistir [23].

Yer alt1 veya ylizey sularina bulasan BPA topraga gecerek de canlilarin
maruziyetine sebep olabilir. Fent ve arkadaslari **C- BPA ve toprak kullanarak
yaptiklar1 bir ¢aligmada BPA’ nin topraktaki yarilanma Omriiniin 3 giinden az
oldugunu oOnermiglerdir. Ayrica topraktaki BPA kirliligi ile insanlarin evsel ve
endiistriyel atiklart arasindaki korelasyonun ¢ok yiiksek oldugu disiiniilmektedir
[24].

2.2.2. BPA’ nin Gidalarla Alim1

BPA ile iiretilen yapay recineler, yiyecek ve iceceklerin bulundugu metal
kutularin i¢ yiizeyindeki cila yapiminda kullanilarak bu gidalarla temas etmektedir.
Yine yapiminda BPA’ nin kullanildigi polikarbonatli plastiklerden bebek biberonu,
su sisesi ve glinliik hayatta gereksinim duyulan gesitli plastiklerle de bu kimyasala

maruziyet s6z konusudur [25].

Cesitli tilkelerde tretilen bebek biberonlar1 kullanilarak HPLC, LC-ED ve
GC-MS metotlariyla yapilan ¢aligmalarda, bu biberonlardan BPA’nin sizdig
gbzlemlenmistir [26]. Sun ve ark. polikarbonatli siselerin daha ilk kullanildiklarinda
BPA sizdirdigin1 rapor etmistir [27]. Bunu takiben Brede ve ark. su siselerinin
bulasik makinelerinde yikanmasi, kaynar su veya fir¢alama ile muamele edilmesiyle

suya biiyiik konsantrasyonlarda BPA salindigini kesfetmislerdir [28].

Yiiksek 1s1 polikarbonatli kaplardan BPA salinimini arttirdigi halde, bunlar

mikrodalga firinlarda kullanilmak {izere yiiksek oranda piyasaya siiriilmektedir.

8
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Nerin ve ark. mikrodalgada pisirilebilen polikarbonatli plastik kaplari inceleyip,
plastikte bulunan 30 pg/g BPA’nin 6.5 pg/g’ i yiyeceklere gectigini
kesfetmislerdir [29].

BPA plastiklerin disinda metalik gida kaplarindan da yiyecek ve igeceklere
sizmaktadir. Bununla ilgili yapilan ¢alismalarda BPA’ nin sizmasina 1sitma siiresi,
1sitma sicakligi, saklama siiresi ve saklama sicakligi gibi faktorlerin neden oldugu
belirtilmistir [30-31]. Kang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada BPA’ nin
salimiminda en 6nemli faktoriin 1sitma sicakligi oldugu kesfedilmistir. Yine ayni
calismada bitkisel yag ve sodyum klortiir soliisyonlarinin da BPA salinimini énemli

olgtlide arttirdigi tespit edilmistir [31].

Birgok caligmada, canlilarin BPA’ ya asil maruziyetinin ¢evrenin etkisinden

cok yiyeceklerle oldugu savunulmaktadir [25].
2.2.3. BPA’ nin Dental Dolgulardan Salinim1

Birgok recine esaslt monomer dis hekimliginde dolgu maddesi, yapistiric
madde ve dolgu koruyucu olarak kullanilmaktadir. 1960 lardan beri BPA diglisil
metakrilat ¢ogu dis dolgu maddesinin yapiminda kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarda BPA’ nin bu polimerize dental materyallerden sizip, tiikiiriik ve idrar
gibi viicut sivilarinda goriildigii tespit edilmistir [5,32,33]. Zarfa ve ark. dis
dolgusuna maruz kalan 8 hastadan topladiklar tiikiiriik 6rneklerini incelediklerinde
orneklerin hepsinde 15.3-32.4 ng/mL oranlarinda degisen BPA miktarlarina
rastlamiglardir [34].

2.3. BPA’NIN INSAN DOKU VE SIVILARINDAKI SEVIYESI
2.3.1. Serum, Kan ve Plazma

1999’ dan beri insan kanindaki serbest BPA konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in
farkli analitik teknikler kullanilarak cesitli ¢alismalar yapilmistir [35]. Inoue ve
arkadaglar1 LC-MS metoduyla insan plazma serumunda yaptifi c¢alismada BPA
duyarliliginin 0.1 ng/mL oldugunu kesfetmislerdir [36]. 2002 yilinda Schonfelder ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada ise GC-MS teknigi kullanilip fetiis serumunda,

anne serumunda ve plasentada BPA duyarliliginin 0.01 ng/mL oldugu bulunmustur
9
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[37]. Bunu takiben 2003 yilinda HPLC floresans teknigiyle anne serumu, fotal
kordon serumu ve steril disi serumunda yapilan bir ¢alismada BPA duyarliliginin

0.04 ng/ mL oldugu saptanmistir [38].
2.3.2. Anne Siitii

Oral yolla alinan BPA gastrointestinal yolla viicuda girmektedir. Lipofilik bir
bilesik olan BPA’ nin yaga ve anne siitiine gecebildigi belirtilmektedir [39].

Sun ve ark. 23 saglikli anneden toplanan siitii incelediginde, BPA
konsantrasyonunun 0.28- 0.97 ng/mL arasinda degistigini ve ortalama degerin 0.61

ng/mL oldugunu rapor etmislerdir [40].

Otaka ve arkadaglar1 SPE-GC-MS teknigiyle calisip anne siitiindeki BPA
duyarliligint 0.09 ng/mL olarak hesaplamislardir [41]. 2007 yilinda Japonya’ da
yapilan bir ¢alismada ise anneden gelen ilk siitin BPA degerinin ELISA teknigi ile
0.3 ng/mL oldugu kesfedilmistir [42].

2.3.3. Idrar

Insan idrarindaki BPA miktar1 diinya c¢apinda birgok popiilasyonda
Olciilmiistiir. Yapilan bu c¢aligmalara gore idrardaki BPA’ nin biiyiik bir bolimii
BPA-glukuronid veya BPA-siilfat olarak bagl bir sekilde bulunmaktadir. Bu yiizden
idrardaki toplam BPA miktarin1 hesaplayabilmek i¢in arastirmacilar enzimatik

uygulamalar kullanmaktadirlar [43].

Kore’de 15 erkek, 15 kadin olmak iizere 30 yetiskinden toplanan idrar ile
HPLC metodu kullanilarak yapilan bir ¢alismada erkeklerin idrarindaki BPA degeri
2.82 ng/mL, kadinlarin idrarindaki BPA degeri ise 2.76 ng/mL olarak hesaplanmistir.
Bu sonuca gore idrardaki toplam BPA degeri cinsiyete gore farklilik
gostermemektedir. Ancak, erkeklerin idrarinda BPA-glukuronid, kadinlarin idrarinda
ise BPA-siilfat oran1 daha yiiksek cikarak, bagli BPA’larin oranlarinda farkliliklar
gorillmiistiir [44].

10



Ekinci, S.Y. 2015. Bisfenol A (BPA)’ min ve Metabolitlerinin DNA Uzerindeki Genotoksik, Sitotoksik ve Oksidatif Hasar
Potansiyellerinin Insan Kan Lenfosit Kiiltiirlerinde Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

2.3.4. Hamilelikle iliskili Sivilar

Birgok ¢alismaya gére BPA nin yiiksek konsantrasyonlari, belki de BPA’ ya
en fazla duyarliligin gelisim evrelerinde olmasi nedeniyle, fetiis kordon serumu,
hamile anne serumu ve fetiis amniyotik sivida olgiilmistiir [43]. Bir ¢calismada 15-18
haftalik fetiis amniyotik sivida BPA seviyesinin ortalama 8.3 ng/mL gibi yiiksek bir
seviyede olmasina karsin, anne serumunun 1.4-2.4 ng/mL konsantrasyon gosterdigi
rapor edilmistir [45]. Bunun yaninda ¢ogu c¢aligmada da gobek kordon kani ve fetiis
plazmasinda BPA seviyeleri incelenmistir [45,46]. Tiim bu calismalar, BPA’ nin

anne-fetiis plasenta bariyerini gegebildigini gostermektedir [43].
2.4. BPA’ NIN HORMONAL AKTIVITESI
2.4.1. BPA’ nin Ostrojen ile Ilgili Mekanizmas1

Yapilan in vivo ¢aligmalarda BPA’ nin diisiik doz etkisinin farelerde ve
siganlarda {ireme sistemini ve organlarm etkiledigi rapor edilmistir. Ornegin, BPA’
nin diisiik diizeylerinin, fetiis fare prostatinin biyiikligiini ve agirhigini arttirdigi [47]
erkek farelerin de giinliik sperm tiretimini diisiirdiigii rapor edilmistir [48]. Kullanilan
tim bu diisik dozlarin steroid hormonlan etkiledigi agiklanmistir [49]. BPA’ nin

Ostrojen ve androjen reseptdrlerine baglanmasinin dogal hormonlara gore 1000-

10000 kez daha zayif oldugu belirtilmistir [50].

BPA hedef hiicrelerde ERa ve 6zellikle de ER reseptorlerine baglanabilme
ozelligine sahip oldugundan in vitro ve in vivoda dstrojenik etki gostermektedir. Bu
kimyasalin, ER baglantili gen ekspresyonunu uyarmada ostradiolden 10° etinil

ostradiolden ise 10° kat daha zayif oldugu rapor edilmistir [51].

Bazi ¢alismalarda BPA’ nin niiklear Gstrojen reseptorlerine baglanarak ters
etki yapmak i¢in ¢ok zayif oldugu sdylense de, 7 transmembran reseptorii olan
GRP30 iizerinden ters etki yaptigi savunulmaktadir [52]. Yapilan calismalarda,
BPA’nin diisiik dozlarinin membrana bagli ERa {izerinden ters etki gosterdigi ya da
bu kimyasalin G proteinine bagli dstrojen reseptorleri lizerinden PKA ve PKG’ i

aktive ederek ters etki gosterdigi rapor edilmistir [52].

11
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BPA’ nin 6strojenik bir bilesik oldugunu 4 6lgiit agiklamaktadir. Bunlar, bu
kimyasalin; ER’ ye baglanabilmesi, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyona sebep olmasi, progesteron reseptorlerini indiiklemesi ve tamoksifen

tarafindan Ostrojenik aktivitesinin iptal edilebilmesidir [52].
2.4.2. BPA’ nin Androjen ile Ilgili Mekanizmasi

Insan androjen reseptorii igeren mayalarda yapilan bir ¢alismada BPA’ nin
dihidrotestosteronun etkisini bloke ederek anti-androjenik aktivite gosterdigi

savunulmustur [53].

BPA’ nin 50 pg/kg dozlari kullanilarak yapilan bir ¢alismada uygulanan
farelerde prostatik androjen reseptorlerinin siirekli olarak arttigi ve buna ek olarak
prostat agirligindaki artisin negatif kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli
oldugu gozlenmistir [48].

Yapilan bir ¢alismada BPA’ nin prostat kanseri tedavisinde yikici etki
gosterdigi, bunun nedeninin BPA’ nin, bazi prostat kanserli insanlarda bulunan
androjen reseptdor mutanti1 olan T877A’ ya baglandigt ve bdylece androjen
yoklugunda insan prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu tetikledigi rapor

edilmistir [54].

BPA’ nin androjen reseptorii reporter gen testi ile agonistik ve antogonistik
aktivitesini belirlemek amaciyla, Afrika maymunu CV-1 bobrek hiicre kiiltiiriinde
yapilan ¢alismada BPA’ nin, dihidrotestesteron tarafindan indiiklenen
transkripsiyonel aktivite tizerinde onemli 6l¢iide inhibe edici etkiye sahip oldugu ve

androjen reseptdrii antogonisti oldugu rapor edilmistir [55].

BPA’ nin androjenik ve anti-androjenik etkisini belirlemek icin Afrika
maymunu CV-1 bobrek hiicre kiiltiiriinde yapilan g¢alisgmada BPA’ nin giiglii anti-

androjenik etki gosterdigi ve LCsp degerinin 2.14 uM oldugu tespit edilmistir [56].

Tiim bu caligmalarin tersine Sprague- Dawley erkek si¢anlarinda yapilan bir
calismada BPA, bu siganlara 7 giin boyunca giinde 0.4 mg/kg dozlarinda oral olarak

uygulanmistir. Bu ¢alismada, androjenik ve anti-androjenik kimyasallar1 6l¢mek igin
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duyarli bir metod olan hershberger testi kullanilmistir. Bu metoda gore BPA’ nin

androjenik ve anti-androjenik aktivite gostermedigi rapor edilmistir [57].
2.5. BPA’ NIN OKSIDATIF HASAR POTANSIYELI

Bazi galismalar BPA’ nin mutajenik olmadigini iddia etmektedir. BPA’ nin
ames, fare lenfomasi, kardes kromatit degisimi ve memeli gen mutasyonu testlerinde
sonuglarin biiyiikk ¢ogunlugu mutajenik olmadigin1 gostermektedir [58]. Ancak, bazi
raporlar BPA’ nin nokta mutasyonlarini, DNA ¢ift zincir kirikliklarini ve andploidiyi

indiikledigini savunmaktadir [13].

Yapilan bir calismada mavi midyelerin solungag hiicrelerine uygulanan
BPA’ nin uygulanan konsantrasyonlarinin sadece mikroniikleus (MN) olusumunu

indiikledigi, diger niiklear anormalliklere sebep olmadigi gézlenmistir [59].

BPA’ nin yapay bir bilesigi olan diglisidil eterin (BADGE) birinci ve ikinci
kez hidroliz edilmesiyle olusan {iriinlerin (BADGE.H,O, BADGE.2H,0) E.coli
bakteri suslar1 tizerinde mutajenitesini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada
WP2, WP2uvrA ve 1C3327 reversiyon testleri kullanilarak bu bilesiklerin mutajenik
oldugu gosterilmistir [60].

Yine BADGE ve hidrolizi sonucu olusan friinlerle (BADGE.H0,
BADGE.2H,0) yapilan bir ¢caligmada S-9 metabolik aktivasyonlu ve S-9 metabolik
aktivasyonsuz insan kan lenfositleri kullanilmistir. BADGE ve birinci hidroliz {irtinii
olan BADGE.H,0’ nun kullanilan konsantrasyonlar1 12.5 - 62.5 pg/mL araliginda,
ikinci hidroliz triinti olan BADGE.2H,0’ nun kullanilan konsantrasyonlar1 25.0 -
100.0 pg/mL araliginda, BADGE.2HCI’ nin kullanilan konsantrasyonu ise 6.25 -
50.0 pg/mL araligindadir. Calismada kullanilan biitiin konsantrasyonlarin sitokinez
blok hiicre proliferasyon indeksini diisiiriirken, mikroniikleus frekansini arttirdigi

rapor edilmistir [61].

Syrian hamster embriyo hiicre kiiltiiriine uygulanan konsantrasyonlardan
100-200 uM’ 1n 6nemli Slgiide toksik oldugu, 50 uM’ 1n ise tolere edilebilir oldugu
rapor edilmistir [62].
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MCF-7 meme kanseri hiicre kiiltlirlinde yapilan ¢alismada BPA’ nin DNA
cift zincir kirikliklarini tetikledigi gosterilmistir [13].

BPA’ nin genotoksisitesini belirlemek amaciyla, kromozom aberasyonu testi,
mikroniikleus testi ve c-mitotik etki olmak {izere ti¢ farkli sitogenetik parametre
kullanarak Isvigre albino faresi kemik iliklerinde yapilan bir ¢alismada, oral yolla
uygulanan BPA’nin tek doz 10, 50, 100 mg/kg ve tekrarli doz 10 mg/kg olmak iizere
test edilen dozlardan, kromozomal sapmalarda ya da mikroniikleus frekansinda artisa
neden olmadigi, ancak sitotoksik potansiyelini c-mitotik etki yoluyla gosterdigi
bildirilmistir [63].

Yapilan in vivo bir ¢alismada disi ve erkek si¢anlara oral yolla 2.4 pg, 10ug,
5mg ve 50 mg/kg dozlarinda giinde bir kez olmak iizere 6 giin boyunca BPA
uygulanmistir. Kemik iligi ve kan ornekleri alinarak, mikroniikleus, kromozom
aberasyonu ve tek hiicre jel elektroforez teknikleri ile genotoksisitesi incelenmistir.
Ayni ¢caligmada BPA’ nin mutajenitesini 6l¢mek i¢in S-9 varliginda ve yoklugunda
Salmonella typhimurium TA 98, TA 100 ve TA 102 suslar1 kullanilmistir. 2.4 pg doz
uygulamast disinda diger BPA maruziyetlerinin polikromatik eritrositlerde
mikroniikleus frekansini onemli 6lgiide arttirdigi, kemik iligi hiicrelerinde yapisal
kromozom aberasyonuna neden oldugu ve lenfositlerde DNA hasarina yol agtigi
gozlenmistir. Kullanilan bakteri suslarinda ise herhangi bir mutajenik etki
goriilmemistir. Bu calismada BPA’ nin mutajenik olmadigi fakat genotoksik aktivite

gosterdigi ve oksidatif hasara yol agtigi rapor edilmistir [58].

Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) BPA’ mnin Kkarsinojenitesini
degerlendirerek, yetiskinlerin maruziyetinde bu kimyasalin giiglii bir karsinojen
olmadig1 sonucuna varmistir [64]. Ancak, fareler ve sigcanlar bu kimyasala daha
duyarhidir [14]. Son zamanlardaki c¢alismalar, BPA’ ya maruz kalan hamile
siganlarda meme kanserinin gortildiigiinii [65] ve erkek si¢anlarda ise prostat kanseri

riskinin arttigin1 gostermistir [66].

BPA’ nin Sprague- Dawley (CD-1) farelerinin karaciger ve meme

hiicrelerinde DNA- katimi olusturma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir [67].
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2.6. BPA’NIN BIYODEGRADASYONU

Yapilan ¢alismalar, ¢evreye giren BPA’ nin biyolojik olarak yikildigini,
sedimente adsorbe oldugunu ve muhtemelen fotokimyasal yikima ugradigini
gostermektedir. Atik su aritma tesislerinden izole edilen ve 6zel bir Gram (-) bakteri
susu olan MV-1 ile yapilan ¢aligmalar BPA’ nin mindr ve major yikim yolaklarini,
ayni zamanda ana yikim metabolitlerini ortaya ¢ikarmigtir. 1992 yilinda Lobos ve
ark., 1994 yilinda ise Spivack ve ark. tarafindan yapilan bu ¢aligmalarda, BPA’ nin
major yikim yolaglt sonucu olusan iki ana metabolit 4-hidroksiasetefenon ve 4-
hidroksi benzoik asidin hizlica CO, ve suya yikilarak bakteriyel hiicreye alindigi
tespit edilmistir [5, 68].

Lobos ve ark. karbonun %60’ CO; i¢in, %20’ sinin bakteriyel biiylime
icin ve %20’ sinin gesitli organik bilesikler i¢in kullanildigin1 ortaya koymustur.
Howard 1989 yilinda BPA’ nin nétral ve asidik metanol soliisyonlarinda 290 nm
tizeri dalga boylarinda hafif, bazik metanol soliisyonunda ise anlamli bir absorbsiyon
gosterdigini bildirmiglerdir. Bu sonuglar BPA’ nin yiizey sularinda ve atmosferde

fotolize ugrayabilecegine isaret etmektedir [5, 68].

BPA’ nin topraktaki pargalanabilirliginin ¢ok uzun zaman aldigi, YC ile
isaretli BPA kullanilarak yapilan ¢aligmada ancak 120 giinliik inkiibasyon sonrasinda

isaretli karbondioksit 6rneklerinin toplanabildigi belirtilmistir [68].

BPA’ nin nehir suyu orneklerindeki parcalanmasinda ise bakteri sayisinin

etkili oldugu belirtilmektedir [69].
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Sekil 2.3. BPA’ nin biyodegradasyon mekanizmasi [70]. (A) BisfenolA hidroksilaz
B, (B) 1,2-bis (4hidroksifenil)-2-propanol rediiktaz, (C) 4,4’-dihidroksi-alfa-metil-
stilben oksijenaz, (D) Bisfenol A hidroksilaz A, (E) 2,2-bis (4-hidroksifenil)-2-
propanol hidroksilaz, (F) 2,2-bis (4-hidroksifenil)-2-propanol oksidaz, (G)2,3-bis
(4-hidroksifenil)-1,2-propandiol oksijenaz
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2.7. BPA’ NIN METABOLIZASYONU

2.7.1. Mantarlarda

Mantarlarla ilgili yapilan bir ¢alismada 26 mantar cinsinden 11 tanesinin

BPA’ nin %50’sinden daha fazlasini pargalayabildigi goriilmiistiir [71].

Mantarlar BPA’ y1 par¢alama islemini manganez peroksidaz ve lakkaz gibi
lignin parcalayici enzimleri sayesinde yaparlar. BPA, mangan peroksidaz enzimi ile
4-izopropenilfenol, 4-izopropilfenol ve heksdstrole metabolize edilir [72]. Lakkaz
enzimi ile ise; 5,5’-bis-[1-(4-hidroksifenil)-1-metil-etil]-bisfenil-2,2’-diol’ e
metabolize edilir [73].

2.7.2. Bitkilerde

Bitkiler BPA’ y1 su ile kolaylikla alabilir ve onu ¢esitli glukozidik bilesiklere
parcayabilirler. Yapilan ¢calismalarda bitkilerde BPA’ nin ana metabolitinin mono-O-

B-glukopiranoz oldugu rapor edilmistir [74].
2.7.3. Baliklarda

BPA’ ya maruz kalan baliklarda yapilan calismalarda BPA’ nin siilfat ve
glukuronid metabolitleri belirlenmistir [75]. Yokota ve arkadaglarinin yaptigi bir
caligmada ise BPA’ nin asil metaboliti olan BPA-glukuronid metabolizasyonunun

ince bagirsakta gergeklestigi rapor edilmistir [76].
2.7.4. Memelilerde

Uygulama yolu farkliliklarina ragmen uygulanan doz ve deney hayvanlari
farkl1 olsa bile BPA’ nin genellikle %56- 82’ si viicuttan diskiyla atilir. Idrarda %13-
28 oraninda BPA’ nin metabolitleri bulunur [77].

BPA memelilerin karacigerinde 2 yolla metabolize edilir. Bunlar,

glukuronidasyon ve siilfasyon yollaridir [77].

Yapilan bir ¢alismada, her bir kisiye 5 mg radyoaktif BPA uygulanmis ve

BPA’ nin tamaminin 24 saatte elimine oldugu rapor edilmistir. Plazmada ulasilan en

yiiksek konsantrasyonun doz uygulamasindan 80 dakika sonra oldugu, bunu takip
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eden 6 saat boyunca ise konsantrasyon miktarinda hizlica bir azalma gorildigi
savunulmustur. BPA sadece glukuronid formunda bulunmustur. Bu c¢aligmanin
sonuglarina gére, BPA’ nin gastrointestinal bélgede hizlica absorbe olup, karacigerde
glukuronik asitle birleserek, hizlica kandan bagirsaklar araciligi ile idrara gegtigi

rapor edilmistir [78].

Bazi ¢alismalarda, glukuronidasyonun bazi faktorlerin etkisiyle tiir igerisinde
degiskenlik gosterdigi savunulmaktadir. Ornegin, hepatik glukuronidasyonun gebe
olanlarda olmayanlara gore daha az oldugu bunun sebebinin ise ilaca dayanikliligin
ve UGT (iiridin di fosfat glukuronil transferaz) miktarinin gebelerde azaldigi rapor
edilmistir [79]. Bunun yaninda insan fetiisii karacigerindeki UGT degerinin erigkin

karacigerinden daha diisiik oldugu bulunmustur [80].

BPA’ nin glukuronidasyonu karacigerdeki UGT enzimi ile, siilfasyonu ise

yine karacigerdeki siilfatransferaz enzimi ile ger¢ceklesmektedir [81].

BPA siganlarda da glukuronidasyon ve siilfasyon yollariyla detoksifiye
edilmektedir. Ancak, sican karacigerinde bu yollardan sonra BPA’ nin
metabolitlerinin safraya, hamile veya disi sicanlarda ise metabolitlerin biiyiik

cogunlugunun kan damarlarma gectigi belirtilmektedir [79].

Tiirler arasinda BPA metabolizmasinda farkliliklar vardir.  Ornegin,
sicanlarda karacigerden atilan BPA glukuronid safra yoluyla sindirim kanalina
ulasarak burada tekrar BPA’ ya doniismekte ve kana ge¢mektedir. BPA’ nin bu
sekilde enterohepatik dolasima girmesi insanlarla karsilastirildiginda bu kimyasalin
sicanlarda daha yavas emilmesine sebep olmaktadir [82]. Bunun yaninda Negishi ve
arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan bir g¢alismada primatlarda (maymun ve
sempanze) oral ve deri altindan uygulanan BPA’ nin absorbsiyonunun siganlardan
daha kolay oldugu ve primatlarin serumundaki BPA’ y1 ortadan kaldirmanin
sicanlardan daha uzun zaman alacagi rapor etmislerdir [83]. Ayrica nesillerdeki
farkliliklar1 Snyder ve ark. tespit etmis ve F-344 sicanlarinin idrarinda BPA

metabolitlerinin CD siganlarina gére daha fazla oldugunu gérmiislerdir [39].
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BPA metabolitlerinin i¢inde BPA glukuronid en Onemlisidir. Diger
metabolitler olarak BPA siilfat konjugat, BPA diglukuronid, 5-hidroksi BPA ve ilgili
stilfat konjugatlar rapor edilmistir [84, 85]. Jaeg ve ark. (2004) BPA’ nimn
metabolizasyonunda CD1 fare karaciger mikrozomlarinda ve S-9 lu ortamda 9 tane
metabolit belirlemistir. Bu metabolitler: izopropil hidroksi fenol, BPA glutatyon
konjugat, glutatyonil fenol, glutatyonil 4- izopropil fenol ve BPA dimerleridir [86].

BPA metabolitleri iizerindeki toksisite ve Ostrojenite belirlenmistir. Atkinson
ve Roy BPA’ nin bir metaboliti olan bisfenol-0-kinonun DNA’ y1 in vitro ve in
vivoda baglayabildigini kesfetmislerdir [85, 86]. Bu sonuglardan, in vivoda BPA’ ya
maruz kalan DNA’ nin kovalent modifikasyonlarinin belki de hepatoksisitenin

indiiksiyonunda bir faktor olabilecegini onermislerdir [85, 86].

HO OH
il

0 | .

HO HO 0—5—0

OH A

Sekil 2.4. Bisfenol A ve ana metabolitleri [84, 85]. 1. Bisfenol A’ nin kimyasal
yapisi, 2. Bisfenol A glukuronidin kimyasal yapisi, 3. Bisfenol A siilfatin kimyasal

yapist
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2.8. GENOTOKSISITE, SITOTOKSISITE VE OKSIDATIF POTANSIYEL

Genotoksisite; kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlarin genetik materyalde
hasar yaratabilme 6zelligidir. Genotoksisite ile karsinojenite arasinda ¢ok yakin bir
iligki vardir. Ciinkii bir¢ok ajanin genotoksisitesi degisik hastaliklara yol agabilir.
Bunlar arasinda en sik rastlanani ise kanserdir. Hatta genotoksisitenin kanser

olusumunu baglatan en 6nemli mekanizma oldugu savunulmaktadir [31].

Sitotoksisite;  hiicreye toksik sekilde etki edip hiicreyi Oldiiren ya da
fonksiyonunu durduran maddelere sitotoksik maddeler denir. Bu maddeler

hiicrelerde c¢esitli degisikliklere sebep olabilirler (Sekil 2.5)

/ .

[
@ ) Nelorotike
0‘1“0! hﬁna
Apop totile ‘i’;f;‘
hiicre Disentrik N on

Kromozom Amp hfkasyonn

Sekil 2.5. Sitotoksik ajanlarin etkisindeki hiicrelerin olas1 durumlari [87]
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Oksidatif potansiyel; hiicrelerin artis1 ve fonksiyonlari iizerinde meydana
gelen olumsuz etkiye ‘oksidatif hasar’ denir [88].

Oksidatif DNA hasar1 normal metabolizma sirasinda bazi tepkime
basamaklarinda olusan oksijen radikalleri tarafindan endojen olarak olusabilecegi
gibi iyonizan radyasyon ve ¢esitli kimyasallar gibi eksojen faktorler tarafindan da
meydana gelebilmektedir. Bu molekiiller DNA ile etkileserek oksidatif baz
modifikasyonlari ve DNA zincir kirikliklarini olusturabilirler [89].

2.9. IN VITRO YONTEMLER

Bu yontemler test tiipii i¢inde veya hiicre kiiltiirii kabinda gerceklestirilebilir.
Bu testlerde hiicreler veya bakteriler genellikle test materyaliyle temas halinde
olacak sekilde yerlestirilirler. Kullanilan materyalin etkisi genellikle maruz kalan
hiicrelerin sayisi, biiyiime orani, metabolik fonksiyonu veya diger hiicresel

fonksiyonlar1 belirlenerek degerlendirilir.

In vitro yontemlerin Onemli avantajlari  vardir. Kisa siirede
sonuglandirilabilirler, maliyetleri azdir, kontrol ve standardize edilebilirler, etik ve
yasal sorunlardan uzaklardir ve ¢ok sayida ornek taramasi igin idealdirler. Ancak
bunlarin yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu yontemler organizmanin
disinda gergeklestigi icin, kullanilan test materyaline karsi esas biyolojik cevap

hakkinda yaniltici bulgular saglayabilirler [89].

Bu ¢alismada in vitro mikroniikleus ve in vitro komet (tek hiicre jel
elektroforez) yontemleri kullanilmigtir. Ayrica S-9 metabolik aktivasyon sistemi

kullanilarak, esas biyolojik cevaplara ulagilmas1 amaglanmistir.
2.9.1.Mikroniikleus (MN) Y 6ntemi

Mikroniikleus (MN)’ lar hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda olusan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam veya asentrik kromozom fragmanlarindan kdken alan
olusumlardir. Bu olusumlar genellikle hiicre sikliisiinii kontrol eden genlerdeki
eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger

pargalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadir [90].
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MN sayisindaki artis c¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli olarak gdstergesidir. Andploidiyi
uyaran ajanlar sentromer boéliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde fonksiyon
bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kirikliklar1 olusturarak MN
olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu nedenle hiicrelerde MN sayisinda artig
saptanmasi somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir [91].

MN testi fiziksel etkenlerin, ilaglarin, g¢evresel kirleticiler ve gida katki
maddeleri gibi gilinliikk yasamda siklikla maruz kaldigimiz her tiirli kimyasal
maddenin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin ve giivenirliliklerinin
arastirilmasin1  saglar. Ayrica kanser riskinin tahmin edilmesini ve kanserin

izlenmesini saglar [92].

MN testi mitoz gegiren tiim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel ve
kimyasal ajanlarin olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilabilir.
Daha ¢ok kan ve kemik iligi hiicrelerine uygulansa da cesitli ¢calismalarda karaciger,
akciger, solungag, bobrek, bagirsak, embriyo, agiz epitel hiicreleri, iiriner epitel
hiicreleri, deri fibroblastlar1 ve yumurtalik hiicreleri gibi pek cok hiicreye de

uygulanmugtir [93].

MN testi insanlarda genotoksisiteyi belirlemek amaciyla ¢cogunlukla periferal
kan lenfositlerine uygulanir. Ciinkii yapilan ¢aligmalarda kanser hastalarindan alinan
periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis kanser dokusundaki
MN frekansi kadar bulunmustur [93].

Lenfosit kiiltiirlerine  MN testi uygulanirken uygun konsantrasyonda
sitokalasin-B (Cyt-B) ilave edilir. Boylece ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak
sitoplazmik boliinmesini gergeklestirmemis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler elde edilir. Bu
hiicrelerden MN bulunduran hiicrelerin oran1 genetik hasarin dolayli gostergesi

olarak kabul edilir [91].

Sitokinezi blokle edilmis hiicrelerde iki niikleuslu hiicreler ve MN sayiminda

su kriterler kullanilmaktadir [94] :
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a. Hiicreler ¢ift niikleusa sahip olmalidir.

b. Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya oval goriiniimlii olmalidir.

€. Niikleuslar belirgin niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak veya oval olmalidir.

d. MN cap1 ana niikleusun 1/3” i kadar veya daha kiigiik olmalidir.

e. MN’ ler yuvarlak veya oval sekilde olmalidir.

f. MN’ ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

g. MN’ lerin boya alma yogunlugu ana niikleus ile ayn1 olmalidir.

h. Sadece sitokinezi bloke edilmis cift c¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’ lerin

sayilmasi esas alinmalidir.
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Sekil 2.6. Sitokinez Blok MikroNiikleus (CBMN) Dagilimi1 [95]. 1. Biniikleuslu
(BN) hiicre, 2. Bir MN” 1i BN hiicre, 3. Iki MN” li BN hiicre, 4. U¢ MN’ 1i BN hiicre,
5. D6rt MN” 1i BN hiicre, 6. Niikleoplazmik kopriilii (NPB) * lii BN hiicre, 7. Bir
NPB ve bir MN’ li BN hiicre, 8. Bir NPB ve iki MN” 1i BN hiicre, 9. ki NPB, 10. Iki
NPB ve bir MN” 1i BN hiicre, 11. iki NPB ve iki MN” li BN hiicre
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2.9.2. Komet Yontemi

Bu yontemin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan
genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreler lizerindeki etkilerini, hiicrelerin

DNA” larin1 tek tek inceleyerek tespit etmektir [96].

1984 yilinda ilk kez Ostling ve Johanson mikrojel elektroforez teknigi ile
hiicrelerde DNA hasarmi goriintiileyerek bu yontemin temelini atmislardir. Bu
arastiricilar noétral ortam kullanarak DNA’ daki ¢ift zincir kirikliklarinin tayinini
gostermiglerdir [97]. 1988 yilinda ise Singh ve ark. alkali ortam kullanarak DNA’ da

tek ve ¢ift zincir kirikliklarinin tayinini saglamiglardir [98].

DNA niikleus igerisinde yogun bir yap1 halinde bulunur. Cesitli genotoksik
ajanlarla hasarlanan DNA’ lar tamir mekanizmalar1 ile onarilmazsa ve DNA’ da tek
veya cift zincir kirikliklar: olusmus ise DNA yogun yapisini kaybeder ve ana niikleus
bolgesinden digar1 dogru go¢ eder. Bu yapiya bir elektrik akim1 uygulandiginda DNA
molekiilleri elektroforetik ortamda molekiil agirliklarina gore farkli hizlarda katoda
dogru go¢ eder. Ancak ana niikleusu olusturan DNA c¢ok biiylik oldugu i¢in niikleusu
terk edemez. Bu yontemde floresan bir boya ile boyanan DNA dairesel bir formdan
kuyruklu yildiza benzer bir forma kadar ¢esitli derecelerde goriintiiler olusturur. Bu

yiizden bu yonteme kuyruklu yildiz anlamina gelen ‘komet’ ad1 verilmistir [96].

Bu yontemde degerlendirme floresan mikroskopta gozle ya da bilgisayar
programi ile yapilir. DNA go¢ miktart ile DNA’ daki kirik sayis1 arasinda dogru
orantt vardir. Kuyruk uzunlugu DNA hasarina bagli olarak artar. Gorsel
degerlendirme yapilirken kometler DNA g6¢ uzunluguna gore 5 kategoride toplanir.
Bunlardan, parlak bash ve kuyruksuz olanlar 0, ¢ok az hasarli olanlar 1, az hasarh
olanlar 2, hasarli olanlar 3 ve ¢ok kii¢iik basl ve uzun kuyruklu olanlar yani ¢ok

hasarli olanlar ise 4 kategorisindedir [96].
Komet testi genis bir uygulama alanina sahiptir. Bu yontem giiniimiizde [99];
e DNA hasar ve onarim ¢aligsmalarinda,
e (esitli kimyasallardan kaynaklanan genotoksisite degerlendirilmesinde,
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e Cesitli ajanlara maruz kalan calisanlarda mesleki maruziyetin 6l¢iilmesinde,
e Ekotoksikolojik degerlendirmelerde,
e Klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir.
Bu yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir [100] :
Avantajlart;
» Maliyetinin diisiik olmasi,
» Kolay uygulanmasi,
» Deneysel zamaninin kisa olmast,
» Hemen hemen her hiicre tipine uygulanabilmesidir.
Dezavantajlari;
¢ Sadece zincir kirikliklar1 seklindeki DNA hasarini tayin etmesi,

¢ Mutasyon, DNA- katim {riinleri gibi DNA hasarlarim

Olgememesidir.
2.10. SITOKINEZ BLOK PROLIFERASYON INDEKSI (CBPI)

Sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi (CBPI) hiicrenin boliinme hizini
Olcen bir metoddur. Uygulanan kimyasalin toksisite derecesi ne kadar yiiksek ise

CBPI degeri o kadar diisiik ¢ikar [101].

CBPI hiicrenin kaginct mitozda oldugu baz alinarak asagidaki formiille

hesaplanmustir.

CBPI = 1x(%M1) + 2x(%M2) + 3%x(%M3) / 100
MI1: 1. Mitozdaki hiicreleri (tek ¢ekirdekli)
M2 : 2. Mitozdaki hiicreleri (iki ¢ekirdekli)

M3 : 3. Mitozdaki hiicreleri (ii¢ yada dort ¢ekirdekli) ifade etmektedir.
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2.11. S-9 AKTIVASYON SISTEMi

Viicuda alinan kimyasallar karaciger tarafindan metabolize edilmektedir.
Boylece in vivo calismalarda hem kimyasalin hem de metabolitlerinin etkisi
gozlenebilmektedir. Ancak S-9 aktivasyon sistemi gelistirilmeden once in vitro
caligmalarda  metabolitlerinin  degil de sadece ana kimyasalin etkisi
gozlenebilmekteydi. Bunu saglamak igin ilk olarak Ames (1973), Garner (1972) ve
ark. sigan Karacigerini homojenize ettiler [102]. Ardindan Maron ve Ames (1983) S-
9 aktivasyon sistemini gelistirdiler [103].

S-9 aktivasyon sistemi kimyasali sanki in vivo ortamdaymis gibi metabolize
etmektedir. Boylece in vitro ortamda kimyasalin doniisiim sonundaki tiriinlerinin de

arastirilmasina olanak saglanmaktadir [102].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. GERECLER

3.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
Besiyeri:

100 mL besi ortami1 (RPMI 1640)’ na 25 mL fotal kalf serum ve 0.2 mL

penisilin- streptomisin eklenerek hazirlanir.
Hipotonik Cozeltisi:

0.5592 gr KCI 100 mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir (0.075 M
KCI).

Fiksatif:

3:1 metanol: asetik asit
% 5’ lik Giemsa Boya Cozeltisi:

5 mL giemsa 95 mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
Fitohemaglutinin Cozeltisi (PHA):

1.2 mg fitohemaglutinin 5 mL distile su i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanir.

Sitokalasin-B (Cyt-B) Soliisyonu:

1.5 mg sitokalasin-B 10 mL distile su igerisinde ¢6ziilerek hazirlanir.
Lizis Cozeltisi (500 mL pH: 10):

73.05 gr NaCl, 18.6 gr EDTA, 0.6 gr Trizmay1 karistirthip 350 mL distile su
eklenir, 20 dk sonra 4 gr NaOH eklenir. Distile suyla 445 mL' ye tamamlanarak
hazirlanir. Bu soliisyondan 71 mL alinip 8 mL DMSO ve 1 ml Triton-X-100 ile
karigtirthir (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton-X-100).
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Diisiik Erime Noktah Agar (Low Melting Agaroz- LMA):

0.065 gr LMA 10 mL PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.

Normal Erime Noktali Agar (Normal Melting Agaroz- NMA):
0.25 gr NMA 50 mL PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.

Fosfat Tamponu (PBS) :
0.96 gr PBS 100 mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
Notralizasyon Tamponu (500 mL pH: 7.5):
24 gr Tris- HCI 500 mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
Elektroforez Cozeltisi (1.5 L pH: 13):

18 gr NaOH ve 0,63 gr EDTA tartilarak 1.5 L distile su icereisinde
¢oziilerek hazirlanir (300 mM NaOH, 1 mM EDTA).

Etidyum Bromiir Soliisyonu:

5 mg etidyum bromiir 50 mL distile su igerisinde ¢oziilerek stok cozelti

hazirlanir. Stok ¢6zeltiden seyreltme orani 1: 4 etidyum bromdir: distile sudur.
S-9 Metabolik Aktivasyon Sistemi:

1 mL S-9 (sigma); 0.33 mL 1 M KCI; 0.32 mL 0.25 M MgCl,.6H,0; 0.25
mL 0.2 M G-6-P; 1 mL 0.04 M NADP; 0.2 M 5 mL fosfat buffer Na,HPO4NaH,PO,
pH: 7.5; 10 mL distile suda ¢6ziilerek hazirlanir.

3.1.2. BPA Konsantrasyonlarmin Hazirlanmasi
0.063 pg/L’ lik konsantrasyon;

BPA’ dan 31.5 mg tartilarak 1 L siteril distile suda ¢oziilmiistir. Bu
cozeltiden 100 pL alnarak tekrar 1 L steril distile suda ¢oziilerek stok cozelti
olusturulmustur. Ekim esnasinda bu ¢ozeltiden 100 uL alimp 5 mL besi yerine

eklenince bu konsantrasyona ulasilmisg olunmaktadir.
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0.128 ng/L’ lik konsantrasyon;

BPA’ dan 64 mg tartilarak diger islemler ayn1 sekilde uygulanmaistir.
0.32 ng/L’ lik konsantrasyon;

BPA’ dan 160 mg tartilarak diger islemler ayni1 sekilde uygulanmustir.
3.1.3. Pozitif Kontrollerin Hazirlanmasi
Mitomisin C (MMC) ( S-9° suz MN Kiiltiirii i¢in);

0.1 gr MMC 10 mL distile suda ¢6ziilmiistiir. Bundan 1 mL alinarak tizerine
9 mL distile su eklenmistir. Ayni1 islem tekrarlanarak stok soliisyonu elde edilmistir.
Ekim sirasinda 5 mL’ lik tiplere 100° er pL konuldugunda tiiplerdeki
konsantrasyonu 2 ug/mL MMC’ dir.

Siklofosfamid (CF) (S-9° lu MN Kkiiltiirii i¢in);

0.007 gr madde 10 mL distile suda ¢6ziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip
tizerine 9 mL steril distile su eklenerek stok ¢ozelti olusturulmustur. 5 mL’ lik kiiltiir

ortamina bu stoktan 100 pL eklendiginde tiipteki son konsantrasyon 1.4 pg/mL’ dir.
Hidrojen Peroksit (H,O,) ( S-9° suz KOMET Kiiltiirii i¢in);

%30’luk H,0; ¢ozeltisinden 102 puL alinmig ve 100 mL’ye kadar saf su ile
tamamlanarak hazirlanmigtir. 5 mL’ lik besi kiiltiirtine 100 pL eklendiginde tiipteki

son derisim 10 mM olmaktadir.
Benzo- a- pren (S-9’ lu KOMET Kkiiltiirii icin);

377.4 uL benzo-a-pren mikropipet ile c¢ekilerek 10 mL’ ye kadar steril
distile su ile tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlanmistir. 5 mL’ lik besi kiiltiiriine 100

pL eklendiginde tiipteki son derisim 158 pM olmaktadir.
3.1.4. Kullanilan Cihazlar

» Santrifiij (Niive-NF 815)
» pH metre (Inolab wtw)
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YV V. V V V V V

Etiiv (Niive-EN 400)

Isik mikroskobu (Olympus sd30)

Elektroforez (Thermo Scientific, EC300XL2)
Floresan mikroskop (Olympus, BX51 mikroskop)
Sicak su banyosu (Nahita, 601/12)

Manyetik karistirict (Misung Scientific, MS300HS)
Hassas terazi (Kern, ALJ 220-4)

3.2. YONTEM

3.2.1. S-9’ suz ve S-9’ lu MN Preparatlarinin Hazirlanmasi

1.

10.

11.

Sigara ve alkol kullanmayan, 25 yasinda, 3 saglikli erkek bireyden 10° ar mL
heparinli kan alinmistir.

Iclerinde 5° er mL besiyeri bulunan deney tiiplerine 0.5 mL kan ve 0.15 mL
PHA eklenmistir.

BPA’ nin 0.063 pg/L; 0.128 pg/L; 0.32 pg/L konsantrasyonlari, negatif ve
pozitif kontroller tiiplere yazilarak gruplandirilmstir.

Deney tiipleri ayrica S-9° lu ve S-9° suz olarak ayrilarak toplamda MN testi
icin 30 tiip elde edilmistir.

S-9’ suz tiipler icin BPA ¢ozeltileri konsantrasyonlar: belirtilen tiiplere 100’
er uL eklenmigtir.

Pozitif kontrol tiiplerinden S-9° lu olanlara 100 uL CP, S-9” suz olanlara
100 n. MMC soliisyonu, negatif kontrol tiiplerine ise 100 uL steril saf su
ilave edilmistir.

Tiiplerin agz1 kapatilarak 45° lik agiyla inkiibasyon i¢in 37 °C’ lik etiive
konulmustur.

24. saatin sonunda S-9’ lu tiiplere 100 uL BPA ve 0.5 mL S-9 aktivasyon
sistemi eklenmistir.

S-9’ suz tiiplere ise hicbir islem uygulanmamustir.

BPA ve S-9 aktivasyon sistemi eklenen tiipler tekrar etiive konularak 3 saat
bekletilmistir.

3. saatin sonunda RPMI besiyeriyle iki kez yikanip tekrar etiive konulmustur.
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12

13.

14.

15.
16.

17.

18.
19.

20.

3.2.2.

1.

. 44. saatte biitiin tiplere 300 pL sitokalasin- B eklenmistir.

Tekrar etiive konulduktan sonra 72. saatte cikarilip 2000 rpm de 10 dk
santrifiij edilmistir.

Cokelti tizerine 10 mL hipotonik soliisyonu eklenip hafifce pipetle
karigtirilmastir.

3 dk oda 1sisinda bekletilmistir.
Tiipler 2000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

Cokelti tizerine 5 mL fiksatif soliisyonu eklenmis ve tekrar 2000 rpm de 10
dk santrifiij edilmistir.

Bu islem 5 kez tekrarlanmuistir.
En son ¢okelti iizerine 1 mL fiksatif eklenerek lamlara yayilmistir.

Preparatlar oda 1sisinda kurumaya birakildiktan sonra distile suyla hazirlanan
% 5’ lik giemsa boya soliisyonu ile boyanarak mikroskopta incelenmistir.

S-9’ suz ve S-9° lu Komet Preparatlarinn Hazirlanmasi

Sigara ve alkol kullanmayan, 25 yasinda, 3 saglikli erkek bireyden 10° ar mL

heparinli kan alinmistir.

5 mL Histopak-1077 iizerine 5 mL tam kan eklenmis, 2000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilmistir.

Ayristirilan lenfositler mikropipet yardimiyla alinarak 500 pL PBS + 500 pL
lenfosit karisimi hazirlanmistir.

BPA’ nin 0.063 pg/L; 0.128 ng/L; 0.32 pg/L konsantrasyonlari, negatif ve
pozitif kontroller tiiplere yazilarak gruplandirilmistir.

Deney tiipleri ayrica S-9” lu ve S-9” suz olarak ayrilarak toplamda komet testi

icin 30 tiip elde edilmistir.

Iclerinde 5° er mL besiyeri bulunan ve konsantrasyonlar1 yazan deney
tiiplerine bu karistmdan 300°er pL eklenmistir.

Tiipler 37°C’ de 72 saat inkiibe edilmistir.

72. saatin sonunda her tiipe belirtilen konsantrasyonlarda 100’ er nL. BPA

eklenmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

S-9” suz pozitif kontrol tliplerine 100 pL HyO2. S-9° lu pozitif kontrol
tiiplerine 100 pL benzo-a-pren; S-9’lu negatif kontrol tiiplerine 100 pL
DMSO; S-9’suz negatif kontrol tiiplerine ise 100 uL su eklenmistir.

S-9 ile galisilacak tiiplere 500 puL S-9 aktivasyon sistemi eklenmistir.
Biitiin tiipler 37°C’ de 3 saat inkiibe edilmistir.

Her tiipten 100 pL alinarak ependorf tiiplerine konulmus ve su banyosu

igerisinde 100 uL LMA ile karistirilmstir.
Ornekler lamlara almarak iizerleri lamelle kapatilmustir.

+4 °C’ de 15 dk bekletildikten sonra lameller iizerlerinden g¢ekilip igerisinde
lizis ¢Ozeltisi bulunan salelere 151k almayacak sekilde yerlestirilip 60 dk +4
°C’ de bekletilmistir.

Lizis ¢ozeltisinden ¢ikarilan preparatlar distile su ile yikandiktan sonra
icerisinde elektroforez ¢ozeltisi bulunan elektroforez tanklarma 1s1k

almayacak sekilde yerlestirilmistir.

Preparatlar , tankin igerisinde 20 dk ¢alistirilmadan , 20 dk ise 25 V 300m A’
da calistirilarak bekletilmistir.

Bu muameleden sonra soguk distile su ile yikanip 10 dk notralizasyon

¢oOzeltisinde bekletilmistir.

Tekrar soguk distile su ile yikanmustir.

10 dk soguk etanolde bekletilen preparatlar durulanmadan Kkurumaya
birakilmustir.
Preparatlar etidyum bromiir boya soliisyonu ile boyanarak floresan

mikroskopta incelenmistir.
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney sonuglarindan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde two-way
ANOVA ve post-hoc Tukey testleri kullanilmistir. Elde edilen veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini incelemek amaciyla oncelikle
tim gruplar birbirleriyle karsilastirilmistir. Daha sonra S-9 aktivasyon sistemi
icermeyen gruplar kendi negatif ve pozitif kontrolleriyle, S-9 aktivasyon sistemi
iceren gruplar da kendi negatif ve pozitif kontrolleriyle kiyaslanmistir. Ayrica MN
Olgiimleri analiz edilmeden Once logaritmik transformasyon uygulanmistir.
Degerlendirmeler yapilirken istatistiksel anlamlilik degeri (p degeri = giiven araligi)
0.05 olarak alinmistir. Veriler SATATA MP/ 11 paket programi kullanilarak analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR

Bu c¢alismanin amaci son yillarda kullanimi olduk¢a artis gosteren,
polikarbonatli plastikler ve yapay recinelerin yapiminda kullanilarak hayatimiza
dahil olan BPA’ nin in vitro sitotoksik, genotoksik ve oksidatif potansiyellerini
incelemektir. Bu ¢alisma insan kan lenfosit kiiltiirii ile yapilarak bu kimyasalin
sitotoksik, genotoksik ve oksidatif potansiyeli hiicresel diizeyde Ol¢lilmiistiir.
Caligmada kullanilan konsantrasyonlar daha oOnceki yillarda yapilan ¢aligmalarda

insan serumundaki degerler referans alinarak belirlenmistir.

Bu calismada kullanilan kan 6rnekleri sigara kullanmayan saglikli ii¢ erkek
bireyden alinmustir. Hiicre kiiltlirlerinde BPA konsantrasyonlar1 0.063 pg/L; 0.128
ng/L; 0.32 pug/L olacak sekilde ayarlanmuistir.

Mikroniikleus (MN) testi uygulanirken negatif kontrol hiicre kiiltiirlerine saf
su; pozitif kontrol hiicre kiiltiirlerinden S-9° suz olanlara mitomisin-C, S-9° lu
olanlara ise siklofosfamid eklenmistir. Kurutulan preparatlar Pery ve Wolf ’ un
giemsa teknigine gore boyanmistir [104]. Preparatlardan 1000 bintikluslu hiicre

arasindan 1 MN ve 2 MN igeren hiicreler sayilarak kaydedilmistir.

Sitokinez blok hiicre proliferasyon indeksi (CBPI) hiicrenin kaginct mitozda

oldugu baz alinarak asagidaki formiille hesaplanmaistir.
CBPI = 1x(%M1) + 2x(%M2) + 3%(%M3) / 100

Komet testi uygulanirken negatif kontrol gruplarindan S-9° suz olanlara saf
su, S-9’ lu olanlara DMSO; pozitif kontrol gruplarindan S-9° suz olanlara H,O,, S-9’
lu olanlara ise benzo-a-pren eklenmistir. Hazirlanan preparatlar etidyum bromiir ile
boyanmistir. Her bireye ait bir konsantrasyondan 100 hiicre sayilarak hiicreler hasar
derecesine gore gruplandirilmistir. Hi¢ hasar gormeyenler tip 0, ¢ok az hasarli olanlar
tip 1, az hasarl olanlar tip 2, hasarli olanlar tip 3, ¢ok kii¢iik basli ve uzun kuyruklu

olanlar yani ¢ok hasarli olanlar tip 4 olarak degerlendirilmistir.
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Yapilan sayimlar sonucunda hasarli hiicre yiizdeleri ve genetik hasar

indeksleri hesaplanmistir.

Genetik hasar indeksi (GHI): [(TipOx0) + (Tiplx1l) + (2xTip2) + (3xTip3) +
(4xTip4)].

Hasarli hiicre yiizdesi (HHY): Tip2 + Tip3 + Tip4

4.1.1. Lenfositlere Uygulanan MN Testi Sonuglari

MN testi i¢in sonuglara bakildiginda konsantrasyon artigina bagli olarak 1 MN
ve 2 MN degerlerinde artis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). 1 MN
sayilan preparatlardan S-9° suz ve S9’ lu gruplarin aym1 konsantrasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0.440). Ancak konsantrasyonlar
arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir. (p=0.023). 2 MN sayilan
preparatlardan S-9° suz ve S9’ lu gruplarin aymi konsantrasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0.345). Ancak konsantrasyonlar
arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0.005). Elde edilen veriler Cizelge
4.1, Cizelge 4.2., Cizelge 4.3., Sekil 4.1. ve Sekil 4.2. ° de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. S-9’ suz ortamda elde edilen MN degerleri

Bireyler Negatif 0.063 ug/L  0.128 ug/L  0.32 pg/L Pozitif

kontrol(NK) kontrol (PK)

1. Birey 3 (IMN li) 6 (IMN li) 8 (IMN li) 8 (IMN li) 10 (1MN li)
0 (2MN i) 2 (2MN i) 3 (2MN i) 5 (2MN li) 7 (2MN i)

2. Birey 2 (IMN li) 5 (1MN li) 7 (IMN li) 8 (1MN li) 10 (1MN li)
0 (2MN li) 1 (2MN i) 4 (2MN li) 6 (2MN li) 8 (MN li)

3. Birey 4 (IMN i) 5 (1MN li) 6 (1MN li) 7 (IMN li) 8 (1MN li)
1 (2MN li) 1 (2MN i) 5 (2MN li) 7 (2MN li) 7 (2MN i)
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Cizelge 4.2. S-9° lu ortamda elde edilen MN degerleri

Bireyler Negatif 0.063 pug/L  0.128 ug/L 0.32 pg/L Pozitif

kontrol kontrol (PK)
(NK)

1. Birey 4 (1MN i) 5 (IMN li) 7 (IMN i) 8 (1MN li) 10 (1MN li)
1 (2MN i) 1 (2MN i) 3 (2MN i) 6 (2MN li) 8 (2MN i)

2. Birey 3(IMNI)  5(IMNI)  6(IMNI)  7(IMNI) 9 (IMNIi)
22MNI)  2(2MNIl)  4(2MNI) 5@2MNI) 6 (2MNIi)

3. Birey 4(IMNI)  6(IMNI)  7(IMNI)  7(IMNI) 10 (1IMNIi)
22MNI)  2(2MNI1)  2(@2MNI)  4(@2MNI) 8 (2MNIi)
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Cizelge 4.3. BPA’ daki konsantrasyon artigina bagli olarak elde edilen MN degerleri

*: Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.05) farklidur.

1 MN 2 MN
Ort+SS OrtSS
59- NK 3.00+1.00 0.33+0.58
0.063 ng/L 5.33+0.58 * 1.33+0.58 *
0.128pg/L 7.00+1.00 * 4.00+1.00 *
0.320 pg/L 7.67+0.58 * 6.00+1.00 *
PK 9.33+1.15 * 7.3340.58 *
S9+ NK 3.67+0.58 1.67+0.58
0.063 pg/L 5.3310.58 * 1.67+0.58
0.128 pg/L 6.67+0.58 * 3.00£1.00 *
0.320 pg/L 7.33+0.58 * 5.00+1.00 *
PK 9.67+0.58 * 7.33+0.58 *
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Sekil 4.1. 1 MN elde edilen S-9° lu ve S-9° suz gruplarin karsilastirmast

8 -
6 4
44 H S9-
S9+
2 4 \
0
NK 0 063 ug/L 0,128ug/L 0 320 ug/L

Sekil 4.2. 2 MN elde edilen S-9° lu ve S-9° suz gruplarin karsilastirmasi

4.1.2. CBPI Sonuglari

CBPI degerlerine bakildiginda degerlendirilen preparatlardan S-9’ suz ve S9’
lu gruplarin aynm1 konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktur (p=0.795). Ancak konsantrasyonlar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir (p=0.001). BPA’ nin konsantrasyon artisina bagli olarak CBPI
oranindaki diislis Cizelge 4.4., Cizelge 4.5., Cizelge 4.6 ve Sekil 4.3 te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. S-9° suz ortamda lenfosit hiicrelerine uygulanan MN testi sonucunda
elde edilen CBPI degerleri

Bireyler Negatif 0.063 0.128 0.32  Pozitif
kontrol (NK) pg/L ug/L ug/L kontrol (PK)
1.Birey 2.54 2.38 2.18 1.85 1.51
2.Birey 2.53 2.32 2.02 1.75 1.46
3.Birey 2.54 2.35 2.10 1.80 1.46

Cizelge 4.5. S-9° lu ortamda lenfosit hiicrelerinde uygulanan MN testi sonucunda
elde edilen CBPI degerleri

Bireyler Negatif 0.063 0.128 0.32  Pozitif
kontrol (NK) pg/L pg/L pg/L kontrol (PK)
1.Birey 2.53 2.33 2.12 1.90 1.46
2.Birey 2.56 2.28 2.05 1.87 1.51
3.Birey 2.54 2.30 2.08 1.88 1.46

40



Ekinci, S.Y. 2015. Bisfenol A (BPA)’ min ve Metabolitlerinin DNA Uzerindeki Genotoksik, Sitotoksik ve Oksidatif Hasar
Potansiyellerinin Insan Kan Lenfosit Kiiltiirlerinde Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 4.6. BPA’ daki konsantrasyon artisina bagli olarak elde edilen CBPI
degerleri

*.  Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.05) farklidur.
**: Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.01) farklidur.

***. Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.001) farklidir.

CBPI
Ort£SS
S9- NK 2.54+0.01
0.063 pg/L 2.35:0.03 **
0.128pg/L 2.10+0.08 **
0.320 pg/L 1.80+0.05 **
PK 1.48+0.03 ***
S9+ NK 2.54+0.02
0.063 pg/L 2.30£0.03 **
0.128pg/L 2.08+0.04 **
0.320 pg/L 1.88+0.02 **
PK 1.48+0.03 ***
3 -
2,51 | \
2 [
1,5 \ \ m S9-
1 S9+
0,5
0 . . . .
NK 0,063 pug/L  0,128ug/L 0,320 pg/L PK

Sekil 4.3. S-9° lu ve S-9° suz ortamda calisilan gruplarin CBPI degerlerinin
karsilastirmast
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Sekil 4.4. Sitokinezi bloke edilmis 1MN” 1i hiicre

Sekil 4.5. Sitokinezi bloke edilmis 2 MN’ li hiicre

4.1.3. Lenfositlere Uygulanan Komet Testi Sonuglari

Komet testi i¢in hazirlanan preparatlar etidyum bromiir ile boyanip her

preparattan 100 hiicre sayilmistir.
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4.1.3.1. Lenfositlerde Yapilmis Komet Analizine Gore Hasarli Hiicre Yiizdesi
(HHY) Sonuglari

Hasarli hiicre yiizdesi, sayilan 100 hiicre icerisindeki tip 2, tip 3 ve tip 4
diizeyinde hasar gOrmiis hiicrelerin toplam sayisidir. BPA’nin  artan
konsantrasyonlarina bagli olarak HHY artis gostermistir (Sekil 4.8.). Degerlendirilen
preparatlardan S-9° suz ve S9’ lu gruplarin ayni konsantrasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0.456). Ancak konsantrasyonlar
arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.0001). Elde edilen

degerler Cizelge 4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9. ve Sekil 4.6. > da gosterilmistir.

Cizelge 4.7. S-9” suz ortamda lenfosit hiicrelerine uygulanan komet testi sonucunda
elde edilen HHY degerleri

Bireyler Negatif 0.063 ug/L  0.128 ug/L 0.32 pg/L Pozitif
kontrol (NK) kontrol (PK)
1. Birey 16 17 24 29 86
2. Birey 14 20 28 32 94
3. Birey 8 27 29 34 92
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Cizelge 4.8. S-9’ lu ortamda lenfosit hiicrelerine uygulanan komet testi sonucunda

elde edilen HHY degerleri

Bireyler Negatif 0.063 ug/L  0.128 ug/L  0.32 pg/L Pozitif
kontrol (NK) kontrol (PK)
1. Birey 7 22 29 36 89
2. Birey 8 24 26 39 96
3. Birey 9 23 28 38 88

Cizelge 4.9. Lenfositlere uygulanan komet testi sonucunda elde edilen HHY

degerleri

k-

Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.05) farklidir.

Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.01) farklidir.

S9- S9+
GRUPLAR
Ort+SS Ort+SS
NK 12.67+1.00 8.00+1.00
0.063 pg/L 21.3345.14 * 23.00+1.00 *
0.128pg/L 27.004£2.65 ** 27.67+1.53 **
0.320 pg/L 31.67+2.52 ** 37.67+1.53 **
PK 90.67+4.16 ** 91.00+4.36 **
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Sekil 4.6. HHY degerleri elde edilen S-9° lu ve S-9° suz gruplarin karsilagtirmasi

4.1.3.2. Lenfositlerde Yapilmis Komet Analizine Gore Genetik Hasar indeksi (GHI)

Sonuglart

Genetik hasar indeksi sayilan 100 hiicre icerisinden elde edilen tipl, tip2,

tip3, tip4 degerleri hesaba alinarak;

GHI: [(0xTip0) + (1xTipl) + (2xTip2) + (3xTip3) + (4xTip4)] formiiliinden

elde edilmigtir. Komet tip 0’ lar formiile dahil edilmemistir.

BPA’nin artan konsantrasyonlarma bagli olarak GHI artis gostermistir (Sekil
4.8.). S9’ suz ve S9’ lu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktur. (p=0.447). Ancak konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir (p<0.001). Elde edilen degerler Cizelge 4.10., Cizelge 4.11., Cizelge 4.12.
ve Sekil 4.7.” de gbsterilmistir.
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Cizelge 4.10. S-9° suz ortamda lenfosit hiicrelerine uygulanan komet testi sonucunda
elde edilen GHI degerleri

Bireyler Negatif 0.063 0.128 0.32  Pozitif
kontrol (NK) pg/L ug/L ug/L kontrol (PK)

1.Birey 58 67 98 115 302

2.Birey 58 70 99 118 340

3.Birey 48 93 103 128 330

Cizelge 4.11. S-9’ lu ortamda lenfosit hiicrelerine uygulanan komet testi sonucunda
elde edilen GHI degerleri

Bireyler Negatif 0.063 0.128 0.32  Pozitif
kontrol (NK) pg/L pg/L pg/L kontrol (PK)

1.Birey 37 74 106 121 319

2.Birey 42 83 98 126 310

3.Birey 43 77 104 124 316
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Cizelge 4.12. Le
degerleri

nfositlere uygulanan komet testi sonucunda elde edilen GHI

*.  Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.05) farklidur.

**. Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.01) farklidur.

***: Negatif kontrol grubundan istatiksel olarak (p<0.001) farklidir.

S9- SO+
Ort+SS Ort+SS
NK 54.67+5.77 40.67+3.21
0,063 pg/L 76.67+14.22 * 78.00+4.58 *
0,128pg/L 100.0042.65 ** 102.67+4.16 **
0,320 pg/L 120.3316.81 ** 123.67+2.52 **
PK 324.00+£19.70 *** 315.00+4.58 ***
350
300 |
250 -
200 - = So.
150 -
100 1 S9+
vl \—i\
0 T
NK 0,063 pug/L  0,128ug/L 0,320 pg/L PK

Sekil 4.7. GHI degerleri elde edilen S-9° lu ve S-9” suz gruplarin karsilastirmasi
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A) TipO B) Tip1l
C) Tip2 D) Tip3

E) Tip4

Sekil 4. 8. Komet olusturmus lenfositlerin floresan mikroskoptaki goriintiileri

48



Ekinci, S.Y. 2015. Bisfenol A (BPA)’ min ve Metabolitlerinin DNA Uzerindeki Genotoksik, Sitotoksik ve Oksidatif Hasar
Potansiyellerinin Insan Kan Lenfosit Kiiltiirlerinde Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

4.2. TARTISMA

Bu calismada yapay recgine ve polikarbonatli plastik iiretiminde kullanilan
BPA ve metabolize {irlinlerinin insan kan lenfosit kiiltlirlinde genotoksik, sitotoksik
ve oksidatif potansiyellerini belirlemek amaglanmistir. Hiicrelere MN ve komet
testleri uygulanmis ve hiicrelerin CBPI degerleri hesaplanmistir. Calismada S-9
metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz ortamlar kullanimigtir. S-9
metabolik aktivasyon sistemi kullanilmayan ortamda sadece BPA’ nin, S-9
metabolik aktivasyon sistemi kullanilan ortamda ise BPA ve metabolitlerinin etkileri

Olctilmiistiir.

Elde edilen verilerden BPA’ nin kullanilan konsantrasyonlari insan kan
lenfosit kiiltiirlerinin S-9” suz ve S-9° lu ortamlarinda genotoksik etki gostermistir.
Bu etki MN ve komet yontemleri kullanilarak tespit edilmistir. Uygulanan komet
testinde BPA’ nin artan konsantrasyonlarinda DNA kuyruk uzunluklarinin anlaml
derecede arttig1 gdzlenmistir. Bu durum ayni zamanda bu kimyasalin DNA’ da
oksidatif potansiyele sahip oldugunun da bir gostergesidir. Lenfositlerde MN

olusumlarinin ise konsantrasyon artisina bagli olarak arttig: tespit edilmistir.

Bu c¢alismada BPA’ nin sitotoksik potansiyelini belirlemek amaciyla
hiicrelerin CBPI degerleri hesaplanmistir. BPA’ nin  uygulanan konsantrasyonu
arttik¢ca CBPI degerinin diistiigii belirlenmistir. CBPI uygulanan kimyasalin toksisite
derecesiyle ters orantili oldugu i¢in BPA’ nin uygulanan konsantrasyonlarinin insan

kan lenfosit kiiltiiriinde sitotoksik etki olusturdugu sonucuna varilmistir.

BPA ve tiirevleri ile ilgili yapilan ¢alismalar in vivo ve in vitro olmak iizere

iki farkl sekilde gruplandirilabilir.
BPA ve tiirevleri ile ilgili yapilan in vivo ¢alismalar:

Tennant ve ark. disi ve erkek sicanlarda yaptigi bir calismada BPA’ nin
genotoksisitesini arastirmislardir. Yetiskin sicanlara oral yolla 2.4 pg, 10 pg, 5 mg ve
50mg/kg dozlan giinde bir kez olmak {izere 6 giin boyunca uygulanmistir. Kemik
iligi ve kan Ornekleri alinarak MN, kromozom aberasyonu ve tek hiicre jel

elektroforezi (komet testi) gibi genotoksisite testleri uygulanmistir. 2.4 pg/kg doz
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uygulamasi disinda diger BPA maruziyetlerinin polikromatik eritrositlerde MN
frekansin1 6nemli Olgiide arttirdigi, kemik iligi hiicrelerinde yapisal kromozom
aberasyonuna neden oldugu ve lenfositlerde DNA hasarina yol actig1 gozlenmistir.
Bu sonuglardan BPA’ nin genotoksik aktivite gosterdigi ve oksidatif hasara sebep
oldugu rapor edilmistir [58]. Yapilan bu c¢alisma bizim c¢alismamizi destekler
niteliktedir. Calismamizda S-9° lu ortamda konsantrasyon artisina bagl olarak MN
frekansinda artis gézlenmistir. Komet testinde de konsantrasyon artisina bagli olarak
kuyruk uzunlugunda artisa neden olarak DNA’ da oksidatif hasara yol actigi

gozlenmistir.

BPA’ nin 5 mg, 10 mg ve 20 mg/kg dozlar kullanilarak disi farelerin somatik
hiicrelerinde DNA hasarin1 belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada disi fareler iki
haftalilk BPA maruziyetine birakilmistir. Calismada MN ve komet testleri
kullanilmistir. Komet testinden elde edilen verilere gére BPA’ nin sadece akciger
hiicrelerinde DNA kirikliklarini tetikledigi; kemik iligi lenfositleri, karaciger, bobrek
ve dalak hiicrelerini etkilemedigi gbézlenmistir. MN frekansinin ise sadece periferal
kanin retikiilositlerinde artis gosterip kemik iligi lenfositlerinde artis gostermedigi
rapor edilmistir [105]. Bu ¢alismadan elde edilen veriler bizim ¢alismamizi
desteklememektedir. Lenfositlerde komet testi sonucunda DNA kirikliklariin
gorilmemesi ve MN testi sonucunda MN frekansinda artig goriilmemesi
calismamizla ortiismemektedir. Bu farkliligin sebebinin bizim ¢alismamizda in vivo
ortam olusturmak i¢in S-9 metabolik aktivasyon sisteminin kullanilip bu ¢alismada
ise gergek in vivo ortamin kullanilmis oldugundan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Ayrica ¢alismalarda farkli canlilarin lenfositlerinin kullanilmasiin

farkli sonuclar dogurmus olabilecegi de diisiiniilmektedir.

Yukaridaki ¢alismayla ayni dogrultuda yapilan bagka bir calismada erkek
farelere iki hafta boyunca 5 mg, 10 mg, 20 mg ve 40 mg dozlarinda BPA
uygulanmistir. Elde edilen verilerde yukaridaki c¢alismanin aksine kullanilan her
dozun lenfosit, dalak, bobrek, akciger ve iireme hiicrelerinin DNA’ larinda zincir
kirikliklart olusturdugu gézlenmistir [106]. Elde edilen veriler ¢alismamizla tutarlilik

gostermektedir.
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Ulutas ve ark. yetiskin erkek Wistar albino si¢anlarla yaptiklari bir ¢alismada
BPA’ nin 125 mg ve 250 mg/kg dozlar1 kullanilarak komet yontemi ile
genotoksisitesini arastirmiglardir. Her doz i¢in 6’ sar sigan kullanilarak siganlar 4
hafta boyunca BPA ile oral yolla muamele edilmistir. Calisma sonunda DNA kuyruk
uzantilart bakimindan 125 mg/kg doz uygulanan grupla negatif kontrol gruplari
arasinda anlamli bir farklilik olusmazken 250 mg/kg doz uygulanan grupla negatif
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik olustugu rapor edilmistir [107]. Elde

edilen veriler calismamizla ortiismektedir.

BPA’ nin genotoksik ve sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla; kromozom
aberasyonu, MN testi ve c-mitotik etki olmak tizere ti¢ farkli parametre kullanilarak
Isvigre albino fare kemik iliklerinde yapilan bir ¢alismada oral yolla uygulanan BPA’
nin tek doz 10 mg, 50 mg ve 100 mg ve tekrarli doz 10 mg/kg olmak {izere test
edilen dozlarinin kromozomal sapma ya da MN frekansinda degisime sebep olmadigi
ancak sitotoksik potansiyelini c-mitotik etkide azalma yoluyla gosterdigi
bildirilmistir [63]. Bu ¢alisma BPA’ nin genotoksik olmadigini ancak sitotoksik
oldugunu gostermektedir. Oysa bizim ¢alismamizdan elde edilen verilere gére BPA
hem genotoksik hem de sitotoksik etkiye sahiptir. Caligmalardan farkli sonug
alinmasimnin  ¢alhigilan canli  grubunun ayni olmamasindan ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismanin dogrudan in vivo ortamda gergeklestirilip
bizim ¢alismamizin ise S-9 metabolik aktivasyon sistemi kullanilarak in vivo ortamin

saglanmasi gibi farkliliklardan kaynaklandig: da diigiiniilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada BPA’ nin disi yavru si¢anlarin karaciger hiicrelerindeki
DNA hasar1 tizerine etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada BPA’ nin 0.5 mg ve 50
mg/kg dozlar1 emzirilme donemleri boyunca (20 giin) yavru sicanlara enjekte
edilmistir. Yapilan komet testinde her iki dozun da kontrol gruplariyla
karsilastirilmasi sonucunda DNA hasarinda anlamli artiga sebep oldugu bildirilmistir

[108]. Yapilan bu ¢alismadan elde edilen veriler bizim verilerimizi desteklemektedir.
BPA ve tiirevleri ile ilgili yapilan in vitro ¢calismalar:

Iso ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada Ostrojen reseptorii pozitif MCF-7 hiicre

kiiltiirti kullanilarak BPA’ nin DNA iizerindeki hasar potansiyeli aragtiritlmistir. DNA
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hasar1 komet kuyruk 6l¢iimii ve "H2AX metotlan ile degerlendirilmistir. Uygulanan
BPA konsantrasyonlarindan 10° M’ 1n 3 saat muamelesinden sonra, 10* M’ m ise 1
ve 3 saat muamelelerinden sonra komet kuyruk uzunlugunu arttirdigi rapor
edilmistir. Yine aym c¢alismada BPA’ nin 10° ™M konsantrasyonunun 3 saat
muamelesinden sonra Y"H2AX metodu ile MCF-7 hiicre kiiltiirinde DNA ¢ift zincir
kirikliklarina yol agtigi bildirilmistir. Bu sonuglardan BPA’ nin genotoksik oldugu
rapor edilmistir. Ancak BPA’ nin bu c¢alismadaki etkili konsantrasyonlarmin
genotoksik olmasimim MCF-7 hiicrelerinin yasamasini engellemediginden sitotoksik
oldugunu gostermedigi vurgulanmistir [13]. Bu calisma BPA’ nin genotoksisitesi ve
DNA iizerindeki oksidatif potansiyeli bakimindan bizim ¢alismamizla ortiismektedir.
Ancak c¢aligmalar sitotoksisite bakimindan ayni dogrultuda degildir. Bu durumun

farkli hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan bir c¢alismada mavi midyelerin solunga¢ hiicrelerine 50 ppb
konsantrasyonunda BPA uygulanmistir. Bu konsantrasyonun mavi midyelerde MN
olusumuna sebep olurken diger niiklear anormalliklere sebep olmadig1 gdézlenmistir
[59]. Bu galismadan elde edilen sonuglarla bizim c¢alismamizda elde ettigimiz

sonuglar birbirini desteklemektedir.

Xin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada INS-1 sigcan insiilinoma hiicre
kiltari 25 pM, 50 puM ve 100 uM konsantrasyonlarinda BPA’ ya maruz
birakilmistir. Siire sonunda bu hiicre kiiltiiriine komet testi uygulanmistir. Elde edilen
verilerden BPA’ nin hiicrelerde DNA gociinii arttirdigi tespit edilmistir [109].

Yapilan bu in vitro ¢aligmanin sonuglari bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Yapilan bir ¢calismada BPA’ nin yapay bir bilesigi olan BADGE ve onun
hidroliz iirtinleri olan BADGE. H,O ve BADGE.2H,0 ile ¢alisilmistir. Calisma bu
bilesiklerin insan kan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksisitelerini belirlemek igin S-9
metabolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda MN testi kullanilarak
yapilmigtir. Calismada BADGE ve BADGE.H,O’ nun 12.5- 625 pg/mL,
BADGE.2H;0’ nun 25.0- 100 pg/mL arasindaki konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Elde edilen verilerden S-9’ suz ve S-9’ lu ortamlarin her ikisinde de konsantrasyon

artisina bagli olarak MN frekansinda artis gozlenmistir. Yine ayni ¢alismada
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hiicrelerin CBPI degerlerinin diistiigii rapor edilmistir. Bu sonuglar BADGE ve
hidroliz iirtinlerinin kullanilan konsantrasyonlarinin insan kan lenfosit kiiltiirtinde
sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir [61]. Bu ¢alismadan elde

edilen veriler bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

Bisfenol F diglisil eter (BFDGE)’ in insan kan lenfositlerinde
genotoksisitesinin arastirildigi bir c¢alismada hiicre kiiltliriine kardes kromatit
degisimi (KKD) ve MN testleri uygulanmigtir. BFDGE’ nin S-9 aktivasyon sistemi
varligt ve yoklugunda 12.5- 62.5 pg/mL konsantrasyonlari kullanilmistir.
Konsantrasyon artisina bagl olarak her iki ortamda da KKD ve MN oranlarinda artis
kaydedilmistir. Ayrica hiicrelerin CBPI degerleri hesaplanarak bu degerin diistiigii
rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismada BFDGE’ nin kullanilan konsantrasyonlarinin
insan kan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik ve sitotoksik hasara yol agtigi

bildirilmistir [12]. Bu sonuglar bizim tez ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Yapilan bagka bir ¢alismada BPF (36.4 uM, 53.5 uM, 78.7 uM, 115.7 uM,
170 uM), BFDGE (10 puM, 25 uM, 50 uM, 70 uM) ve BPF’ nin metabolitlerinden
birisi olan 4,4-dihidroksibenzofenonun (100 uM, 200 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000
uM) toksik potansiyelleri arastirilmistir. Calisma in vitro ortamda HepG2 hiicre
kiiltiirtine komet ve MN testleri uygulanarak gerceklestirilmistir. Komet testi
uygulamasi sonucunda BPF 78.7 uM, 4,4-dihidroksibenzofenon 200 uM, BFDGE
ise 50 uM konsantrasyonundan itibaren genotoksisitesini gostermistir. MN testi
sonuclarinda BPF ve metabolitinin kullanilan konsantrasyonlariin MN frekensini
arttirmadigl, BFDGE’ nin ise 50 pM’ lik maruziyetinden itibaren MN frekansini
arttirdigt rapor edilmistir. Aym1 ¢alisjmada BFDGE’ nin 50 pM’ Ik, 4,4-
dihidroksibenzofenonun ise 500 puM’ lik konsantrasyonlarindan itibaren canlilik
indeksinde azalmaya sebep olarak sitotoksisitelerini gosterdikleri bildirilmistir. BPF’
nin canlilik indeksi hesaplandiginda ise sitotoksik olmadigi sonucuna varilmistir
[110]. Bu galisma bizim ¢alismamizla ayn1 dogrultudadir ancak bu ¢alismadan elde
edilen istatistiksel olarak anlamli verilerle bizim ¢alismamizdan elde edilen anlamli
verilerin birbirinden farkli olmasi kullanilan hiicre kiiltiiriiniin farkliligindan ve
uygulanan kimyasallarin birbirine ¢ok benzemesine ragmen aralarinda farkliliklar
bulunabileceginden ileri geldigi diisliniilmektedir.
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BPA’ nin Karsinojenitesi ve BPA’ ya bagh aktivitelerin incelendigi bir
calismada in vitro Syrian hamster hiicre kiiltiiri kullanilmigtir. BPA’ nin 25 uM, 50
uM, 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinin 24 saatten 72 saate kadar olan zaman
araliginda hiicre biiylimesindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen verilerden 50 puM
konsantrasyonunda uygulanan BPA’ nin diisiik etki gosterip, 100 uM ve 200 uM
konsantrasyonlariin hiicre biiylimesini anlamli derecede azalttigi rapor edilmistir.
Ayni zamanda BPA’ nin 50 puM’ dan 200 uM’ a kadar olan biitiin
konsantrasyonlarinin koloni olusturma verimliginin kontrol seviyesinin {istiinde
oldugu tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada BPA’ nin 50 uM’ dan 200 uM’ a kadar
olan biitiin konsantrasyonlarin DNA katimint indiikledigi tespit edilmistir. Bu
sonuclardan BPA’ nin kullanilan konsantrasyonlarinin memeli hiicre kiiltiiriinde
karsinojenik ve genotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir [62]. Yapilan bu ¢aligmanin

sonugclari bizim ¢aligmamizi desteklemektedir.

Johnson ve ark. yaptig1 bir calismada insan lenfoblastoid hiicre kiiltiirli olan
AHH-1’ de BPA’ nin 1.5 pg/mL, 3.1 ug/mL, 6.2 pg/mL, 7.7 pg/mL, 9.2 pg/mL,
10.8 pg/mL, 123 pg/mL, 185 pg/mL, 24.6 pg/mL ve 37.0 pg/mL
konsantrasyonlarinin genotoksik etkisini arastirmak i¢cin MN testi kullanilmistir. MN
olusumunda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ 12.3 pg/mL konsantrasyonundan
itibaren gozlenmistir [111]. Bu c¢alisma bizim g¢alismamizla ayni dogrultudadir.
Ancak farkli konsantrasyonlarda goriilen anlamli istatistiksel artisin kullanilan hiicre

kiiltiirlerinin farkli olmasindan kaynaklandigi diigtiniilmektedir.

BPA’ nin maruziyetiyle ilgili yapilan bir ¢alismada Mersin ili sehir merkezi
ve kirsal bolgesinde yasayan bireylerden idrar Ornekleri alinmistir (n=200).
Calismaya katilanlarin yaslar1 3 ile 85 arasinda degisirken, yas ortalamasi
29.95+18.80° dir. Calismada BPA’ nin ve major metaboliti olan BPA glukuronidin
insan idrar Orneklerindeki miktarin1 belirlemek i¢in LC/MS-MS metodu
kullanilmistir. Calismaya katilan ve kirsal bolgede yasayan bireylerde BPA %4
(tespit edilen miktar limiti; 0.03 ng/mL), BPA glukuronid %37 (tespit edilen miktar
limiti; 0.1 ng/mL), sehir merkezinde yasayan bireylerde ise BPA % 13, BPA
glukuronid % 42 oranlarinda dedeksiyon limitinin {izerinde oldugu belirlenmistir.
Buna gore sehir merkezi ve kirsal bolge arasinda BPA belirlenen birey sayilar
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arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenirken, sehir merkezi ve kirsal
bolgede BPA glukuronid belirlenen birey sayilari arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik gozlenmemistir. Bu calismada belirlenen BPA miktar1 gelismis iilkelerde
yapilan benzer g¢alisma sonuglarima ve EFSA’ nin BPA igin belirledigi referans

degere (50 pg/kg/giin) gore digiktiir [112].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu calismada BPA’ nin Onceki yillarda yapilan caligmalarda
belirtilen insan serumundaki degerler gz onlinde bulundurularak 0.063 ug/L, 0.128
ug/L ve 0.32 ug/L’ lik konsantrasyonlari kullanilmigtir. Bu konsantrasyonlar hem S-
9 aktivasyon sistemi varliginda hem de yoklugunda ¢alisilarak S-9° suz ortamda
yalnizca BPA’ nin, S-9° lu ortamda ise hem BPA hem de metabolitlerinin insan kan

lenfosit kiiltiiriinde genotoksik, sitotoksik ve oksidatif potansiyelleri arastirilmistir.

MN testi sonucunda kullanilan kontrantrasyonlarin hem S-9° Iu hem de S-9°
suz ortamda negatif kontrollerle karsilastirilmasi sonucunda konsantrasyon artigina
bagli olarak MN frekansinda artis oldugu gozlenmistir (p<0.05). Bu durum

genotoksik hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Komet testinden elde edilen verilere gore insan kan lenfosit kiiltiirii
hiicrelerinin hasarl hiicre yilizdesi degerleri hesaplandiginda bu degerin S-9° lu ve S-
9’ suz ortamlarin her ikisinde de konsantrasyon artisina bagl olarak arttig1 tespit
edilmistir (p<0.05). Komet testinden elde edilen diger bir deger ise genetik hasar
indeksidir. Yine her iki ortamda da konsantrasyon artigina bagl olarak genetik hasar
indeksi artis gostermistir (p<0.05). Bu sonuglar BPA ve metabolitlerinin kullanilan
konsantrasyonlarinin insan kan lenfosit Kkiiltiirlerinde genotoksik ve oksidatif

potansiyel olusturdugunu gdstermistir.

BPA’ nin kullanilan konsantrasyonlarinin insan kan lenfosit kiltiirlerinde
sitotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in hiicrelerin sitokinez blok proliferasyon
indeksleri hesaplanmigtir. S-9° lu ve S-9° suz ortamlarin her ikisinde de
konsantrasyon artisina bagli olarak bu degerde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuctan BPA ve metabolitlerinin kullanilan konsantrasyonlarinin insan kan lenfosit

kiltiirleri i¢in sitotoksik oldugu gozlenmistir.

Calismanin sonuglar1 genel olarak degerlendirilediginde genotoksisite ve
sitotoksisite arasinda lineer bir iligki goriilmektedir. Ciinkii hem CBPI degerleri
diismiis hem de MN sayisinda ve komet olusumunda artislarda istatistiksel bir
anlamlilik diizeyine ulasma s6z konusudur. Bu sonuglara gore BPA' nin in vitro

sartlarda kuvvetli genotoksik ve sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu
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degerlendirmekteyiz. Ancak her ne kadar bu sonuclar elde edilmis olsa bile baska
test sistemleri ile de BPA' nin olas1 etkileri hiicresel aktivite diizeyinde molekiiler
tekniklerle boliinme aktivitesinde gorev alan proteinlerin de degerlendirilmesi

olduk¢a 6nem arz etmektedir.

e Cam biberonlar tercih edilmeli, polikarbonat igeren biberonlar

kullanilmamalidir.

e Sicak su, kaynar siit ve bebek mamalari plastik siselere konulmamalidir.

e Plastik kaplar mikrodalga firinda 1sitilmamalidar.

e Ici plastik kapli metal kaplarda bulunan yiyecekler tiiketilmemelidir.

e Polikarbonatli hi¢bir kapkacak kullanilmamalidir.

e Tim plastik malzemelerde tiiriinli gdsteren isaret bulunmalidir.

e BPA’ nin belirlenen etkileri g6z 6niinde bulundurularak ¢evresel maruziyeti

bakteri biyodegradasyonu gibi avantajlar kullanilarak en aza indirilmelidir.
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