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OZET

ALBINO FARELERDE BiSFENOL-A’NIN
MUHTEMEL BiYOKIMYASAL ETKILERININ ARASTIRILMASI:

YESIL KAHVENIN KORUYUCU ROLU

DURHAN, Burhan
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Damisman: Do¢. Dr. Emine YALCIN
Ocak 2016, 33 sayfa

Bu calismada Bisfenol A’nin (BFA) albino farelerde bazi biyokimyasal parametreler
izerine etkisi incelenmistir. BFA nin toksik etkisine kars1 yesil kahve koruyucu madde
olarak secilmis ve tim uygulama gruplarina iki doz halinde uygulanmistir. Bu
kapsamda her bir grupta 6 albino fare (Mus musculus, 12—14 haftalik, 25-30 g ) olmak
lizere 6 uygulama grubu olusturulmustur. Calisma siiresince I. gruba pellet yem ve
cesme suyu, II. gruba 100 mg/kg.ca dozunda yesil kahve, IIl. gruba 400 mg/kg.ca
dozunda yesil kahve, IV. gruba 50 mg/kg.ca dozunda BFA, V. gruba 50 mg/kg.ca
dozunda BFA + 100 mg/kg.ca dozunda yesil kahve, VI. gruba 50 mg/kg.ca dozunda
BFA + 400 mg/kg.ca dozunda yesil kahve verilmistir. Uygulama siiresi sonunda
farelerin kan ornekleri alinarak serum oOrnekleri elde edilmistir. Serum 6rneklerinde
Alanin transaminaz (ALT), Aspartat transaminaz (AST), kan {ire azotu (BUN) ve
kreatinin parametreleri incelenmistir. Ayrica her uygulama grubuna ait karaciger ve
bobrek dokulari izole edilmis ve GSH, MDA analizleri gergeklestirilmistir. Caligma
sonucunda BFA uygulanan gruplarda serum ALT, AST,



BUN ve kreatinin plazma seviyelerinde 6nemli degisimler gdzlenmistir. Bu degisimler
BFA’nin hiicreler iizerindeki muhtemel toksik etkileri ile aciklanabilir. Benzer sekilde
BFA uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla MDA seviyelerinde artis
gozlenirken, GSH seviyelerinde azalmanin oldugu tespit edilmistir. BFA ile birlikte
yesil kahve uygulanan gruplarda test edilen parametrelerde yeniden diizelme oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar yesil kahvenin BFA toksisitesine karsi1 koruyucu etkisini

ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, Yesil kahve, malondialdehit, glutatyon, AST, ALT,
BUN, kreatinin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL BIOCHEMICAL EFFECTS OF
BISPHENOL-A ON ALBINO MICE: PROTEVTIVE ROLE OF GREEN
COFFEE

DURHAN, Burhan
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Dr.Emine YALCIN

January 2016, page 33

In this study, the effects of Bisphenol A (BPA) on some biochemical parameters in
albino mice were investigated. Green coffee was selected as a protective agent against
the toxic effects of BPA and Green coffee applied to all treatment groups in two
dosage. In this scope, 6 treatment groups (each group contain 6 mice, Mus musculus,
12-14 week, 25-30 g ) were created. In experimental period, group | treated with tap
water, group Il treated with 100 mg/kg.bw green coffee, group Il treated with 400
mg/kg.bw green coffee, group IV treated with 50 mg/kg.bw BPA, group V treated with
100 mg/kg.bw green coffee + 50 mg/kg.bw BPA, group VI treated with 400 mg/kg.bw
green coffee + 50 mg/kg.bw BPA. At the end of the experiment, blood samples were
collected and then the serum samples were obtained. Alaninetransaminase (ALT),
Aspartate tarnsaminase (AST), Blood urea nitrogen (BUN) and creatinin parameters
were investigated in serum samples. And also liver and kidney tissues were isolated

and MDA, GSH analysis were performed.



As a result of study, important alterations were observed in ALT, AST, BUN and
creatinine levels of BFA treated group. This alterations can be explained by the
potential toxic effects of BFA on cells. MDA levels of BFA treated group were
increased and GSH levels were decreased. Some improvements were observed in all
testted parameters in Green Coffee and BFA treated groups according to BFA treated
group. So the protective effect of green coffee against BPA toxicity was supported

from these results.

Keywords: BPA, Green coffee, malondialdehyde, glutation, AST, ALT, BUN,

creatinine
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1.GIRIS

Canlilar yasadig 1 dis ortamda meydana gelen degisimlere uyum sag lamak ve i¢
ortamlarindaki dengeyi korumak zorundadir . I¢ ortamin degismez tutulmasina
homeostasis denilmektedir ve homeostasisin saglanmasinda sinir sistemi ve endokrin
sistem koordineli ¢alismaktadirlar (1).Endokrin sistem , salgilarini dogrudan kana
veren bezlerin bir araya gelmesi ile olusan sistemdir . Endokrin sistemin tireme

, beslenme, maddelerin hiicreler tarafindan kullanimi , tuz ve sivi dengesini ayarlama,
metabolik aktiviteyi diizenleme , biiyiime ve gelisme gibi pek ¢ok gorevleri
bilinmektedir. Insan saglig1 ve neslinin devami metabolizma, biiyiime-gelisme,
zihinsel fonksiyonlar, bagisiklik sistemi ve iireme i¢in hayati rolleri bulunan hormon
ve benzeri sinyal tagiyict maddelerin kusursuz ¢alismasina baglidir. Endokrin ve sinir
sisteminde herhangi bir sebeple diizensizlige ve bozulmalara yol agan kimyasal
maddelere ise “endokrin bozucular” adi verilmektedir (2).

Endokrin bozucular, organizmada hormonlari taklit ederek ya daengelleyerek viicudun
isleyisini bozan sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir. Endokrin bozuculuar
hormonlarin metabolizmalarin1 degistirirek ya da engelleyerek, hipotalamus, adipoz
doku, karaciger ve diger doku/organlardaki niikleer reseptorleri aktive veya inhibe
ederek etki gostermektedirler. Biiylime, stres cevabi, cinsiyet gelisimi, lireme yetenegi,
insiilin yapimi ve kullanim1 ve metabolik hiz gibi bir¢ok temel siireci de etkiledikleri
bilinmektedir (3).

Endokrin bozucular dogada dogal olarak bulunabildigi gibi degisik sentetik ve
endiistriyel tirlinlerin icerisinde de yer almaktadirlar. Baz ilaglar, dioksin ve dioksin
benzeri bilesikler, poliklorlu bifeniller, bazi pestisitler, fitalatlar ve bisfenol A (BFA)
gibi maddeler endokrin bozucu etkiye sahip maddeler arasinda siralanmaktadir.
Ftalatlar ve bisfenol A (BFA) gida paketlemede, yiyeceklerle temast olan
materyallerde, kozmetiklerde, oyuncaklarda, cantalarda, ayakkabilarda, ilaglarda,
medikal malzemelerde ve yapr malzemelerinde yaygin olarak kullanilan endokrin
bozucu tiirleridir. Pek ¢cok calismada BFA“nin yapay bir 6strojen oldugu rapor edilmis,
Ostrojen reseptorlerine baglanarak ve dogal Ostrojeni taklit ederek Gstrojen
metaboizmasini bozdugu belirtilmistir (4). Ayrica, BPA"“nin peroksizom proliferator
aktive reseptorleri (PPAR)™ nin aktivasyonu gibi ¢esitli biyolojik mekanizmalarla

obeziteye yol a¢tig1 da rapor edilmektedir (3).



Endiistriyel amagli kullanilan kimyasallarin ve toksik ajanlarin artigiyla birlikte olusan
zararlar1 Onlemek i¢in ¢esitli dogal koruyucu, antioksidan bilesikler bulunmaktadir. Bu
calismada BFA“nin albino farelerde biyokimyasal etkileri ve bu etkilere kars1 Yesil
Kahvenin koruyucu rolii aragtirilmistir.

Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri toplayip kararli hale getirerek, serbest radikal
iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, baskilayici etki ile reaksiyon hizini
azaltarak, onarici etki ile biyolojik molekiilerdeki hasar1 onararak etki gostermektedir
(5). Son yillarda yapilan bilimsel aragtirmalar, kahvenin, dogal ve giiclii antioksidan
kaynaklar1 arasinda Onemli bir yere sahip oldugunu ortaya koymustur (6).
Kokboyasigiller (Rubiaceae) familyasinin Coffea cinsinden 5 metreye kadar
biiyliyebilen bir agacin meyve cekirdeklerinin kavrulup ogiitiilmesi ile kahve elde
edilmektedir. Yesil kahve ise kahvenin ham yani heniiz kavrulmamis halidir. Yesil
kahvedekavrulma islemi uygulanmadigi i¢in kafein oran1 diisiik, antioksidan oran1 ise
yiiksektir.Yesil kahve icerik olarak su, karbohidrat, protein, serbest amino asit, lipid,
mineral, organik asit, klorojenik asit, trigonelin ve kafeinden olusmaktadir. Kahve
iceriginde bulunan antosiyanin ve lignin gibi fenolik bilesikler, kafein
metabolitlerinden 1-metilksantin ve 1-metiliirat antioksidan 6zellik sergilemektedir
(7). Antioksidan o6zellik pek ¢ok kimyasallarin zararli etkilerine karsi

organizmalari/hiicreleri korumaktadir.

1.1. Endokrin Bozucular

Endokrin sistemini bozan kimyasallar, endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu
olumsuz yodnde etkileyen, bir organizmada yada onun dollerinde yada yan
populasyonlarda hastaliklara neden olan madde veya madde karigimlardir. Bu
kimyasallar insan iiretimi sonucu olusabilecegi gibi, dogal yolla olusan farkli yapilarda
bilesikler de olabilir. Bu maddeler, endokrin sistemde iiretim, salinim, baglanma,
taginma, aktivite, yikim ve viicuttan atilim mekanizmalar1 iizerine etki etmektedirler.
Endokrin bozucular, ostrojenlere benzer etkilere sahip olmalarindan dolay1 yapay
Ostrojenolarak da kabul edilmektedirler. Yapay 0Ostrojenler dogada bir¢cok hayvan
tiiriinde (baz1 baliklarda,kuslarda ve memelilerde) cinsiyet bozukluklarina, cinsiyetsiz
dogumlara, spermsayilarinda azalmaya, erkek organizmalarda disilik, disi
organizmalarda erkeklik Ozelliklerinin artisina neden olmaktadir.Plastiklerde

yumusatici olarak kullanilan fitalatlarin  erkek esey



hormonunu etkileyerekve spermiyogenez metabolizmasinda aksamalara neden oldugu
rapor edilmektedir.Endokrin bozucular listesinde yer alan dietilbesterol, erkek
¢ocuklarda testis kanser riskini arttirmaktadir. PCB, DDT, Bisfenol A, fitalat ve
pestisitlerde ayni sekilde hormon sisminin dengesini bozmaktadir. Endokrin bozucu
kimyasallarin viicuttaki yarilanma omiirleri uzundur. Bu yilizden diigiik dozlarda bile
viicutta 6nemli etkiler gosterebilmektedirler (8,9).

Avrupa Birligi“nin 2002 yilinda yayinladigi endokrin bozucular ile ilgili raporunda,
yiizlerce kimyasal madde i¢inde ¢evre ve insan sagligina zarar1 agik olarak gosterilmis
olan 60 madde bulunmaktadir. Baz1 ilaglar, dioksin ve dioksin benzeri bilesikler,
poliklorlu bifeniller, bazi pestisitler, fitalatlar ve BFA gibi plastizer maddeler endokrin
bozucu etkiye sahip maddeler arasinda siralanmaktadir. Bu maddelerin pek cogu
besinler, kisisel bakim {iriinleri, deterjanlar, oyuncaklar, plastik siseler gibi gilinliik
hayatta yogun olarak kullanilan tirlinler igerisinde yer almaktadir. Endokrin bozuculara
maruziyetin, gelisimsel ters etkiler, lireme sistemi ve immiin sistem toksisitesi ile
norolojik ters etkiler gibi istenmeyen etkiler ile sonuglandigi bildirilmektedir (10).
Endokrin bozucular, hormonlara agonist ve/veya antagonist¢alisarak etki
gostermektedir. Bu etki, hormonun iiretimine veya transportuna etki ederek, ya da
hormon reseptoriine baglanarak metabolize olmasi ve atilimini degistirmesi ile ortaya

cikabilir (Sekiil 1.1)(11).

Q Hormon

Endokrin
bozucu

Sekil 1.1. BFA“nin Etki Mekanizmasi (11).



1.1.1. Endokrin Bozucularin Siniflandiriimasi

Endokrin bozucular dogada dogal olarak bulunabildikleri gibi, degisik sentetik ve
endistriyel triinlerin igerisindede yer alabilmektedirler. Bu kapsamda endokrin
bozucular dogal ve sentetik bozucular olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir (Tablo
1.1).

Dogal Endokrin Bozucular; yar1 omiirleri kisa olduklar1 ve dokularda birikmeden
viicuttan uzaklagtirildiklar1 icin genellikle O6nemli yan etkileri olusturmayan
bozuculardir. Bunlardan en iyi bilinen grup fitodstrojenlerdir. Bitkilerde fenilpropan
ve basit fenollerden sentezlenen fitodstrojenler, kimyasal olarak ¢ok genis ¢esitlilik
gosterirler. Fitodstrojenler kimyasal yapilarina gore izoflavonlar, izoflavanlar,
flavanonlar, kalkonlar, lignanlar, kumestanlar, makrolitler, stilbenler ve steroller
olarak smiflandirilir. Fitoostrojenlerin, herbirinin yogun olarak bulunduklari besin
kaynaklari farklilik gdstermektedir. Izoflavonlarin bilinen en iyi kaynag: Leguminosae
ailesine ait bitkilerden kurubaklagillerdir (bezelye, fasulye, mercimek vb.). Ancak
Graminae, Rosaceae (Prunus sp.), Iridaceae (Iris sp) ve Solanaceae (Nicotiniana
tabacum) tiirlerinde de goriilmektedir (12). Fitodstrojenler, intestinal bakteriler
tarafindan metabolize edilip absorbe olduktan sonra portal vendz sistem araciligi ile
karacigere taginir ve burada konjiige edilerek dolasima salinir ve en sonunda idrar ve
safra yolu ile atilmaktadir (13,14).Fitodstrojenlerin en 6nemli biyolojik potansiyelleri,
Ostrojenik ve antiostrojenik aktiviteye sahip olmalaridir. Fitodstrojenlerin dstrojenik
ve antiostrojenik ozellikleri, 17-B-Ostradiol“e yapisal ve islevsel benzerligi nedeniyle
Ostrojen reseptorlerine (ER) kolay baglanmasiyla aciklanmaktadir
(15).Fitoostrojenlerin etkisi steroid metabolizmasini etkileyen enzimler lizerindeki
etkileri ile de agiklanabilir. Izoflavonlarin plasenta ve overlerdeki mikrozomlarda
aromataz enzimini baskilayarak androjenlerin Ostrojenlere doniisiimiinii bloke ettigi
bilinmektedir. Ayrica fitodstrojenlerden kumestrol ve genisteinin 17-fB- Ostradiol
oksidorediiktaz enzimini baskilayarak ostronun dstradiole doniisiim metabolizmasinda
aksamalara neden olmaktadir. Fitodstrojenlerin antioksidan, antiproliferatif ve

antianjiogenik fonksiyonlar1 da bulunmaktadir (16,17).



Tablo 1.1. Endokrin bozucu kimyasallarin siniflandirilmasi

Dogal Endokrin Sentetik Endokrin Bozucular
Bozucular
Fitoistrojenler Pestisitler Endiistriyel Bozucular
Zearalanon Herbisidler  Insektisidler Fungisidler Organohalojenler Fitalatlar Diger
Daidzein Alachlor Chlordane Benomyl Dioksinler Di-etilheksil fitalat Bisfenol A, B
Genistein Amitrole Oxychlordane  Hexachlorobenzene Furanlar Butil benzil fitalat Etan dimetan
Formononetin Atrazine Mirex Mancozeb Hekzaklorobenzen = Di-n-butil fitalat Sulfonat
Biokanin-A Trifluralin  Methoxychlor  Maneb Pentaklorofenon Diheksil fitalat Metanol
Prunetin Nitrofen Methomyl Metiram-complex  Poliklorine Di-propil fitalat Benzofenol
bifeniller
Pratensein Metribuzin = Dicofol Tributyl tin Di-kloroheksil fitalat N-butil benzen
Glisetein, Dieldrin Zineb Di-etil fitalat 4- nitrotoluen
Ekuol Parathion Ziram
Desmetilangolestin Transnonachlor
Enterolakton Toxaphene



Sentetik endokrin bozucular daha ¢okendiistride, tarimda ve evde kullanilan farkl
tirlinlerin yapisinda farkli amaglarla kullanilmaktadir. Bazi pestisitler ve endiistriyel
katki maddeleri bu sinifta yer almaktadir (18,19).

Sentetik bozucular yagda ¢oziinebilme ve yag dokuda birikmedzelliklerinden
dolayr viicutta uzun siire kalabilme ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle dogal
endokrin bozuculara gore daha uzun Omiirliidiirler ve organizmada daha zararl
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (20,21).

Sentetik endokrin bozucular ¢esitli endiistriyel alanlarda sik¢a kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde o6zellikle plastik, naylon, polyester ve PVC gibi maddelerin
tiretilmesinde kullanilan sentetik endokrin bozucular, ¢ogunlukla seffaf ve
dayanikli, tekrar kullanilabilen kalin plastik iiriinlerin yapisinda (PVC pencereler,
biberonlar, su damacanalari, yemek saklama kaplari, buzdolab1 c¢ekmeceleri)
bulunmaktadir. Metal kutularin (su, kola ve meyve suyu siseleri, kola ve bira
kutular) i¢ yiizeyinde, metal yiizey ile besin liriinlerinin etkilesiminin engellenmesi
amaciyla da kullanilmaktadir. Dis hekimlerinin dis yapiminda kullandigi
malzemelerde, sanayide kopiik ve paketleme sistemlerinde, fiberglas {iretiminde,
beton restorasyonu ve korumasini igine alan ingsaat uygulamalarinda
kullanilmaktadir (10).

1953 yilinda polivinil kloriir (PVC) gelisimi ile plastik iiriinlerin yapisinda sentetik
endokrin bozucular 6nemli rol almaya baslamistir. Bisfenol A (BFA) diinya
genelinde en fazla iiretilen kimyasal maddelerden biridir 1980li yillarda yillik
iretim kapasitesi 1 milyon ton iken, bu miktar artarak 2009 yilinda 2.2 milyon tonu

askin bir tiretime ulagmistir (22,23).

1.1.2.Bisfenol A

Bisfenol A (BFA) [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan], iki fenol ve polikarbonat
molekiillerinin birlesmesiyle elde edilen bir tiir organik bilesiktir. Genel 6zellikleri
Tablo 1.2."de verilen BFA kati, fenolik kokulu, krem-beyaz renkte ve Kkristal
yapidadir.



Tablo 1.2. BFA*nin Genel Ozellikleri (24)

Genel ad1

IUPAC adlandirilmasi
CAS numarasi
Kimyasal formiilii
Yapisal formiilii
Molekiil agirhgi
Erime sicakhgi
Kaynama sicakhigi

Alevlenme sicakhigi

Bisfenol A
2,2-bis(4-hidroksifenil)propan
80-05-7

CisH160;
(CHa3)2-C-(CeHs-OH)2

228.9 g/mol

153-156 °C (1 atm basingta)
220 °C (0.5 kPa)

270°C

Ucuculugu 193 °C ( 1 atm basingta)
Log Kow GLop

Log Pow 3.32

Sudaki ¢oziiniirliigii (25 °C) 120 mg/L

BFA"nin diinyadaki tretim miktart 1980“lerde yaklasik bir milyon ton iken,
2009“da bu miktar 2.2 milyon tonun {iizerine ¢ikmistir. BFA“nin en fazla
kullanildig1 alan % 60°lik oranla polikarbonat plastik tiretimidir. Bunu % 26*lik
oranla epoksi re¢ine Uretimi takip etmektedir (25).Giinlik hayatimizda
kullandigimiz PVC plastik pencereler, kompakt disk, is giivenlik kasklari,
kursungecirmez camlarin yiizeyine kaplanan film, otomotiv pargalari, toz boya, su
ve siit sigesi, bebek biberonu, bir¢ok elektrik ve elektronik parg¢a yapiminda BFA
kullanilmaktadir (24).

1.1.2. BFA Metabolizmasi

Insanlarda oral yolla alinan BFA, gastrointestinal sistemden emilmektedir. Dermal
yolla kontaminasyonda  %10"a yakin bir miktarda emilim oldugu rapor
edilmektedir (26). BFA, oral emilimi takiben insan karacig erinde hizla ana olarak
biiylik oranda CYP2C18, CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize

edilmektedir. Karacigerde glukronik asit ile konjuge olarak major metaboliti BFA-



glukronit®“e (BFAG) donilismektedir. Diisiik diizeyde siilfat konjugasyonu sonucu
minor metabolit BFA -siilfat (BFAS) olugsmaktadir.BFA“nin yaklasik 42 saatte
tamamina yakininin idrarla atildig 1 belirtilmistir . Idrarla atilan BFA"nmn
%9.5"“unun degisiklige ugramadan BFA olarak , %69.5 oraninda BFAG ve %21
oraninda BFAS s eklinde atildig 1 rapor edilmektedir . BFA toksisitesinde asil
etkinin serbest BFA formu ile ilgili oldugu, konjuge formlarin toksisitede rol

oynamadig1 gozlenmistir (27,28).

1.2.1.2. BFA’nin Toksik Etkileri

BFA canli organizmalarda 6zellikle endokrin sistem {izerine olumsuz etkilere
sahiptir. Pek cok calismada BFA"nin yapay bir Ostrojen oldugunu belirtmis,
ostradiol ve BFA“nin fenol gruplar benzerlik gosterdigi i¢in, BFA*nin dstrojen
reseptorlerine baglandigi ve dogal Ostrojeni taklit ettigi rapor edilmistir
(29).Endokrin hiicre sinyal sisteminde, ostrojen (E2) ostrojen reseptoriine (ER)
baglanara ER-E2 komplesini olusturmakta ve bu kompleks transkripsiyon faktorii
olarak rol oynamaktadir. Kompleks DNA“ya baglanarak gen ekspresyonunu
baglatmaktadir/arttirmaktadir. Retinoblastoma proteini (Rb) hiicre dongiisiinde
diizenleyici role sahiptir ve BFA, Rb protein iizerinden hiicre dongiisiinde

aksamalara neden olmakta ve endokrin sistem sinyal yolagin1 bozmaktadir (Sekil

1.1) (30).

Son yillarda BFA*“nin niikleer 6strojen reseptd rlerine etkisinin dis inda ,6strojen ile
tetiklenen klasik olmayan yol* olarak adlandirilan hii cre membraninda ve
sitozolde bas ka resepto rleri aktive edebileceg i ve ostrojenik etki yaratabileceg i
gosterilmistir. Ostrojenik etkilenim meme kanser gelisimdeen énemli risk
faktorlerinden biridir (16). Perinatal diisiik doz BFA ile etkilenim sonucu farelerde
meme dokusu gelis iminin hizlandig 1, 6zellikle duktal komponentinde artma ve

apoptoz hizinda azalma oldug u gb zlenmis tir (31).
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Sekil 1.2. Bisfenoliin endokrin sistem tizerine olumsuz etkisi (30).

Literatiirde BFA uygulamasi sonrasinda endokrin sistem ve iligkili diger
sistemlerdeki degisimler sik¢a arastinlmigtir. Markey ve arkadaglart BFA
maruziyeti sonucunda farelerin over dokularinda 6nemli anatomik degisiklik
oldugu saptanmistir. Antral follikiillerin boyutlarinda artma ile korpus luteum
yiizdesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir (30). Hunt ve arkadaslar1 BFA*“ya
maruz kalan hayvanlarda anaploidi gibi hiicre bodlinmesinde gozlenen
bozukluklarda artig oldugunu belirtmislerdir (32). Erkek sicanlarda yapilan bir
calismada ise diisiik doz BFA maruziyetinintestikiiler ve epididimal agirliginda ve

sperm lretiminde azalma gozlendigi saptanmistir (26).

Ostrojen ve progesteron beyin gelisiminde énemli rol alan hormonlardandir. Birgok
hayvan caligmasinda BPA"nin 0Ostrojen benzeri etki yaparak, beyin gelisimi
sirasinda cinsel farklilasmadan sorumlu bolgelerde degisiklige neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica, BFA“nin 6grenme azligi ve hafiza bozukluguna neden

olabilecegi bildirilmektedir (18).



Bagka bir calismada, 20 mg/kg BFA*“ya uygulanan eriskinfarelerde, giinliik sperm
iretimlerinde ve total sperm sayilarinda azalma; prostat ve seminal vezikiil
agirliklarinda diisiis oldugu belirlenmis; serum testosteron diizeylerinin azaldigi
rapor edilmistir (25).

Ayrica, BFA uygulamasinin plazma LH hormon diizeyinde degisiklik ve plazma
testosteron miktarinda azalmanin sonucunda sperm sayisinda azalma oldugunu
bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (4,33).

Bazi epidomiyolojik c¢alismalarda BFA"nin siganlarda meme kanseri ve
anjiogenezle iliskili oldugu rapor edilmektedir (34). Anjiogenez tiimor gelisiminde,
ilerlemesinde ve metastazda Onemli bir role sahiptir. BFA"nin anjiogenez
metabolizmasindaki etkisi Sekil 1.3“te verilmistir. Hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu diizenleyen XIAP proteini Nitrik oksit (NO) modiilatorii olarak
gorev yapmaktadir. NO anjiogenez cevabininin olusumunda Onemli bir role
sahiptir. GPER, BFA"*ya yiiksek afinite sergilemektedir ve GPER- BFA etkilesimi
sonrasinda XIAP ekspresyonu artmaktadir. XIAP Cav-I ile etkilesime girerek NO
tiretimine sebep olmaktadir NO ise anjiyogenez sii r ecinde onemli role sahiptir
(35).

BF A maruziyeti sonucu, tiroid hormon diizeyleri ve etkilerindeki degisimlere isaret
eden caligmalar da bulunmaktadir. Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada, gebelik ve
laktasyon doneminde BFA maruziyeti sonucu dogan yavrularin 15. giin total T4
diizeylerinde kontrol grubuna gore artis gozlendigi, ancak 35. giinde bu degerlerin
normal diizeylere geldigi gézlenmistir (20). Ayn1 zamanda BFA“nin tiroid hormon
reseptorlerine baglanabildigi ve tiroid hormon reseptdr kaynakli gen
ekspresyonunun baskilanmasina neden olabilecegi de rapor edilmistir (21).

Ayrica, BFA“nin peroksizom proliferator aktive reseptorleri (PPAR)™ nin
aktivasyonu gibi ¢esitli biyolojik mekanizmalarla obeziteye yol actig1 da rapor
edilmektedir. BFA“nin PPARYy ve lipoprotein lipaz gibi adiposit-spesifik gen ve
transkripsiyon etmenleri araciligiyla bazi metabolik degisikliklere yol agtig1, yag
hiicresi olusumunu arttirdigr ve olgun yag hiicrelerinde lipid birikimine neden

oldugu rapor edilmistir (3).
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Sekil 1.3. BFA“nin anjiogenez lizerine etkisi: BFA: Bisfenol A, eNOS: endotel
nitrik oksit, GPER: G protein iligkili dstrojen reseptorii, NO: nitrik oksit, XIAP:
Apoptosis inhibitdr protein (35).

1.2. Yesil Kahve

Popiilaritesi son zamanlarda gittik¢e artan yesil kahve, bildigimiz normal kahvenin
ham, yani heniiz kavrulmamis halidir. Kahve, kokboyasigiller (Rubiaceae)
familyasinin Coffea cinsinden 5 metreye kadar biiyliyebilen bir agacin meyve
cekirdeklerinin kavrulup 6giitiilmesi ile elde edilmektedir. Yesil kahvede kavrulma
islemi gergeklesmemektedir ve bu nedenle kafein oran1 daha diisiiktiir (36).

Yesil kahve cekirdekleri, kavrulmus kahve cekirdeklerine oranla daha fazla
antioksidan igermektedir. Ayn1 zamanda normal kahveden farkli olarak yiiksek
1sida kavrulmadigi i¢in % 47 oraninda daha fazla klorojenik asit icermektedir. Yesil
kahve ¢ekirdeklerinin igeriginde yiiksek oranda bulunan ,,klorojenik asit™ in yapilan

bazi ¢alismalarda kilo vermeye yardimci olabilecegi belirtilmektedir. Bu
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madde metabolizmay1 hizlandirarak viicudun kalori harcama diizeyinde arttirici
etki gostermektedir (36).

Icerigi Tablo 1.3%de verilen yesil kahve su, karbohidrat, protein, serbest amino asit,
lipid, mineral, organik asit, klorojenik asit, trigonelin ve kafeinden olugmaktadir.
Antosiyanin ve lignin gibi fenolik bilesikler de icermektedir (7).Kavurma islemi
sirasinda piroliz, karamelizasyon ve Maillard reaksiyonu sonucu kahve igerigi
degismektedir. Kahve igerigindeki proteinler degrade olmakta, serbest amino asitler
ise Strecker reaksiyonu ile dekarboksile olmaktadir. Bazi aminoasitler ise Maillard
reaksiyonu ile diisiik molekiiler agirlikli iirlinlere doniismektedir. Kavurma islemi
sirasinda olusan reaksiyonlar ile melanoidin, galaktomannan ve arabinogalaktan

gibiara iirlinler de olusmaktadir (37).

Melanoidin kahvede renk olusumu ve antioksidan/antibakteriyel aktivite 6zelligi
saglamaktadir. Kahve igerigindeki klorojenik asit sicaklia kars1 kararsizligindan
dolay1 izomerizasyon, epimerizasyon ve degredasyon sonucu fenol ve katekol gibi
ara iiriinlere doniismektedir. Kavurma derecesine bagl olarak klorojenik asit igerigi

%1 oraninda azalabilmektedir (39).

Kafein viicutta yag yikimini hizlandirarak, kanda serbest yag asitleri ve gliserolii
yiikseltmektedir. Kafeinin kardiovaskii ler sistem iizerine olan etkiler ile de kalp
atig larin1 hizlandirdig 1 ve kan damarlarini genis lettig i (vazodilatasyon) ve
metabolizmay1 hizlandirdig: bilinmektedir. 8 mg/kg kafeinin kisilerde metabolik
hiz1 ilk 3 saatte 6nemli Olciide arttirdigr belirlenmistir. Adenozin ile kafein
arasindaki yapisal benzerlik (Sekil 1.4), kafeinin adenozin reseptorlerine
baglanmasi i¢in yarigabilmesine olanak tanimaktadir.Bu yolla kafein adenozin
reseptOr antogonisti olarak sinir sistemini stimiile etmektedir.Bununla birlikte
kafein metabolitlerinden 1-metilksantin ve 1-metiliirat antioksidan 6zellik

sergilemektedir (40).
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Tablo 1.3. Yesil Kahve*“nin Bilesenleri (38).

Bilesen
Karbonhidratlar/L if
Sakaroz

Indirgeyici Seker
Polisakkaritler
Lignin

Pektin

Azotlu Bilesikler
Protein/Peptidler
Serbest Aminoasitler
Kafein

Trigonellin

Lipidler

Kahve Ya@ trigliserid,

steroller/tokoferoller)

Diterpenler ( serbest ve esterlenmis)
Mineraller

Asidler ve Esterler

Klorojenik Asitler

Alifatik Asitler

Kuinik Asitler

Konsantrasyon ?(g/100g)

6.0-9.0
0.1
34-44
3.0
2.0

10.0-11.0
0.5
0.9-1.3

0.6-2.0

15-17.0

0.5-1.2

3.0-4.2

4.1-7.9
1.0

0.4
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Sekil 1.4. Kafein ve adenozin yapisi (41)

Yesil kahve iceriginde bulunan trigonellin nikotinik asidin enzimatik metilasyonu
sonucunda olusan bir alkaloiddir.Kavrulma islemi sirasinda trigonellinin
demetilasyonu ile nikotinik asit olugsmaktadir ve invitro ¢alismalarda nikotinik
asidin kanser hiicrelerinin yayilmasimi o©nledigi belirlenmistir.Ayrica alanin
transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), kan iire azotu (BUN) ve kreatinin
gonellin molekiiliiniin dendrit ve aksonlarin rejenerasyonunda 6nemli bir role sahip

oldugu belirlenmistir (42).

Bu ¢aligmada 50 mg/kg BFA uygulanan albino farelerde Alanin aminotransferaz
(ALT), Aspartat transaminaz (AST), kan iire azotu (BUN), kreatinin, karaciger
Malondialdehit (MDA) ve Glutatyon (GSH) diizeyleri ve bobrek Malondialdehit
(MDA) ve Glutatyon (GSH) diizeyleri arastirilmistir. BFA*“nin olusturabilecegi
muhtemel toksisiteye kars1 Yesil Kahvenin 100 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarinda

koruyucu rolii de ¢alisma kapsaminda arastirilmistir.



2. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Giresun Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari*nda
bakimlari yapilan 36 adet Swiss albino fare ile gergeklestirilmistir. Hayvanlar bir
(1) kontrol ve bes (5) uygulama olmak iizere toplam alt1 (6) gruba ayrilmis, 12 saat
151k 12 saat karanlik donglide, oda sicakliginda ve %50 nem ortaminda bakimlari
saglanmigtir. On (10) haftalik uygulama periyodu siiresince, kontrol grubundaki
fareler gesme suyu, uygulama grubundaki fareler ise 50 mg/kg c.a dozunda BFA ile
yesil kahvenin 100 ve 400 mg/kg c.a dozlariyla muamele edilmislerdir. Gruplar ve
grup olusturma prensibi Tablo 2.1%de verilmistir. Uygulama periyodundan bir hafta
once hayvanlar standart pellet yem ve c¢esme suyu ile beslenerek ortama

adaptasyonlari saglanmistir.

Tablo 2.1. Gruplar ve grup olusturma prensibi

Gruplar Fare sayis1 Uygulama tiiri

l. Grup 6 Kontrol

I1. Grup 6 100 mg/kg Yesil Kahve

I11. Grup 6 400 mg/kg Yesil Kahve

IV. Grup 6 50 mg/kg c.a BFA

V. Grup 6 100 mg/kg Yesil Kahve +50 mg/kg c.a BFA
VI. Grup 6 400 mg/kg Yesil Kahve+50 mg/kg c.a BFA

2.1. Serum Analizi

Serum izolasyonu i¢in, tam kan Ornekleri hafif eter anestezi altinda farelerden
intrakardiyak olarak alinmig, Vacutainer tiiplere (BD Vacutainer Systems, San Jose,
CA, ABD) alinan kan o6rnekleri +4 °C'de 10 dakika 1200 g santrifiij edilmis ve
analiz siiresine kadar -20 °C'de saklanmistir. AST (GOT sivi reaktif, katalog
numarasi A559-150, TecoDiagnostics), ALT (GPT siv1 reaktif, katalog numarasi
A524-150, TecoDiagnostics) enzim aktiviteleri ile BUN (katalog numarasi B549-
150, TecoDiagnostics) ve  kreatinin  (katalog numarast C513-480,

15



TecoDiagnostics) konsantrasyonlari(Model 99M Chemistry Analyzer, Medispec,
Germantown, MD, USA) yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

2.2. MDA Tayini

MDA tayini kontrol ve uygulama grubu farelerinin karaciger ve bobrek dokularinda
gerceklestirilmistir. Farelerden alinan doku ornekleri soguk % 0,9“luk sodyum
kloriir ¢ozeltisiyle yikanmis, 2ml sodyum kloriir ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrast homojenize doku drnekleri 7000 rpm“de 5 dakika 4°C*de
santrifiijlenmis, elde edilen siipernatantlarda MDA analizi gerceklestirilmistir.
MDA analizi Yoshoiko ve arkadaglari (43) tarafindan

belirtilen yontemlere gore gerceklestirilmistir. Tiyobarbutirik asit ile MDA 90-
95°C*de reaksiyona girerek pembe renkli bilesik olusturmaktadir. Bu prensipten
yola c¢ikarak 0.4 ml doku siipernatantlari, 1.5 ml tiyobarbitiirik asit ile
karistirilmistir ve olusan renkli kompleksin 532 nm®“de spektrofotometrik olarak

analizi gergeklestirilmistir.
2.3.GSH Tayini

GSH tayini kontrol ve uygulama grubu farelerinin karaciger ve bobrek dokularinda
gerceklestirilmistir. Farelerden alinan doku Ornekleri soguk % 0,9“luk sodyum
kloriir ¢ozeltisiyle yikanmig, 2ml sodyum kloriir ile homojenize
edilmistir. Homojenizasyon sonrast homojenize doku ornekleri 7000 rpm®“de 5
dakika 4°C“de santrifiijlenmis, elde edilen siipernatantlarda GSH analizi
gerceklestirilmistir. GSH analizi Beutler ve arkadaglarinin (44) 6nerdigi yonteme
gore gerceklestirilmistir. Dokudan elde edilen siipernatantlar TCA ile % 10 v/v
olacak sekilde muamele edilip santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlarin
tizerine disodyum hidrojen fosfat c¢ozeltisi ile ditiyobisnitrobenzoik asit igeren
Elman ayraci eklenmis ve 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

okunmustur. Sonuglar mmol GSH/ g doku olarak ifade edilmistir (45).
2.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago,
IL, USA, 2013) paket programi kullanilmigtir. Gruplar arasinda istatistiksel
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farkliliklarin degerlendirilmesi One-way ANOVA ve Duncan testleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Veriler ortalama £ SD degerleri olarak verilmis ve P degeri

0.05“den kiigiik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

BFA uygulamasinin sec¢ilen bazi biyokimyasal parametreler iizerine etkileri Tablo
3.1/Sekil 3.1%de verilmistir. Tablodaki veriler incelendiginde AST, ALT, BUN ve
kreatinin diizeylerinde en fazla artis BFA ile muamele edilen Grup IV“de, en az ise
kontrol ve yesil kahve 6ziitliniin iki farkli dozu ile beslenen Grup II ve Grup III"de
tespit edilmistir. Grup IV“de Ol¢iilen degerlerin kontrol grubuna gore istatistiksel

acidan onemli oldugu da belirlenmistir (P<0.05).

BFA uygulanan farelerde AST degerinin kontrol grubuna kiyasla 1.35 kat, ALT
degerinin ise 2.2 kat arttig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ ALT nin BFA toksisitesine
kars1 daha hassas oldugunu gostermektedir. BFA uygulanan farelerde BUN
degerinin kontrol grubuna kiyasla 1.53 kat, kreatinin diizeyinin 1.38 kat arttig
belirlenmistir. Bu artis bobrek fonksiyonundaki degisimlerle

iliskilendirilebilmektedir.

BFA ile birlikte yesil kahve 6ziitii uygulamasimin Grup V ve Grup VI“da AST,
ALT, BUN ve kreatinin diizeylerinde Grup IV*“e gore tekrar bir azalmaya neden
olmus, bu azalmanin ise istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Grup I, Grup II ve Grup IlI*e ait serum AST, ALT, BUN ve kreatinin degerlerinin
birbirine paralellik gosterdigi belirlenmistir. Bu durum yesil kahve o6ziitii
uygulamasinin bu parametreler lizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigini
gostermektedir. BFA ve Yesil kahve 6ziitliniin birlikte uygulandigi Grup V ve Grup
VI“ya ait AST, ALT, BUN ve kreatinin degerlerinin sadece BFA uygulanan Grup
VI degerlerine kiyasla kontrol grubu degerlerine daha yakin oldugu belirlenmistir.
Buna ragmen Grup V ve Grup VI“ya ait diizeylerin kontrol grubuna kiyasla hala
yiiksek oldugu belirlenmis, bu sonucun bu gruplara BFA uygulanmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

Ornegin BFA uygulamas1 ALT degerinin kontrol grubuna kiyasla 2.2 kat artmasina
neden olurken BFA+Yesil kahve (400 mg/kg) uygulamasi bu artis1 1.71 kata
geriletmistir. Bu sonug ile yesil kahvenin 400 mg/kg dozunda BFA toksisitesini

%22.7 oraninda azalttig1 belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Bisfenol A“nin baz1 biyokimyasal parametreler {izerine etkisi

AST (UIL)  ALT(ULL)  BUN (mg/L) Kreatinin

Grup | 55.17+6.34° 26.17+5.60° 47.67+£6.09° 6.36+0.87>°

Grup Il 54.50+5.13° 25.50+7.74° 46.83+8.35° 6.22+0.74°

Grup 11 54.8346.79° 26.00+7.72° 47.00+8.17° 6.28+0.70"

Grup IV 74.67+7.26° 57.67+5.82° 73.00+6.87% 8.78+0.82%

Grup V 67.67+7.12%  52.83+6.77°  66.17+7.76% 8.35+0.73%

Grup VI 60.33+6.02°  45.00£6.45°  57.83+8.23° 7.16+0.46°

e  Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ortalamalar arasindaki
istatistiksel Onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak aragtirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar

istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

== AST (U/L)
—O—ALT (U/L)
—0O—BUN (mg/L)
~O—Kreatinin (mg/L)

o—o— @

Grup | Grup ll Grup Il Grup IV Grup V Grup VI

+4

Sekil 3.1. BFA"nin baz1 biyokimyasal parametreler iizerine etkisi
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BFA*“nin karaciger ve bobrek MDA ve GSH diizeylerine etkileri Tablo 3.2/Sekil
3.2.de gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde en yiiksek MDA ve en
diisiik GSH diizeyleri Grup IV*“de, en diisiik MDA ve en yiiksek GSH ise kontrol
ve yesil kahve Oziitiiniin iki farkli dozuyla muamele edilen Grup II ve Grup III*de
tespit edilmistir. Grup IV“de dlgiilen bu degerlerin ise s6z konusu ii¢ gruba gore
istatistiksel agidan onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Bisfenol A ile birlikte
yesil kahve 6ziitii ile muamele edilen Grup V ve Grup VI“da MDA diizeylerinde
Grup IV*“e gore tekrar bir azalmaya, GSH diizeylerinde ise tekrar bir artisa neden
oldugu belirlenmistir.

BFA uygulanan farelerde karaciger MDA degerinin kontrol grubuna kiyasla 1.84
kat, bobrek MDA degerinin ise 1.65 kat arttig1 belirlenmistir. Bu sonug karaciger
dokusunun BFA toksisitesine karsi daha hassas oldugunu gostermektedir. BFA
uygulanan farelerde karaciger GSH degerinin kontrol grubuna kiyasla 2.0 kat,
bobrek GSH diizeyinin ise 2.44 kat azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar karaciger
ve bobrek dokularinin BFA maruziyeti sonucu olusan oksidatif hasar ile

iligkilendirilebilmektedir.

BFA ile birlikte yesil kahve oOziiti uygulamast Grup V ve Grup VI“da
karaciger/bobrek MDA ve GSH diizeylerinde Grup IV*e gore bir diizelmeye neden
olmus, bu diizelmenin 6zellikle Grup VI“da istatistiksel acidan 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Grup I, Grup II ve Grup III*e ait karaciger/bobrek MDA ve
GSH diizeylerinin birbirine paralellik gosterdigi belirlenmistir. Bu durum yesil
kahve 6ziitli uygulamasinin bu parametreler tizerinde herhangi bir degisiklige neden

olmadigini gostermektedir.

BFA ve Yesil kahve 6ziitiiniin birlikte uygulandigi Grup V ve Grup VI*ya ait MDA
ve GSH degerlerinin sadece BFA uygulanan Grup VI degerlerine kiyasla kontrol
grubu degerlerine daha yakin oldugu belirlenmistir. BFA uygulamasi karaciger
MDA degerinin kontrol grubuna kiyasla 1.84 kat artmasina neden olurken
BFA+Yesil kahve (400 mg/kg) uygulamasi bu artis1 1.46 kata geriletmistir. Bu
sonug ile yesil kahvenin 400 mg/kg dozunda karaciger MDA diizeyi acisindan BFA
toksisitesini %20.6 oraninda azalttig1 belirlenmistir. Bu sonug ile Yesil kahve

Oziitlinlin koruyucu rolii ortaya ¢ikarilmistir.
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Tablo 3.2. Bisfenol A*nin MDA ve GSH diizeylerine etkisi

Karaciger Bobrek MDA Karaciger Bobrek

MDA (nmol/g) ((algaelVls)) GSH (mg/g) GSH(mg/g)
Grup | 2.30+0.41° 2.72+0.31 0.48+0.07° 0.6120.06%
Grup |1 2.39+0.51° 2.77+0.35° 0.47+0.09% 0.60+0.042
Grup I 2.40+0.47° 2.79+0.32° 0.44+0.08° 0.60+0.06%
Grup IV 4.24+0.33° 4.49+0.38° 0.24+0.03° 0.25+0.04°
Grup V 3.85+0.46% 3.91+0.42° 0.27+0.04 0.330.06°
Grup VI 3.3740.51° 3.47+0.32° 0.310.03" 0.410.05"

e  Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ortalamalar arasindaki
istatistiksel Onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar
istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

= Karaciger MDA (nmol/g)
Bobrek MDA (nmol/g)
= Karaciger GSH (mg/g)

1 Bébrek GSH(mg/g)

Grup | Grup Il Gruplll  GrupIlV  GrupV  GrupVI

Sekil 3.2. Bisfenol A“nin MDA ve GSH diizeylerine etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Hizli sanayilesme ve endiistriyel gelisim ve bu gelisimlere bagli olarak kullanilan
kimyasal iirlinler artan talebi karsilamak amaciyla her gecen giin artmaktadir. Pek
¢ok endiistriyel iiriinlerde bulunan ve viicudumuza yabanci olan bu tiir kimyasallar
oral, inhalasyon, deri emilimi ve parenteral enjeksiyon gibi ¢esitli yollarla viicuda
girebilmektedirler. Gida paketleme, kozmetik sektorii, oyuncak {iiretimi, canta ve
ayakkabi yapimi, ilaclarda ve medikal {iriinlerde sik¢a kullanilan bazi katki
maddeleri endokrin sistem tizerine olumsuz etki etmekte ve bu bilesikler endokrin
bozucular olarak adlandirilmaktadir (2). BFA pek ¢ok iiriinde yaygin birsekilde
kullanilan sentetik endokrin bozucular sinifinda yer alan bir kimyasaldir. Endokrin
sistemle birlikte 6zellikle ireme sistemi ilizerine olumsuz etkilere sahiptir. Bununla
birlikte anjiogenezde de rol oynadig, hiicre sinyal sistemini reseptorlere baglanarak

bloke ettigi ya da degistirdigi bilinmektedir (18,35).

Bu calismada BFA*nin albino farelerde baz1 biyokimyasal parametreler iizerine
toksik etkileri incelenmis, BFA*“nin olusturabilecegi etkiler iizerine Yesil kahvenin
koruyucu rolii de arastirilmistir. Bu kapsamda BFA*“nin albino farelerde kreatinin,
AST, ALT, BUN ve kreatinin parametreleri lizerine etkisi incelenirken, izole edilen

karaciger ve bobrek dokularinda MDA ve GSH diizeyleri de arastirilmistir.

Pek ¢ok kimyasal ajanin biyokimyasal etkilerinin degerlendirilmesinde klinik
enzimlerden yararlanilmaktadir. Klinik degerlendirmede ekstraseliiller enzimlerden
daha cok hiicresel enzimler kullanilmaktadir. ALT, calismalarda karaciger
hastaliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilan hepatik kdkenli bir enzimdir. Karaciger
hasarlari ile seviyesi ylikselmektedir. ALT enzimi, karaciger disindaki dokularda
diisiik konsantrasyonda oldugu icin yiiksek serum ALT seviyelerinin karaciger

hasari ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (46).

ALT enzimi genellikle AST enzimi ile paralel olarak artis gostermektedir. AST,

cogunlukla karaciger ve bobrek dokularinda hasar olusmasi durumlarinda artan
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bir enzimdir. Ozellikle hepatobiliyer, siroz ve metastatik karsinoma rdurumlarinda
seviyesi artmaktadir (47). AST, karaciger, kalp ve iskelet kasinda, bobrek, pankreas
ve eritrositlerde yliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu dokularda herhangi

bir hasar durumunda AST kana salinir ve serum seviyesi yiikselmektedir (48).

Bu calismada albino farelerde BFA uygulamasinin AST ve ALT diizeylerini
arttirdigi belirlenmistir. BFA uygulamasinin sebep oldugu bu artis karaciger
hasarina isaret etmektedir ve bu hasar sonucu karaciger enzimleri seruma gecmekte
ve serum diizeylerinde artisa neden olmaktadir. BFA toksisitesi {izerine yapilan
calismalar daha cok endokrin ve tlireme sistemine etkileri lizerinedir. Kan
parametreleri ve oksidatif hasar iizerine etkileri bagliginda ¢alisma oldukc¢a azdir.
Zeinab ve arkadaslar1 50 mg/kg BFA uyguladiklar siganlarda ALT, ALP ve total
bilirubin diizeyinde artis rapor etmislerdir (49).

Calisma kapsaminda ALT ve AST enzimleri ile birlikte BFA uygulamasinin
Kreatinin ve BUN diizeyi iizerine etkileri de incelenmistir. Kreatin metabolizmasi
sonucu olusan kreatininin serumdaki artisi, yapilarindaki artistan ya da idrarla
atillmindaki azalistan kaynaklanmaktadir. Bobrek islevlerini degerlendirmede
serum kreatinin ve BUN degerlerinin bilinmesi ¢ok Onemlidir. BUN testi ve
kreatinin testi genelde beraber yapilmaktadir. Kreatinin testi, kandaki mevcut
kreatinin  seviyesini saptamaktadir. Yiiksek kreatinin seviyesi bdbrek
fonksiyonlarinin zayifladigina isaret etmektedir. BUN seviyesinin kreatinin
seviyesine orani, zayif bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesine imkan
saglamaktadir. Ilerlemis bobrek fonksiyon hastaliklarinda kreatinin ve BUN
miktarlarinda artis gézlenmektedir. Calismamizda BFA uygulamasinin farelerde
serum kreatinin ve BUN diizeyini 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir. Bu artis
BFA uygulamasimin borek fonksiyonunda bozulmalara neden olmasi ile
aciklanabilir. Literatiirde de benzer sekilde bozulmus bdbrek fonksiyon kaybinin
artmis serum kreatinin ve BUN diizeyi ile sonuc¢landigi rapor edilmektedir. Yapar
ve arkadaslar1 (50), uranyum uygulamasi verdikleri farelerde serum kreatinin
diizeylerinin istatiksel olarak arttigin1 rapor etmislerdir. Benzer bir ¢alismada

Cavusoglu ve arkadaslar1 (51), kadmiyum uygulamasi alan farelerde  serum
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kreatinin ve BUN diizeylerinin kontrol grubuna oranla énemli derecede arttigini,
ar1 siiti uygulamasinin ise kreatinin seviyelerini kadmiyum uygulanan gruba

kiyasla azalttigini rapor etmislerdir.

Karaciger enzimlerindeki artis ve BUN-kreatinin parametrelerindeki degisim BFA
maruziyeti sonucu serbest radikal olusumu ile agiklanabilir. BFA*nin serbest
radikal olusumuna yol acarak karaciger, bobrek ve beyinde hasara yolagtig1 rapor

edilmektedir (52).

Serbest  radikaller =~ hiicre = membranlarinda  lipid  peroksidasyonunu
baslatmaktadir.Lipid peroksidasyonu membranda c¢esitli zincir reaksiyonlarini
baslatir ve aktif ara molekiillerin olusumu gergeklesir. Bunlardan en &nemlisi
Malondialdehittir (MDA). MDA hiicre diizeyinde metabolize edilmekte, diffiize
olmakta ve diger hiicrelerde hasar yaratmaktadir. MDA pek ¢ok hiicrede membran
biitiinliiglinlin bozulmasina neden olmakta ve bunun sonucunda lizozomal
membranlarda yirtilmaya, hiicre membran biitinligiinin kaybina neden
olmaktadir. Ayrica MDA proteinlerin amino gruplarina ataklar yaparak molekiil i¢i
ya da proteinler arasi baglar olusturarak protein yapisin1 bozmaktadir. Ozellikle
zarda bulunan integral ya da periferal proteinler {izerinde olusturduklari hasarlar,
bazi hiicrelerde permeabiliteyi artirarak hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir (53,54).
Bu anlamda pek ¢ok ¢alismada MDA lipit peroksidasyonun arastirilmasinda 6nemli
bir parametredir. Bu ¢alismada da BFA uygulamasi alan farelerde MDA diizeyi
arastirtlmis ve BFA uygulamasi alan gruplarda karaciger ve bobrek dokularinda
MDA diizeyinin kontrole oranla yiiksek oldugu belirlenmistir. MDA diizeyindeki
bu artis, BFA ve yarattig1 oksidatif hasar ile iliskilendirilebilir.

Kourouma ve arkadaslar1 BFA uyguladiklari sicanlarda fertilite oraninin diistiiglinii
belirtmisler bu durumu BFA uygulamasi sonucu olusan serbest radikallerin etkisi

ile spermatazoada olusan oksidatif hasar ile iligkilendirmislerdir (55).

BFA toksisitesini belirlemede kullanilan diger bir parametrede karaciger/bobrek

GSH diizeyidir. Hiicre i¢i ortamin en 6nemli antioksidan molekiilii olan rediikte
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glutatyonun antioksidan aktivite disinda kimyasallarin detoksifikasyonunda,
aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki siilfidril gruplarinin indirgenmesinde
gorev almaktadir (56). Rediikte formdaki GSH hidrojen peroksit veya lipit
peroksitlerle reaksiyona girerek detoksifikasyonda rol alirken, kendisi ikinci bir
GSH molekiiliiyle disiilfit bagr kurarak okside glutatyon (GS-SG) formuna
dontismektedir. GSH 1n bilinen tiim fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in rediikte
formuna geri doniistiirilmesigerekmektedir (57). Bu ¢alismada BFA uygulamasi
sonrasinda karaciger ve bobrek GSH diizeylerinin belirgin derecede azaldigi
gozlenmistir. Bu azalma GSH sentezindeki azalma ya da okside GSH1n diizeyinin
artmas1 ile aciklanabilir. GSH {izerine pek c¢ok toksik ajanlarin etkilerinin

incelendigi calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (58,59).

Calismamizda BFA*nin toksik etkisi yaninda yesil kahvenin koruyucu etkisi de
incelenmistir. BFA wuygulamas1 ile birlikte verilen yesil kahvenin kan
parametrelerinde yeniden diizelmeye, BFA toksisite diizeyinin azalmasina neden
oldugu belirlenmistir.Bu sonuglar yesil kahvenin koruyucu o6zelligini ortaya

koymaktadir.

Yesil kahve igerik olarak su, karbohidrat, protein, serbest aminoasit, lipid, mineral,
organik asit, klorojenik asit, trigonelin ve kafeinden olusmaktadir. Antosiyanin ve

lignin gibi fenolik bilesikler de igermektedir (7).

Yesil kahve normal kahveden farkli olarak ytiksek 1sida kavrulmadig: i¢in daha
yiiksek antioksidan 6zellige sahiptir (36). Yesil kahve igeriginde bulunan trigonellin
nikotinik asidin enzimatik metilasyonu sonucunda olusan bir alkaloiddir (42).
Alkoloidlerinde antioksidan rolii oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte kafein
metabolitlerinden 1-metilksantin ve 1-metiliirat antioksidan 6zellik sergilemektedir
(40).

Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize etmek icin karsilikli etkilesim halinde
olan endergonik ve ekzergonik kaynakli, ¢ok gesitli bilesiklerdir. Antioksidanlar
lipit peroksidasyonunu ve DNA yapisinda olusabilecek hasarlar1 engellemektedir.
Ayrica antioksidanlar metal iyonlarini baglayarak ve GSH diizeyini de arttirarak
serbest radikallerin olusumunu ve etkilerini de azaltmaktadir. Bu ¢calismada BFA

toksisitesine karsi yesil kahvenin toksik etkileri azalttigi belirlenmistir. Bu
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koruyucu etki yesil kahve igerigindeki metabolitlerin antioksidan aktiviteleri ile
aciklanabilir.

Sonug olarak, bu calismada elde edilen veriler endokrin bozucu olarak bilinen
BFA*nin Swiss albino farelerde secilen biyokimyasal parametreler iizerinde
olumsuz etkilere neden oldugu belirlenmistir. BFA“nin bu toksik etkisi hiicrede
olusturdugu oksidatif hasar ile iliskilendirilmistir. Viicuda disardan alinan
kimyasallarin toksisitesi farkli koruyucu bilesenler kullanilarak azaltilabilmektedir.
Bu ¢alismada Yesil kahvenin BFA toksisitesine karsi koruyucu etkisi incelenmis ve
BFA uygulamasi ile degisen kan parametrelerinin Yesil kahve uygulamasi ile
normal diizeylere yaklastig1 belirlenmistir. Bu kapsamda yesil kahvenin BFA
tarafindan olusturulan toksisiteye karsi koruyucu 6zellik sergiledigi belirlenmistir.
Bu veriler 15181nda, dogal iiriinlerin kimyasallarin insan saglig1 iizerindeki etkilerini
azaltmak amaciyla “toksisite sinirlayici/azaltict ajan" olarak kullanilabilirligi

arastirilmali ve sonuglarin literatiirde paylasilmasi son derece dnemlidir.
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