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Bu caligmada gida ve igecek ambalajlama materyallerinde sik¢a kullanilan
kimyasal maddelerden biri olan Bisfenol A (BFA)’nin Swiss albino farelerde
muhtemel fizyolojik ve genotoksik etkileri ile bu etkilere karsi yesil kahvenin
koruyucu rolii arastirilmistir. Fizyolojik etkiler; canli agirlik ve karaciger-bobrek
organ agirliklarmin  Glglimii ile, genotoksik etkiler; eritrosit hiicrelerindeki
mikronukleus (MN) sikliginin, kemik iligi hiicrelerinde ve yanak mukoza epitelyum
hiicrelerinde kromozomal hasar olusumunun tespitiyle degerlendirilmistir. Fareler
her grupta alti (6) hayvan olacak sekilde toplam alti1 (6) gruba ayrilmis, kontrol
grubundaki fareler ¢esme suyu, uygulama grubundaki fareler ise yesil kahvenin 100
mg/kg c.a ve 400 mg/kg c.a dozlariyla ve BFA’nin 50 mg/kg c.a dozuyla
beslenmislerdir. Sonugta BFA uygulamasi canli agirliklarda ve organ agirliklarinda
istatistiksel agidan Onemli bir azalmaya neden olurken, MN ve kromozomal
anormallik sikliginda ise 6nemli bir artisa neden olmustur. Yesil kahve uygulamasi
ise BFA’nin s6z konusu olumsuz etkilerini iyilestirerek, tiim parametrelerde doza
bagli bir iyilesme gostermistir. BFA’nin belli bir doz esiginden sonra toksisiteye sebep
oldugu, yesil kahvenin ise bu toksisiteyi azaltmada etkili bir antioksidant tiriin oldugu

anlasilmigtir



Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, Fizyoloji, Genotoksisite, Kromozomal
Anormallikler, Mikronukleus, Yesil Kahve.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE ROLE OF GREEN COFFEE AGAINST
GENOTOXICITY INDUCED BY BISPHENOL A N ALBINO MICE

ISTAR, Burhan
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr.Kiiltigin CAVUSOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. Kiirsad YAPAR
JANUARY 2016, 20 Pages

This study researches into the potential physiologic and genotoxic effects of
Bisphenol A, which is one of the most frequent chemical substance used in food and
beverage packaging materials, on Swiss Albino mice and the protective role of green
coffee against these effects. The study analyzes the physiologic effects by measuring
the live weight, liver and kidney weight, whilst determining the genotoxic effects by
frequency of micronucles (MN) on erythrocyte cells and determining the
chromosomal damage on buccal mucosal epithelium and bone marrow cells. Mice
used in this research were divided into six groups in total comprising of 6 mice in
each group, while the mice in control group were fed with tap water, the mice in
treatment group were fed with 100 mg/kg b.w. and 400 mg/kg b.w. doses of green
coffee and 50 mg/kg b.w. dose of Bisphenol A. As a result, while application of the
Paraben led to an significant statistical decrease in live and organ weights, caused to
an significant increase in MN and chromosomal abnormalities frequency.
Application of green coffee healed the potential negative effects of Bisphenol A and
revealed an important recovery in all parameters depending on doses. It was
determined that Bisphenol A induced toxicity after certain dose threshold and green

coffee is an effective antioxidant in reducing the toxicity.



Keywords: Bisphenol A, Chromosomal abnormalities, Genotoxicity, Green coffee,

Micronucleus, Physiology.
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1. GIRIS

Bisfenol A (BFA), ilk defa 1891 yilinda sentezlenmis, 1930’larda sentetik
Ostrojen olarak adin1 duyurmus ve sonraki yillarda dietilstilbestroliin Ostrojenik
etkisinin daha giiclii oldugu farkedilince 1950’lere kadar arka planda kalmistir.
1950’lerde ise BFA, plastik sanayisinde kullanilmaya baslanarak, zamanla en ¢ok
tiretilen kimyasallardan biri haline gelmistir (1).

BFA, polikarbonat plastikler ile epoksi recinelerin monomeri olan ve diinyada
yaygin olarak kullanilan endiistriyel bir kimyasaldir. BFA, normal sartlar altinda
renksiz, kokusuz ve kati yapiya sahip bir kimyasaldir (2,3). Gida ve igecek
ambalajlama  materyalleri ile bebek biberonlarinda hammadde olarak
kullanilmaktadir (4,5). Ozellikle Almanya, Hollanda, Amerika Birlesik Devleti ve
Japonya BFA agisindan yiiksek iiretim kapasitesine sahip iilkeler olup, diinyadaki
tiretiminin 2006 yilinda 3,9 milyon tondan fazla oldugu bilinmektedir (6). Diinyada
iretilen BFA’nin % 70’1 polikarbonat plastiklerin tiretiminde, % 25’1 ise epoksi
recinelerin iiretiminde kullanilmaktadir (7). Epoksi recineler; deniz iiriinleri,
sebzeler, bira, alkolsiiz igecekler ve siit tozu gibi gidalarin ambalajlanmasinda, metal
gida kutularmin i¢ yiizeyinin kaplanmasinda, sarap ve su gibi sivilarin bulundugu
biiyiik depolama kaplar1 ile degisik tiplerdeki gida tasiyicilarimin yapiminda
kullanilmaktadir (8). Polikarbonatlar ise, biberonlar ve su siseleri gibi degisik plastik
tirtinlerin yapiminda kullanilmaktadir (9,10). Bu ambalaj materyallerinin yapiminda
kimyasal siireg gerektigi gibi olusmazsa BFA tipi regineler ve reaksiyon triinlerinin
gidanin yapisina karigmasi s6z konusu olabilmekte, bazi durumlarda ise bu maddeler
gida Dbilesenleri ile reaksiyona girerek yeni Dbilesiklerin sentezini de
tetikleyebilmektedir (8). Bisfenol A [2,2-bis(4-hidroksifenil)propan] aseton ve

fenoliin kondensasyonu ile sentezlenmektedir. (11, 12).

(o] ‘|:H3
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Fenol Aseton Bisfenol A

Sekil 1.1. Bisfenol A’nin sentezi (12)



Organik bir bilesik olan Bisfenol A, birbirine metil koprisii ile bagh iki
fenolhalkasindan olugsmaktadir. Burada metil kopriilerine iki fonksiyonel metil grubu

baglanmistir (13).

CH,

\
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Bisfenol A

Sekil 1.2. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi (13)

BFA, Amerikan Ulusal Is Giivenligi ve Saghg Enstitiisii (National Instute for
Occupational Safety and Health- NIOSH) tarafindan primer bir irritan, mutajen ve
tireme sistemini etkileyen bir ajan olarak tanimlamistir. Son yillarda birgok bilimsel
calisma, BFA’min diisiik dozlarda bile endokrin sistemi olumsuz yonde
etkileyebildigini gostermistir (14, 15). Ayrica yapilan ¢alismalarda Bisfenol A'nin
diisiik dozlarda bile viicuda alinmasinin farkli dokularda ¢ok ¢esitli biyolojik etkiler
meydana getirebildigi ve lipofilik 6zellikte oldugu i¢in yagl bolgelerde birikebildigi
gosterilmistir (16, 17). Ornegin 10 yil siiresince gida iiriinleri ambalajlanmasinda
calisan bir kadinin, ellerini korumak i¢in 4 yil siliresince BFA igeren eldiven
kullanimindan sonra ellerinde egzema gelistigi rapor edilmistir (18). Bunun disinda
BFA’nin tiroid hormon fonksiyonunda bozukluk, merkezi sinir sistemi
fonksiyonunda farklilik ve immiin sistemin baskilanmasinda da rol oynadigi

belirlenmistir (16).

Son yillarda yasamimizin her alaninda onemli bir yer tutan kimyasal
maddelerin neden oldugu toksisiteyi azaltmak igin, biyolojik kokenli triinlerin
kullanim1 olduk¢a yaygin ve popiiler hale gelmistir. Ornegin farelerde 12-O-
tetradekanoilforbol-13-asetat'in olusturdugu oksidatif hasara karsi Mangifera indica
L. ekstresi (19), ratlarda parasetamol'un hepatoksik etkilerine karsi Garcinia kola
Heckel tohum ekstresi (20), rat primer hepatositlerinde tert-biitil hidroperoksit’in
sebep oldugu oksidatif stresi azaltmak igin ise Hibiscus sabdariffa L. kurutulmus
cicek ekstresi (21) kullanilmistir. Bu c¢alismada ise, BFA’nin sebep oldugu
toksisiteye karsi ise giiniimiizde kullanimi olduk¢a yayginlasan ve popiiler bir iiriin

olan yesil kahve kullanilmstir.



Yesil kahve, aslinda bildigimiz kahvenin, kavrulmamis, islenmemis ve dogal
halidir. Giiniimiizde ozellikle zayiflama c¢abasi olan insanlarin tercih ettigi yesil
kahve, antioksidan ve diger sagliga yararli ozellikleri nedeniyle tercih nedeni
olmaktadir. Kahvenin hastalik riskini azaltmasi ve koruyu o6zelligi, bilesiminde yer
alan kafein, klorojenik asit ve kafeik asit gibi zengin fitokimyasallar ile
iligkilendirilmektedir. Kafein, amiloid beta protein iiretimini baskilamakta, ayrica
antioksidan ve antiinflamatuar ajan olarak norodejeneratif hastaliklarda koruyucu bir
rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda adenozin reseptér antagonisti olan kafein, néron
koruyucu etki gostermektedir. Bunun yani sira kafein, glukoz kullanimi uyaricisi ve
mitokondriyal aktivator olarak gorev yapmaktadir. Kafeik asit oksidatif stresi
azaltmakta ve trigonellin dentrit ile akson rejenerasyonunda gorev almaktadir.
Klorojenik asit ise oksidatif stresi azalttig1 gibi, glukoz homeostazinda da 6nemli bir
rol oynamaktadir. Klorojenik asitin bir diger 6zelligi ise antiinflamatuar etkiye sahip

olmasidir. Ayrica néron hiicre 6liimiine kars1 koruyucu bir etki gostermektedir (22).

Bu c¢alismanin amaci, endiistriyel bir kimyasal olarak gida ve igecek
ambalajlama materyallerinde yaygin olarak kullanilan BFA’nin muhtemel fizyolojik
ve genotoksik etkilerini Swiss albino fareler iizerinde gozler Oniine sermek ve bu

etkilere kars1 yesil kahvenin koruyucu roliinii test etmektir.



2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada, Giresun Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’nda
bakimlar1 yapilan 36 adet Swiss albino fare kullanilmistir. Hayvanlar bir (1) kontrol ve bes
(5) uygulama olmak iizere toplam alt1 (6) gruba ayrilmig, 12 saat 1s1k 12 saat karanlik
dongiide, oda sicakliginda ve %50 nem ortaminda bakimlar1 saglanmistir. On (10) haftalik
uygulama periyodu siiresince, kontrol grubundaki fareler ¢cesme suyu, uygulama grubundaki
fareler ise 50 mg/kg c.a dozunda Bisfenol A ile yesil kahvenin 100 mg/kg c.a ve 400 mg/kg
c.a dozlariyla beslenmiglerdir. Uygulama periyodundan bir hafta 6nce fareler standart pellet

yem ve ¢esme suyu ile beslenerek ortama adaptasyonlar1 saglanmustir.

2.1. Uriin ve Kimyasallar

Bisfenol A Bend Miihendislik ve Teknik Cihazlar (Samsun)’dan, Kolsisin Soliisyonu
Biostar Kimya Medikal Laboratuvar Uriinleri Ltd. (Ankara)’den, FastGreen ve Griinwald

Giemsa boyalari ise Interlab A.S (istanbul)’den temin edilmistir.

2.2. Canh Agirlik ve Organ Agirhklarinin Tespiti

Albino fareler eter anestezisi altinda bayiltildiktan sonra, uygulama periyodu 6ncesi
ve sonrasinda hassas terazi yardimiyla canli agirliklari, sakrifiye edildikten sonra ise organ

agirliklar ol¢tilmiistiir.

2.3. Eritrosit Mikronukleus (MN) Testi

Fare Eritrosit Mikronukleus (MN) testi, kemik iligi polikromatik eritrositlerinde
uygulanan geleneksel MN testinin modifiye bir seklidir. Bu testte, farelerin kuyruklarindan
elde edilen dolasim kanindaki olgun normakromatik eritrositler sayilmaktadir. Fare eritrosit
MN testi Te-Hsiu ve arkadaslarinin (23) bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Kisaca, fareler
eter anestezi altinda bayiltilmis ve farelerin kuyruk venlerinden kiiciik bir igne yardimiyla
kan ornekleri alinmistir. Her bir fareden toplanan periferik kanin yaklasik 5 pL’si % 3
EDTA c¢ozeltisi ile karigtirllmig ve temiz lamlar iizerine yayilmigtir. Eritrositler 2 dakika
stireyle %70’lik etanol iginde fiske edilmis ve hazirlanan slaytlar oda sicakliginda bir gece
kurumaya birakilmistir. Daha sonra, slaytlar % 5’lik May-Griinwald Giemsa ile 15 dakika
stiresince boyanarak, siire sonunda saf su ile yikanmistir. Genellikle her bir grup i¢in ii¢ ya
da dort slayt hazirlanmis ve her bir slayttaki MN siklig1 iki farkli gézlemci tarafindan art
arda iki defa sayillmistir. Hazirlanan slaytlardan her bir grup igin toplam 1000
normakromatik eritrosit arastirma mikroskobu (model BX51, Olympus, Tokyo, Japan)
altinda X500 biiyiitmede sayilarak MN’li hiicrelerin sayisi tespit edilmis ve X500 biiyiitme

de ise fotograflandirilmistir.



2.4. Yanak Mukoza Epitel Hiicrelerinde Mikronukleus (MN) Testi

Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde mikronukleus (MN) varligim1 belirlemek i¢in,
fareler eter anastezisi altinda bayiltilmis, her bir farenin agzi saf su ile yikandiktan sonra, sag
ve sol yanak mukozasi nemli bir kiirdan yardimiyla taranarak epitel hiicre oOrnekleri
toplanmugtir. Toplanan ornekler, 6nceden temizlenmis lamlar iizerine alinarak 30 dakika
stiresince kurumaya birakilmistir. Siire sonunda dokular metanol: asetik asit (3:1) soliisyonu
ile 10 dakika fikse edilerek literatiirlerde (24, 25) tanimlandig1 gibi sirasiyla Feulgen ve Fast
Green boyalar ile boyanarak kurumaya birakilmistir. Daha sonra ornekler Entellen
yardimiyla lamelle kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir. Yanak mukoza
epitelindeki MN sikligin1 belirlemek amaciyla, aragtirma mikroskobu altinda, her gruptaki
her bir fare i¢in hazirlanan slaytlardan iki farkli gbzlemci tarafindan 1000 hiicre sayilarak

X500 biiyiitmede fotograflandirtimisgtir.

Eritrosit ve Yanak Mukoza Epitel hiicrelerindeki MN analizleri Fenech ve ark. (26)
tarafindan belirlenen kriterlere gore yapilmistir. Bu kriterlere gore;

(i) MN ¢ap1 ana nukleusun 1/3 olmali,

(il)) MN ile hiicrenin temel ¢ekirdeginin kenarlar1 birbirlerine temas edebilecegi gibi
etmeyebilirde, fakat temas ettigi durumlarda bu aradaki siirin belirgin bir sekilde ayirt
edilmesi gerekmektedir,

(iii)) MN boyandiginda temel ¢ekirdegin aldigi renge yakin bir renk almalidir.

2.5. Kromozom Analiz Yontemi

Farelere sakrifiye edilmeden 2 saat Once intraperitonal (ip) yolla 0.025% kolsisin
verilmis ve siire sonunda eter anestezi altinda sakrifiye edilmislerdir. Daha sonra sirasiyla
femurdan kemik iligi aspire edilmis, serum fizyolojik ile yikanmig, 0.075 M KCI ile
muamele edilmis, Carnoy’s ile fikse edilerek, % 5’lik Griinwald-Giemsa boyasi ile
boyanmistir. Son olarak ise kromozomal hasarlar arastirma mikroskobu (Model BX51,
Olympus) altinda X100 biiyiitmede belirlenmis ve Savage (27)’nin bildirdigi kriterlere gore

siniflandirilmistir.

2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi icin SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA, 2013) paket programi kullanilmigtir. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin
degerlendirilmesi One-way ANOVA ve Duncan testleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri 0.05°den kii¢iik oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



3.ARASTIRMA BULGULARI

Tablo 3.1. Bisfenol A’nin canli agirlik (gr) tizerine etkileri

Gruplar Baslangic Agirlig: Son Agirlik Agirlik Artisi
Grup | 28.79+2.50™ 39.3342.57° +10.54
Grup Il 28.59+2.52 37.65+2.52° +9.06
Grup I 29.3242.37% 36.82+1.91° +7.50
Grup IV 28.34+2.30" 29.13+1.90% +0.79
Grup V 28.9442.50™ 31.64+1.88 +2.70
Grup VI 28.22+3.08¢ 33.19+1.90° +4.97

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ortalamalar arasindaki istatistiksel onem
“Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni

stitiin icerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).

Bisfenol A uygulamasinin canli agirlik iizerine etkisi Tablo 3.1°de verilmistir.
Tablo’daki sonuglar incelendiginde, uygulama periyodunun sonunda en fazla agirlik artisi
kontrol grubu ile sadece yesil kahve Oziitiiniin iki farkli dozu ile muamele edilen Grup Il ve
Grup III’de tespit edilmistir. S6z konusu gruplarda sirastyla 10.54 gr, 9.06 gr ve 7.50 gr’lik
bir agirlik artigi belirlenmis, ayrica gruplar arasindaki bu agirlik farklarimin istatistiksel
acidan onemli olmadig1 da gézlenmistir (P>0.05). En az agirlik artis1 ise sadece 50 mg/kg c.a
dozunda Bisfenol A uygulanan Grup [V’de gozlenmistir. S6z konusu grupta 0.79 gr’lik bir
agirhk artisi belirlenmistir. Bisfenol A uygulamasi ile birlikte yesil kahve oziiti ile
beslemenin Grup V ve Grup VI’da agirlik kazaniminda tekrar bir artis neden oldugu, bu

artigin ise uygulanan yesil kahve 6ziitii dozuyla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.



Tablo 3.2. Bisfenol A’nin karaciger organ agirligi (gr) lizerine etkileri

Gruplar Organ Agirligi Mini[r\ng?;lgrgan Maksingijrrll:g?rgan
Grup | 2.33+0.15° 2.12 2.52
Grup Il 2.26+0.14% 2.10 2.45
Grup HI 2.13+0.15° 1.95 2.36
Grup IV 1.39+0.18° 1.16 1.62
Grup V 1.55+0.24° 1.25 1.86
Grup VI 1.84+0.11° 1.68 1.98

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ortalamalar arasindaki istatistiksel 6nem
“Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi kullanilarak arastirildi. Ayni

stitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).

Bisfenol A’nin karaciger organ agirliginda meydana getirdigi degisiklikler Tablo
3.2’de gosterilmistir. Karaciger organ agirligindaki en fazla azalmanin Bisfenol A uygulanan
Grup [V’de, en az ise kontrol ve yesil kahve 6ziitiiniin iki farkli dozu ile beslenilen Grup II
ve Grup III’de oldugu tespit edilmistir. Bu gruplarda sirasiyla 1.39 gr, 2.33 gr, 2.26 gr ve
2.13 gr organ agirligi dlglilmistiir. Bisfenol A ile birlikte yesil kahve Oziitiiniin iki farkli
dozu ile besleme Grup V ve Grup VI’deki farelerin karaciger organ agirliklarinda doza bagl
olarak tekrar bir artiga sebep olmus, s6z konusu artisin ise kontrol grubuna gore istatistiksel

acgidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).




Tablo 3.3. Bisfenol A’nin bobrek organ agirligi (gr) lizerine etkileri

. Minimum Organ Maksimum Organ
Gruplar Organ Agirligi Agirhig Al
Grup | 0.69+0.11% 0.54 0.82
Grup Il 0.66+0.10% 0.52 0.80
Grup I 0.62+0.10% 0.48 0.74
Grup IV 0.43+0.05° 0.38 0.52
Grup V 0.51+0.05% 0.42 0.55
Grup VI 0.56+0.07™ 0.48 0.65

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak aragtirildi. Aymi siitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar

istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Bisfenol A’nin bobrek organ agirliginda meydana getirdigi degisimler Tablo 3.3’de
verilmistir. Sonuglar incelendiginde, bobrek agirligindaki en fazla azalmanin Bisfenol A
uygulanan Grup IV’de meydana geldigi, bu azalmanin da kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan 6nemli oldugu (P<0.05) belirlenmistir. Bisfenol A ile birlikte iki farkli dozda yesil
kahve 6ziitli uygulamasi ise Grup V ve Grup VI’da bobrek agirliklarinda tekrar bir artisa
neden olmusg ve bu artigin ise uygulanan yesil kahve 6ziitli dozu ile dogru orantili oldugu

tespit edilmistir.



Tablo 3.4. Bisfenol A’nin eritrosit hiicrelerinde tesvik ettigi Mikroniikleus (MN) siklig1

Gruplar ;;Csfeplsa;;rs‘l Ortalama MN | Minimum MN Maksimum MN
Grup | 1000 0.00+0.00° 0 0
Grup Il 1000 0.00::0.00° 0 0
Grup 11l 1000 0.00+0.00* 0 0
Grup IV 1000 60.83+9.91° 45 75
Grup V 1000 45.00+9.25" 35 60
Grup VI 1000 26.17+5.60° 20 34

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak aragtirildi. Aymi siitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar

istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Bisfenol A’nin eritrosit hiicrelerinde tesvik ettigi Mikronukleus (MN) siklig1 Tablo
3.4’de gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde, Bisfenol A uygulamasinin eritrosit
hiicrelerinde MN olusumuna sebep oldugu belirlenmistir. Sadece Bisfenol A ile beslenen
Grup IV’deki farelerin eritrosit hiicrelerinde ortalama 60.83 oraninda MN olusumuna
rastlanirken, kontrol ve sadece yesil kahve 0ziitliniin iki farkli dozu ile beslenilen Grup II ve
Grup III’deki farelerin eritrosit hiicrelerinde ise her hangi bir MN olusumuna
rastlanilmamistir. Bisfenol A ile birlikte yesil kahve 06ziitlinlin iki farkli dozu ile besleme ise
Grup V ve Grup VI’deki farelerin eritrosit hiicrelerindeki MN sayilarinda doza bagli olarak
tekrar bir azalmaya sebep olmus, s6z konusu azalmanin ise Grup IV’e gore istatistiksel

agidan 6nemli oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.




Tablo 3.5. Bisfenol A’nin yanak mukoza epitel hiicrelerinde tesvik

ettigi mikroniikleus

(MN) siklig1
Gruplar Il;ifcsiplsa:;; OrtalamaMN | Minimum MN | Maksimum MN
Grup | 1000 0.00::0.00° 0 0
Grup Il 1000 0.00::0.00° 0 0
Grup I 1000 0.00+0.00° 0 0
Grup IV 1000 23.33+£5.72% 15 30
Grup V 1000 18.50+5.13" 10 24
Grup VI 1000 10.67+2.50° 8 15

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel 6onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak aragtirildi. Aymi siitiin igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar
istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05).

Bisfenol A’nin yanak mukoza epitel hiicrelerinde tesvik ettigi Mikronukleus (MN)
sikligr Tablo 3.5’de verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde Bisfenol A uygulanan
Grup IV’deki farelerin yanak mukoza epitel hiicrelerinde 23.33 oraninda MN olusumu
gozlenirken, kontrol grubu ve yesil kahve oziitlinlin iki farkli dozuyla muamele edilen Grup
IT ve Grup II’de ise her hangi bir MN olusumuna rastlanilmamistir. Bisfenol A ile birlikte
yesil kahve oOziitii uygulamasi Bisfenol A tarafindan tesvik edilen MN olusumunu

azaltmistir. Bu azalmanin ise Bisfenol A dozu ile ters orantili oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.6. Kemik iligi hiicrelerinde Bisfenol A tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar

Gruplar Krom?tit Fragment Gap Ring Asentrik Disentrik
Kingi Kromozom | Kromozom
Grup | | 0.00£0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00+0.00°
Grup Il | 0.00+0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00+0.00°
Grup I | 0.00+0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00£0.00° | 0.00+£0.00° | 0.00+0.00°
Grup IV | 45.67+6.98% | 30.00£6.57* | 11.67+2.94% | 7.83+1.60° | 6.33+1.21* | 5.00+1.41°
GrupV | 35.33+6.06° | 23.50+7.84° | 8.1742.93° | 5.33+1.21° | 4.00+1.10° | 3.17+0.98°
Grup VI | 26.00£7.92° | 14.67+6.68° | 4.67+2.07° | 2.17+1.17° | 1.33+1.03° | 1.50+1.05°

*Grup I: Kontrol, Grup II: 100 mg/kg c.a yesil kahve, Grup III: 400 mg/kg c.a yesil kahve,
Grup IV: 50 mg/kg c.a Bisfenol A, Grup V: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +100 mg/kg c.a yesil
kahve, Grup VI: 50 mg/kg c.a Bisfenol A +400 mg/kg c.a yesil kahve. Veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Kromozomal hasarlar i¢in her hayvan basina
100 hiicre, her grupta 6 hayvan bulundugu icin toplamda 600 hiicre sayildi. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel onem “Duncan” testini takiben “one-way” ANOVA varyans analizi
kullanilarak aragtirildi. Aymi siitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar

istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Bisfenol A uygulamasinin kemik iligi hiicrelerinde tesvik ettigi kromozomal hasarlar
Tablo 3.6’da gosterilmistir. Gruplar karsilastirildiginda, kontrol grubu ve yesil kahve
Oziitliniin iki farkli dozu ile muamele edilen Grup II ve Grup IlI’de kromozomal hasar
olusumu gdzlenmezken, Bisfenol A uygulanan Grup IV’de ise en fazla kromozomal hasar
olusumu tespit edilmistir. Bu hasarlar sirasiyla kromatit kirigir > fragment > gap > ring >
asentrik kromozom > disentrik kromozom seklinde gerceklesmistir. Bisfenol A ile birlikte
yesil kahve Oziiti uygulamasi, Bisfenol A’nin sebep oldugu kromozomal hasarlar
sayilarinda, uygulanan yesil kahve 6ziitiiniin dozuna bagli olarak azalmaya neden olmus, bu

azalmanin da istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, BFA’nin albino farelerde meydana getirdigi fizyolojik ve
genotoksik degisimler ile bu degisimlere karsi yesil kahvenin koruyucu rolii
arastiritlmistir. BFA nin, giinliik hayatimizda sik¢a kullandigimiz {iriinlerin yapisinda

yer almasi ¢alismamizin 6nemini bir kat daha arttirmaktadir.

Deneysel calismalar sonucunda, BFA uygulamasinin Swiss albino farelerde
fizyolojik parametreler olan canli agirlik ve organ agirliklarinda azalmaya neden
oldugu, yesil kahve 6ziitli uygulamasinin ise fizyolojik parametrelerde iyilesmeye
neden olarak doza bagl tekrar bir artisa neden oldugu belirlenmistir. Litariitiirde
BFA’nin canli ve organ agirligi parametreleri iizerine etkilerini inceleyen benzer
tarzda bazi calismalar bulunmaktadir. Orn eginMiyawaki ve ark. (28) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, hamile ICR fareler hamileliklerinin onuncu (10)
giiniinden itibaren laktasyon doneminin sonuna kadar giinliik diyetlerine ek olarak 1
ug/ml ve 10 ug/ml dozlarinda Bisfenol A ile beslenmis, yavru fareler ise siitten
kesildikten sonra 11 giin siiresince Bisfenol A ile beslenmis ve sonugta uygulamaya
bagli olarak her iki dozda da yavru disi farelerin viicut agirliklarinda kontrol grubuna
gore artis meydana geldigi rapor edilmistir. Honma ve ark. (29) tarafindan
gergeklestirilen bir calismada ise, ICR/Jcl fareler gebeligin on birinci (11) ve on
yedinci (17) gilinleri arasinda subkiitan enjeksiyon ile farkli dozlarda Bisfenol A
uygulanmis, disi yavrularda dogumdan 22 gilin sonra Olgiilen yavru viicut
agirliklarinin  kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu, erkek yavrularda ise
dogumdan hemen sonra ve dogumdan 11 giin sonra Olgiilen yavru viicut
agirliklariin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Kobayashi ve
ark. (30) tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise, Sprague Dawley ratlar
giinliik 4, 40 ve 400 mg/kg dozlarinda Bisfenol A ile beslenmis, her ii¢ dozda da
gebelik doneminde farelerin viicut agirliklarinda kontrol grubuna gore azalma
meydana geldigi rapor edilmistir. Tan ve ark. (31) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada ise, erkek Sprague Dawley ratlar 100 mg/kg dozunda Bisfenol A ile
beslenmis, sonucta kontrol grubuyla karsilatirildiginda uygulamaya bagl olarak
vicut agirlik artiglarinin etkilenmedigi, karaciger agirliginin azaldigi ve bobrek
agirhigmin ise arttigi rapor edilmistir. Takahashi ve Oishi (32) tarafindan
gerceklestirilen diger bir ¢aligmada ise, erkek Wistar ratlar, Holtzman SD ratlar, CD-
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1 fareler ve C57BL/6CrSlc fareler 2 ay siiresince %0.25 oraninda Bisfenol A ile
beslenmis, sonugcta Bisfenol A ile beslemenin fare ve rat gruplarinin tamaminda canli
agirlik kazanimlarimi etkilemedigi, karaciger ve bobrek agirliklarinin ise CD-1
farelerde onemli Olgiide arttigi, Wistar ratlarda ise karaciger agirliginin 6nemli
Ol¢iide azaldig1 rapor edilmistir. Fare ve ratlarda yapilan bir diger ¢alismada ise, 90
giin siiresince inhalasyon yoluyla 150 mg/m® konsantrasyonunda Bisfenol A’ya
maruz kalinmanin karaciger ve bobrek agirliginda artmaya neden oldugu

belirlenmistir (33).

Bu c¢alismada ayrica BFA’nin genotoksik etkileri ve bu etkilere karsi yesil
kahvenin koruyucu roliide arastirilmistir. Bu amagla mikronukleus (MN) siklig1 ve
kromozomal hasarlar genotoksisite indikatorleri olarak kullanilmistir. Calisma
sonucunda, BFA wuygulamasimin gerek eritrosit hiicrelerinde gerekse de yanak
mukoza epitelyum hiicrelerinde MN olusumuna sebep oldugu ve kromozomal
hasarlar1 tesvik ettigi belirlenmistir. Litaratiirde elde ettigimiz bulgular1 destekleyen
tarzda BFA ile gergeklestirilmis bazi ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin, Naik ve
Vijayalaxmi (34) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Swiss albino farelere 10,
50 ve 100 mg/kg c.a dozlarinda BFA 6, 24, 48 ve 72 saat siiresince uygulanmis,
sonugta BFA'nin 6 saatlik siire sonunda toplam kromozomal anormallik sikligini
onemli ol¢lide arttirmadigi, fakat 24 saatlik siire sonunda gap olusumunu arttirdigi,
48 ve 72 saatlik siire sonunda ise gap olusumu ile toplam kromozomal hasar
miktarm1 6nemli oranda arttirdigi rapor edilmistir. Pfeiffer ve ark. (35) tarafindan
gerceklestirilen diger bir ¢alismada ise, Chinese hamster V79 hiicrelerine BFA, BP-
2, BP-3, BP-4 ve BP-5 uygulanmis, sonugta BP-2 disinda uygulanan tiim
kimyasallarin MN olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir. Pacchierotti ve ark. (36)
tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise, fareler 0.36 mg/l dozunda BFA ile
beslenmis, sonucta uygulamanin belirtilen dozda polikromatik eritrositler

hiicrelerinde MN olusumuna neden olmadigi rapor edilmistir.

BFA ile birlikte yesil kahve oziitii uygulamasi, BFA’nin sebep oldugu
toksisiteyi azaltmis, canli agirlik ve organ agirligi degerlerinde tekrar bir artisa, MN
olusumu ve kromozomal hasar sayilarinda ise tekrar bir azalmaya sebep olmustur.
Literatiirde antioksidant 6zellikteki biyolojik kokenli tiriinlerin, kimyasallarin sebep

oldugu toksisiteyi azalttig1 ve arastirilan parametrelerde iyilesmeye sebep oldugunu
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gdsteren birgok calisma bulunmaktadir. Ornegin aflatoxin By'in rat karacigerlerinde
sebep oldugu genotoksisiteye karst kahveye 0zgii diterpenler olan kafestol ve
kahveol'un kemoprotektif rolii (37), adriamisinin sebep oldugu kardiyotoksisite ve
nefrotoksisiteye karsi likopenin koruyucu rolii (38), Sisplatin'in ratlarda sebep oldugu

oksidatif strese karsi ise tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi kullanilmigtir (39).

Sonug olarak, bebek biberonlarindan, gida tasima ve saklama kaplarina,
konserve kutularindan, ambalaj materyallerine kadar birgok alanda ¢ok yogun olarak
kullanilan BFA’nin toksik etkiler, Swiss albino farelerde gozler 6niine serilmeye, bu
etkilere karsi ise yesil kahvenin koruyucu rolii test edilmeye calisilmistir. Sonugta
BFA’nin belli bir doz esiginden sonra toksisiteye sebep oldugu, yesil kahvenin ise bu
toksisiteyi azaltmada etkili bir antioksidant iiriin oldugu anlasilmistir. Bu nedenle
giinliik yasantimizda sik¢a kullandigimiz {iriinlerin yapisinda yer alan BFA’nin
kullanimindan vazgecilmesi, fakat sanayi sektoriinde iiretim asamasinda mutlaka
gerekli bir iiriin ise de toksik etki gostermeyen doz araligmin tercih edilmesi

gerekmektedir.
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