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OZET

BiSFENOL S’NiN ERKEK RATLARDA TiROID BEZi UZERINDEKIi
TOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

BOSTANCI, Miiserref
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Burak KAPTANER
II. Danisman: Dog¢. Dr. Abdulahad DOGAN
Eylul 2022, 67 sayfa

Bu ¢alismada bir bisfenol analogu olan bisfenol S (BPS)’nin Wistar albino erkek
ratlarin tiroid bezi iizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag
dogrultusunda 28 adet rat, BPS’nin 0, 20, 100 ve 500 mg/kg viicut agirlig1 (v.a.) dozlarina
28 giin boyunca oral gavaj ile maruz birakildi. Yapilan histolojik incelemelere gore, BPS
maruziyetinin tiroid dokusunda farkli histopatolojik degisimlere yol actigi, gbzlendi.
Tiroid folikiil hiicrelerinde proliferasyon indeks ortalamasinin, BPS’nin biitiin
dozlarinda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli artiglar gosterdigi
belirlendi (P < 0.05). Tiroid folikiil hiicrelerinde apoptotik indeks ortalamasinin ise,
BPS’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1, tespit edildi (P < 0.05). Serum tiroid uyarict hormon ile serbest
tiroksin diizeylerinin, BPS maruziyeti sonrasinda anlamli degisimler gostermedigi ancak
serum serbest triiyodotirozin seviyesinin bltun gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli distisler gosterdigi gozlendi (P < 0.05). BPS’nin tiroid
dokusunda antioksidan enzimlerin (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon S-transferaz) aktivitelerinde anlaml artiglara ve rediikte glutatyon dizeyinde
ise anlamli azalislara neden oldugu belirlendi. Tiroid dokusunda malondialdehit
diizeyinin ise BPS’nin 500 mg/kg va konsantrasyonunda, kontrol grubuna kiyasla,
anlamli bir sekilde yiikseldigi gozlendi. Elde edilen veriler, BPS’nin tiroid bezi izerinde
yapisal ve oksidatif hasarlar olusturarak, toksik etkiler meydana getirdigini ortaya

koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Antioksidan gdstergeler, Bisfenol S, Histopatoloji,
Oksidatif stres, PCNA, Tiroid, Tiroid hormonlari, TSH.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE TOXIC EFFECTS OF BISPHENOL S ON THE
THYROID GLAND IN MALE RATS

BOSTANCI, Miiserref
M. Sc Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burak KAPTANER
II. Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Abdulahad DOGAN
September 2022, 67 pages

In the present study, it was aimed to investigate the toxic effects of bisphenol S
(BPS), which is a bisphenol analogue, on the thyroid glands of male Wistar albino rats.
Toward this aim, 28 rats were exposed to BPS at doses of 0, 20, 100, and 500 mg/kg of
body weight (b.w.) via oral gavage for 28 days. According to the histological
examinations, BPS led to several histopathological changes in the thyroid tissue. The
average proliferation index among the thyroid follicular cells displayed statistically
significant increases in all of the groups exposed to BPS when compared to the control
group (P < 0.05). The average apoptotic index in the thyroid follicular cells was increased
significantly in the groups exposed to BPS at concentrations of 100 and 500 mg/kg of
b.w. (P < 0.05). The serum thyroid stimulating hormone and serum free thyroxine levels
did not show significant changes after exposure to BPS; however, the serum free
triiodothyronine levels displayed significant decreases in all of the groups treated with
BPS when compared to the control group (P < 0.05). BPS was observed to cause
significant increases in the antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase, glutathione-S-transferase) and significant decreases in the
reduced glutathione content. The malondialdehyde level in the thyroid tissue was elevated
significantly with BPS at a dose of 500 mg/kg of b.w. when compared to the control
group. The data obtained herein revealed that BPS creates toxic effects on the thyroid

gland by causing structural and oxidative damages.

Keywords: Apoptosis, Antioxidant indicators, Bisphenol S, Histopathology,
Oxidative stress, PCNA, Thyroid, Thyroid hormones, TSH.






ON SOz

Antropojenik aktiviteler sonucunda ¢evreye yayilan kirleticiler canlilar iizerinde
geriye donlisiimsiiz etkilere yol agabilmekle birlikte, canli yasamini, populasyonlarini ve
neslini tehlike altina sokabilmektedirler. Sucul ve karasal organizmalar gibi insanlar da
bu kimyasallara, atmosferdeki zararli gazlar1 soluyarak, kontamine i¢me sularini ve
gidalan tliketerek maruz kalabilmektedirler. Cevresel kirleticilere 6rnek olarak, tarimsal
ve endustriyel faaliyetlerden kaynaklanan pestisitler, herbisitler, poliaromatik
hidrokarbonlar, poliklorlu bifeniller, agir metaller, bisfenoller, fitalatlar ve
mikroplastikler gibi farkli gruptaki kimyasallar verilebilir. Son yillarda yapilan bilimsel
caligmalarda insanlarda belirlenen kanser, diyabet, kalp-damar hastaliklar1 gibi ciddi
saglik sorunlar1 ile ¢cevresel kirleticilere maruz kalma arasinda iligki oldugu belirlenmistir.

Gilinliik hayatta kullanilan, oyuncaklar, biberon, plastik mutfak gerecleri, dis
dolgu malzemeleri, insaat malzemeleri, termal kagitlar ve yapistiricilar gibi bir¢ok tirtiniin
yapiminda kullanilan bisfenol A (BPA), farkli ¢evresel kompartmanlarda varligi tespit
edilmis olan ve canlilarda endokrin bozucu etkisi iyi bilinen bir kirleticidir. Bu nedenle
bazi iilkeler, tiiketici {irlinlerinin iiretiminde BPA’nin kullanimina yonelik sinirlamalar
getirmiglerdir. Ureticiler ise yavas yavas, irettikleri {iriinlerden BPA’y1 ¢ikartmaya
baslamislar ve BPA’ya gdre ¢evre ve insan sagligi acisindan daha az zararli olduklarini
diisiindiikleri, BPA analoglarinin kullanimini tercih etmeye baslamiglardir. Bununla
birlikte, bisfenol AF (BPAF), bisfenol F (BPF), bisfenol S (BPS), bisfenol C (BPC) ve
bisfenol B (BPB) gibi BPA analoglarinin, BPA’ya benzer hatta ondan daha fazla toksik
ve endokrin bozucu etkiler gosterebildikleri, son yillarda yapilmaya baglanan deneysel
caligmalar ile ortaya ¢ikartilmistir.

Canlilarin erken gelisim evrelerinde biiylimeyi ve gelisimi diizenleyen tiroid
hormonlari, ergin bireylerde enerji metabolizmasi, termoregiilasyon ve kis uykusu gibi
onemli fizyolojik olaylarda rol oynarlar. Canli i¢in olduk¢a 6nemli rolii olan tiroid
hormonlarinin sentezi ve salinimi, ¢evredeki kirleticilerden etkilenebilmektedir. Zararl
kimyasal bilesiklerin tiroid hormonlar {izerindeki olumsuz etkisi, ya direkt olarak tiroid
bezini etkilemeleri neticesinde ya da tiroid hormonlarinin hipotalamus ve hipofiz ile
gerceklestirilen kontrol mekanizmalarini bozmalar1 sonucunda, ortaya ¢ikmaktadir. Son

yillarda yapilan ¢alismalarda BPA’nin da tiroid bezi lizerinde toksik etkiler gosterdigi ve



bu bezin fonksiyonunu etkiledigi, belirlenmistir ancak BPA’nin yapisal analoglarinin
tiroid lizerinde meydana getirdigi olumsuz etkilere iliskin bilgi sinirlidir. Bu ¢alismada,
bir BPA analogu olan BPS’nin Wistar albino ratlarin tiroid bezi tizerindeki olumsuz
etkilerinin aydinlatilmasi ve literatiire katki sunulmas1 amag¢lanmistir.

Bu tez ¢alismasi yapilirken, gosterdigi iistiin sabirla her tiirlii destek ve yardimini
benden esirgemeyen ¢ok kiymetli tez Danigmanim Dog. Dr. Burak KAPTANER ve ikinci
danismanim olan Dog. Dr. Abdulahad DOGAN’a, laboratuvar ¢alismalarim boyunca
yanimda olan arkadaslarim Emine DOGAN, Fatos YILDIZ, Handan AYKUT a ve Ars.
Gor. Fatih DONMEZ’e tesekkiir ederim. Benden maddi ve manevi desteklerini
eksiltmeksizin yanimda olan aileme de tesekkiirii borg bilirim.

Bu tez ¢alismasinin gerceklestirilmesi i¢in verdigi maddi destekten dolayi, Van
Yiiziincii Y11 Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje
kodu: FYL-2021-9359) ayrica tesekkiir ederim. Bu g¢alisma sirasinda gosterdikleri
yardimlardan dolay1, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilmleri Enstitiisti’ntin akademik
ve idari personeline ve Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu ¢alisanlarina da tesekkiir ederim.

2022
Miiserref BOSTANCI
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Bu ¢alismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte
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1. GIRIS

Tiroid hormonlar1 (tiroksin (T4) ve triiyodotirozin (T3)) biitiin omurgalilarda
bliylime, gelisme ve metabolizmanin 6nemli diizenleyicileridirler. Bu hormonlar,
omurgalilardaki bircok anahtar gelisim siireci i¢in gereklidirler. Tiroid hormonlarinin
fonksiyonel olarak yer aldig1 gelisimsel siireclere 6rnek olarak, lamprey, dip baliklar1 ve
amfibilerdeki postembriyonik metamorfoz, salmonlarda smoltifikasyon, kuslarda tiiy
dokme, yilanlarda gomlek degistirme ve insanlar da dahil olmak (zere memelilerde
perinatal gelisim boyunca norolojik gelisim, verilebilir. Tiroid hormonlar1 insanlarda,
beyin, i¢ kulak, goz, bobrek, kemik, iskelet kas1 gibi farkli dokularin gelisimi, ayni
zamanda enerji metabolizmasimin diizgiin bir sekilde diizenlenmesi icin esansiyeldir.
Sicakkanli canlilarda termoregiilasyon, zebra baliginda termal aklimasyon, insanlarda ruh
hali, kug ve siiriingenlerde ciftlesme ve besin arama davranisi, ayilarda kis uykusu,
kardiyovaskiiler fonksiyon ve enerji tiketimi, tiroid hormonlarinin canlinin yasami
boyunca kontrol ettigi temel fizyolojik olaylar arasinda yer alir (Leemans ve ark., 2019;
Thambirajah ve ark., 2022).

Tiroid hormonlarinin sentezi hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi tarafindan kontrol
edilir. Hipotalamus, tirotiropin saliverici hormon (TRH) iiretir, bu da anteriyor hipofizden
tiroid stimiile edici hormon (TSH) {iretimini uyarir. TSH kan dolasimina salinir ve tiroid
bezinde tiroid folikiil hiicrelerindeki reseptorlerine baglanir. Tiroid hormonlarinin sentezi
icin tiroid folikiili kolloidinde iyodun (dolagimda iyodiir iyonu formundadir)
mevcudiyetine gereksinim duyulur. TSH, sodyum iyot tasiyicisi araciligi ile tiroid folikiil
hiicrelerine iyot alinimini uyarir. Iyot, tiroid bezinde T3 ve T4 iiretimi igin tirozin
aminoasitine baglanmir. Iyodun tiroid peroksidaz (TPO) tarafindan oksidasyonu
sonrasinda, kolloiddeki tiroglobuline iyodun birlestirilmesini iceren ve T3 ile T4
Onciilerinin Uretimi i¢in gerekli olan “iyodun organiklestirilmesi” meydana getirilir.
Tiroid hormonlarinin kandaki seviyelerinin diizenlenmesi, bu hormonlarin hipotalamus
ve hipofiz tlizerine yaptiklar1 negatif geri bildirim mekanizmasi ile gerceklestirilir. Tiroid
hormonlar1 kanda, albumin, transtiretin (TTR) ve tiroksin baglayici globiilin (TBG) gibi
serum tastyici proteinler ile taginir. Dolagimda, total T4 ve T3’lin %0.001’inden daha az1

serbest T4 ve T3 olarak bulunur ve bunlar hiicrelere transmembran transport tasiyicilari



vasitasiyla giris yaparlar. Monokarboksilat tasiyicilari, bazi organik anyon tasiyici
polipeptid ailesi tyeleri ve heterodimerik L-tip aminoasit tastyicilar gibi farkli tasiyicilar,
tiroid hormonlarin1 tasiyabilirler. Tiroid hormonlarinin hiicre igerisindeki elde
edilebilirligi, spesifik deiyodinasyon siirecleri tarafindan, dinamik olarak ve siki bir
sekilde koordine edilerek, diizenlenir. Tip 1 ve tip 2 deiyodinazlar tiroid hormonlarini
aktive ederlerken, tip 3 deiyodinaz T4 ve T3’ilin inaktivasyonunu gergeklestirir. Tiroid
hormonlari, hedef genlerin promotor bolgeleri iizerinde yer alan tiroid hormon yanit
elementleri araciligiyla ya da gen ekspresyonunu direkt olarak module ederek, gen
transkripsiyonunu negatif ve pozitif olarak dizenlerler. Tiroid hormon reseptorleri, tiroid
hormon reseptorii a ve B genleri tarafindan kodlanir ve her biri spesifik transkripsiyonel
yanitlar olusturur. Tiroid fonksiyonunun klinik acidan degerlendirilmesi i¢in, TSH
Olciimiine gereksinim duyulur. Yiiksek TSH diizeyleri ile eslik eden diisiik tiroid hormon
diizeyleri, hipotiroidiyi isaret eder. Ote yandan, baskilanmis TSH seviyesi ile eslik eden
yuksek tiroid hormon duzeyleri, hipertiroidi durumunu gosterir. Klinik olarak belirti
vermeyen ve tiroid hormonlarinin referans araligindaki degerler ile karakterize edilen
hipotiroidizm ve hipertiroidizm ise, sirasiyla yiiksek ve diisik TSH duzeyleri ile
tanimlanir. TSH, tiroid fonksiyon testlerine ait 6l¢iimlerin ve yorumlamalarin her zaman
anlagilir olmadig1 zamanlarda bile (6zellikle de total T4 ve serbest T4 ile ilgili tutarsiz
sonuglar s6z konusu oldugunda), tiroidin durumu ile ilgili en hassas indikator olarak
diistinilur (Leemans ve ark., 2019). Farkl tipteki ¢evresel kimyasallarin, hipotalamus-
hipofiz-tiroid aksini etkileyerek tiroid bezi {izerinde toksik etki gosterdigi ve tiroid
hormon seviyelerinde degisimlere yol agtiklar1 bildirilmistir. Bu kimyasallarin, tiroid
hormonlarinin etkisinde onemli rolleri olan reseptorler, enzimler ve tasiyicilar ile
etkilestikleri de rapor edilmistir (Zoeller, 2010).

Birlesik Devletler Cevre Koruma Kurumu endokrin bozucu bir bilesigi, “viicutta
homeostazis, lireme ve gelisimsel siire¢ten sorumlu kan kaynakli dogal hormonlarin,
sentezini, salgilanmasini, taginimini, metabolizmasini, baglanma etkisini ve
eliminasyonunu bozan, eksojen bir ajan” olarak tanimlamaktadir. Tiroid, endokrin
bozucu kimyasallara oldukga hassas bir endokrin bezdir. Tiroid bezinin fonksiyonlar1 goz
Oniinde tutuldugunda, endokrin bozucu bir kimyasalin bu bez iizerindeki negatif etkisi,
ndronal ve fiziksel saglik ile gelisim tizerinde 6nemli yansimalara neden olabilmektedir.

Farkli tipteki endokrin bozucu kimyasallarin, hipotalamus-hipofiz-tiroid aks1 {izerinde



olumsuz etkiler meydana getirebildigi yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur. Bunlar
arasinda, poliklorlu bifeniller, dioksinler, polibromlu difenil eterler, perklorat,
bisfenoller, fitalatlar ve ultraviyole filtreler, tizerinde en kapsamli olarak durulan endokrin
bozucu kimyasal gruplarini olusturmaktadirlar (Boas ve ark., 2012; Calsolaro ve ark.,
2017). Bu kimyasallar, tiroid bezinde yapisal degisimlere yol agarak, tiroid hormonlarin
baglayan proteinleri etkileyerek ve tiroid hormonlarinin periferal metabolizmasi ile
klirensi tizerinde olumsuz etkiler olusturarak, tiroid fonksiyonunu etkileyebilmektedirler
(Boas ve ark., 2012). Pestisitler ve biyositler olarak tanimlanan bitki koruma trlnleri de,
tiroid hormon iiretimi ve kontroliinii bozarak, tiroid hormonlarinin tastyici proteinlerdeki
yerlesimini ve bu hormonlarin karacigerdeki metabolizmasin1 etkileyerek, tiroid
homeostazisi tizerinde endokrin bozucu etkiler meydana getirebilmektedirler. Bu trinler
arasinda, organik klorlu pestisitler (6rnegin; DDT (dikloro difenil trikloroetan),
hekzaklorobenzen, dikofol, metoksiklor, hekzaklorosikloheksan, klordan, lindan,
dieldrin, endosiilfan), organik fosforlu pestisitler (6rnegin; klorpirifos), karbamatlar,
piretroidler, fenilpirazoller ve neonikotinoidler sayilabilir (Leemans ve ark., 2019).

Epoksi rezinlerin ve polikarbonat plastiklerin bir bileseni olarak endiistriyel
alanlarda kullanilan BPA, endokrin bozucu yonii iyi bilinen bir kimyasal bilesiktir. BPA
tabanl plastikler ve rezinler, gidalar ile temas eden ambalaj, kap ve termal kagit gibi
materyallerin iiretiminde yer almaktadir. Insanlarin BPA’ya maruziyeti temel olarak,
gidalar ve gida temasli materyaller ile meydana gelmektedir. Yapilan aragtirmalar,
insanlarda BPA’ya maruz kalma ile gelisimsel sorunlar, iireme ile ilgili olumsuzluklar,
kardiyovaskiiler problemler ve bagisiklik sistemi ile ilgili olumsuzluklar arasinda iliski
oldugunu gostermistir (Andujar ve ark., 2019). BPA’nin tiroid hormon reseptor
antagonisti oldugu ve farkli mekanizmalar ile tiroid hormon homeostazisini bozdugu da
cok sayida ¢alisma ile gosterilmistir (Kim ve Park, 2019). BPA’nin sebep oldugu ciddi
saglik sorunlarindan dolay1 endiistriyel alandaki kullanimina diinya genelinde kisitlama
getirilmis ve ireticiler, BPA’ya alternatif olacak yeni arayislar igerisine girmislerdir.
Sonug olarak dreticiler, Urettikleri Grinlerde BPF ve BPS gibi BPA tlrevlerini
kullanmaya yonelmislerdir (Sur ve ark., 2017).

Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda BPF ve BPS gibi BPA tiirevlerinin,
canlilarda BPA’ya benzer olumsuz etkiler gosterdikleri ve bunlarin endiistriyel alanlarda

kullanimlarinin, insan ve ¢evre sagligr acisindan, risk olusturabilecegi ortaya



konulmustur (lyigiindogdu ve ark., 2020). BPA analoglarmin tiroid fonksiyonu
tizerindeki olumsuz etkilerine dair yapilan ¢alismalar ve elde edilen bilgiler ise oldukca
sinirlidir. Bu nedenle bu ¢alismada, bir BPA analogu olan BPS’nin tiroid bezi tizerindeki
olumsuz etkilerinin arastirtlmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Wistar albino
ikt erkek ratlar, BPS’ye oral gavaj ile giinliik olarak maruz birakilmigtir. Daha sonra
BPS’nin, tiroid histolojisi, tiroid fonksiyonu ile iligkili hormonlar (TSH, serbest T4 ve
serbest T3), tiroid folikul hilcre apoptozu ile proliferasyonu ve tiroid dokusunda
antioksidan savunma sistemi belirtecleri (superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ile redukte
glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) igerigi) lizerindeki etkisi arastirilmistir.



2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

2.1. Bisfenol A

Gida kaplari, metalik konserve kutularinin koruyucu i¢ yiizey kaplamalari, tibbi
geregler, yangin sondiiriiclileri ve termal kagit gibi birgok tiiketici {iriinlin yapiminda
yaygin olarak kullanilan Bisfenol A (BPA; 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan), polikarbonat
plastikler ile epoksi rezinlerin bir monomeridir. Yapisinda iki adet benzen halkas1 ve iki
adet 4,4’-OH grubu bulunur (Sekil 2.1) (Milczarek-Banach ve Miskiewicz, 2020).

Diinya c¢apindaki yillik liretiminin en az sekiz milyon ton oldugu bildirilen
BPA’nin gevreye, fabrikalarin atik sular1 araciligiyla, atik depolama alanlarindaki BPA
iceren Urlinlerin imha edilmesi esnasinda ve ¢op yakma firilar vasitasiyla salindigi
bildirilmistir. Lipofilik olmasindan dolay1 insanda, yag dokusu, beyin, karaciger ve meme
siitinde varlig1 tespit edilen BPA’nin, plesenta ve amniyon sivisina gecerek, fotiis ve
bebegi etkileyebildigi bildirilmistir (Gorini ve ark., 2020). Ostrojenik aktivitesi ve
endokrin bozucu yonii iyi bilinen BPA nin, obezite, diyabet, kronik solunum hastaliklari,
kardiyovaskiiler hastaliklar, renal hastaliklar, davranis bozukluklari, meme kanseri, dis
gelisim bozukluklar1 ve iireme bozukluklart gibi saglik sorunlar ile iligkili oldugu,
yapilan calismalar ile gosterilmistir (Iyigiindogdu ve ark., 2020). Insanlarda yapilan
epidemiyolojik ¢alismalar ile hayvanlar {lizerinde yapilan in vivo ve in vitro deneysel
calismalarda, BPA’nin tiroid hormon homeostazisini de bozdugu ortaya konulmustur

(Kim ve Park., 2019; Gorini ve ark., 2020).

2.2. BPA’nin Metabolizmasi

BPA, agiz yolu ile alindiktan sonra, bagirsak ve karacigerde ilk gecis
metabolizmasina maruz kalir. Daha sonra karacigerde UDP-glukuronosil-transferaz
(UGT) ile metabolize edilir. BPA’nin glukuronidasyonundan sonra, bobrek klirensi ile
24 saat igerisinde eliminasyonu gerc¢eklestirilir. Bununla birlikte, insanlar BPA’ya diger

yollar (6rnegin, soluma ve dermal yol) ile de maruz kalirlar. Bu yollar ile maruziyet



endise vericidir ¢linkii bu yollar ile maruziyet sonrasinda, konjuge olmayan BPA formuna

uzun bir siire maruz kalinmasi s6z konusu olur (Milczarek-Banach ve Miskiewicz, 2020).

2.3. BPA’nin Analoglan

Endustrinin birgok alaninda kullanilan BPA’nin, endokrin bozucu ve saglik
tizerindeki diger endise verici etkileri, bu kimyasalin diinya genelinde kullaniminin
sinirlandirilmasina ve yasaklanmasina neden olmustur (Sur ve ark., 2017). Avrupa
Kimyasal Ajansi tarafindan 2017 yilinda, “¢ok yiiksek endise verici maddeler” listesine
alman BPA’nin, gidalar ile temas eden materyallerdeki, kullanimma daha genis
sinirlamalar getirilmistir. Gida ambalaj sirketleri ise BPA’y1 iirettikleri {irtinlerden
dereceli bir sekilde c¢ikartarak, BPA’nin yerine gecebilecek yeni arayislar icerisine
girmiglerdir (AndUjar ve ark., 2019). BPA’nin yerine tercih edilen analoglar, BPA’ya
kimyasal yap1 bakimindan benzer olan ve en az iki fenil halkasi igeren ancak
substutiyentleri a¢isindan farklilik gosteren bilesiklerdir. Ornegin BPA analoglarinda,
fenil halkalarinin 3,3 veya 3,5 pozisyonlarinda metil, brom ve klor substutiyentleri
yerlesim gosterebilir. BPA analoglari, BPS, BPF, BPB, bisfenol Z (BPZ), BPC, bisfenol
P (BPP), bisfenol M (BPM), bisfenol AP (BPAP), BPAF, bisfenol AD (BPAD),
tetrabromobisfenol A (TBBPA), tetraklorobisfenol A (TCBPA), tetrametilbisfenol A
(TMBPA) ve dimetilbisfenol A (DMBPA)’y1 kapsar (lyigiindogdu ve ark., 2020;
Milczarek-Banach ve Miskiewicz, 2020). Gida maddeleri, ev i¢i tozu, sedimentler, termal
kagitlar ve kisisel bakim iiriinlerinde tespit edilen BPA analoglarinin, insan biyolojik
orneklerinde de, varlig1 gosterilmistir. Bu analoglarin BPA’ya benzer olarak, endokrin
bozucu etkilere, sitotoksik etkilere, genotoksik etkilere, dioksin benzeri etkilere, Gireme
ile ilgili toksik etkilere ve norotoksik etkilere sahip olduklar1 farkli deneysel calismalar
ile ortaya konulmustur. Bununla birlikte, BPAF, BPF, BPS ve BPB gibi BPA
analoglarinin, BPA’nin sahip oldugu Ostrojenik ve antiandrojenik aktivitelere benzer
hatta ondan daha fazla aktiviteye sahip olduklari, bildirilmistir (Chen ve ark., 2016). BPA
ve analoglari, tiroid hormonlarina yiiksek seviyede yapisal benzerlik gosterdiklerinden
dolay1 (Sekil 2.1), tiroid fonksiyonunu antagonistik olarak ya da baska mekanizmalar ile

bozabilmektedirler (Kim ve Park., 2019; Gorini ve ark., 2020).
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Sekil 2.1. Tiroid hormonlar1 (T3 ve T4) na kimyasal yap1 bakimindan benzerlik gosteren
BPA ve analoglari (TBBBA, TCBPA, BPS ve BPF) (Gorini ve ark., 2020).

2.4. Bir BPA Analogu Olarak BPS

Endiistriyel uygulamalarda BPA’nin yerine bir alternatif olarak kullanilan BPS,
onemli bir BPA analogudur. Kimyasal ismi bis(4-hidroksifenil)sulfon olan BPS’nin
molekdler agirligi, 250.27 g/mol’diir. BPS, 1s1ya direngli, yiiksek termal stabiliteye sahip
ve giines 1s1g¢1na dayanikli olan bir analogdur. Termal kagitlar ile plastiklerin iiretiminde,
epoksi reginelerin yapiminda ve hizlandirici ajan olarak temizlik tirlinlerinin Gretiminde
kullanilan BPS, bagaj etiketleri, el ilanlar1, gazete, konserve kutusu ve daha sayilabilecek
bircok endiistriyel {irtinde, BPA yerine gegebilecek bir alternatif olarak kullanilmaktadir.
BPS’nin varligi, yapilan saha ¢alismalarinda, konserve gidalar, ev ici tozlar, musluk suyu,
camur ve atik su gibi farkli ortamlardan alinan 6rneklerde tespit edilmistir. Bununla
birlikte, BPS’nin insan doku ve idrar 6rneklerindeki, konsantrasyonunun BPA ile
kiyaslanabilir diizeylerde oldugu bildirilmistir (Iyigiindogdu ve ark., 2020). BPS ile ilgili
yapilmis olan in vivo ve in vitro ¢alismalar, BPS’nin BPA’ya benzer, akut ve kronik
toksik etkilere, genotoksik etkilere ve Ostrojenik aktiviteye sahip oldugunu ortaya
koymustur (Sur ve ark., 2017). BPS ile ilgili yapilan baz1 deneysel ¢aligmalar asagida

Ozetlenmistir.



BPS’nin 50, 150 ve 500 mg/kg konsantrasyonlarina, gavaj yolu ile maruz
birakilan Sprague Dawley ratlarda, esas atilim yolunun idrar oldugu belirlenmistir. idrar
ile atilimin zamana bagli olarak azaldigi, fekal atilimin ise arttigi gozlenmistir. Safra
kesesinin kannule edildigi ratlarda, tek bir gavaj dozu sonrasinda %53 iiniin safra igine
salgilanmasinin, BPS’nin biiyiikk oranda enterohepatik dolagima girdigini ortaya
koymustur. Ratlarda ve farelerde intravendz BPS uygulamasi sonucunda atlimin, gavaj
uygulamasindakine benzer oldugu bildirilmistir. Elde edilen veriler gavaj
uygulamasindan sonra digki ile atilan dozun, absorbe edilen doz olabilecegini
gostermistir. Glukuronid ve siilfat konjugatlar1 gibi iiriner metabolitlerin, ana bilesigin
ortalamasi kadar oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, BPS’ye oral olarak maruziyet
sonrasinda iyi absorbe edildigi ve dokularda minimal diizeyde tutularak atildig
belirlenmistir (Waidyanatha ve ark., 2018).

BPS’ye subkutan enjeksiyon ile maruz birakilan (0.5, 5 ve 50 mg/kg) disi
sicanlarda, yliksek BPS konsantrasyonlarinin, puberte baslangicini ve dstrus siklusunu
geciktirdigi, belirlenmistir. En yliksek BPS konsantrasyonunun viicut agirligini azalttigi
gozlenmistir. Yiksek BPS konsantrasyonlarinin, gonadosomatik indeks degerlerini ve
uterus agirhigimi disiirdiigii tespit edilmistir. BPS maruziyeti sonrasinda, plazma
testosteron ve Ostradiol diizeylerinin yiikseldigi, plazma progesteron, liiteinizan hormon
ve folikil stimdle edici hormon dizeylerinin ise azaldig1 belirlenmistir. Atretik folikiil
artis1 ile birlikte kistik folikiilllerin miktarinda doza bagimli sekilde artislarin oldugu ifade
edilmistir. Dolayisiyla, BPS’nin BPA’ya benzer olarak, yapisal ve endokrin degisimlere
yol actig1 rapor edilmistir (Ahsan ve ark., 2018).

Ullah ve ark., (2019), BPA ve analoglar1 (BPB, BPF ve BPS)’na, gebeligin 1.
gunidnden 21. ginlne kadar icme suyu ile 5, 25 ve 50 pg/L konsantrasyonlarda maruz
birakilan siganlarin, erkek yavru bireylerinde iireme dokularindaki biyokimyasal
histolojik degisimleri incelemislerdir. Arastiricilar, BPA ve analoglarinin erkek yavru
bireylerin iireme dokularinda antioksidan enzim diizeylerini etkiledigini, plazma
testosteron/6strojen seviyelerinde degisimler meydana getirdiklerini ve testis/epididimis
dokularinda histolojik degisimlere yol agtigini tespit etmislerdir. Sonug olarak BPA ve
analoglarinin, erkek iireme sisteminin gelisimini olumsuz olarak etkiledigi, bildirilmistir.

BPS’nin 30, 60 ve 120 mg/kg konsantrasyonlarina, 30 giin boyunca gavaj yolu ile

maruz birakilan Sprague Dawley 1rki erkek ratlarda, eritrosit sayisinin, 16kosit sayisinin,



hemoglobin konsantrasyonunun ve pihtilagma zamaninin doza bagimli bir sekilde ve
anlamli derecede azaldigi belirlenmistir. BPS’nin total serum glukoz ve protein
seviyelerini artirdig1 tespit edilmistir. Ote yandan, BPS maruziyetinin, serum total
kolesterol, trigliserit, gliserolsiiz trigliserit, diisiik yogunluklu lipoprotein, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein diizeylerini artirirken yiiksek yogunluklu lipoprotein
konsantrasyonunu azalttig1 gézlenmigtir. BPS nin serum aspartat aminotransferaz, alanin
aminotransferaz ve alkalin fosfataz aktivitelerini anlamli olarak artirdigi belirlenmistir.
Bunlardan baska, serum kalsiyum, bilirubin ve re dizeylerinin BPS dozuna bagimli
olarak arttig1 tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, BPS’nin ratlarda kan fonsiyonlarin
bozabilecegi ve kardiyovaskiiler risklere yol agabilecegi bildirilmistir (Pal ve ark., 2017).

BPA, BPS ve diger BPA analoglar1 (BPF ve BPAF)’na 4, 12 ve 24 saat boyunca,
1 ile 250 g/mL konsantrasyon araliginda maruz birakilan insan eritrositlerinde, sitosolik
kalsiyum iyon konsantrasyonunun yiikseldigi, fosfatidilserin translokasyonunu arttigi,
kalpain ve kaspaz-3 aktivitelerinin uyarildigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, BPA ve
analoglarmin eriptotik potansiyele sahip olduklar ifade edilmistir (Macéczak ve ark.,
2016).

Insan eritrositlerinin, BPA ve analoglar1 (BPS, BPF ve BPAF)'na 1, 4 ve 2 saat
boyunca maruz birakildigr (0.1-500 pg/mL) farkli bir ¢alismada ise, hucrelerde reaktif
oksijen tiirii (ROS) seviyesinde artig oldugu, lipid peroksidasyon diizeyinin yiikseldigi,
GSH seviyesinde diisiisiin meydana geldigi ve antioksidan enzim aktivitelerinin degistigi

belirlenmistir (Macczak ve ark., 2017).

2.5. Bisfenoller ve Tiroid Uzerindeki Etkileri

Tiroid hormonlar1 (T4 ve T3) biiylime, gelisim ve metabolizma i¢in gerekli olan
ve sinir gelisiminde onemli rol oynayan hormonlardir. Bu hormonlar, hipotalamus-
hipofiz-tiroid aks1 ve tiroid hormonlarmnin etki mekanizmasini kontrol eden diger
faktorler araciligi ile diizenlenir. Tiroid hormon sentezi sirasinda iyot, sodyum iyodiir
simport tasiyici proteini ile tirositlere giris yapar ve TPO tarafindan oksidize edilir. Daha
sonra tiroglobulindeki tirozil rezidleri ile birlesir. Sentezlenen tiroid hormonlari TBG ve
TTR gibi proteinlere baglanir ve kanda dolasir. Tiroid hormonlar1 hedef organda tiroid

hormon reseptoriine (TR) baglanir ve tiroid hormon sinyal yolaklarini uyarir. Hormon,
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Sekil 2.2. Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinin semasi. Hipotalamus hipofiz bezinden
tirotropin (TSH; tiroid uyarict hormon) salgilanmasini uyaran, tirotropin
saltverici hormon (TRH) tiretir. TSH hipofizden dolasima salgilanir ve tiroid
hormonlar1 (T4 ve T3) nin liretilmesi i¢in tiroid bezini uyarir (A). TSH, tiroid
hormonlarinin biyosentezinin ve saliniminin biitiin basamaklarinda yer alir.
TSH ayn1 zamanda farkli proteinlerin (soliit tasiyici ailesi SA olarak bilinen
sodyum iyodiir simport tagiyici, pendrin, dual oksidaz tip 2, TPO, tiroglobulin
ve deiyoninazlar (tip 1, tip 2 ve tip 3 ) aktivitesini ve ekspresyonunu da uyarir
(Oliveira ve ark., 2019). TSH tirositleri, TSH reseptorii (TSHR) araciligi ile
uyardiginda, iyodun sodyum iyodiir tasiyict (NIS) ile hiicreye alinimi,
tiroglobulin (Tg) tiretimi ve TPO aracilig1 ile oksidasyon gergeklesir (B).
Tiroid hormonlari kanda, TBG ve TTR gibi baglayici proteinler ile taginir (C).
Tiroid hormonlar karacigerde deiyodinaz (DIO), UGT ve siilfotransferaz
(SULT) ile metabolize edilir daha sonra safrada elimine edilir (D). Tiroid
hormonlar1 hedef hiicrelerde TR’lere baglanir ve tiroid hormon uyarim
yollarim1 aktive eder (E). Farkli kimyasallar farkli noktalarda (hipotalamus,
hipofiz bezi, tiroid bezi, serum TSH ve tiroid hormonlari gibi) olumsuz etkiler
olusturarak, tiroid hormon etkisini engelleyebilirler. Sekil, Kim ve Park
(2019)’dan degistirilerek alinmistir.
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karacigerde inaktif forma metabolize edilir (Sekil 2.2). Endokrin bozucu kimyasallar,
birka¢ farkli noktada olumsuz etkiler (hipotalamus, hipofiz ve tiroid bezi ile iligkili
olumsuz etkiler ve serum TSH seviyesi ile tiroid hormon seviyeleri iligkili olumsuz
etkiler) olusturarak, tiroid hormon diizenlenmesinde ve tiroid hormonlarinin
fonksiyonlarinda degisimlere yol agarlar (Sekil 2.2) (Kim ve Park, 2019; Oliveira ve ark.,
2019).

BPA’nin, tiroid hormonu (T3) tarafindan uyarilan transkripsiyonel aktiviteyi doza
bagimli bir sekilde baskiladigi ve bu baskilayict etkisinin, T3’Un fizyolojik
konsantrasyonlarinda, meydana geldigi bildirilmistir. BPA’nin TSHa promotdriiniin
negatif diizenlenmesi durumunda ise zit olarak, T3 tarafindan baskilanan gen
transkripsiyonunu aktive ettigi bildirilmistir. BPA’nin, T3 {in tiroid reseptorindeki yerini
degistirdigi ve transkripsiyonel bir baskilayiciy1 ¢alistirdigi, neticede gen baskilanmasina
yol actig1 belirlenmistir. Kisaca BPA’nin, T3’lin TR’ye baglanmasini inhibe ederek ve
promotor Gzerindeki N-CoR’u aktive ederek, transkripsiyonel aktiviteyi baskiladigi ifade
edilmistir. Dolayisiyla, BPA’ nin bir T3 antagonisti olarak rol oynadig: ve tiroid hormon
reseptorii araciligi ile olusturulan transkripsiyonu inhibe ettigi, bildirilmistir (Moriyama
ve ark., 2002).

Gebelik ve laktasyon donemlerinde, BPA’ya oral gavaj ile 1, 10 ve 50 mg/kg
konsantrasyonlarda maruz birakilan Sprague Dawley ratlarin yavrularinda, serum T4
diizeyinin dogumdan sonraki 15. giinde yiikseldigi ancak TSH diizeyinin degisim
gostermedigi  belirlenmistir.  BPA’nin  dentat girusta, tiroid hormonuna duyarl
rc3/nérogranin gen ifadesini artirdigi, TR tizerinde antagonist etki gosterdigi ve hipofiz
bezinde tiroid hormonlarinin negatif geri bildirim mekanizmasini bozdugu ifade
edilmistir (Zoeller ve ark., 2005).

BPA’nin 0.1 mg/L konsantrasyonuna maruz birakilan gebe Sprague-Dawley ratlarda
gecici hipotiroidi gozlenirken, bu ratlarin erkek yavrularinda dogumdan sonraki 7. giinde
T4 seviyesinin kisa siireli bir yiikselme gosterdigi ve dogumdan sonraki 21. giinde, T4
seviyesinin diistiigli belirlenmistir. BPA maruziyetinden sonra erkek yavrularin
hipokampustinde, steroid hormon reseptor koaktivatér-1 protein ve mesajci riboniikleik
asit (MRNA) ekspresyon seviyelerinin yiikseldigi ifade edilmistir. Bununla birlikte, tiroid
hormon reseptorleri, a ve B ile RC3/ndrogranin ekspresyonlarinin BPA maruziyetinden

etkilenmedigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, BPA’nin c¢ok diisiik seviyelerine perinatal
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donemde maruz kalmanin, tiroid fonksiyonunu etkileyerek, beyin gelisimi i¢in olumsuz
etkiler meydana getirebildigi gosterilmistir. Tiroid hormon reseptorlerinin BPA etkisinin
direkt hedefi olmadig1 ancak bagka faktorlerin BPA’nin olusturdugu olumsuz etkilerin
ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilecegi, belirtilmistir (Xu ve ark., 2007).

BPA’nin 0, 2.5, 8, 25, 80, 260, 840, 2700, 100000 ve 300000 mg/kg/gln
konsantrasyonlarina gebeligin 6. giiniinden dogum anina kadar oral gavaj ile maruz
birakilan Sprague-Dawley ratlarin yavrulari, dogumdan 15 giin sonrasina kadar ayn1 BPA
dozlarina maruz birakilmistir.  Erkek yavrularin 300000 mg/kg/giin  BPA
konsantrasyonunda, serum T3 ve TSH diizeylerinin anlamli bir sekilde yiikseldigi
belirlenmistir (Delclos ve ark., 2014).

Puberte siirecinde (dogumda sonra 28. giin ile 56. gilinler arasinda) BPA’ya, 1 ve 100
mg/L konsantrasyonlarda igme suyu ile maruz birakilan farelerde, serbest T4 diizeylerinin
azaldig bildirilmistir (Jiang ve ark., 2016).

BPA’nin 5, 50 ve 500 ng/50 puL konsantrasyonlarina, dogumdan sonraki 1. glinden
10. giine kadar subkutan olarak maruz birakilan yavru ratlarda, dogumdan sonraki 13.
giinde TSH seviyesinde degisim meydana gelmedigi ancak Ostrus donemindeki
eriskinlerde TSH diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir. Serum T4 diizeyinin, BPA’ nin 5 ve
500 pg/50 uL konsantrasyonlarinda azaldigi ancak serum T3 diizeylerinde herhangi bir
degisimin meydana gelmedigi belirlenmistir. Tirotropin saliverici hormon (TRH), TSHf3
ve TRH reseptor ekspresyonunun BPA maruziyeti sonrasinda anlamli farkliliklar
gostermedigi ifade edilmistir. BPA’nin 50 pg/50 uL dozunun, 6strus donemindeki erigkin
ratlardan izole edilen primer hipofiz hiicre kiiltiiriinde, TSH saliniminmi artirdig
gozlenmistir. Hiicrelerin BPA’ya 24 saatlik maruziyeti sonrasinda, bazal TSH diizeyinin
ve prolaktin saliniminin arttig1 ancak TRH’ye verilen yanitin azaldigi belirlenmistir. Elde
edilen veriler, BPA’ya neonatal donemde maruz kalmanin, 6strus donemindeki erigkin
ratlarin hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinda degisimler meydana getirdigi ayrica BPA’nin
hipofiz bezinden izole edilen primer hiicre kiiltiirinde, TSH salinimin1 degistirdigi
belirlenmistir (Fernandez ve ark., 2018).

BPA’ya (20 ve 40 pg/kg v.a./giin) dogumdan sonra 15. giinden 30. giine kadar
maruz birakilan yavru erkek albino ratlarda, serum T3 ile T4 seviyelerinin azaldigi, TSH
diizeyinin ise yiikseldigi bildirilmistir. Ayni1 zamanda, yavrularin serebrum ve

serebellumunda histpatolojik degisimlerin meydana geldigi belirlenmistir. BPA’ya



13

maruziyet sonrasinda, serebrum ile serebellumda oksidatif stres belirteclerinin
yiikseldigi, antioksidan savunma belirteglerinin ise diistiigii, gozlenmistir. Sonug olarak,
BPA tarafindan meydana getirilen hipotiroidi durumunun, yenidogan tiroid-beyin
aksinda, serbest radikal olusumu sonucunda bozulmalara yol actigi ve serebrum ile
serebellum gelisimini geciktirdigi bildirilmistir (Ahmed ve ark., 2018).

Yapilan bazi deneysel ¢aligmalarda ise BPA’ya perinatal ddonemde maruz kalma
sonrasinda tiroid hormon diizeylerinde anlamli degisimlerin meydana gelmedigi
bildirilmistir. Ornegin, BPA (0, 4 ve 40 mg/kg/v.a./giin)’ya gebeligin 6. giiniinden,
dogumdan 20 giin sonrasina kadar oral gavaj ile maruz birakilan ratlarin, erkek ve disi
yavrularinda T4 diizeylerinin degismedigi ve in vivo’da yapilan TSH uyarim testlerine
normal yanitin verildigi gézlenmistir. Dolayisiyla uterusta ve laktasyonal surecte BPA’ya
maruziyetin cinsiyete bagimli olmaksizin plazma T4 diizeylerini degistirmedigi
bildirilmistir (Kobayashi ve ark., 2005). Ferguson ver ark., (2011) ise yaptiklari
calismada, Sprague Dawley ratlarmi, BPA’nin 0, 2.5, ve 25.0 mg/kg/gun
konsatrasyonlarma gebeligin 6. gununden 21. glnlne kadar oral gavaj ile maruz
biraktiktan sonra, dogan yavrulari dogumdan 21 giin sonrasina kadar ayn1 BPA dozlarina
maruz birakmislardir. Maruziyet sonrasinda, yavrularda cinsiyet ayrimi olmaksizin serum
hormon seviyelerinin (T4 ve T3) degismedigi ifade edilmistir.

BPA’ya 50, 100 ve 200 mg/kg v.a. konsantrasyonlarda maruz birakilan erkek
ratlarda (Rattus novergicus), serum TSH ve T3 diizeylerinin degismedigi ancak serum T4
seviyesinin anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, BPA’ nin tiroid
dokusunda, vakuollii kolloid, parafolikiiler hiicrelerde kalinlagsma ve diizlesmis tirosit
formasyonu gibi histopatolojik degisimlere yol agtig1 gdzlenmistir (Alkalby, 2015).

BPA’nin 50 mg/kg/giin konsantrasyonuna 8 hafta boyunca oral gavaj ile maruz
birakilan erkek ratlarin tiroid bezinde, vakuollii folikiil hiicreler, kolloid liimenine dogru
epiteliyal dokilme ve folikiiller aras1 bosluklardaki kilcal damarlarda kongesyon gibi
histopatolojik degisimler belirlenmistir. BPA’nin kolloiddeki periyodik asit-Schiff
boyanmasini ve folikiil hiicrelerindeki Bcl-2 immunreaksiyonunu azalttigi gosterilmistir.
BPA’nin serum T3 ile T4 seviyelerinde anlamli azaliglara sebep oldugu, serum TSH
diizeyini ise artirdigi ifade edilmistir. BPA uygulamasi sonrasinda, 4 haftalik siire

icerisinde iyilesme silireci incelenen rat grubunda ise, BPA tarafindan olusturulan



14

histolojik ve biyokimyasal degisimlerin kismi olarak diizeldigi bildirilmistir (Manal ve
Ibrahim, 2019).

T4, tiroid bezi tarafindan iiretilen esas tiroid hormonudur. Bununla birlikte, tiroid
reseptoriiniin T3’e olan afinitesi, T4’den daha fazladir. Tip 1 ve tip 2 iyodotironin
deiyodinazlar, farkli dokularda preprohormon T4’{i, biyolojik olarak aktif olan T3’e
doniistiirtirler. Bir integral protein olan tip 1 deiyodinaz ratlarda baskin olarak, tiroid,
bobrek ve karacigerde eksprese edilir ve bu enzimin, T3 diizeylerinin devamlilig: ile
iliskili oldugu diisiiniiliir. Ote yandan tip 2 deiyodinaz, endoplazmik retikulum icerisinde
lokalize olur. Bu enzimin, hem plazma hem de hiicre i¢i T3 diizeyinin devamliliginin
saglanmasinda rol oynadig: diisiiniiliir. Tip 2 deiyodinaz esas olarak kahverengi adipoz
doku, hipotalamus ve hipofiz bezinde eksprese edilir. BPA’nin in vitro’da tip 1 ve tip 2
deiyodinaz aktivitelerini inhibe ettigi, in vivo’da ise hepatik tip 1 deiyodinaz aktivitesini
azalttigr ancak kahverengi yag dokusu tip 2 aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir.
Dolayisyla, BPA’nin tiroid hormon metabolizmasini etkileyebildigi ve tiroid hormon
uyarimini bozabildigi ifade edilmistir (Da Silva ve ark., 2019).

Zebra baliginda yapilan in vitro ve in vivo deneysel ¢alismalarda, BPA’nin tiroid
hormonlarinin sentezi ile iligkili genlerin ve tiroide 6zgii transkripsiyonel faktorlerin
ekspresyonunda degisimlere neden oldugu ve hipofiz-tiroid aksini etkileyebildigi
bildirilmistir (Gentilcore ve ark., 2013).

BPF ile BPS’nin zebra baliginda, T3 ve T4 seviyelerini arttirdig, tiroid gelisimi
(hhex ve tg), tiroid hormon transportu (ttr) ve metabolizmasi (ugtlab) ile iliskili genlerin
transkripsiyonunda degisimler meydana getirdikleri ve yumurta a¢iliminda gecikmeye
sebep olduklar1 bildirilmistir. Arastiricilar, BPA analoglarinin larval balikta tiroid
fonksiyonunu bozabildigini ve bu analoglarin tiroid hormon bozucu potansiyellerinin,
BPA’dan daha yiiksek olabilecegini belirtmislerdir (Lee ve ark., 2019).

Ergin zebra baligi, BPA ve BPS’ye maruz birakildiginda, sodyum iyot simport
tastyicisy, Tg ve TPO genlerinin, uygulama dozuna bagimli olarak pozitif ve negatif
diizenlenmeler gosterdikleri bildirilmistir. Yapilan molekiiler kenetlenme ¢alismalarinda
ise, tiroid transkripsiyon faktorleri, Pax 8 ve TFF1 ile BPA ve BPS arasinda, in silico
etkilesimler oldugu gosterilmistir. Elde edilen bulgularda, endustriyel alanlarda BPA
yerine glivenilir bir alternatif olarak diisiiniilen BPS’nin tiroid fonksiyonu tizerindeki

bozucu etkisinin, BPA ile ayni oldugu belirtilmistir (Berto-Junior ve ark., 2018).
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BPA’nin 20 ve 40 pg/kg v.a./glin dozlarina gebeligin 1. gilintinden 20. giiniine
kadar maruz birakilan gebe ratlarda ve bunlarin fétiislerinde, serum T4 ve T3 diizeylerinin
distiigli ve TSH diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir. Fotiislere ait tiroid bezlerinde,
fibroblast proliferasyonu, hiperplazi, luminal obliterasyon, 6dem ve dejenerasyon gibi
farkl1 histopatolojik degisimler meydana geldigi bildirilmistir. Belirlenen bu
olumsuzluklarin, fotal serum biiyliime hormonu, insiilin bitylime faktorii-1 ve adiponektin
seviyelerini baskiladigi, buna karsin; fotal serum leptin, insulin ve timor nekroz faktor-o
seviyelerini artirdig1 ifade edilmistir. Dolayisiyla BPA’ nin plesental bariyeri asabildigi
ve endokrin sistem ile yag metabolizmasini olumsuz etkileyerek fotal tiroid-adiponektin
aksin1 bozdugu, bildirilmistir (Ahmed, 2016).

BPA’ya oral gavaj ile 40 mg/kg v.a. konsantrasyonda maruz birakilan disi Wistar
albino ratlarin tiroidinde hidrojen peroksit (H202) olusumunun arttigi, tiroid iyot
almmimin ve TPO aktivitesinin ise azaldigi belirlenmistir. Yapilan histolojik
incelemelerde tiroid bezi igerisinde yassi epitel tabakasina sahip ve kalinlagsmisg
interfolikiiler bag dokusu ile ¢evrelenen ¢ok sayida hipoaktif folikiiliin varlig1 tespit
edilmistir. Maruziyet sonrasinda, serum T4 diizeyinde artisin oldugu, T3 diizeyinin
degismedigi ve hipofiz TSH-B mRNA seviyesinin azaldig bildirilmistir. Tiroid hiicreleri
(PCCL3), BPA’nin 10° M konsantrasyonuna maruz birakildiklarinda ise, in vivo’da
g6zlenen bulgulara paralel olarak, H202 diizeyinin yiikseldigi, sodyum iyot tastyici
mRNA seviyelerinin azaldigi, Duox2 mRNA seviyelerinin ise ylikseldigi belirlenmistir.
Hucrelerin bir antioksidan olan N-asetilsistein ile muamele edilmesi sonrasinda ise
BPA’nin sodyum iyot tasiyicisi iizerinde meydana getirdigi olumsuz etkinin 6nlendigi
ifade edilmistir. Sonu¢ olarak, BPA’nin tirositlerde reaktif oksijen tiirlerini artirarak
oksidatif hasara yol agtig1 ve tiroid problemlerine zemin hazirlayabilecegi belirtilmistir
(Da Silva ve ark., 2018).

Zhang ve ark. (2018), BPF ve BPS’nin, tiroid hormon uyarim yolaklar1 tizerindeki
engelleyici etkilerini, yaptiklari bir dizi in vitro ve in vivo ¢alisma ile ortaya koymuslardir.
Arastiricilar yaptiklart floresan kompetetif baglanma 6l¢iim deneyleri ile BPS ve
BPF’nin, BPA’ya benzer olarak, tiroid hormon reseptorleri (TRa ve TRp)’ne
baglanabildiklerini gostermislerdir ancak her iki bisfenoliin reseptorlere baglanma
potansiyelinin BPA’ya gore diisiik oldugunu (BPA > BPF > BPS) ifade etmislerdir.

Arastiricilar BPS ve BPF’nin tiroid hormon reseptorlerine baglanma potansiyellerini,
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yaptiklari molekiiler kenetlenme c¢aligmalarinda da belirlemislerdir. Bu ii¢ bisfenoliin,
T3’lin varliginda ve yoklugunda, agonistik etkilesimler gosterdikleri ifade etmislerdir.
BPA, BPF ve BPS’nin, tiroid hormon bagimli GH3 hiicre proliferasyonunu uyardiklari
ancak BPA ile BPF’nin, T3 varliginda T3 uyarimini inhibe ettiklerini belirlemislerdir.
Pelophylax nigromaculatus iribaslarinda yaptiklari in vivo ¢alismalarda ise, her bisfenol
tipinin T3’e benzer olarak, tiroid hormon yanit gen transkripsiyonunu uyardigin ifade
etmislerdir. Sonug olarak, BPF ve BPS’nin BPA’ya benzer olarak, tiroid hormon uyarim
yolaklarini engelleme potansiyeline sahip olduklarini, bunu da T3 yoksunlugunda tiroid
hormon uyarimini aktive ederek, tiroid hormonlarinin varliginda ve belirli kosullar
altinda ise agonistik ve antagonistik etkiler ile meydana getirerek gerceklestirdikleri,
rapor edilmistir.

Rat hipofiz hicreleri (GH3) ve tiroid folikdl hicreleri (FRTL-5) ile yapilan in
vitro ¢alismalarda BPA analoglarinin, BPA’ya benzer olarak, GH3 hiicrelerinde tiroid
uyarict hormon, tiroid hormon reseptorleri (o ve B) ve deiyodinaz (tip 1 ve tip 2)
genlerinde anlamli azalislara neden olduklari, bildirilmistir. Hatta bazi1 analoglarin (BPF,
BPM ve BPZ) BPA’dan daha giiclii potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir. FRTL-5
hicrelerinde ise, hormon sentezinden sorumlu olan genlerin (tiroid hormon reseptérd,
pax8, nkx2.1, NIS, Tg ve TPO) transkripsiyon seviyelerinin BPA analoglarina (6zellikle
BPS) maruziyet sonrasinda 1.5 kat daha fazla artis gosterdikleri bildirilmistir.
Aragtiricilar gen diizenlenmesi {izerine olan etkilerin hiicre hattina gore farklilik
gosterdigini tespit etmislerdir. BPA analoglarinin, tiroid diizenlenmesini ve tiroid hormon
sentezini BPA’ya gore daha diisiikk konsantrasyonlarda etkileyerek, tiroid hormon
homeostazisini bozabildikleri ifade edilmistir (Lee ve ark., 2017).

FRTL-5 hiicrelerinin kullanildig: farkli bir ¢alismada ise BPA’ nin hiicrelere iyot
almmmini azalttigi ve ratdan izole edilen tiroid mikrozomlarinda TPO aktivitesini
diistirdiigii belirlenmistir. BPA’nin ayn1 zamanda tiroid hormon sentezinde rol oynayan
genlerin (Slc5a5, Tpo ve Tgo) ve transkripsiyon faktor genlerinin (Pax8, Foxel ve Nkx2-
1), transkripsiyonel ekspresyon seviyelerinde degisimlere neden oldugu bildirilmistir
(Wu ve ark., 2016).

Halojenli fenolik bilesiklerin (3,3°,5-triklorobisfenol A, 3,3’,5,5’- TCBPA, 3,5-
diklorobisfenol A, 3-klorobisfenol A), Xenopus laevis’ten saflastirilan TTR ile

etkilesebildikleri bildirilmistir. Bu etkilesimin, tiroid hormon reseptorii B nin ligand
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baglanma bdlgesi ile olan etkilesime kiyasla daha gii¢lii oldugu ifade edilmistir. Bununla
birlikte, 3,3’,5-triklorobisfenol A ile 2,4,6-tiriyodobisfenol’in, T3 antagonistleri
olduklar1 belirlenmistir. Dolayisiyla fenolik bilesiklerin, hiicre i¢i T3 uyarim yolakini
bozabilecekleri ifade edilmistir (Kudo ve Yamauchi, 2005).

Marchesini ve ark. (2008), biyosensor tabanli ol¢lim yoOntemine dayanan
calismalarinda, BPA’nin TTR’ye olan afinitesinin inaktif oldugunu ancak halojenli BPA
tirevleri olan TCBPA ile TBBPA’'nmn TTR’ye glcli afinite gosterdiklerini
bildirmislerdir. Ote yandan, hem TCBPA nin ile TBBPA ’nin TBG’ye olan aktivitelerinin
inaktif oldugunu belirtmislerdir.

Cao ve ark. (2011), BPA’nin tiroid hormon tasiyici proteinlere (insan serum
albumin, TTR ve TBG’ye) baglanma afinitesinin T3 den daha diisiik, T4’¢ gore ise ¢ok
daha diisiik oldugunu, bildirmislerdir. Arastircilarin, insan plazmasinda belirledikleri
BPA seviyelerinin ise T4 transportunu engelleyecek yeterli diizeyde olmadigini, ifade
etmislerdir.

Bisfenol analoglarinin, TBG ve TRa ile polar ve hidrofobik etkilesimler meydana
getirebildikleri bildirilmistir. Bunlarin yapisal baglanma 6zelliklerindeki benzerliklerinin
ise, tiroid hormon uyarimi ve taginimindaki endokrin bozucu etkilerin kaynagi olabilecegi
ileri siiriilmistiir (Beg ve Sheikh, 2020).

Rat hipofiz timér GH3 hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilen raportdr gen
Ol¢timiine dayali in vitro bir ¢alismada, BPA ve halojenli tirevlerinin (TBBPA ve
TCBPA), 1 uM konsantrasyona kadar, zayif agonistik etki gosterdikleri, 5 puM {istiindeki
konsantrasyonlarda ise antagonistik etkiye sahip olduklar1 bildirilmistir. Bu bisfenollerin
ek olarak, tiroid hormon reseptorii araciligi ile meydana getirilen etkileri bozabilecek
potansiyele sahip olduklar1 ifade edilmistir (Freitas ve ark., 2011). Farkli bir hiicre hatti
(CV1) kullanilarak gerceklestirilen ve yine raportdr gen Ol¢iimiine dayali baska bir
calismada da BPA’nin 10° M gibi diisiik bir konsantrasyonda bile, tiroid hormon
reseptoriinil inhibe ettigi bildirilmistir (Sheng ve ark., 2012).

BPS ve analoglarinin tiroid bezi iizerindeki endokrin bozucu etkisini, in vivo’da,
in vitro’da ve molekiler dinamik similasyon yontemleri ile arastiran Lu ve ark. (2018),
BPS, tetrabromobisfenol S, TBBPA ve BPA’nin TR i¢in antagonistik etki potansiyeline

sahip olduklarini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda, BPS ve analoglarinin zebra balig1
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embriyolarinda, TRA geninin mRNA ekspresyon seviyesini, anlamli bir sekilde
degistirdigi, ifade edilmistir.

BPF’ye, dollenmenin 2. saatinden itibaren baglayarak 144. saate kadar, 0.2, 2, 20
ve 200 mg/L konsantrasyonlarda maruz birakilan zebra baligi (Danio rerio)
embriyolarinda, tiim viicut T3 ile T4 igeriginde degisimlerin meydana geldigi ve T3/T4
oranmnin arttigi gozlenmistir. TSH igeriginin ise BPF maruziyeti sonrasinda
konsantrasyona bagimli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir. Deiyodinaz (dio2) gen
transkripsiyonunun BPF etkisi ile arttigi, boyle bir etkinin ise yiikselen T3 igerigini
azaltmaya yonelik olabilecegi ifade edilmistir. Tiroid hormon diizenlenmesi ve sentezi ile
iliskili olan genlerin (crh, nis ve tg) transkripsiyonundaki artiglarin ise azalmis olan T4
igerigini kompanse edici bir mekanizma olarak meydana gelebilecegi, belirtilmistir. Ote
yandan, tiroid hormon transportu ile iligkili proteini kodlayan genin (ttr) , BPF’ye
maruziyet sonrasinda transkripsiyonel olarak baskilandigi, bildirilmistir. Sonug olarak
BPF’nin, zebra baligi embriyo/larvalarinda, hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi ile ilgili
genlerin transkripsiyonunu degistirdigi ve tiroid sisteminde endokrin bozuluma sebep
oldugu, tespit edilmistir (Huang ve ark., 2016).

BPS’nin 1, 3, 10 ve 30 pug/L konsntrasyonlarina, ddéllenmenin 2. saatinden
dollenmenin 168. saatine kadar, maruz birakilan zebra baligi (Danio rerio) larvalarinda
T4 ve T3 seviyelerinin, sirasiyla 10 ile 30 pg/L konsantrasyonlarda anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir. TSH diizeyinin ise aynt BPS konsantrasyonlarinda arttigi
gozlenmistir. Kortikotropin saliverici hormon (crh9 ve Tg) genlerinin  mRNA
ekspresyonunun 10 ile 30 pg/L konsantrasyonlarda, doza bagli bir sekilde arttig
bildirilmistir. Tiroid gelisimi (pax8) ve tiroid hormon sentezi (sodyum iyodiir tasiyici ve
slc5a5) ile iliskili genlerin transkripsiyonunun, BPS’nin 30 pg/L konsantrasyonunda
arttig1, ifade edilmistir. Ote yandan, BPS’nin tiroid hormon metabolizmasi ile ilgili
genlerin (deiyodinazlar (1 ve 2) ve Uridindifosfat glukoronosiltransferaz (ugtlab))
ekspresyonlarinda artisa neden oldugu ve bu artiglarin degisen tiroid hormon seviyeleri
ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. TTR gen transkriptinin BPS’nin 3 pg/L ve isti
konsantrasyonlarda azaldigi, TRa ve TR ile deiyodinaz 3 (dio39) mRNA duzeylerinin
ise degismedigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak, BPS’nin zebra balig1 larvalarinda tiroid

hormon ve TSH diizeylerini degistirdigi, hipotalamus-hipofiz-tiroid aks ile ilgili genlerin
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ekspresyon profillerinde degisikliklere yol ac¢tigt ve tiroid endokrin bozulumunu

hizlandirdig: bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017).

2.6. Apoptoz

Apoptoz, hiicresel bir intihar seklidir ¢iinkii 6liim hiicrenin kendi i¢indeki aktif
stireclerin uyarilmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Apoptoza giden hiicrede, yapisal ve
biyokimyasal olarak hizli degisimler meydana gelir. Apoptoz morfolojik olarak
marjinasyon, niiklear kromatinin kondensasyonu (piknoz), sitoplazmik biizigme, niiklear
fragmentasyon ve plazma mebraninda bleb olusumu ile karakterize edilir. Apoptotik
hlicre bir miiddet sonra ‘apoptotik cisimler’ adi1 verilen kisimlara ayrilir. Bu kisimlar;
organelleri, nukleus kisimlarini ve hiicre artiklarini igeren paketlerdir. Apoptotik cisimler,
kendilerine komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve apoptoza giden hcre
fagosite edilir (Orrenius ve ark., 2011).

Apoptozun en karakteristik biyokimyasal 6zelliklerinden biri DNA’nin
interniikleozomal bélgelerden, Ca?*/Mg?" bagimli endoniikleaz aktivitesi sonucunda
dizenli olarak kesilmesi ve neticede 180-200 baz ¢ifti biyiikligiinde DNA
fragmentlerinin olugsmasidir (Schwartzman ve Cidlowski, 1993). Endontikleaz aktivitesi
ile meydana gelen bu DNA kiriklarinin 3’-OH uglari, terminal transferaz enzimi ile
isaretlendikten sonra isaretli bolgelerin biyotin-avidin-peroksidaz teknigi ile boyanmasi
(TUNEL boyama), apoptotik hticrelerin histolojik kesitlerde ve tek hiicre seviyesinde
incelenmesine olanak verir (Gavrieli ve ark., 1992). Apoptotik hticrelerin belirlenmesinde

kullanilan bu yontem, hassas ve spesifik bir metoddur (Kylarova ve ark., 2002).

Kimyasal toksisitesinin farkli 61iim yollar1 ile iligkisi bulunsa da, farkl tipteki ¢ok
sayida kimyasal ajanin toksik etkisini, apoptozu uyarma yolu ile ortaya c¢ikardigi
bildirilmistir (Orrenius ve ark., 2011). Ornegin gevrede bir kirletici olarak genis yayilim
gosteren hekzaklorobenzenin, disi Wistar albino ratlarin tiroid folikiil hiicrelerinde,
TUNEL-pozitif (apoptotik) hiicrelerin miktarin1 artirdigi, belirlenmistir (Chiappini ve
ark., 2009). Toksik etkili kimyasallar disinda, guatr (Tamura ve ark., 1998), sepsis (Lin
ve ark., 2016) ve iyonize radyasyon (Matsuu-Matsuyama ve ark., 2015) gibi faktorler de
tiroid folikdl hiicre apoptozunu uyarabilmektedir.
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2.7. Prolifere Olan Hucre Cekirdek Antijeni

Prolifere olan hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA), hiicre siklusunun S sathasi i¢in
esansiyel olan ve evrimsel acidan yiliksek derecede korunmus bir molekiildiir. Bu
molekdl, hicre siklusunun ge¢ G1 ve S fazlarinda sentezlenen bir polimeraz delta
aksesuar proteinidir. PCNA, aktif olarak replike olan veya cogalan hiicreler igin bir
belirte¢ olup, bu hiicrelerin parafin kesitlerde incelenmesine iligkin bilgi sunar (Wolf ve
Dittrich, 1992; Casasco ve ark.,1993). Ostrojen ve tamoksifene maruz birakilan ratlarin
tiroid folikiil hiicrelerinde PCNA indeks degerlerinin yiikseldigi dolayisiyla bunlarin
tiroid Gzerinde proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Araujo ve ark., 2006). Bromdre
igme suyu ile maruz birakilan ratlarda, PCNA-pozitif tiroid folikil hucre indeksinin
yiikseldigi ve bu durumun parenkimatik guatri temsil eden bir degisiklik olabilecegi ifade
edilmistir (Velicky ve ark., 1997). Potasyum dikromat ile hipotiroidi olusturulan erkek
ratlarda ise, PCNA-pozitif tiroid folikil hiicre sayisinin arttig1 ancak bu etkinin kurkumin
tarafindan azaltildig1 bildirilmistir (Aboul-Fotouh ve ark., 2018).

Mikrozomal enzim uyaricilart olan fenobarbital ve pregnenolon-16a-karbonitril,
T4’Un biyotransformasyonu ile eliminasyonunu artirarak ve serum TSH diizeyinde artisa
yol agarak, tiroid folikiil hiicre proliferasyonunu artirirlar. Ote yandan, serum TSH
diizeyinde artisa neden olmayan mikrozomal enzim uyaricilart 3-metilkolantern ile
Aroklor 1254 (PCB)’ln, folikll hucre proliferasyonunda artisa neden olmadiklari
bildirilmistir. Fenobarbital ve pregnenolon-16a-karbonitril tarafindan olusturulan TSH
diizeyindeki kiigiik artiglarin, tiroid folikiil hiicre proliferasyonunda anlamli artislara
sebep olduklar1 halde total tiroid folikiil hiicre miktarinda anlamli artislar meydana

getirmedikleri ifade edilmistir (Hood ve ark., 1999a).

2.8. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, son yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran atom veya molekiil olarak tanimlanirlar. Bunlar, eslenmemis elektrona sahip
olduklarindan dolayi kararsiz yapidadirlar ve diger maddeler ile reaksiyona girerek kararli

duruma ge¢me egilimi gosterirler. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen tiirevli olabilirler.
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Reaktif oksijen tlrleri (ROS) icin stiperoksit, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil
radikalleri 6rnek olarak verilebilir. Reaktif nitrojen turlerini ise nitrik oksit ve nitrojen
dioksit olusturur. Serbest radikaller, endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan olusturulur.
En 6nemli endojen kaynak, mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport
sistemi tarafindan katalize edilen oksijenlerin, serbest radikalleri yan urtin olarak
tiretmesidir. Eksojen kaynaklar ise ultraviyole isinlar, radyasyon ve ¢evrede bulunan
kimyasal maddelerdir. Miktarlarinin artmasi1 durumunda canlida, lipitler, proteinler ve
niikleik asitler iizerinde yapisal bozukluklara neden olarak, zararh etkilere yol agabilirler
(Karabulut ve Gulay, 2016a).

Antioksidan maddeler, hicrelerdeki protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi
okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu dénleyen veya geciktiren maddeler olarak
tamimlanirlar (Cavdar ve ark., 1997). Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak Uzere iki
grup altinda siniflandirilirlar. Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar igerir. Enzimatik olan endojen antioksidanlar i¢cin SOD, CAT, GPx ve
glutatyon rediiktaz (GR) 0©rnek olarak verilebilir. Enzimatik olmayan endojen
antioksidanlar ise glutatyon, melatonin, drik asit, bilurubin, albimin, koenzim Q10,
selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin gibi maddelerden olusur. Eksojen
kaynakl1 antioksidanlar; vitamin eksojen antioksidanlar (6rnegin; a-Tokoferol (vitamin
E), B-karoten (vitamin A), askorbik asit (vitamin C) ve folik asit (vitamin B9)) ve ilag
olarak kullanilan eksojen antioksidanlar (6rnegin; ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH
oksidaz inhibitorleri, rekombinant SOD, Trolox-C (vitamin E analogu), GPx aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein, enzimatik olmayan serbest radikal toplayicilar (mannitol,
albimin), sitokinler (TNF ve IL-1) ve demir selatorleri) olmak iizere iki grupta
siniflandirilir. Insan ve diger organizmalarin viicudunda oksidanlar ile antioksidanlar
denge halinde bulunur. Bu dengenin bozulmasi sonucunda artan oksidatif stres,
kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar, solunum ve bosaltim
bozukluklari, kanser, diabet, yaslanma, sperm fonksiyon bozuklugu ve infertilite gibi

bir¢ok rahatsizligin ortaya ¢ikabilme ihtimalini arttirir (Karabulut ve Giilay, 2016b).
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2.9. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, bir BPA analogu olan BPS’nin Wistar albino erkek ratlarin tiroid
bezi tizerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
Bu amag dogrultusunda;
BPS’nin, tiroid bezinde meydana getirdigi histopatolojik degisimler,
BPS’nin, serum TSH, serum serbest T4 ve T3 seviyeleri tizerindeki etkisi,

BPS’nin, tiroid folikdl hiicre proliferasyonu ile apoptozu tzerindeki etkileri ve

M w0 np e

BPS’nin, tiroid bezinde antioksidan sistem goOstergeleri Uzerindeki etkisi

arastirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvam

Calismada agirliklar1 180-245 g olan 2-3 aylik, toplam 28 adet, Wistar albino ki
erkek rat kullamildi. Ratlar, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden temin edildi. Ratlar, deney siiresince, ortalama 25 °C sicaklikta
ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k periyodu altinda barindirild1 ve standart plastik
kaplarda ad libitum (istenildigi kadar) olarak beslenmeleri saglandi. Deneyler, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Deneyler sirasinda meydana gelebilecek olumsuzluklarin en aza
indirilmesi i¢in gerekli olan biitliin 6nlemler alindi. Calisma siiresince, Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'nde belirtilen kurallara
riayet edildi. Bu tez ¢alismasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu (VAN YUHADYEK) tarafindan onaylanmistir (Karar no: 2022/05-19).

3.2. Calismada Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar sirasiyla, Cizelge 3.1 ve Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Marka Model
Rotari mikrotom Microm GmbH H315
Mikroskop Leica DMI 6100B
Mikroplaka okuyucu DAS A3
Spektrofotometre Shimadzu UV/VIS 1201
Spektrofotometre A&E LAB UV/VIS AE-S90-1D
Ultrasonik homojenizatér Bandelin Electronic GmbH &Co KG  Bandelin Sonopuls, HD 2070
pH metre Sartorius PB-11
Manyetik karistirici Heidolph MR 3001
Vorteks Heidolph Reax Top Q04
Hassas terazi Sartorius ED 224S
Sterilizator Sanyo MOV-212S
Buzdolab1 Beko BK 9330 NF
Derin dondurucu Beko BK 7971 DF

Su banyosu - -
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kit ve kimyasallarin listesi

Kimyasal/Sarf Marka Katalog numarasi
Bisfenol S (BPS;  Bis-(4-hidroksifenil)-sulfon

Acros Organics, New

(sinonim: 4,4’-Sulfonildifenol), Ci2H1004S, saflik: 146915000
%99.7,) Jersey, ABD
TUNEL Kit Calbiochem, Merck QIA33

(TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit )
Immunohistokimya kiti

(Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detetion Abcam ab236466
Kit-Micropolymer)

Invitrogen, Thermo

PCNA primer antikoru (PC10) Fisher Scientific 13-3900
Glutatyon peroksidaz kiti Randox-Ransel RS505
Siiperoksit dismutaz kiti Randox-Ransod SD125
GSH (Redukte Glutatyon) Sigma-Aldrich G4251
CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) Fluka 24440
DTNB (5,5’-ditiyobis-2nitrobenzoik asit) Sigma D8130
Etanol (% 99.9) Merck 1.00983
Fosfat tuz tamponu (PBS) Sigma P4417
S1gir serum albumin Fluka 05471
Coomasie Brillant G Applichem A3480
1,1,3,3-Tetraetoksipropan Aldrich T9889
2-Tiyobarbiturik asit Merck 1.08180
Trikloroasedik asit Merck 1.00810
H>0> Merck 1.08597
KH2PO4 Merck 1.04873
Na;HPO,4 Sigma-Aldrich 71640
NaH2PO, Fluka 71496
NaCl Merck 1.06404
Sodyum sitrat tribazik dihidrat Sigma S4641

3.3. Deneysel Dizayn

Her grupta yedi (7) adet rat olacak sekilde, toplam dort (4) deney grubu
olusturuldu. Ratlar gruplara rastgele olarak dagitildi. Deneysel uygulamalar, toplam 28
giin siire ile gergeklestirildi. Test kimyasali olan bisfenol S (BPS; Bis-(4-hidroksifenil)-
sulfon (sinonim: 4,4'-Sulfonildifenol), C12H1004S, saflik: %99.7, kod: 146915000, Acros
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Organics, New Jersey, ABD) nin, etanol-zeytinyagi karisimi (1:4 v/v) i¢erisinde tamamen
cozlinmesi sagland1 (Pal ve ark., 2017; Da Silva ve ark., 2018). Hayvanlara oral gavaj ile
giinliik olarak uygulanan BPS konsantrasyonlari, Higashihara ve ark. (2007), Pal ve ark.
(2017) ve Da Silva ve ark. (2018)’nin bisfenoller ile yapmis olduklari ¢aligmalara gére
belirlendi. Toplam yirmi sekiz giin siiren ¢alismadaki deney gruplart asagida
belirtilmistir:

Grup I: Kontrol grubu hayvanlarini (n = 7) igeren ve sadece test kimyasalinin
¢Oziindiigl etanol-zeytinyagi karigimi (1:4 v/v)’nin hayvanlara giinliik olarak oral gavaj
yolu ile verildigi gruptur. Gruptaki hayvanlarin deney siiresince standart yem ve su ile ad
libitum olarak beslenmeleri saglandi.

Grup Il: Her hayvanin viicut agirhgina gore BPS’nin 20 mgkg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile gilinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki
hayvanlarin (n = 7) deney siiresince standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri
saglandi.

Grup Ill: Her hayvanin viicut agirligmma goére BPS’nin 100 mg/kg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile gilinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki
hayvanlarin (n = 7) deney sliresince standart yem ve su ile ad /ibitum olarak beslenmeleri
saglandi.

Grup 1V: Her hayvanin viicut agirligma goére BPS’nin 500 mgkg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile gilinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki
hayvanlarin (n = 7) deney siiresince standart yem ve su ile ad libitum oOlarak beslenmeleri

saglandi.

3.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney siiresinin tamamlanmasindan hemen sonra ratlar, ketamin/ksilazin karigimi
ile anestezi edildi. Hayvanlarin kalbinden enjektor ile alinan kan 6rnekleri, biyokimyasal
analizler i¢in biyokimya tliplerine alindi. Daha sonra, her hayvanin tiroid bezinin bir lobu
histolojik incelemeler i¢in, diger lobu ise antioksidan indikatorlerin Ol¢limii igin

dikkatlice ¢ikartildi.
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3.5. Histolojik Prosedirler

Hayvanlardan cikartilan tiroid dokulari, % 10’luk nétral tamponlu formaldehit
fiksatifi ile 24 saat tespit edildi. Tespit edilen dokular, fosfat tuz tamponu (PBS; 0.01 M,
pH: 7.4) ile yikandiktan sonra dereceli etanol (% 70, % 80, % 96 ve absolii) serilerinden
gecirilerek, dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilende seffaflastirilarak parafine
gomiildii. Parafin bloklardan Rotary mikrotom ile alinan 5 um kalinligindaki kesitler,
adeziv kapli lamlara aktarildi. Kesitler rutin histolojik incelemeler i¢in, Hematoksilen ve
Eozin (H&E) ile boyandi. BPS uygulanan hayvanlarin tiroid dokusunda meydana gelen
histopatolojik degisimler, Hadie ve ark. (2012), Abd El-Twab ve Abdul-Hamid (2016), ve
Bréndli-Baiocco ve ark. (2018)’e gore belirlendi. Daha sonra kesitlerden, kamera

atacmanli mikroskop (Cizelge 3.1) kullanilarak, uygun biiyiitmede, fotograflar ¢ekildi.

3.6. PCNA immun Boyamasi

Tiroid bezinden alinan kesitlerde (5 um) prolifere olan hiicrelerin isaretlenmesi
Icin immunohistokimya yontemi tercih edildi. Bu yontem, spesifik bir “PCNA primer
antikoru” ve avidin-biyotin mikropolimer isaretleme sistemine gore calisan ticari bir
“immunohistokimya kiti” kullanilarak gerceklestirildi (Cizelge 3.2). Immun boyama kit
protokollerine uyularak yapildi. Kesitler, deparafinize ve rehidrate edildikten sonra,
Immunohistokimya kiti iginde bulunan H20O2 soliisyonu ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildi. Bu sekilde dokudaki endojen peroksidaz aktivitesinin inaktif hale getirilmesi
saglandi. Kesitler TBS ile yikandikdan sonra, bu kez kit igerisinde mevcut olan protein
bloke edici soliisyon damlatildi ve dokudaki proteinlerin bloke edilmesi gerceklestirildi.
Daha sonra kesitler, igerisinde % 1 oraninda sigir serum albiimin (BSA) bulunan TBS ile
1:400 oraninda sulandirilmig olan PCNA primer antikoru (Cizelge 3.2) ile oda
sicakliginda 2 saat, inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon, kesitlerin kurumamasi igin, nemli
oda igerisinde gergeklestirildi. Kesitler, TBS ile birka¢ defa yikandiktan sonra kitin
komplement soliisyonu ile inkiibe edildi. TBS ile tekrar yikanan kesitlere bu kez, HRP-
konjugati uygulandi. HRP-konjugat ile inkiibe edilen kesitler, TBS ile birka¢ kez
yikandiktan sonra DAB kromojen soliisyonu ile muamele edildi ve prolifere olan (PCNA

pozitif) hiicrelerin kahverengiye boyanmasi gergeklesene kadar bu hiicrelerin
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boyanmalar1 (1-3 dk) saglandi. Zemin boyamasi Mayer’in hematoksilen boyas1 ile
yapildi. Lamlar dereceli etanolden (%95, %100) ve ksilenden gecirilerek Entellan ile
kapatildi. Negatif kontrol kesitlerinde, primer antikor yerine TBS kondu. Preparatlar

mikroskop ile incelenerek fotograflari ¢ekildi.

3.7. TUNEL Boyama

Tiroid dokusundan alinan 5 pum kalinligindaki histolojik kesitlerde apoptotik
hiicrelerin (par¢ali DNA’ya sahip olan hucreler) isaretlenmesi i¢in TUNEL yo6ntemi
kullanildi. TUNEL boyamasi, ticari bir kit (Cizelge 3.2) kullanilarak ve bu kitin
protokollerine uyularak gergeklestirildi. Dokulardan alinan kesitler (5 pum) silan kaph
adheziv lamlara aktarildiktan sonra, deparafinize ve rehidrate edildi. Kesitler daha sonra
tris tuz tapmonu (TBS; 20 mM Tris 140 mM NaCl, pH: 7.6) ile yikand1 ve proteinaz K
(10 mM Tris icinde 2 mg/mL, pH: 8.0) ile oda sicakliginda 20 dakika (dk) inkibe edilerek
dokunun permeabilizasyonu saglandi. TBS ile yikanan kesitler, metanol ile hazirlanan
%3’lik H20:> ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesi inaktif hale getirildi. TBS ile yikamadan sonra kesitler, TdT tamponu ile oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Kesitler daha sonra TBS ile yikanmaksizin, biyotin ile
isaretlenmis deoksiniikleotid ve enzim (TdT) karisimi (3 pL enzim + 57 uL TdT
isaretleme karisimi) ile 37 °C’de ve nemli ortamda 90 dk boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, doku kesitleri durdurma (stop) tamponu (0.5 M
EDTA, pH:8) ile muamele edilerek reaksiyon durduruldu. TBS ile yitkamanin ardindan
kesitler, bloke edici tampon ile 10 dk. inkUbe edildi. Kesitlerden bloke edici tampon, TBS
ile uzaklastirildiktan sonra iizerlerine sulandirilmis konjugat karisimi (%4’liikk BSA ile
1:50 oraninda sulandirilan streptavidin peroksidaz konjugati) damlatildi ve kesitler oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Kesitler TBS ile yikandiktan sonra, 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) solusyonu ile muamele edilerek, kahverengi renk olusumu
gozleninceye kadar beklendi. Daha sonra lamlar distile su ile yikandi ve sonrasinda %
0.3’liik metil yesili ile zemin boyamas1 yapildi. Son olarak kesitler, etanol ve ksilol
serilerinden gecirildi ve Kanada balsami ile kapatildi. Boyama, pozitif ve negatif kontrol
boyamalar1 ile test edildi. Pozitif kontrol boyamasinda kesitler, proteinaz K

uygulamasindan sonra, DNaz I (TBS ile hazirlanan ImM MgSOg iginde) ile inklbe edildi
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(oda sicakliginda 20 dk). Negatif kontrol boyamasinda ise, isaretleme karisimina TdT
enziminin yerine bidistile su konuldu. Diger basamaklar her iki kontrol kesitinde yukarida
tarif edildigi gibi gergeklestirildi. Preparatlar, mikroskop (Leica DMI 6000B model) ile

incelenerek goriintiileri alindi.

3.8. Apoptotik ve Prolifere Olan Hiicrelerin Sayim

Her bireye ait TUNEL ve immunohistokimya yontemleri ile boyanmis tiroid
kesitlerinden, birbirinden farkli en az 10 farkli sahada ve 400% biiyiitmede, mikroskop ile
baglantili bir kamera (Leica DFC490, Leica Microsystems) kullanilarak, fotograflar
cekildi. Her iki boyama i¢in ¢ekilen fotograflar https://imagej.nih.gov/ij/download.html
internet adresinden indirilebilen, Imagel 1.46 yazilimina aktarildi. Cekilen fotograflarda
daha sonra, yazilimin “hiicre sayic1” eklentisi kullanilarak, hiicre sayimi gergeklestirildi.
Hiicre sayimlar1 asagida kisaca 6zetlenmistir:

Bir bireye ait tiroid kesitinin en az 10 farkli sahasinda yer alan tiroid
folikiillerindeki TUNEL/PCNA-pozitif ve TUNEL/PCNA-negatif hiicrelerin sayimi
yapildi. Daha sonra sayimin yapildigi her saha igin apoptotik indeks (Al) ve proliferasyon
indeks (PI) degerleri, asagida verilen esitliklere (sirasiyla 3.8.1 ve 3.8.2) gore, hesaplandi.
Al ve PI degerlerinin belirlenmesi i¢in, bir bireye ait toplamda en az 600 folikiil hiicresi

sayildi.

Al = [Alanda sayilan TUNEL pozitif hiicre sayis1 + Toplam hiicre sayis1 (negatif
+ pozitif)] x100 (3.8.1)

Pl = [Alanda sayillan PCNA pozitif hiicre sayist + Toplam hiicre sayis1 (negatif +
pozitif)] x100 (3.8.2)

Her bireye ait en az 10 farkli sahadan elde edilen Al ve PI degerlerinin ortalamalari
alinarak, bireyler i¢in Al ve PI degerleri elde edildi. Bu degerler daha sonra, istatistiksel
analizler i¢in kullanild1 (Matsuu-Matsuyama ve ark., 2015; Iglesias-Osma ve ark., 2019).

Sonuglar, “%” olarak ifade edildi.
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3.9. Serum Hormon Seviyeleri

Serum TSH, serbest T4 ve T3 seviyeleri, kemoliininesent mikropartikiil immun
Olclim yontemine gore ¢alisan kitler kullanilarak, Architect 14000 SR otoanalizér cihazi
(Abbot Diagnostics Inc., lllinois, ABD)’nda belirlendi. Sonuglar, TSH i¢in pLU/mL,
serbest T4 i¢in ng/mL ve serbest T3 i¢in pg/mL olarak ifade edildi.

3.10. Antioksidan Savunma Sistemi Belirteclerinin Tayini

3.10.1. Doku homojenizasyonu

Derin dondurucuda saklanan tiroid dokulari, homojenizasyon Oncesinde
cikartilarak erimeleri saglandi. Daha sonra, dokular PBS (pH: 7.4) ile ultrasonik
parcalayici kullanilarak, 2.5 dk. boyunca, homojenize edildi. Homojenatlar, 15000 x g’de
20 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alinarak, tiiplere aktarildi. Yapilan
bu islemlerin hepsi, +4 °C veya buz lizerinde gergeklestirildi. Elde edilen siipernatantlar,
antioksidan savunma sistemi belirteglerinin analizleri ve total protein tayini i¢in -20 °C’de

saklandi.

3.10.2. Total protein tayini

Antioksidan savunma sistemi parametrelerinin mg protein cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in, her drnege ait siipernatantta, total protein tayini yapildi. Total protein
konsantrasyonu, Bradford, (1976) metoduna gére, BSA nin standart olarak kullanilmasi
ile belirlendi. Bradford metodu, proteine baglanan Coomasie Blue G boya reaktifinin, 595
nm dalga boyundaki maksimum absorpsiyonunun, spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine
dayanir.

Ayrraglar:

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5%): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL absolii
etanol ve 100 mL ortofosforik asit (%85) icerisinde ¢oziiliir. Soliisyon distile su ile 200

mL’ye tamamalanir ve filtre edilir.
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2. Bradford solusyonu (1x): Yukarida hazirlanan soliisyonun, distile su ile 1:5
oraninda sulandirilmasi ile hazirlanir.

Yontem: Standartlar hazirlanmadan 6nce 10 mg/mL stok BSA hazirlandi. Stoktan
seri sulandirmalar yapilarak 0.05 ile 1.20 mg/30 pL araliginda 7 adet standart olusturuldu.
Ornek, kor ve standartlar Bradford soliisyonu ile muamele edildikten sonra, 20 dk
boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Spektrofotometre kore karsi sifirlandiktan sonra,
ornek ve standartlarin absorbansi, 595 nm dalga boyunda 6lgiildii. Standartlara karsilik
gelen absorbans degerlerine dayali olarak standart egri (Sekil 3.1) olusturuldu.
Orneklerdeki total protein konsantrasyonu egriye ait fonksiyon kullanilarak belirlendi.

Sonuglar mg/mL protein olarak ifade edildi.

0,35
= 03 - y = 0,4487x - 0,0051
b R2=0,9947
8 025
B
g 02
2 0,15
8
/~ 0,1
=
£ 0,05
0 : ,
0 0,2 0.4 0.6 0.8
Absorbans (595 nm A)

Sekil 3.1. Protein standart egrisi

3.10.3. Superoksit dismutaz aktivitesi tayini

Prensip: SOD, oksidatif enerji basamaginda iiretilen, toksik siiperoksit radikalinin
(O2*"), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijen (O2) dismutasyonunu hizlandirir.
Olgiim yonteminde, ksantin ve ksantin oksidaz kullamlarak olusturulan siiperoksit
radikali, INT ile reaksiyona girer ve kirmizi formazan boya formu meydana getirir. SOD

aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesinin 505 nm’de spektrofotometrik olarak
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dlgiilmesi ile belirlenir. Olgiimde bir {inite SOD, INT’nin indirgenmesinin %50’lik

inhibisyonunu gergeklestirir (Suttle ve McMurray, 1983).

Ksantin Ksantin Oksidaz _y,  Jrik Asit + Q2®~

INT O2°~ | Formazan boyasi veya

02 +0* +2H" — 300 H;0,+0:

Yoéntem: SOD aktivite dl¢iimii Ransod kit (Randox Lab., Ingiltere) kullanilarak
ve kit protokollerine uyularak gerceklestirildi. Kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te gdsterilmistir.

Cizelge 3.3. SOD kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari

Kit icerigi Icerik bileseni Soliisyonlarin baslangic konsantrasyonlari
Substrat karisimi Ksantin 0.05 mmol/L
INT 0.025 mmol/L
Tampon CAPS 40 mmol/L, pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/L
Ksantin oksidaz 80 U/L
Standart 4.6 U/mL

Kor (S1) olarak, 0.01 mol fosfat tamponu (pH: 7.0) kullanildi. Kalibrasyon stok
solisyonu 10 mL distile su igerisinde hazirland1 (4.6 U/mL). Standartlar (S2—S6), kitte
belirtildigi sekilde, 0.01 mol fosfat tamponu ile kalibrasyon stok soliisyonundan
seyreltilerek olusturuldu. Olg¢iim yapilirken, siipernatantin 25 pL’si kiivet icerisine
pipetlendikten sonra tzerine 850 L substrat karisimi eklendi. Kiivet iyice ¢alkalandiktan
sonra, bu karisimin iizerine 125 pL ksantin oksidaz ilave edildi (6l¢ciim sirasinda kiivet
icine pipetlenen bilesenler Cizelge 3.4’te belirtilmistir). Kiivetteki karisimin baglangic
absobans1 (A1), 505 nm'de 37 °C'de, 30 sn sonra 6lclldu ve kaydedildi. Olgiime 3 dk
boyunca devam edildi ve son absorbans degeri (A2), 3. dk’nin sonunda kaydedildi. Kor
ve standartlarin absorbans degerlerinin Ol¢limleri de yukarida belirtildigi gibi
gerceklestirildi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 dl¢tim yapildi.

Hesaplama: Standart ve orneklere ait dk basina diisen absorbans degeri (AA=

A2—A1)/3) hesaplandiktan sonra biitin standartlar ve Ornekler icin % inhibisyon
p ¢ y



32

degerleri asagidaki formiillerden yararlanilarak hesaplandi (S1 i¢in reaksiyon inhibisyonu

gergeklestirilmedigi i¢in % inhibisyon degeri 100°d(r).

100 — (AA, ian garts a X100) _ %.nhibisyon 100 — (AA;rmer s o X100)
(AAkdr/dk ) (AAkdr/dk )

Standartlarin U/mL cinsinden bilinen konsantrasyonlarna karsilik gelen %

= % Inhibisyon

inhibisyon degerleri kullanilarak bir standart egri olusturuldu. Orneklerdeki SOD
aktivitesi, bu egriden elde edilen denkleme gore U/mL olarak belirlendi. Sonuglar U/mg

protein olarak ifade edildi.

Cizelge 3. 4. SOD aktivitesi dl¢iimiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Kiivete pipetlenen bilesenlenler S1 (uL) S2-S6 (uL) Ornek (uL)
Ornek 725 Y RN —
Standart e 25 e
Ornek sulandiricn  eem 25
Substrat karigimi 850 850 850
Ksantin oksidaz 125 125 125

3.10.4. Katalaz aktivitesi tayini

Prensip: CAT, H202'nin suya ve oksijene ayrigsmasini katalizler:
2H,0p — AT 3 2H,0 + O2

Stipernatantlarda CAT aktivitesi 240 nm dalga boyunda H>O2’nin tiiketilme
esasina dayanan spektrofotometrik metoda gore belirlendi (Aebi, 1974). H202, 15181 240
nm dalga boyunda absorbe eder. Bu yonteme gore CAT tarafindan H202’in dekompoze
olma orani, spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda tespit edilir.

Kullanilacak soliisyonlarin hazirlanisi:

a. CAT fosfat tamponun hazirlanisi: Cizelge 3.5.’te belirtilmis olan A (KH2PO4)
ve B (Na2HPOg) soliisyonlari, 50 mM konsantrasyon i¢in, verilen miktarlarda tartilarak
hazirlanir. Hazirlanan A ve B soliisyonlar1 daha sonra Cizelge 3.6’da belirtilen
miktarlarda karistirilir. Bu sekilde CAT fosfat tamponu hazirlanmis olur (pH: 7.5).

b. H202 soliisyonu: Absorbansi 0.500 nm’ye ayarlanmis olan H2O>’li fosfat
tamponudur. Yaklagik 300 mL fosfat tamponu (pH 7.5, 50 mM) renkli bir cam siseye

aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlandiktan sonra renkli
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sisedeki tampona 10-20 pL miktarinda H20: ilave edilir ve absorbans 0.500 nm oluncaya

kadar bu isleme devam edilir. H20- ilavesi yapilirken sige ara ara karistirilir.

Cizelge 3.5. CAT fosfat tamponu (pH:7.5) nun hazirlanmasi igin gerekli olan soliisyonlar

Kimyasal Molekiil Agirhign 50 mM igin Son Hacim (distile su) Soliisyon Ad1
KH2PO4 136.09 g/mol 6.805¢g 1000 mL A
Na,HPO, (susuz) 141.96 g/mol 7.098 g 1000 mL B

Cizelge 3.6. CAT fosfat tamponunun hazirlanmasi igin gerekli olan A ve B
soliisyonlarinin karistirilma miktarlari

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Solisyonu (mL) B Solisyonu (mL)

(pH 7.5) 160 840

Deneyin yapilisi: Ornek ve tampon kuvartz kiivet icerisine Cizelge 3.7°de
belirtilen miktarlarda birakildiktan sonra kiivetin agzi1 bekletilmeden kapatilir ve kiivet
hizlica alt-iist edilerek absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir defa
olmak tizere 5 dk siire ile kaydedilir (aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’de bir kayit yapilir ve
lineer azalma tespit edilirse okuma sonlandirilabilir). Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin en yiiksek (A1) ve en diisiik (A2) degerleri esas alinir.

Cizelge 3.7. CAT aktivitesi dl¢timiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlar

Tampon Kor (mL) Ornek (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H202 sollisyonu 0.01 -
H20-’li fosfat tamponu - 2.99
Slpernatant - 0.01

Hesaplama: AA= ¢ x ¢ x L, [A: absorbans/dk, ¢: ekstinksiyon katsayisi, c:
konsantrasyon, L: 151k yolu (1 cm)]

H202’nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM™cm™?
(0.0436 mM=0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 pmol/mL=43.6 nmol/mL)

AA
CAT aktivitesi (nmol/dk/mL)= 136

t
xKiivet i¢i sulandirma ( Vi )xSO
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AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
Vé: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

Her konsantrasyon ve kontrol grubu igin 5 6l¢lim yapildi. Sonuglar, tiiketilen H,O,
(umol)/dk/g protein olarak ifade edildi.

3.10.5. Redukte glutatyon tayini

Prensip: GSH igerigi, fosfat tamponu kullanilarak siipernatanttaki siilfidril
gruplarinin, 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusan sar1
rengin absorbansinin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iimiine,
dayanmaktadir (Beutler, 1984).

Ayiraglar:

1. Fosfat tamponu: 0.3 M NaH2POq distile su ile hazirland: (pH: 6.8).
2. DTNB (Ellman Ayiraci): 40 mg DTNB’nin, % 1’lik 100 mL sodyum sitrat ¢ozeltisi
i¢erisinde ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Ydntem: Tiiplerin igerisine 200 pL Siipernatantlardan alindiktan sonra iizerine 1
mL fosfat tamponu eklendi. Vortekslenen tiipler, sicak su banyosunda 60 °C’de 10 dk
bekletildi. Tiipler oda sicakligina getirildikten sonra her tipe 200 pL DTNB ayiraci
eklenerek Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda, kore karsi
okuma yapildi. Standartlar i¢in 100 uM GSH stok ¢ozeltisi fosfat tamponu igerisinde taze
olarak hazirlandi. Daha sonra stok c¢ozeltisi seyreltilerek 6.25 puM ile 400 pM
konsantrasyon araliginda 7 adet standart hazirlandi. GSH standartlarina karsilik gelen
absorbans degerlerinden olusturulan standart egri (Sekil 3.2)’ye gore 6rneklerdeki GSH
konsantrasyonu hesaplandi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu igin 5 dlgim yapildi.

Sonuglar pmol /mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.2. GSH standart egrisi

3.10.6. Glutatyon peroksidaz aktivitesi tayini

Prensip: GPx, GSH’1n kiimen hidroperoksit (ROOH) ile oksidasyonunu katalizler.
Olusan oksidize glutatyon (GSSQG), glutatyon rediiktaz varliginda NADPH kullanilarak,
NADP*'ye ve GSH’a doniistiiriiliir. Absorbanstaki diisiis 340 nm’de spektrofotometrik
olarak olgulir (Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH S, ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H* _ Gluayon Redikiaz_,  NADP* + 2GSH

Yontem: GPx aktivitesi, Ransel kit (Randox Lab., ingiltere) kullanilarak ve kit
protokollerine uyularak gergeklestirildi. Kit icerigi ve soliisyonlarin baslangic
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.8’de, dl¢iim sirasinda kiivet i¢ine pipetlenen bilesenler ise
Cizelge 3.9°da gosterilmistir. Kiivet icerisine siipernatanttan 20 uL birakildi ve {izerine
1000 pL reajan eklendi. Daha sonra bu karisima 40 pL kiimen hidroperoksit eklendi.
Kiivet iyice ¢alkalandiktan sonra, 6rnegin ve koriin baslangi¢ absorbansi, 340 nm dalga
boyunda 37 °C'de, 1 dk sonra spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Absorbans okumasi 1 dk

ve 2 dk sonra tekrar edildi.
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Hesaplama: GPx aktivitesi, kitte Onerilen formiilden (U/L= 8412 x AAzs/dk)
yararlanilarak hesaplandi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 dl¢lim yapildi.

Sonuglar, U/g protein hiicre olarak ifade edildi.

Cizelge 3.8. GPx kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari

Kit icerigi Icerik bileseni Soliisyonlarin baslangic konsantrasyonlari
Reajan GSH 4 mmol/L
GR >0.05 U/L
NADPH 0.34 mmol/L
Tampon Fosfat Tamponu 0.05 mol/L, pH: 7.2
EDTA 4.3 mmol/L
Kiimen hidroperoksit 0.18 mmol/L

Cizelge 3.9. GPx aktivitesi dl¢limiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlar

Kivete pipetlenen bilesenlenler Ornek (uL) Koér (uL)
Ornek 20
Distilesu 20

Reajan 1000 1000
Kiimen hidroperoksit 40 40

3.10.7. Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini

Prensip: GST, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu GSH’1n —SH grubu ile
tepkimesini katalizleyerek saglar. Enzim aktivitesi tayini, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB)’nin GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbans artisinin, 340 nm

dalga boyunda ve 25 °C’de, 6l¢iilmesine dayanir (Habig ve ark., 1974).
ROOH +2GSH — ST, GSSG + ROH + H,0
Yontem: Cizelge 3.10°da ¢ozeltiler sirasiyla belirtilen miktarlarda kiivete

eklendikten sonra, kiivet iyice ¢alkalandi. Daha sonra absorbanstaki artis 340 nm’de, 3

dk boyunca her 30 sn’de bir kaydedildi.
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Cizelge 3.10. GST aktivitesi Ol¢iimiinde kiivete pipetlenen bilesenlerin miktar ve

konsantrasyonlari
Kiivete pipetlenen bilesen Kor (mL) Ornek (mL) Son Konstrasyon (mM)
PBS (0.11 M) 2.7 2.7 100 mM
Distile su 0.1 - -
CDNB (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
GSH (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
Slpernatant - 0.1 -

Her 6rnegin absorbansindaki dk basina degisim (AA) belirlendikten sonra asagida
verilen formiile gore, GST’nin molar ekstinksiyon katsayist (9.6 mmol/L/cm) ve
kiivetteki sulandirma orani hesaba katilarak, enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi. Her
konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 Slgliim yapildi. Sonuglar, nmol CDNB-glutatyon
konjugati/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Hesaplama:

AA

Vit
GST aktivitesi (mmol/dk/L)= 96 X Vo xSO

AA: Absorbansin 340 nm’de, dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
Vé: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani
3.10.8. Malondialdehit icerigi tayini

Yontem: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon iiriinlerinden MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile pembe renkli forma
girmesi prensibine dayanir (Buege ve Aust, 1978). MDA igerigi, Buege ve Aust (1978)’a
gore spektrofotometrik olarak olgiildii. Kisaca; 0.1 mL of 150 mM Tris-HCI tamponu
(pH: 7.1), 0.1 mL siipernatant iizerine eklendi. Daha sonra bu karisima, 0.1 mL 1.5 mM
askorbik asit ve 0.1 mL 1 mM FeSOs ilave edildi. Bu karisimin total hacmi, distile su ile
1 mL’ye tamamlandi. Bu bilesenlerin oldugu tiipler vortekslendikten sonra, 37 °C’de 15
dk boyunca inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere 1 mL trikloroasedik asit (%10) ve 2 mL
TBA (%0.375) eklendi. Tipler vortekslendikten sonra kaynar suda 15 dk’ligina
inkiibasyona birakildi. Tiipler oda sicakligina getirildikten sonra, 3000 rpm’de 10 dk.

santrifiij edildi. Son olarak, elde edilen siipernatantlar kullanilarak, 532 nm dalga
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boyunda, spektrofotometrik dl¢iimler gerceklestirildi (Cizelge 3.11). Orneklerdeki MDA
konsantrasyonu, eksternal 1,1,3,3-tetractoksipropan standartlarindan tiiretilen standart

egri kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.3). Sonuglar, nmol/mg protein olarak sunuldu.

40 - y=140,03x - 0.4172
2=0,9933

MDA (nmol/ 50 puL)

0 0,1 0,2 0.3 0,4
Absorbans (532 nm A)

Sekil 3. 3. 1,1,3,3-tetractoksipropan standartlarindan tiiretilen standart egri.

Cizelge 3.11. MDA olcuminde kivete pipetlenen bilesenler, miktarlart ve Ol¢iim

proseduirii
Ayiraglar Numune (mL) Standart (mL) Kor (mL)
Numune 0.1
Kor 0.1
Standart 0.1
Tris-HCI tamponu (150 mM) 0.1 0.1 0.1
Askorbik asit ¢dzeltisi (1.5 mM) 0.1 0.1 0.1
FeS04.7H20 (1 mM) 0.1 0.1 0.1
Distile Su 0.6 0.6 0.6

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler karistirildi. Pipetlemeden sonra tiipler 37 °C’de
15 dk inkube edildi.

TCA (%10) 1 1 1
TBA Cozeltisi (%0,375) 2 2 2

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler vortekslendi. Tiipler vortekslendikten sonra
kaynayan su banyosunda (95 °C) 15 dk bekletildi.

Tupler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak, 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik okuma yapildi. Sonuglar standart grafikten (Sekil 3.3) degerlendirilir.
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3.11. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
20.0 istatistik paket programi (IBM SPSS Statistics)’nda, varyans analizi (ANOVA) ile
analiz edildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin post-hoc Duncan ¢oklu
karsilastirma testi kullanildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler, ortalama + standart

sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel 5nem derecesi P < 0.05 olarak kabul edildi.






4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degisimler

Tiroid histolojisinin kontrol grubuna ait bireylerde normal yapilanma gosterdigi
gozlendi. Bu gruba ait bireylerde tiroid folikiillerinin farkli biiyiikliiklerde oldugu,
folikiillerin genellikle yuvarlak ¢ekirdege sahip kiibik epitel hiicreleri ile ¢evrelendigi
belirlendi. Genis folikiillerin bezin dis bolgelerinde lokalize olduklari ve bu folikiillerde,
folikiil epitel hiicrelerinin yassilagtigt gozlendi. Asidofilik boyanan kolloidin, folikiil
liimenlerinde homojen dagilim gosterdigi belirlendi (Sekil 4.1A).

BPS’ye maruz birakilan hayvanlarin tiroid bezlerinde farkli tipte histopatolojik
degisimlerin meydana geldigi gozlendi. BPS etkisi sonucunda meydana gelen
histopatolojik degisimler; disorganize ve hasarli folikiiller (Sekil 4.1B, G), folikuller
arasindaki interstisyel boslukta artis (Sekil 4.1B, C, D), folikiil hiicrelerinde genisleme ve
camsi sitoplazma ile karakterize edilen hidropik dejenerasyon (Sekil 4.1B, D, G), kolloid
miktarinin azaldigi veya hi¢ bulunmadigi folikiiller (Sekil 4.1B, H), folikiil hiicrelerinin
folikiil liimenine dogru ayrilmasi ile karakterize edilen deskuamasyon (Sekil 4.1B, D, H),
kolloidde eritrosit varlig1 (Sekil 4.1C), folikiil liimen ¢apinda azalma ve folikiil hiicresi
boyutunda artis ile karakterize edilen folikiil hiicre hipertrofisi (Sekil 4.1D), folikil
epitelinin i¢e katlanmasi ve tabakalanmasi ile karakterize edilen fokal hiperplazisi (Sekil
4.1D, E), folikiil hiicrelerinin ve bunlarin ¢ekirdeklerinin yassilastigi genislemis folikiiller
(Sekil 4.1F, H), olarak belirlendi. Histopatolojik degisimler ve bu degisimlerin gruplarda

gozlendigi birey sayilar1 Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Histopatolojik degisimler ve bunlarin gézlendigi birey sayilari

. L Gruplar
Histopatolojik degisim Kontrol _ BPS (20 mg/kg)  BPS (100 mg/kg) _ BPS (500 mg/kg)
Hidropik dejenerasyon 0/7 217 217 207
Genislemis folikiil 017 217 417 477
Folikil hicre hipertrofisi 0/7 0/7 1/7 17
Folikil hiicre hiperplazisi (fokal) 0/7 17 1/7 17
Deskuamasyon 0/7 477 317 4/7
Interstisyel boslukta artis 017 217 17 7
Folikil lumeninde eritrositler 0/7 17 2[7 17
Hasarl1 / disorganize folikiiller 0/7 217 1/7 17

Kolloidde azalma 0/7 1/7 217 1/7
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Sekil 4.1. BPS’ye maruz birakilan ratlarin tiroid bezinde belirlenen histopatolojik
degisimler (H&E). A: Kontrol grubu; B, C: BPS’nin 20 mg/kg dozu; D, E, F:
BPS’nin 100 mg/kg dozu; G, H: BPS’nin 500 mg/kg dozu; siyah oklar:
disorganize ve hasarli folikiiller; siyah asteriksler: interstisyel boslukta artis;
siyah okbaslari: hidropik dejenerasyon; sar1 asteriksler: kolloidde azalma;
yesil oklar: deskuamasyon; sar1 ok baglari: kolloidde eritrositler; sar1 oklar:
hipertrofi; mavi oklar: hiperplazi
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4.2. BPS’nin Hormon Seviyeleri Uzerindeki EtKisi

BPS’nin, serum TSH, serbest T4 ve serbest T3 seviyeleri tizerindeki etkisi Cizelge
4.2’de gosterilmistir. Buna gore BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz
birakilan gruplarda, serum TSH ve serum serbest T4 seviyelerinin, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli degisimler gdstermedigi belirlendi. Serum serbest T3
seviyelerinin ise BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarinin uygulandigi gruplarda,
kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli diisiisler gosterdigi gozlendi (p <

0.05).

Cizelge 4.2. BPS’nin serum TSH, serum serbest T4 ve serum serbest T3 seviyeleri
uzerindeki etkisi

Hormon Kontrol BPS (20 mg/kg) BPS (100 mg/kg) BPS (500 mg/kg)
TSH 0.00021 + 0.00019%  0.00021 + 0.000142  0.00010 + 0.00004¢  0.00031 + 0.00022
(LLU/mL)
Serbest T 1.02 +0.072 1.02 + 0.06° 0.95 + 0.08? 1.01 + 0.09°
(ng/mL)
Serbest T 2.38 + 0.06° 2.19 +0.16 2.19 +0.19 1.78 + 0.08°
(pg/mL)

Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler {izerindeki farkli iist
simgeler, Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamlt
olan farkliliklar1 ifade etmektedir (p < 0.05).

4.3. BPS’nin Tiroid Folikil Huicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan bireylerin tiroid
bezlerinde, prolifere olan (PCNA-pozitif) folikiil hiicrelerin varliginda kontrol grubuna
gore, belirgin artislarin oldugu gozlendi (Sekil 4.2). Folikil hiicresi proliferasyon indeks
ortalamalarinin, BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda,
kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugu belirlendi (p < 0.05)

(Cizelge 4.3).
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Sekil 4.2. Immunohistokimya yontemi ile isaretlenen PCNA pozitif tiroid folikiil
hicreleri. A: Kontrol grubu; B: BPS’nin 20 mg/kg dozu; C: BPS’nin 100
mg/kg dozu; D: BPS’nin 500 mg/kg dozu

Cizelge 4.3. BPS’nin tiroid folikul hiicrelerinde proliferasyon indeks degerleri lizerindeki
etkisi

Grup Kontrol BPS (20 mg/kg) BPS (100 mg/kg) BPS (500 mg/kg)

Proliferasyon  1305+147°  2275+9.78" 31.23 +5.81° 15.25 + 9.26"
indeksi (%)

Degerler, ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler iizerindeki farkli {ist
simgeler, Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamlh
olan farkliliklar1 ifade etmektedir (p < 0.05).

4.4. BPS’nin Tiroid Folikil Hiicre Apoptozu Uzerindeki EtKisi

Kontrol grubuna ait bireylerin tiroid bezlerinde apoptotik (TUNEL-pozitif) folikul
hiicrelerin, seyrek olduklari belirlendi ancak BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina
maruz birakilan bireylerin tiroid bezlerinde, apoptotik (TUNEL-pozitif) folikul hiicrelerin
varliginda gozle goriiliir artiglarin oldugu gozlendi (Sekil 4.3). Apoptotik folikl hicre

indeks ortalamalarinin, BPS’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan
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gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, artiglar gosterdigi ve bu artiglarin BPS’nin 100 ve 500
mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (p < 0.05) (Cizelge 4.4).

o’
Nl

Sekil 4.3. TUNEL yontemi ile isaretlenen apoptotik (TUNEL pozitif) tiroid folikiil
hicreleri. A: Kontrol grubu; B: BPS’nin 20 mg/kg dozu; C: BPS’nin 100
mg/kg dozu; D: BPS’nin 500 mg/kg dozu

Cizelge 4.4. BPS’nin tiroid folikul hticrelerinde apoptotik indeks degerleri tizerindeki
etkisi

Grup Kontrol BPS (20 mg/kg) BPS (100 mg/kg) BPS (500 mg/kg)
Apoptotik indeks (%) 6.88 +2.32° 10.72 + 4.31° 13.90 + 3.22% 18.36 + 10.922

Degerler, ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler {lizerindeki farkli st
simgeler, Duncan post hoc ¢oklu karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
olan farkliliklar1 ifade etmektedir (p < 0.05).
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4.5. BPS’nin Tiroid Bezinde Antioksidan Savunma Sistem Belirtecleri Uzerindeki
Etkisi

BPS’nin, tiroid bezi antioksidan savunma sistem indikatorleri UGzerinde
olusturdugu etkiler, Cizelge 4.5.’da gosterilmistir. SOD ve CAT aktivitelerinin BPS’nin
20 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi gozlendi (p < 0.05). GPx ve GST
aktivitelerinin BPS’nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttiklar1 belirlendi (p < 0.05). Redukte
GSH igeriginin BPS’nin 20 ve 100 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda,
kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi (p < 0.05) ancak
BPS’nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi gozlendi. MDA
diizeyinin BPS’nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ytikseldigi (p < 0.05) ancak diger gruplarda

istatistiksel olarak anlamli degisimler gostermedigi belirlendi.

Cizelge 4.5. BPS’nin tiroid bezinde antioksidan savunma sistem belirtecleri Uzerindeki

etkisi
Belirteg Kontrol BPS BPS BPS
(20 mg/kg) (100 mg/kg) (500 mg/kg)
SOD (U/mg protein) 0.79+0.10° 1.59 + 0.47° 0.84 +0.63° 2.16 £ 0.56%
CAT (umol/dk/g protein) 1.94 + 0.54° 4.89 £ 0.46° 1.81+1.25° 4.68 + 1.49°
GPx (U/g protein) 76.00 £ 12.36° 131.36 +48.81° 108.04 +42.23° 257.38 + 75.33*
GST (nmol/dk/mg 31.82+4.87° 5351+26.80° 42.79+16.17°  85.63 +31.07°

protein)
GSH (umol/mg protein)  94.89 +33.20°  85.39 + 24.85®  54.31 + 17.55P 115.04 + 48.182
MDA (nmol/mg protein) 78.70+11.26° 121.39+41.03" 96.59 + 24.60° 207.61 + 74.18?

Degerler, ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler iizerindeki farkli st
simgeler, Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml
olan farkliliklar1 ifade etmektedir (p < 0.05).



5. TARTISMA VE SONUC

BPA’nin endiistriyel uygulamalardaki kullanimi, endokrin bozucu ve toksik
etkilerinden dolay1, bir¢ok iilkede yasaklanmistir. BPS, giinliik hayatta kullanilan termal
kagit ve plastikler gibi bir¢ok iiriiniin liretiminde, BPA’nin yerine alternatif olarak
kullanilan, bir bisfenol tiirevidir. BPS, insan viicut sivilarindan ev i¢i tozlara, atik sulardan
sedimentlere, konserve gidalardan musluk suyuna kadar ¢ok farkli ortamlarda tespit
edilmistir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢aligsmalar, BPS’nin akut toksisite, genotoksisite ve
Ostrojenik aktivite acisindan BPA’ya benzer etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur
(Chen ve ark., 2002; Grignard ve ark., 2012; Molina-Molina ve ark., 2013; Vinas ve
Watson, 2013a, 2013b; Teng ve ark., 2013; Rajasarkka ve ark., 2014; Rosenmai ve ark.,
2014; Eladak ve ark., 2015; Sur ve ark., 2017; lyigiindogdu ve ark., 2020). Bazi in vitro
caligmalarda ise, BPS nin anti-androjenik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kitamura
ve ark., 2005; Molina-Molina ve ark., 2013; Eladak ve ark., 2015). BPS’nin sitotoksik,
mutajenik, apoptozu uyarict ve DNA hasari olusturucu etkileri de in vitro ¢alismalar ile
gosterilmistir (Fic ve ark., 2013; Lee ve ark., 2013; Vinas ve Watson, 2013a, 2013b;
Mathew ve ark., 2014; Peyre ve ark., 2014; Salvesen ve Walsh, 2014; Eladak ve ark.,
2015; Feng ve ark., 2016). Ratlar ile yapilan deneysel g¢alismalarda ise BPS’nin
hepatotoksik oldugu (Zhang ve ark., 2018) ve erkek reme sistemi Uzerinde olumsuz
etkilere neden oldugu belirlenmistir (Ullah ve ark., 2016; Ullah ve ark., 2018). Bununla
birlikte, BPS’nin ratlarin tiroid bezi lizerinde nasil bir etki gosterdigine dair literatiirde
herhangi ¢aligsma ile karsilasilamamistir. Bu nedenle bu ¢alismada, BPS’nin Wistar albino
erkek ratlarin tiroid bezinde meydana getirdigi yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal
degisimlerin aragtirilmasi ve literatiirdeki boslugun doldurulmasi amaglanmastir.

BPS’ye maruz birakilan ratlarda yapilan histolojik incelemeler sonucunda,
BPS’nin tiroid bezinde, belirgin ve farkli tipte histopatolojik degisimler meydana
getirdigi, gozlendi. Maruziyet sonrasinda, bezdeki bazi folikiillerin hasar gordigl ve
hasarl folikiillerde folikiil epitel hiicrelerinin liimene dogru dokiildiigii gozlendi. Bezde
ayrica, folikiiller arasindaki interstisyel boslukta artis, folikiil hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon, bazi folikiillerde kolloid miktarinda azalma veya kolloidin bulunmamasi,

kolloidde eritrosit ve 16kositlerin varligi, folikiil hiicre hipertrofisi, fokal hiperplazi ve
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genislemis folikiiller gibi histopatolojik degisimler belirlendi. Literatiirde, BPS’nin rat
tiroid bezi lizerinde olusturdugu yapisal degisimleri ele alan herhangi bir deneysel
calisma bulunmamaktadir ancak bu ¢alismadaki gozlemler ile uyumlu olarak BPA’nin,
ratlarin tiroid dokusunda histolojik degisimler meydana getirdigi, farkli deneysel
caligmalar ile ortaya konmustur (Alkalby, 2015; Ahmed, 2016; Da Silva ve ark., 2018;
Manal ve Ibrahim, 2019). Alkalby (2015), BPA’ya maruz birakilan ratlarin tiroid bezinde,
vakuollii kolloid, tirositlerde yassilagsma ve mikrofolikiil sayisinda artis gibi histopatolojik
degisimler gézlemlemislerdir. BPA’ya maruz birakilan gebe ratlarin fotiislerinin tiroid
bezinde, fibroblast proliferasyonu, hiperplazi, luminal obliterasyon, ¢6dem ve
dejenerasyon gibi histopatolojik degisimlerin, meydana geldigi bildirilmistir (Ahmed,
2016). Farkli bir ¢alismada ise BPA’nin, rat tiroid dokusunda, yass1 epitel hiicreleri ile
doseli ve etraflarinda bag dokusunun artis gosterdigi hipoaktif folikiillerin sayisinda artisa
neden oldugu ifade edilmistir (Da Silva ve ark., 2018). Manal ve Ibrahim (2019) ise BPA
maruziyetinin, ratlarin tiroid bezinde, ¢ekirdegi koyu boyanan vakuolli folikul
hiicrelerinde artisa, kolloidde vakuolizasyona, interfolikiiler boslukta genislemis ve
kongesyon gosteren kapillerlere, mikrofolikiil sayisinda artisa ve folikiil epitel
hiicrelerinin kolloid liimenine dogru dokiilmesine yol a¢tigini bildirmislerdir. Endokrin
bozucu karaktere sahip olan farkli siniftaki kimyasallarin, 6rnegin agir metallerin (Wade
ve ark., 2002; Salah ve ark., 2022), bir plastiklestirici olan dietilheksil fitalatin (Ye ve
ark., 2017), bir karbamat pestisit olan karbofuranin (Hadie ve ark., 2012), 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin ile dioksin benzeri bilesiklerin (Yoshizawa ve ark., 2010),
zirai bir pestisit olan p,p’-DDT’nin (Tebourbi ve ark., 2010), poliklorlu bifeniller (Kilig
ve ark., 2005) ve organotin bir bilesik olan tributiltinin (Badr El Dine ve ark., 2017)
ratlarin tiroid bezinde, bu caligmadakine benzer yapisal degisimlere yol agtiklari
belirlenmistir.

Bu calismada BPS’nin, serum serbest T4 ve TSH diizeylerinde anlamli
degisimlere yol agmadigi ancak serum serbest T3 diizeyinde anlamli azaliglara neden
oldugu belirlendi. Literatiirde BPS’nin ratlarda tiroid fonksiyonu ile illiskili hormon
seviyeleri lizerindeki etkilerine dair yapilmis olan herhangi bir deneysel calisma ile
kargilasilmamistir. Bununla birlikte BPA’nin, ratlarda serum TSH ile tiroid hormonlari
tizerinde degisiklik meydana getirdigi farkli deneysel ¢aligmalar ile ortaya konulmustur.

Alkalby (2015), BPA’nin eriskin erkek ratlarda (Rattus norvegicus) serum TSH ile T3
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diizeyleri ilizerinde herhangi bir degisime yol agmadigini ancak serum T4 diizeyini
anlamli bir sekilde azalttigin1 bildirmistir. Baska bir ¢alismada ise BPA’ya maruz
birakilan Wistar albino erkek ratlarda serum T4 ile T3 seviyelerinin anlamli azalislar
gosterdigi, serum TSH diizeyinin ise arttig1 ifade edilmistir (Manal ve lbrahim, 2019).
BPA maruziyetinin Wistar albino disi ratlarda ise serum T4 seviyesinde artisa neden
oldugu, T3 diizeyini degistirmedigi ve hipofiz bezindeki B-TSH mRNA ekspresyon
diizeyinde azalmaya yol agtig1 ifade edilmistir (Da Silva ve ark., 2018). Ahmed (2016),
BPA’nin Wistar albino gebe ratlarda ve bunlarinda fotiislerinde ise serum TSH diizeyini,
serum T4 ve T3 diizeylerindeki diisiisler ile iliskili olarak, artirdigini rapor etmistir. Ote
yandan, eriskin zebra baliginda yapilan deneysel ¢alismalar, BPS’nin de BPA’ya benzer
olarak, plazma tiroid hormon diizeylerinde degisimler meydana getirdigini géstermistir.
BPS’nin zebra baligimin FO jenerasyonu disi bireylerinde plazma T4 diizeyini azalttigi,
bununla birlikte hem FO disi hem de FO erkek bireylerde plazma T3 diizeyini artirdigi
gozlenmistir. Ek olarak, F1 jenerasyonu yumurtalarda yapilan analizlerde, tiroid hormon
iceriginin, FO disilerdeki degisimlere benzer oldugu, dolayisiyla BPS’nin maternal
transfer yolu ile endokrin bozuluma yol agabildigi bildirilmistir (Wei ve ark., 2018).
BPS’nin zebra balig1 larvasinda, hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi ile iligkili anahtar genleri
etkiledigi ve tiroid hormon metabolizmasinda rol oynayan bazi genlerin (deiyodinaz-I,
deiyodinaz-II ve glukoronoziltransferaz ugtlab) mRNA ekspresyonlarinda degisimlere
neden oldugu gosterilmistir. Calismada BPS maruziyeti sonrasinda larvalarda, serum T4
ile T3 diizeylerinin arttigi, TSH diizeyinin ise azaldig: ifade edilmistir (Zhang ve ark.,
2017). Calismamizdan ve yukarida belirtilen deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular
gostermektedir ki, BPS’nin de BPA gibi tiroid bezi Uizerinde endokrin bozuluma yol agma
potansiyeli mevcuttur. Calismamizda BPS maruziyeti sonrasinda, serum TSH diizeyinde
anlaml bir degisim meydana gelmedigi belirlendi. Benzer olarak, dietil heksilfitalata
maruz birakilan ratlarda serum T4 ile T3 diizeylerinde anlamli azalislar olmasina ragmen
serum TSH diizeyinin degismedigi, bu durumun da, hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinin
negatif geri bildirim mekanizmasinda meydana gelen bir bozulma sonucunda ortaya
cikmis olabilecegi, ifade edilmistir (Ye ve ark., 2017). Serum T4 seviyesinde azalma
olmasmma ragmen, TSH diizeyinde degisimin meydana gelmedigi bir durum,
heksaklorobenzene maruz birakilan ratlarda da gézlenmistir (Chiappini ve ark., 2009).

Caligmamizda ayrica, serum T4 diizeyinin degismemesine karsilik, T3 diizeyinin azaldig1
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gozlendi. Yapilan bir in vitro ¢alismada, BPA’nin T3 tarafindan uyarilan transkripsiyonel
aktiviteyi baskiladigi, dolayistyla T3 iizerinde antagonistik etki yarattig1 ve farkli nuklear
hormon reseptor tipleri ile bunlarin kofaktdrlerinin fonksiyonlarini bozabildigi
bildirilmistir (Moriyama ve ark., 2002). Pelophylax nigromaculatus iribaslari ile yapilan
in vivo bir ¢alismada ise, BPS’nin de BPA’ya benzer sekilde, tiroid hormon sinyal
yolakini engelleyebildigi; 6rnegin T3 yoklugunda tiroid hormonlarinin sinyal uyarimini
aktive ettigi, ancak tiroid hormonlarmin varliginda, agonistik ve antagonistik etkiler
meydana getirdigi belirlenmistir (Zhang ve ark., 2018). Ote yandan, yapilan baska bir
calismada BPA’nin in vitro’da deiyodinaz-1 ile deiyodinaz-11’yi inhibe ettigi, in vivo’da
ise sadece hepatik deiyodinaz-1 aktivitesini azalttigi gozlenmistir. Ek olarak, ratlarda
g6zlenen hepatik deiyodinaz-I aktivitesindeki azalma ile birlikte serum T4 dlzeyinin
arttigi, T3 diizeyinin degismedigi ve T3/T4 oraninin azaldig1 ifade edilmistir (Da Silva ve
ark., 2019). Dolayisiyla, ¢alismamizda serum T3 diizeyinde belirlenen azalislar, BPS’nin
BPA’ya benzer olarak deiyodinaz-I iizerindeki muhtemel inhibe edici etkisinden dolay1
meydana gelmis olabilir ancak net bir ifade i¢in daha ayrintili caligmalarin yapilmasina
ihtiya¢ vardir. Bununla birlikte, gerek BPA’nin, gerekse bizim ¢alismamiz da dahil
BPS’nin kullanildig1 farkli ¢aligmalarda, her iki bisfenoliin serum TSH, T4 ve T3
diizeyleri iizerinde farkl etkiler ortaya cikardiklari, yukarida sézii edilen ¢aligmalardan,
anlasilmaktadir. Bu durum, kullanilan deney hayvanmin irki ve cinsiyeti ile test
kimyasalinin konsantrasyonu, uygulama sekli ve uygulama siiresinden kaynaklanabilir.
Calismamizda biitiin BPS dozlarinin, tiroid folikiil hiicre proliferasyon indeksi
izerinde, anlamli artiglara neden oldugu belirlendi. Antitiroid ilaglar (propiltiourasil
(PTU), metimazol) ve fenobarbital, ratlarda T4’lGn biyotransformasyonunu ve
eliminasyonunu artirarak, TSH diizeyinin ylikselmesine neden olurlar. Bu mikrozomal
enzim uyaricilariin etkisi ile artan serum TSH diizeyi, sirasiyla tiroid bez fonksiyonunu
ve tiroidin biiylimesini uyarirlar. Sonug olarak, tiroid bezinde neoplaziler ortaya ¢ikar
(Hood ve ark. 1999a ve 1999b). Serum TSH diizeyinde artisa sebep olan mikrozomal
enzim uyaricilarinin (fenobarbital ve pregnenolon-16a-karbonitril) tiroid folikul hiicre
proliferasyonunu artirdiklar1 fakat serum TSH diizeyinde artisa sebep olmayan
mikrozomal enzim uyaricilarinin (3-metilkolantren ve Aroklor 1254 (PCB)) tiroid folikul
hicre proliferasyonunu artirmadiklari belirlenmigtir. Ek olarak, fenobarbital ve

pregnenolon-16a-karbonitril etkisi ile meydana gelen TSH diizeyindeki kiigiik artiglarin
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tiroid folikiil hiicre proliferasyonunda biiylik artiglar meydana getirebildikleri
gozlenmistir. Bununla birlikte, folikiil hiicre proliferasyonundaki bu dramatik artiglarin,
tiroid folikiil hiicrelerinin totalinde anlamli bir yiikselmeye (hiperplazi) neden olmadigi
ifade edilmistir (Hood ve ark., 1999b, Klaassen ve Hood, 2001). Ratlarin mikrozomal
enzim uyaricilarina maruziyeti sonrasinda, tiroid folikiil hiicrelerinin totalinde meydana
gelen proliferasyonun, sinirli olmasiin nedeninin ise folikiil hiicrelerindeki apoptozun
artisindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Kolaja ve ark., 1999; Klaassen ve Hood,
2001). Calismamizda BPS’nin serum TSH diizeyinde anlamli degisimlere yol agmadigi
ve TSH diizeyinde artisa neden olmayan mikrozomal enzim uyaricilarinin aksine, tiroid
folikiil hiicre ploriferasyon indeksini artirdig1 belirlendi. Ostrojen reseptorlerinin tiroid
dokusundaki varligi, gegmiste yapilan immunohistokimya ve reseptére baglanma 6l¢iim
caligmalari ile ortaya konulmustur (Clark ve ark., 1985; Chaudhuri ve ark., 1986; Giani
ve ark., 1993; Inoue ve ark., 1993; Yane ve ark., 1994). In vivo ve in vitro’da yapilan bazi
deneysel caligmalarda ise Ostrojenik ve Ostrojen uyarimi yapan ilaglarin, tiroidin
blylmesinde etkili olduklar1 ve tiroid folikiil hiicrelerinin proliferasyonunu
tetikleyebildikleri belirlenmistir (Manole ve ark., 2001; Banu ve Aruldhas, 2002; Banu
ve ark., 2001; 2002a, 2002b; Araujo ve ark., 2006). Ostrojen ve tamoksifen
uygulamasinin, ovaryumektomi yapilmis ratlar ile ovaryumu c¢ikartilmamis Ostrus
donemindeki ratlarda, TSH diizeyinde diisiisler olmasina ragmen, tiroid folikiil hiicre
proliferayonunu anlamli olarak artirdiklar1 belirlenmistir (Araujo ve ark., 2006).
Dolayistyla BPS’nin TSH diizeyinde bir artisa sebep olmaksizin, tiroid folikiil hiicre
proliferasyonunu artirict etkisi, bu kimyasalin 0strojenik potansiyeli ile iliskili olarak
meydana gelmis olabilir ancak BPS’nin bu etkisinin altinda yatan nedenlerin net olarak
belirlenebilmesi i¢in daha detayli ¢calismalarin yapilmasi gerekir.

BPS’nin tiroid folikiil hiicrelerinde apoptotik indeksi, doz artis1 ile birlikte,
artirdigr gozlendi. Diisiik iyot diyeti ile birlikte guatrojenik propiltiourasile maruz
birakilan ratlarda, guatr formasyonu sirasinda, tirosit apoptozunun arttig1 bildirilmistir.
Guatrhh ratlara yiiksek iyot igerikli besin verilerek meydana getirilen guatr
involiisyonunun erken sathasinda ise, apoptotik folikiil hiicre miktarinin yine yiikseldigi
ifade edilmistir. Guatr formasyonu sirasinda, PCNA-pozitif hiicre/TUNEL-pozitif hiicre
oraninin ise anlamli bir sekilde arttigi ancak 6zellikle de guatr involiisyonunun ge¢

safhasinda azalmalarin oldugu gozlenmistir. Elde edilen veriler, guatr formasyonu ile
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involiisyonu sirasinda meydana gelen hiicre kayb1 igin temel faktoriin, tirosit apoptozu
oldugunu ve Fas/FasL sisteminin apoptoz uyariminda 6nemli role sahip oldugunu ortaya
koymustur. Ote yandan, apoptoz ile hiicre proliferasyonu arasindaki ince dengenin, tiroid
kitlesinin kontroliinii saglamada 6nemli bir rol oynayabilecegi ifade edilmistir (Tamura
ve ark., 1998). Kolaja ve ark. (1999), mikrozomal enzim (UDP-GT) uyaricilarinin, TSH
diizeyinde meydana getirdikleri artisin muhtemel bir sonucu olarak, tiroid bezinde
transforme edici buytme faktori-p1 (TGF-B1) ekspresyonu ile apoptozu uyardigini, bu
etkinin ise tiroid hipertrofisi ve hiperplazisini kompanse etmek i¢in ortaya ¢ikabilecegini
bildirmiglerdir. Farkli bir caligmada ise bir mikrozomal enzim uyarici olan
heksaklorobenzene maruz birakilan ratlarda, TSH diizeyinde bir artis olmaksizin, tiroid
folikiil hiicrelerinde TGF-B1 gen ekspresyonunun ve apoptozun arttigi belirlenmistir.
Boyle bir etkinin ise tiroid hormon homeostazisindeki bozucu etkilerden ziyade,
heksaklorobenzenin bez {iizerindeki direkt etkileri sonucunda meydana gelebilecegi
spekiile edilmistir (Chiappini ve ark., 2009). Yukarida s6z edilen c¢alismalara benzer
olarak, calismamizda BPS maruziyeti sonucunda tiroid folikiillerinde belirlenen
apoptotik hiicre sayisindaki artis, bezde hiicresel dengenin korunmasi ile BPS’nin tiroid
folikiil hiicreleri iizerindeki direkt etkisi sonucunda meydana gelmis olabilir. Ote yandan,
tiroid bezinde meydana gelen apoptoz ve fonksiyon bozukluklari ile oksidatif stres
arasinda baglant1 olabilecegi bildirilmistir (Kochman ve ark., 2021; Li ve ark., 2021).
Dolayisiyla, BPS maruziyeti sonrasinda tiroid folikiil hiicrelerinde gozlenen apoptotik
folikiil hiicre artisi, BPS’nin bezde meydana getirdigi oksidatif stres sonucunda da
meydana gelmis olabilir.

Gegmiste yapilmis olan farkli caligmalar, BPA ve yapisal analoglarinin neden
oldugu toksisite ile reaktif oksijen tiirlerindeki artis arasinda yakin bir iligki oldugu ifade
edilmistir ve bisfenollere maruz kalmanin bir sonucu olarak dokularda oksidatif stresin
uyarildigi bildirilmistir (Meli ver ark., 2020; Steffensen ve ark., 2020). BPS’nin oksidatif
stresi uyarici etkisi, kirmiz1 kan hiicreleri (Maéczak ve ark., 2017), RWPE-1 hicreleri
(Kbse ve ark., 2020), fare karaciger ve bobrek hiicreleri (Zhang ve ark., 2016) ve balik
hepatositleri (Kaptaner ve ark., 2021) gibi farkli hiicre tiplerinin kullanildig1 in vitro
calismalar ile ortaya konulmustur. Fare ve ratlarin kullanildigi in vivo’da yapilan deneysel
caligmalar da ise, BPS’nin karaciger (Zhang ve ark., 2018) ve testis (Ullah ve ark., 2016;
Ullah ve ark., 2018) dokularinda oksidatif stresi arttirdig1 bildirilmistir. Ote yandan
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literatlirede BPS’nin, tiroid dokusunda antioksidan sistem gostergeleri tizerindeki etkisine
dair yapilmig olan herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bununla birlikte, BPA’nin
rat tiroid hiicre hattinda (PCCL3 hiicreleri) ve tiroid dokusunda H202 olusumunu
indikleyerek oksidatif stresi uyardigi bildirilmistir (Da Silva ve ark., 2018).
Calismamizdan elde edilen veriler, BPS’nin tiroid dokusunda antioksidan sistem
enzimlerini (SOD, CAT, GPx ve GST) indiikledigini, GSH diizeyini diisiirdiigiinii ve
MDA seviyesinde artisa neden oldugunu gostermistir. Bu bulgular, BPS’nin tiroid
bezindeki toksik etkisini, antioksidan dengeyi bozucu potansiyeli ile meydana getirdigini
ortaya koymaktadir. Aerobik organizmalarda iiretilen primer ROS, stiperoksit radikalidir.
SOD, superoksit anyon radikalinin, daha az toksik etkiye sahip olan H2O: ile suya
dismutasyonunu gergeklestirir ve bu enzim, antioksidan savunmanin ilk basamagini
olusturur (Abd El-Twab ve Abdul-Hamid, 2016; Salah ve ark., 2022). Bu ¢alismada,
BPS’nin tiroid SOD aktivitesinde, anlamli artislara yol agtigi belirlendi. Benzer olarak,
BPA’nin fare karacigerinde SOD aktivitesini ytikselttigi bildirilmistir (Kabuto ve ark.,
2003). BPA ve yapisal analogu olan BPF’ye, in vitro’da maruz birakilan balik
hepatositlerinde ise, bu calismada elde edilen bulgular ile uyumlu olarak, SOD
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut ve Kaptaner, 2021).
Dolayisiyla, SOD aktivitesinde gozlenen artiglar, siiperoksit anyon radikal diizeyindeki
yukselmeler sonucunda meydana gelmis olabilir (Kabuto ve ark., 2003). SOD aktivitesi
sonucunda meydana getirilen H,O2 daha sonra CAT tarafindan, molekiiler oksijen ve
suya indirgenir. Bu mekanizma doydugunda ise, antioksidan enzim savunmasinin ikinci
basamaginda yer alan GPx aktive olur (Piper ve ark., 1995; Yu ve ark., 2007). Bu
calismada, CAT aktivitesinde gozlenen artiglar ile uyumlu olarak, BPS’ye in vitro’da
maruz birakilan fare karaciger ve bobrek hiicrelerinde, CAT aktivitesinin ylikseldigi
gbzlenmistir. Arastiricilar, BPS’nin bu enzimin substrat kanali iizerinde bulunan Gly 117
rezidiisti ile etkileserek yapisinda degisiklige yol actigini ve aktivitesini artirdigini
bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2016). Yine daha 6nce yapilmis olan baska bir in vitro
calismada, BPS’nin gokkusagi alabaligindan izole edilen hepatositlerde, CAT aktivitesini
uyardigi bildirilmistir (Kaptaner ve ark., 2021). Selenyum iceren GPx, yiiksek derecede
sitotoksik olan lipid peroksitlerin ve diger organik hidroperoksitlerin indirgenmesini,
GSH’1 kofator olarak kullanarak, meydana getirir (Lukaszewicz-Hussain, 2003). Bu

caligmada tiroid dokusunda gozlenen GPx aktivitesindeki artis, H202 ve diger
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hidroperoksitlerin seviyesindeki yukselmenin sonucunda, enzimin nétralize edici ve
membran hasarimi onleyici roliine bagl olarak meydana gelmis olabilir (Sabry ve ark.,
2022). Benzer olarak, BPA’ya maruz birakilan farelerin bobrek dokusunda GPx
aktivitesinin arttigi, bildirilmistir (Kabuto ve ark., 2014). Ayrica, bu ¢alismadaki
bulgulara paralel olarak GPx aktivitesinin, BPS ve BPF’ye in vitro’da maruz birakilan
balik hepatositlerinde arttig1 belirlenmistir (Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut ve Kaptaner,
2021; Kaptaner ve ark., 2021). Bir faz-1l enzimi olan GST, elektrofilik merkezlere sahip
olan zenobiyotiklere GSH’1 konjuge ederek bunlarin detoksifiye edilmesini gergeklestirir
(Li, 2009). Calismamizda, BPS’nin tiroid bezinde GST aktivitesini uyardigi gézlendi.
GST aktivitesinin, BPA’ya maruz birakilan tavuk embriyolarinin karaciger dokusunda,
diger antioksidan enzimler (SOD, CAT ve GPx) ile birlikte artis gosterdigi belirlenmistir
(Sravani ve ark., 2015). BPA uygulanan ratlarin kalp dokusunda da GST aktivitesinin
yiikseldigi bildirilmistir (Aboul Ezz ve ark., 2015). Yapilan in vitro bir ¢aligmada, BPS
maruziyetinin hepatositlerde GST aktivitesini uyardig1 gézlenmistir (Kaptaner ve ark.,
2021). GSH, zenobiyotiklere direkt olarak baglanarak, onlarin detoksifiye ve metabolize
edilmelerini gerceklestiren bir tripeptiddir. GSH’1in seviyesindeki artis ve azaliglar
oksidatif stresin bir gostergesidir (Meister ve Anderson, 1983). Calismamizda tiroid GSH
diizeyinde azalmalarin oldugu belirlendi. BPS maruziyeti sonucunda artan ROS’larin
detoksifiye edilmesi i¢gin GSH’1n asir1 bir sekilde tiiketilmesi, boyle bir etkiye sebep
olabilir (Salah ve ark., 2022). Ote yandan, GSH’1 kofaktdr olarak kullanan GPx ve
GST’nin aktivitesindeki yukselmeler de, GSH havuzunda azalmalara neden olabilir
(Aboul Ezz ve ark., 2015). Bu c¢alismadakine benzer olarak diisiik GSH seviyeleri,
BPA’ya maruz birakilan ratlarin karaciger (Korkmaz ve ark., 2010; Abdel-Wahab, 2014),
beyin (Aydogan ve ark., 2008), testis (Kabuto ve ark., 2003) ve pankreas (Ozaydin ve
ark., 2018) gibi farkli dokularinda da gdosterilmistir. Diger taraftan, BPA’nin rat
karacigerinde, GSH sentezinde rol oynayan glutatyon rediiktaz aktivitesini anlamli bir
sekilde diisiirdiigii rapor edilmistir (Bindhumol ve ark., 2003). Dolayisiyla BPS, BPA’ya
benzer bir etki ile GSH sentezinde bozulmaya neden olarak, bu molekuliin seviyesinde
azalmalara yol agmis olabilir. Serbest radikaller ve ROS’lar gibi oksidan molekiiller,
biyolojik membranlardaki doymamis yag asitleri gibi karbon-karbon ¢ift bag iceren
lipidlere saldirabilirler. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda, glikolipid,

fosfolipid ve kolesterolli iceren hedef lipid tiplerinde, bir karbondan hidrojenin
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uzaklastirilmasi ve yerine oksijenin eklenmesini kapsayan bir dizi degisiklik meydana
gelir. Sonug olarak lipid peroksil radikalleri ve hidroperoksiller membran fonksiyonunda
bozulmaya sebep olurlar ve hiicrelerin apoptoza gitmesine yol acarlar (Yin ve ark., 2011).
Lipid peroksidasyonunun major endojen urini olan MDA, oldukca mutajeniktir ve
hiicrelerde serbest radikal atagindan sonra meydana gelen lipid prooksidasyonunun
faydali bir indikatordiir (Ayala ve ark., 2014). Bu caligsmada, tiroid dokusu MDA
diizeyinin, BPS’nin 500 mg/kg/giin konsantrasyonunda anlamli olarak yiikseldigi
gozlendi. Benzer olarak, BPS’ye maruz birakilan farelerin karacigerinde MDA diizeyinin
anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (Zhang ve ark., 2018). BPS’nin rat spermi ve testis
dokusu Uzerindeki etkilerini, in vitro ve in vivo’da arastiran Ullah ve ark, (2018) ise,
BPS’nin spermde ve testis dokusunda lipid peroksidasyon diizeyini anlamli olarak
artirdigin1 ifade etmislerdir. Bu ¢calismada elde edilen veriler, daha énce Da Silva ve ark.
(2018) tarafindan BPA’nin tiroid bezi lizerindeki oksidatif hasara yol agic1 potansiyeline
dair bulgular1 ile uyumlu olarak, BPS’nin de tiroid dokusunda oksidatif hasara yol
acabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada, saglik tizerindeki olumsuz etkileri BPA’dan daha az
oldugu disiiniilen ve endiistriyel uygulamalarda BPA yerine bir alternatif olarak
kullanilan BPS’nin, tiroid bezinde yapisal, fonksiyonel ve antioksidan savunma ile ilgili
degisimlere yol acabildigi, gosterilmistir. BPS’nin tiroid dokusunda yapisal olarak,
histopatolojik degisimler olusturdugu ve tiroid folikiil hiicre proliferasyonu ile
apoptozunu uyardigi gozlenmistir. BPS nin serum T3 diizeyinde anlamli azalmalara
sebep oldugu, dolayisiyla bezin endokrin fonsiyonunu bozabilecegi belirlenmistir. Ote
yandan BPS’nin tiroid bezinde antioksidan dengeyi bozabildigi ve dokuda oksidatif stresi
uyardig1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler BPS’nin, BPA’ya benzer olarak, tiroid
tizerinde toksik etkiler gosterebildigini ve BPS maruziyetinin tiroid hastaliklarini
uyarabilecegini, ortaya koymaktadir. BPS’nin tiroid bezinde olusturdugu bu olumsuz
etkilerinin altinda yatan sebeplerin aydinlatilmasi i¢in daha detayli ve uzun siireli
caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. BPS’nin, BPA’nin yerine giivenilir bir alternatif
olarak kullanimina, dikkatle yaklasilmasi gereklidir ve BPS’nin insan ile ¢evre sagligi
tizerinde olusturabilecegi zararl etkilerin 6niine ge¢mek i¢in gerekli onlemlerin alinmasi

elzemdir.
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