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OZET

BiSFENOL F’NIN ERKEK RATLARDA PANKREAS UZERINDEKI TOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

DOGAN, Emine
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Burak KAPTANER
II. Danisman: Dog. Dr. Abdulahad DOGAN
Nisan 2022, 51 sayfa

Bisfenol F (BPF), epoksi rezinlerin ve polikarbonat plastiklerin iiretiminde
kullanilan bir bisfenol A (BPA) analogudur. Son yillarda yapilan ¢alismalar BPF’nin de
BPA’ya benzer endokrin bozucu etkilere sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada,
BPF’nin pankreas iizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda Wistar albino erkek ratlar, BPF’nin 0, 20, 100 ve 500 mg/kg viicut
agirlig (v.a.) konsantrasyonlarina, 28 giin boyunca oral gavaj ile maruz birakildi. BPF
maruziyeti sonrasinda, pankreatik Langerhans adaciklarinda, vakuolar dejenerasyon
gosteren hiicrelerin varligi tespit edildi. Histomorfolojik 6l¢iimler, BPF’nin 100 ve 500
mg/kg v.a. konsantrasyonlarina maruz birakilan gruplarda, adacik ¢ap ve alan
ortalamalarinin diistiigiinii gosterdi. Ek olarak, adaciklarda immunohistokimyasal olarak
boyanan insiilin pozitif B hiicre yiizdesinin, BPF uygulanan biitiin gruplarda, anlamli bir
sekilde azaldig1 tespit edildi. Serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve serum C-peptid
ile insiilin seviyelerinin, BPF maruziyeti sonrasinda anlamli degisimler gostermedikleri
gozlendi. BPF’nin pankreas malondialdehit diizeyi hari¢, antioksidan sistem
belirteclerinde (sliperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-
transferaz aktiviteleri ve rediikte glutatyon igerigi) degisimlere yol acgtigi belirlendi.
Elde edilen sonuglar BPF’nin endiistriyel alanlarda BPA yerine giivenilir bir alternatif

olarak kullanimina iliskin, daha fazla dikkat edilmesi gerektigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan belirtegler, Bisfenol F, [ hiicresi,

Histopatoloji, Pankreas.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF TOXIC EFFECTS OF BISPHENOL F ON MALE RAT
PANCREAS

DOGAN, Emine
Master Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burak KAPTANER
I1. Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Abdulahad DOGAN
April 2022, 51 pages

Bisphenol F (BPF) is a bisphenol A (BPA) analogue that used in the production
of epoxy resin and polycarbonate plastics. Studies in recent years have shown that BPF
also possesses endocrine disrupting effects similar to BPA. In this study, it was aimed to
investigate the toxic effects of BPF on rat pancreas. Toward this aim, male Wistar
albino rats were exposed to BPF at concentrations of 0, 20, 100, and 500 mg/kg of body
weight (b.w.) via oral gavage for 28 days. After BPF exposure, the presence of cells
displaying vacuolar degeneration in the pancreatic Langerhans islets was determined.
Histomorphometric measurements demonstrated that averages of the islet diameter and
area decreased in the groups exposed to BPF concentrations of 100 and 500 mg/kg of
b.w.. In addition, the percentage of immunohistochemically-stained insulin-positive
cells in the islets was determined to have diminished significantly at all of the groups
exposed to BPF. The levels of serum fasting glucose, total blood HbAlc, serum C-
peptide or insulin did not display significant changes after BPF exposure. BPF was
determined to cause significant changes in the antioxidant defense indicators
(superoxide dismutase-, catalase-, glutathione peroxidase-, glutathione-S-transferase-
activities, and reduced glutathione content) of the pancreas, except for the
malondialdehyde level. The results obtained herein showed that more attention should
be given regarding the usage of BPF instead of BPA as a safe alternative in industrial

areas.

Keywords: Antioxidant indicators, Bisphenol F, 3 cell, Histopathology, Pancreas.






ON SOZ

Diinyada artan endiistrilesmenin bir sonucu olarak, ¢evresel kirleticilerin sucul
ve karasal habitatlardaki miktarlari, giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle, kirleticilerin
canlilar {izerindeki olumsuz etkilerinin bilimsel olarak aydinlatilmasi, giin gegtik¢e daha
¢cok Onem kazanmaktadir. Tarimsal uygulamalar, endiistriyel iiretim ve sanayiden
kaynaklanan herbisitler, pestisitler, poliaromatik hidrokarbonlar, poliklorlu bifeniller,
agir metaller, plastik tiretiminde kullanilan bisfenoller ve daha bir¢ok kimyasal
grubunun insanda ve diger canlilarda toksik ve endokrin bozucu etkiler meydana
getirdigi 6zellikle son yarim asirlik zaman dilimi igerisinde yapilan bilimsel ¢alismalar
ile ortaya konulmustur.

Epoksi rezinlerin ve polikarbonat plastiklerin bir bileseni olan ve giinliik hayatta
kullanilan, biberon, plastik mutfak geregleri, dental malzemeler, insaat malzemeleri,
termal kagitlar ve yapistiricilar gibi bir ¢ok iirlinde yer alan bisfenol A (BPA)’nin
kanser, tiroid hastaliklari, diyabet, obezite ve lireme bozukluklar1 gibi saglik sorunlari
ile iligkisi oldugu, yapilan epidemiyolojik ¢alismalar ile belirlenmistir. Sucul ve karasal
ortamlarda varlig1 tespit edilen BPA’nin toksik ve endokrin bozucu etkileri, deneysel
calismalar ile ispatlanmistir. Bu nedenlerden dolayi, endiistriyel alanda BPA yerine
insan ve ¢evre sagligl acisindan daha az zararli olduklar diisliniilen, BPA analoglarinin
kullanimina ge¢ilmeye baslanmistir. Bunlar arasinda yer alan bisfenol F (BPF), en
yaygin olarak kullanilan BPA analogudur. Son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar,
BPF’nin de BPA’ya benzer olumsuz etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
nedenle, BPF’nin canlilar {izerindeki etkilerinin arastirilarak 6grenilmesi ve elde edilen
sonuclar goz oOniinde tutularak, gerekli Onlemlerin alinmasi gerekmektedir. Bu tez
caligmasinda, yukarida s6z edilen durumlar g6z Oniinde tutularak, BPF’nin pankreas
tizerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Bu tez calismasi yapilirken, gosterdigi istiin sabirla her tirlii destek ve
yardimin1 benden esirgemeyen cok kiymetli tez Danigmanim Dog¢. Dr. Burak
KAPTANER ve ikinci danismanim olan Dog. Dr. Abdulahad DOGAN’a, laboratuvar
calismalarim boyunca yanimda olan arkadasglarim Fatos YILDIZ, Handan AYKUT ve
Miiserref BOSTANCI’ya 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 Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje
kodu: FYL-2021-9360), tesekkiir ederim. Bu ¢alisma sirasinda gosterdikleri
yardimlardan dolayr, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilmleri Enstitiisii’niin
akademik ve idari personeline ve Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu galisanlarina, ayrica tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Endokrin  bozucu kimyasallar, endokrin sistemin normal fonksiyonunu
degistiren bilesiklerdir. Bu bilesiklerin insanlardaki biyobirikimi, olumsuz saglik
problemlerine sebebiyet verebilmektedir. Endiistriyel olarak iiretilen ve endokrin
bozucu yonii iyi bilinen Bisfenol A (BPA), epoksi rezinlerin ve polikarbonat plastiklerin
bir bileseni olarak, yaygin bir sekilde, kullanilmaktadir. BPA tabanli plastikler ve
rezinler, gidalar ile temas eden ambalaj, kap ve termal kagit gibi materyallerin i¢cinde
yer almaktadir. Insanlarmm BPA’ya maruziyeti temel olarak, gidalar ve gida temash
materyaller ile meydana gelmektedir. BPA ayrica, metal konserve kutularinin epoksi
kaplamalarinda, mutfak gereclerinde, tibbi aletlerde ve dis
kompozitleri/yapistiricilarinda bulunmaktadir. BPA’nin insanlarda, gelisimsel, tireme,
kardiyovaskiiler ve bagisiklik sistemi ile ilgili metabolik olumsuz etkiler gosterdigi
kanitlanmistir. Avrupa Kimyasal Ajans1 BPA’y1 2017 yilinda, ¢ok yiiksek endise verici
maddeler listesine almistir. BPA ile ilgili yapilan son diizenlemelerde, bu kimyasalin
gidalar ile temas eden materyallerdeki kullanimina, daha genis sinirlamalar getirilmistir.
Gida ambalaj sirketleri ise BPA’y1 iirettikleri tirlinlerden dereceli bir sekilde ¢ikartmak
adina, BPA’nin yerine gecebilecek, yeni arayislar icerisine girmislerdir (Andjar ve
ark., 2019).

BPA’nin diinya genelinde kullaniminin kisitlanmasi, BPA’ya alternatif olarak,
bisfenol F (BPF) ve bisfenol S (BPS) gibi BPA analoglarinin kullanimina neden
olmustur ancak son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar BPA analoglarinin, BPA’ya
benzer olumsuz etkilere sahip olduklarini ve kullanimlarinin, insan ve ¢evre sagligi
acisindan, risk olusturabilecegini ortaya koymustur (lyigiindogdu ve ark., 2020).
Bisfenol AF (BPAF), BPF ve BPS gibi BPA analoglarinin, abiyotik ¢evrelerde ve bazi
bolgelerdeki insanlarin idrar 6rneklerinde, BPA’ya benzer veya BPA’dan daha yiiksek
seviyelerde, tespit edildigi rapor edilmistir. Bircok BPA analogunun, endokrin bozucu
etkiler, sitotoksik etkiler, genotoksik etkiler, dioksin benzeri etkiler, tireme ile ilgili
toksik etkiler ve norotoksik etkiler meydana getirdigi ¢ok sayida laboratuvar
calismasinda ortaya konulmustur. Bununla birlikte, BPAF, BPF, BPS ve Bisfenol B
(BPB) gibi BPA analoglarmin, BPA’nin sahip oldugu 6strojenik ve antiandrojenik



aktivitelere benzer veya onunkinden daha fazla aktiviteye sahip olduklari, belirlenmistir
(Chen ve ark., 2016).

Tip II diyabet, insiilin direnci ve instlin eksikligi ile belirti gésteren metabolik
bir hastaliktir. Eriskin bireylerde kiiresel tip II diyabet prevelansinin 415 milyon
civarinda oldugu ancak Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun tahminlerine gére bu
sayinin 2040’ta 642 milyona ulasacagi bildirilmistir. Yapilan meta-analiz ¢aligmalarina
gore insanlarda BPA maruziyeti ile tip II diyabet riski arasinda pozitif bir iliski oldugu
rapor edilmistir (Hwang ve ark., 2018). Eriskinlerde yapilan saha caligmalarinda ise,
BPA’ya yiiksek konsantrasyonlarda maruziyet ile artan glikolize hemoglobin (HbA1c)
ve insulin seviyeleri, insulin direnci, prediyabet riski ve tip II diyabet gelisme riski
arasinda korelasyon oldugu ifade edilmistir (Mustieles ve ark., 2020). Yapilan deneysel
calismalarda ise endokrin pankreasin BPA’ya kars1 hassas bir doku oldugu ve BPA’nin,
17B-6stradiol (E2)’iin meydana getirdigi etkileri aymi sekilde taklit ederek, asir1 insulin
uyarimina sebep oldugu ve insulin direncini tetikledigi, gosterilmistir. Dolayisiyla elde
edilen bilimsel veriler, BPA’nin tip II diyabet gelisimini tetikleyebilecegini ortaya
koymustur.

Bir BPA analogu olan BPF, bircok endiistriyel uygulama alaninda BPA’nin
yerine kullanilan bir kimyasal bilesiktir. BPF’nin de BPA gibi organizmalar tizerinde
toksik etkiler gosterdigi bildirilmistir. In vivo ¢aligmalar, BPF’nin &strojenik, androjenik
ve tiroidojenik etkilerinin oldugunu ve fizyolojik/biyokimyasal degisimlere yol
acabildigini gostermistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda ise, BPF’nin sitotoksik etkiler
gosterdigi, oksidatif stresi uyardigi, kromozomal aberasyonlara sebep oldugu, DNA
hasarma yol agtig1 ve genotoksisiteye sebep oldugu rapor edilmistir (Iyigiindogdu ve
ark., 2020). Ote yandan BPF’nin pankreas iizerinde nasil bir etkiye sahip olduguna
iliskin oldukca az bilgi mevcuttur.

Bu caligmada, BPF’nin pankreas lizerindeki etkileri arastirilarak, literatiirdeki
eksikligin doldurulmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Wistar albino irki
erkek ratlar, BPF’ye oral gavaj ile giinliik olarak, maruz birakilmis, daha sonra BPF’nin,
pankreatik Langerhans adacik histolojisi, adacik P hiicre igerigi, pankreas antioksidan
sistem belirtegleri ve kandaki bazi biyokimyasal degerler iizerindeki etkisi

arastirilmastir.



2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

2.1. Bisfenol A ve Yapisal Analoglar:

Yapilar1 genellikle difenolmetan iizerine kurulmus olan bisfenoller, iki adet
hidroksifenil grubu i¢eren kimyasal bilesiklerdir. Bisfenoller, karbon ve diger kimyasal
yapilarin olusturdugu bir koprii ile birbirine baglanmis iki fenolik halka igerirler. Cok
sayida analogu olan bisfenoller, iglerindeki reaktan atom/bilesen grubuna gore
adlandirilirlar (Cizelge 2.1). Ornegin, BPA’da reaktan grup aseton iken, BPF’de
formaldehit, BPS’de kiikiirt trioksittir (Sur ve ark., 2017). Epoksi regineler,
polikarbonatlar, dis dolgulari, yemek saklama kaplari, bebek biberonlart ve su
bidonlarinin iiretiminde yaygin olarak kullanilan BPA’nin endokrin bozucu yonii ve
obezite, diyabet, kronik solunum hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, renal
hastaliklar, davranis bozukluklari, meme kanseri, dis gelisimi bozukluklar1 ve {ireme
bozukluklar1 gibi ¢ok sayida saglik problemi ile olan iliskisi, gegmiste yapilan bir ¢ok
calismada ortaya konulmustur (lyigiindogdu ve ark., 2020). Bu nedenle, bilim
insanlarinda, yasa diizenleyicilerinde ve toplumda BPA kullanimima iliskin endise
artmig ve bu endise endistriyi BPA yerine, bisfenol AF, BPAF, BPB, BPF, BPS gibi
alternatif kimyasallarin aranmasi igin harekete gecirmistir (Iyigiindogdu ve ark., 2020;
Knizatova ve ark., 2020). BPA analoglarinin kullanim1 yaygin olsa bile, toksik etkileri
hakkinda sinirli bilgi mevcuttur. Bununla birlikte, BPA icin bildirilen anti-6strojenik ve
anti-androjenik etkiler, BPA analoglari i¢in de gosterilmistir (Knizatova ve ark., 2020).

BPA’ya yapisal ve fonksiyonel olarak benzerliklerinden dolay1, “BPA analoglari
veya tlirevleri” olarak isimlendirilen bu kimyasallar, gida maddeleri, ev i¢i tozu, gol ve
nehir sedimentleri, kisisel bakim iirlinleri ve termal kagitlarda tespit edilmislerdir. Daha
da 6nemlisi bu analoglarin varlig1 insan biyolojik 6rneklerinde, gosterilmistir. BPA’nin
bazi klorlu ve bromlu tiirevleri, alev geciktirici olarak kullanilmaktadir (Pelch ve ark.,
2017). BPA ve baz1 BPA analoglarimin kimyasal yapilari, isimleri, kisaltmalar1 ve

belirlendikleri yerler Cizelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. BPA ve baz1 BPA analoglarinin kimyasal yapilari, isimler, kisaltmalar1 ve
belirlendikleri yerler (Chen ve ark., 2016; Pelch ve ark., 2017)

Kimyasal yap Kimyasal isim Kisaltma ve | Belirlendigi yer
CASRN
2,2-bis(4- BPA insan serumu, idrar,
hidroksifenil)propan (80-05-7) plesental doku, gobek
kordonu kani, insan
serumu, memeden
alman siit, ev i¢i toz,
Ho o sedimentler, tatlh su,
deniz suyu, atik su, silaj
HO.__ . e OH 4,4'-Metilendifenol 4,4-BPF Kan, gida, alindi
L l _ﬂ/ (sinonim: 4,4'- | (620-92-8) (makbuz), idrar, toz,
T TR Dihidroksidifenilmetan) kigisel bakim iiriinleri
% 4,4'-Sulfonildifenol BPS Kan, gida, alind1
o~ )] Ve (80-09-1) (makbuz), idrar
4,4'-(1-Fenil-1,1- BPAP Gida, toz, alindi
etanediol)difenol (1571-75-1) (makbuz), sediment
4,4'-(1,1,1,3,3,3- BPAF Gida, toz, alindi
Heksafloro-2,2- (1478-61-1) (makbuz), atik su aritma
propanediol)difenol silaji
2,2-Bis(4- BPB Gida, toz, sediment,
hidroksifenil)biitan (77-40-7) kan, idrar
4,4'-(1,4-Fenilendi-2,2- BPP Gida, toz
propanediol)difenol (2167-51-3)
4,4'-(1,1- BPZ Gida, toz, kisisel bakim
Siklohekza)diphenol (843-55-0) trtinleri
4 4'-ethilidenbisfenol BPE Atik su aritma silaji
(2081-08-5)
2,2"-Bis(4-hidroksi-3- BPC Alind1 (makbuz)
metilfenil)propan (79-97-0)
2,2'-dihidroksidifenil metan | 2,2-BPF Rezinler
= (2467-02-9)
<
HC. CHy 4,4'-(2,2- TMBPA Polikarbonat rezinler
“r*°~f~n)‘~ff“r' Propandiol)bis(2,6- (5613-46-7)
HOT Y 5 oH dimetilfenol)
CHs CHs
Fosforik asit, (1- | BDP Alev geciktiriciler
metiletiliden)di-4,1-fenilen | (5945-33-5)
tetrafenil ester
4-[(4-1zopropoksifenil) D-8 Kan, alind1 (makbuz)

sulfonil]fenol

(95235-30-6)

CASRN: Kimyasal 6zetler hizmet kayit numarasi



2.2. Bisfenol A — Diyabet iliskisi

Pankreas, glukoz homeostazisinin diizenlenmesinde ©nemli rol oynar. Bu
islevini iki temel hormonun (insiilin ve glukagon) sentezi ve salimimi ile gerceklestirir.
Pankreasin Langerhans adaciklarindaki 3 hiicreleri insiilin sentezleyip salgilarken, o
hiicreleri glukagon sentezleyip salgilarlar. Pankreasin fonksiyonunda meydana gelen
bozulmalar, insiilin ve glukagon iiretiminde diizensizlige neden olabilir. Bu da obezite
ve metabolik sendrom ile iligkili olan insiilin direnci ve tip II diyabete neden olur. Son
yillarda yapilan c¢alismalar ortaya koymustur ki BPA, glukoz metabolizmasini
degistirerek, karaciger fonksiyonlari tizerinde olumsuzluklara yol acarak ve pankreastan
insiilin iretimini degistirerek, endokrin bozucu etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. BPA’nin
kas dokusunda glukoz kullanimini degistirdigi ve yag dokusunun endokrin
fonksiyonuna engel olusturdugu rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalar, BPA’nin merkezi
sinir sistemini etkileyerek glukoz metabolizmasinin ndroendokrin diizenlenmesini
olumsuz etkiledigini ve neticede glukoz intoleransi ve insiilin direnci gibi glukoz
metabolizmasi rahatsizliklarini uyardigini, ortaya koymustur. Dolayisiyla BPA, obezite
ve metabolik sendromun ortaya ¢ikmasinda, oOnemli bir risk faktérii olarak
goriinmektedir (Menale ve ark., 2016).

Insanlar {izerinde yapilan klinik calismalar ile in vitro, eks-vivo ve in-vivo
modeller lizerinde yapilan preklinik ¢aligmalar, ¢ogunlukla diisiik dozlardaki BPA’nin
tip II diyabet (DM) gelisim riskini arttirabilecegini gostermistir. Bunu da; direkt olarak
panreatik hiiclerini etkileyerek, insiilin ve glukagon salgilanmasini bozarak, 3 hiicre
gelisimi inhibisyonunu ve apoptozunu tetikleyerek, kas, karaciger ve yag hiicre
fonksiyonunu etkileyerek ve insiilin direnci durumunu harekete gecirerek
gerceklestirdigi ifade edilmistir (Provvisiero ve ark., 2016).

Dogum 6ncesi ve dogum sonrast BPA’ya maruziyetin, glukoz metabolizmasi ile
ilgili olan genlerin (Pdx1, Jack, Igf2, Srebfl ve Srebf2) ekspresyonunu
diizensizlestirdigi rapor edilmistir. BPA’nin, normal glukoz ve lipid homeostazisini
olumsuz etkileyen epigenetik bozukluklar1 uyardig: ve tip II diyabete neden olabilecegi
belirtilmistir (Rahmani ve ark., 2018).

Epidemiyolojik veriler, insan idrarinda tespit edilen BPA miktar1 ile degisen

aclik kan sekeri ve HbALc seviyeleri arasinda pozitif bir iliski oldugunu ortaya



koymustur. Dolayisiyla, BPA’ya maruziyet ile diyabet arasinda iligkinin oldugu ifade
edilmistir (Mirmira ve Evans-Molina., 2014).

2.3. Bisfefol A’nin Pankreas p Hiicresi Uzerindeki Etkileri

Pankreatik [ hiicrelerinde Ostrojen reseptor o ve P’nin varligini belirleyen
Alonso-Magdalena ve ark. (2008), erkek farelerden izole edilen Langerhans
adaciklarini, BPA’nin diisiik dozlarmma in vitro ortamda maruz biraktiklarinda, 3
hiicrelerindeki insiilin igeriginin, Ostrojen reseptdor o (ERo)’nin aktivasyonunun
sonucunda arttigini, géstermislerdir.

Erigkin farelerin, E2 ve BPA’ya tek doz enjeksiyon (10 pg/kg) ile maruz
birakilmalar1 sonrasinda, glisemide hizli bir diisiisiin meydana geldigi ve bunun artan
plazma insiilin diizeyi ile iliskili oldugu bildirilmistir. E2 ve BPA’ya daha uzun siireli
maruziyetin ise pankreatik B hiicre insiilin i¢erigini, ER’ye bagimli bir tarzda, artirdigi
ifade edilmistir. Bu etkinin muameleden 2 giin sonra bile goézlenebildigi ve 10
ug/kg/giin gibi diisik dozlarda bile ortaya c¢iktigi, belirlenmistir. E2 ve BPA
uygulamasindan 4 giin sonra farelerde hiperinsiilinemi gelistigi ve glukoz/insulin
tolerans testlerinde degisimlerin meydana geldigi gézlenmistir. Dolayisiyla, endojen ve
cevresel Ostrojenlerin anormal diizeylerine maruz kalmanin, tip II diyabet, hipertansiyon
ve dislipidemi gelisim riskini artirabilecegi ifade edilmistir (Alonso-Magdalena ve ark.,
2006).

ERo’nin E2 ve cevresel Ostrojen BPA tarafindan aktive edilmesi, ERK1/2’nin
fosforilasyonunu kapsayan klasik olmayan Ostrojen aktiveli yolak vasitasiyla, insiilin
biyosentezini uyarir. ERo’nin  E2’nin  fizyolojik konsantrasyonlar1 tarafindan
aktivasyonu, endokrin pankreasin gebelige adaptasyonunda énemli bir rol oynayabilir.
Diger taraftan ERa, artan E2 seviyesi veya BPA gibi ¢evresel bir ostrojen tarafindan
asir1 bir sekilde uyarilmasi, yiiksek insiilin uyarim sinyali {iretir. Bu durum, 3 hiicre
tiikenmigligine yol acabilecegi gibi kasta ve karacigerde insiilin direncini tetikleyebilir.
Dolayisiyla, tip II diyabet gelisimini meydana getirebilir (Nadal ve ark., 2009).

B hiicrelerinin E2 ve BPA’ya nM konsantrasyonlarda maruz birakilmasi (1-10
nM), potasyum kanallarini hizlica inhibe eder ve ERB’ya bagimli bir mekanizmayla

glukoz ile uyarilan insiilin salinimin artirir (Soriano ve ark., 2009, 2012).



Ropero ve ark. (2008), BPA’nin in vitro’da, fareden izole edilen Langerhans
adaciklarinin insiilin salgilayan B hiicreleri ve glukagon salgilayan a hiicreleri iizerinde,
hizli genomik olmayan etkiler gosterdigini bildirmislerdir. BPA’nin 10 npg/kg
konsantrasyonuna tek doz enjeksiyon ile maruz birakilan farelerde plazma insulin
seviyesinin hizlica arttigi ve bu artisla es zamanli olarak gliseminin azaldig ifade
edilmigtir. Fareler BPA’nin 100 pg/kg/glin konsantrasyonuna 4 giin boyunca maruz
birakildiklarinda ise, yemek sonrasi hiperinsiilinemi ve insulin direnci ile birlikte, 3
hiicresi instilin igeriginin arttig1 gézlemlenmistir. Dolayisiyla BPA’nin, erkek farelerde
pankreatik  hiicre fonksiyonunu bozdugu ve insulin direncine yol agtig1 belirtilmistir.
Ayni zamanda BPA’ya maruziyet sonrasinda meydana gelen kan glukoz dengesindeki
degisimin, tip II diyabet gelisim riskini artirabilecegini ifade etmislerdir.

BPA’nin 20 ve 200 mg/kg v.a./giin konsantrasyonlarina 30 giin boyunca oral
gavaj ile maruz birakilan Wistar albino irki ratlarin gastroknemius kasinda, BPA’nin
glukoz oksidasyonu ve insulin sinyal molekiilleri iizerindeki etkilerini arastiran
Indumathi ve ark. (2013), BPA’nin kasta glukoz oksidasyonunu diisiirmesine ragmen,
aclik kan glukoz diizeyini degistirmedigini belirlemislerdir. Arastiricilar, bu durumun
hiperinsiilinemi ve diisilk serum testosteron seviyeleri ile sonuglandigini ifade
etmislerdir. Kasta (hem plazma membrani hem de sitosolik fraksiyonda), insiilin
reseptoric (IR), protein kinaz B (Akt) ve glukoz transporter 4 (GLUT-4) mRNA
seviyelerinde anlamli degisimlerin meydana gelmedigini ancak IR, Akt ve GLUT-4
protein seviyelerinde azalmanin oldugunu bildirmislerdir. Sonu¢ olarak, BPA’nin
insulin sinyal molekiillerini olumsuz etkileyerek iskelet kasinda glukoz alinimini ve
oksidasyonunu azalttig1 gostermislerdir.

BPA’nim 5, 50, ve 500 ng/kg v.a./glin konsatrasyonlarina oral gavaj ile 8 hafta
boyunca maruz birakilan ratlarda, plazma glutatyon igeriginin, SOD aktivitesinin,
glutatyon peroksidaz aktivitesinin ve katalaz aktivitesinin azaldi1 gdzlenmistir. Ote
yandan, BPA’nin plazma tiyobarbitiirat reaktif madde diizeyini ve nitrik oksit diizeyini
artirdig1 belirlenmistir. Plazma total kolesterol, trigliserit, diisiik dansiteli lipoprotein,
yiiksek dansiteli lipopoprotein, insulin ve glukoz diizeylerinin, BPA maruziyeti
sonrasinda degismedigi bildirilmistir. BPA’nin en yiiksek konsantrasyonunda,

Langerhans adaciklarinda, insulin pozitif B hiicre yiizdesini anlaml bir sekilde arttigi



gozlenmistir. BPA maruziyetinin oksidatif strese neden oldugu ve pankreatik 3 hiicre
fonksiyonunu bozdugu ifade edilmistir (Ozaydin ve ark., 2018).

Kalsiyum iyonu uyarimi, B hiicrelerinden insulin sentezinin ve salgilanmasinin
gerceklestirilmesine katki sunar. BPA’nin plazma insulin seviyelerini ve insulin
transkripsiyon faktorlerini yiikselttigi ancak insulin artis1 ile oransal olarak plazma
glukoz dengesini saglayamadigi veya artan glukoz diizeyini diisiirmedigi rapor
edilmistir. BPA’nin streptozotosine karsi, pankreatik [ hiicre canliligini artirdigi,
bununla birlikte BPA tarafindan artirilan insiilin seviyesine ragmen serum glukoz
dengesinin diizenlenmedigi gdzlemlenmistir. BPA’nin, 6zellikle streptozotosin ile tip I
diyabet olusturulmus modelde, [ hiicresi kalsiyum homeostazisinde bozulmaya ve
endoplazmik retikulum stresinde artisa neden olarak, insiilin direncine yol actig1
bildirilmistir (Ahn ve ark., 2018).

BPA’nin ¢esitli konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz birakilan insan
adipoz dokusunda, proenflamatuar genlerin (IL6, IL1B, TNFA) ve adipokinlerin
(ADIPOQ, FABP4) ckspresyonlarinda azalmalarin meydana geldigi ve adipositlerde
glukoz aliniminin insulin sinyalinden bagimsiz olarak diistiigii bildirilmistir. BPA
maruziyeti ile iligkili olan bu mekanizmalarin, insulin direnci gelisimine neden
olabilecegi ifade edilmistir (Ahmed ve ark., 2020).

BPA’nm 100 pg/kg/glin konsantrasyonuna dort hafta boyunca subkutan olarak
maruz birakilan farelerde, hipergliseminin uyarildigi ve homeostatik model
degerlendirme B hiicre indeksinin azaldig1 belirlenmistir. Bu olumsuz etkilere ek olarak,
serum insulin, adiponektin, testosteron, total antioksidan kapasite ve malondialdehit
diizeylerinin arttig1 gozlenmistir. Bununla birlikte BPA uygulanan bireylere oral gavaj
ile verilen soya ekstresinin (150 mg/kg), BPA’ nin olusturdugu olumsuz etkileri azalttig1
bildirilmistir (Veissi ve ark., 2018).

BPA’nin 100 mg/kg/giin dozuna 14 giin boyunca maruz birakilan ratlarin
pankreasinin endokrin boliimiinde, histopatolojik degisikliklerin meydana geldigi ve
pankreatik [ hiicrelerindeki ERa immiinoreaktivitesinin arttigi gézlemlenmistir.
Bununla birlikte, BPA'ya maruz birakilan ratlara uygulanan koenzim Q10 (10
mg/kg/glin)’nun, BPA’nin olusturdugu olumsuz etkiler iizerinde, koruyucu etki

gostermedigi bildirilmistir (Yildiz ve ark., 2020).



2.4. Bisfenol F

Bisfenol ailesine ait olan BPF’nin, kimyasal ismi bis(4-hidroksifenil) metan’dir.
Yapisal olarak, metilen vasitasiyla baglanan iki fenol halkasma sahiptir. BPF’nin
kullaninmi ve bircok iilkedeki {iretimi, BPA epoksi rezinlerine kiyasla diisiik
vizkositesinden ve solventlere karst daha dayanikli olmasindan dolayi, artmaktadir.
BPF, epoksi rezinlerin ve polikarbonatlarin tiretiminde kullanilmaktadir. Bu nedenden
dolay1 da endiistriyel sektoriin bircok uygulama alaninda BPF ile karsilasilmakta ve
BPF dereceli olarak BPA’nin yerini almaktadir. Gida paketlemesi, boru kaplamalari, dis
dolgulari, endiistriyel dosemeler, derz, elektrik vernikleri, kaplamalar, vernikler,
plastikler ve adezivler, BPF’nin kullanildig1 uygulamalari igerir. BPF’nin varlig1, kisisel
bakim iiriinleri, mesrubat ve enerji icecekleri, konserve gidalar, hazir yemekler, gidalar
ile temasl1 geri dontisiim kagitlari, evlerde giinliik olarak kullanilan atik kagit veya kagit
tiriinleri, ticari siit ve kiilotlu ¢orap gibi birgok tiliketici iirlinlinde, tespit edilmistir.
BPF’nin gida maddelerinde (et ve et trilinleri, balik ve deniz mabhsiilleri, sebzeler vs.)
baskin bulunan bir bisfenol tipi oldugu ve gida maddelerindeki varliginin, total

bisfenoller icerisinde % 17’ye karsilik geldigi ifade edilmistir (Usman ve ark., 2019).

2.5. BPF’nin In Vivo Deneylerde Belirlenen Olumsuz Etkileri

BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg/v.a. konsantrayonlarina, oral gavaj ile 28 giin
boyunca, maruz birakilan ratlarin organ agirliklarinda artislarin meydana geldigi
bildirilmistir. Erkek bireylerde, serum triiyodotirozin (T3) ve tetraiyodotirozin (T4)
diizeylerinin yiikseldigi, disilerde ise T4 diizeyinin yiikseldigi ancak T3 diizeyinin
azaldigr gozlenmistir. Erkek bireylerde spermatolojik agidan anormal bir bulgu
gozlenmemistir. Disi  bireylerde eritrosit sayisinin, hematokrit degerlerinin ve
hemoglobin konsantrasyonunun azaldigi ancak erkek bireylerin kan degerlerinde
herhangi bir degisimin olmadig1 belirlenmistir. Erkek bireylerde, serum total kolesterol
ve kan iire azot degerlerinin diistiigl, disilerde ise serum kolesterol, glukoz ve albumin
diizeylerinde azalmalarin oldugu tespit edilmistir. Histolojik olarak incelenen, prostat,
seminal vezikiil, ovarium, testis, uterus, meme bezi, beyin, tiroid, adrenal bez, karaciger,
dalak, bobrek, mide, bagirsak, timus, paratiroid ve hipofiz dokularinda, herhangi bir

degisimin olmadigi, sadece mezenterik lenf nodlarinin subkapsiiler siniisiinde
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dilatasyonun meydana geldigi bildirilmistir. Karacigerde histopatolojik bir degisim
gozlenmemesine ragmen, BPF’nin en temel toksik etkisinin, klinik biyokimyasal
bulgular ve karaciger agirligina dayanilarak, karaciger ile ilgili oldugu belirtilmistir
(Higashihara ve ark., 2007).

BPA ve analoglar1 (BPB, BPF ve BPS)’na, gebeligin 1. giiniinden 21. giiniine
kadar igme suyu ile 5, 25 ve 50 mg/L konsantrasyonlarda maruz birakilan sicanlarin
erkek yavru bireylerinin ireme dokularinda, antioksidan enzim diizeylerinde
degisimlerin meydana geldigi, plazma folikiil uyarici hormon, liiteinizan hormon,
testosteron diizeylerinin azaldigi tam tersine Ostrojen seviyesinin yikseldigi ve
testis/epididimis dokularinda histolojik degisimlerin meydana geldigi bildirilmistir
(Ullah ve ark., 2019a).

BPF’ye in vitro’da iki saat boyunca maruz birakilan rat testis dokularinda,
katalaz (CAT), stiperoksit dizmutaz (SOD) ve peroksidaz (POD) aktivitelerinde ve
testikiiler testosteron diizeyinde anlamli degisimler gézlenmemesine ragmen, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile lipid peroksidasyon seviyelerinde artislarin oldugu
belirlenmistir. BPF’ye 28 giin boyunca maruz birakilan erkek ratlarda ise, BPF’nin doza
bagimh bir sekilde etki gosterdigi, yiiksek doz BPF konsantrasyonunda (100 mg/kg
v.a./glin) testis protein diizeyinin, CAT, SOD ve POD aktivitelerinin azaldigi ve ROS
ile lipid peroksidayon seviyesinin ylikseldigi rapor edilmistir. Sonug olarak, BPF’nin
epididimisteki sperm sayisinda diisiis meydana getirdigi, erkek iireme hormonlari
lizerine antagonistik etkiler gosterdigi, testis histolojisinde degisimlere sebep oldugu ve
testiste oksidatif stresi uyardigi belirlenmistir (Ullah ve ark., 2019b).

BPA ve analoglari (BPF, BPS ve BPZ)nin, zebra baligi (Danio rerio)
larvalarinda, tiroid gelisimi ve tiroid hormon taginimi/metabolizmast ile iligkili genlerde
transkripsiyonel degisimlere ve tiroid hormonlarinin sentezinde bozulmalara neden
olarak, tiroid bezinin fonksiyonunu olumsuz etkiledikleri bildirilmistir (Lee ve
ark.,2019).

BPF’nin 1 mg/L konstrasyonuna 21 giin boyunca maruz birakilan zebra balig
(Danio rerio)’inda, testis ve ovaryum histolojisinde degisimler, cinsiyet hormonlarinin
seviyelerinde degisimler, erkek bireylerde karaciger vitellogenin gen ekspresyonunda
artts ve hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninde yer alan genlerin ekspresyonlarinda

degisimler, meydana geldigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2017).
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BPF’ye 0.1, 1, 10, 100 ve 1000 mg/L maruz birakilan sazan balig1 (Cyprinus
carpio)’nda hepatosomatik indeks degerinin yiikseldigi, karacigerde total antioksidan
kapasitenin azaldigi, CAT aktivitesinin diistiigii ve malondialdehit seviyesinde artislarin
oldugu belirlenmistir. BPF maruziyetinin, karacigerde nitrik oksit seviyesini ve nitrik
oksit sentaz aktivitesini artirdigi, kompleman bilesen 3 ile immunoglobulin M igeriginin
yani sira enflamatuar sitokin genlerinin ekspresyonunu uyardigi gozlenmistir. Ek olarak,
NF-kB p65 gen ekspresyonu seviyeleri ile yiiksek ROS igerigi ve NF-kB yolag: ile
iliskili genler arasinda korelasyon oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak BPF’nin etki
seklinin, NF-kB sinyal yolag: ile iligkili olabilecegi ve immun sistemi etkileme
kapasitesinin, BPA ile kiyaslanabilir diizeyde olabilecegi, ifade edilmistir (Qiu ve

ark.,2018).

2.6. BPF’nin In Vitro Deneylerde Belirlenen Olumsuz Etkileri

BPF’nin hiicrelerde kromozomal aberasyonlara, sitotoksik ve genotoksik
etkilere, DNA hasarina, hiicresel fonksiyon bozukluguna, adiponektin sentez ve
salintminda azalmaya neden oldugu, in vitro ¢alismalarda belirlenmistir (Iyigiindogdu
ve ark., 2020). Yapilan in vitro ¢alismalar, BPF’nin ER’ye baglanarak endokin bozucu
etkiler gosterebildigini ancak Ostrojenik etkisinin BPA ve BPA’nin diger analoglarina
kiyasla daha zayif oldugunu gostermistir (Sur ve ark., 2017).

Bir in vitro calismada ise BPA ve analoglarinin, 6strojen reseptorleri ile etkili bir
sekilde etkilesebildikleri belirtilerek, BPA ve BPF’nin potent insan ER antagonistleri
olduklar1 (BPA > BPF) bildirilmistir. Calismada, BPA tiirevlerinin ¢oklu ¢ekirdek
reseptOrlerini bozabilecekleri ve endokrin sistemi bozucu etkiler gosterebilecekleri ifade
edilmistir (Molina-Molina ve ark., 2013).

BPF ve BPS’ye kisa siireli maruz birakilan fare pankreatik B hiicrelerinde,
glukoz ile uyarilan insiilin saliniminin arttigi gézlenmistir. Bu durumun, kisa siireli
uygulamalarda, potasyum kanallarinin inhibe edilmesi sonucunda meydana geldigi ifade
edilirken, uzun siireli maruziyette voltaj-kapili kalsiyum, sodyum ve potasyum
kanallarinin diizenlenmesi ile ilgili olabilecegi, bildirilmistir. Bu bisfenollerin ERf
agonistleri olduklar1 ve ekstraniiklear olarak harekete gecirilen bir yolag: aktive ettikleri

belirlenmistir (Marroqui ve ark., 2021).
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BPA ve analoglar1 (BPF, BPS ve BPAF)’na maruz birakilan insan
eritrositlerinde, sitosolik kalsiyum iyon konsantrasyonunun yiikseldigi, fosfatidilserin
translokasyonun arttig1, kalpain ve kaspaz-3 aktivitelerinin indiiklendigi belirlenmistir.
Dolayisiyla, BPA ve analoglarinin eritrositlerde apoptozu uyarici potansiyele sahip
olduklar1 bildirilmistir (Macczak ve ark., 2016).

Insan eritrositleri, BPA ve analoglari (BPS, BPF ve BPAF)'na maruz
birakildiklarinda, ROS seviyesinde artisin, lipid peroksidasyon diizeyinde yiikselmenin,
GSH seviyesinde diisiisiin meydana geldigi ve antioksidan enzim aktivitelerinde
degisimlerin gozlendigi, bildirilmistir (Macczak ve ark., 2017).

BPA ve analoglar1 (BPS, BPF ve BPAF)’nin insan hepatoselliiler karsinom
(HepG2) hiicrelerinde canliligr azalttiklari, DNA ¢ift iplikcigi kiriklarina sebep
olduklari, CYP1A1 ve UGT1Al gen ekspresyonlarini artirdiklar1 belirlenmistir. BPF ve
BPAF’nin, BPA’nin yerine kullanilabilecek giivenilir  alternatifler olarak
disiiniilmemeleri gerektigi, ifade edilmistir (Hercog ve ark.,2019).

BPAF ve BPF'ye maruz birakilan insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7)’nde,
canliligin 0.01-1 pM konsantrasyon araliginda arttigit ancak, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda azaldigr belirlenmisti. BPAF ve BPFnin, 0.01-10 uM
konsantrasyon araliginda DNA hasarmi, ROS diizeyini ve hiicre i¢i Ca?* seviyelerini
onemli Ol¢lide artirdig1 goézlenmistir. Bu etkilerin ise, ROS siipiiriiclisii N-asetilsistein
tarafindan azaltildig: tespit edilmistir (Lei ve ark., 2017).

BPA ve analoglarinin fare spermatosit GC-2 hiicre hattinda, apoptozu
indiikledigi ve hiicresel hasara neden oldugu bildirilmistir. Maruziyet sonrasinda
hiicrelerde steroid reseptorii ve steroidogenezis ile iligkili gen ifadelerinin degistigi ve
DNA metilasyonunun yiikseldigi goézlenmistir. BPF ve BPS’nin BPA’nin alternatifi
olarak kullanilmasmin, erkek tireme sagligi agisindan, giivenilir olmadigi ifade
edilmistir (Sidorkiewicz ve ark.,2018).

BPA’nin insan adrenokortikal karsinom (H295R) hiicrelerinde hormon iiretimini
baskiladigi, BPF’nin ise E2 ve testosteron diizeylerini yiikselttigi gézlenmistir (Feng ve
ark., 2016).

Kose ve ark. (2020), RWPE-1 hiicrelerini BPA ve analoglar1 (BPF ve BPS)’na
24 saat siire ile maruz biraktiklar1 ¢alismalarinda, sitotoksik etki derecesinin sirasiyla;

BPA>BPF>BPS oldugunu bildirmislerdir. Hiicrelerde maruziyet sonrasinda antioksidan
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savunma sistemi indikatorlerinin (SOD, GPx, GR aktiviteleri ve GSH diizeyi)
degisimler gosterdigini, ayn1 zamanda DNA onarim proteinleri (OGG1, Ape-1 ve MyH)
ve p53 protein seviyelerinde azalmalarin oldugunu, bildirmislerdir.

BPF’nin 7 farkli konsantrasyonuna (0, 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250 ve 500
uM), 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss)
hepatositlerinde sitotoksisitenin, doz artis1 ile birlikte yiikseldigi ve BPF’nin
hepatitlerde antioksidan dengeyi bozarak, hiicresel hasara yol agtig1 bildirilmistir (Aykut
ve Kaptaner, 2021).

2.7. Tez Calismasinin Amaci

Bu calismada BPF’nin erkek ratlarda pankreas iizerindeki toksik etkilerinin
arastirilmasi amacglanmistir. Bu amag dogrultusunda;
1. BPF’nin, pankreasta meydana getirdigi histopatolojik degisimler incelenmistir.
2. BPF’nin, pankreatik Langerhans adacik ¢ap1 ve alani iizerindeki etkisi arastirilmistir.
3. BPF’nin, Langerhans adaciklarinda, insulin sentezleyen [ hiicrelerinin yiizdesi
tizerindeki etkisi aragtirilmigtr.
4. BPF’nin, glukoz homeostazisinde belirte¢ olarak kullanilan, a¢lik kan glukoz diizeyi,
total kan HbAlc ve serum C-peptid ile insulin diizeyleri iizerindeki etkisi
arastirilmastir.

5. BPF’nin, pankreas antioksidan sistem belirtecleri lizerindeki etkisi arastirilmistir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvam

Calismada agirliklar1 160-290 g olan 2-3 aylik, toplam 28 adet, Wistar albino
k1 erkek rat kullanildi. Ratlar, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Ratlar, deney siiresince, ortalama 25 °C
sicaklikta ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik 151k periyodu altinda barindirildi ve
standart plastik kaplarda ad libitum (istenildigi kadar) olarak beslenmeleri saglandi.
Deneyler, Van Yiiziincii Yil Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde gerceklestirildi. Deneyler sirasinda meydana gelebilecek olumsuzluklarin
en aza indirilmesi igin gereken biitiin dnlemler alindi. Calisma siiresince, Van Yiiziincii
Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Y&nergesi’nde belirtilen kurallara
riayet edildi. Bu tez ¢alismas1 Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (VAN YUHADYEK) tarafindan onaylanmistir (Karar no: 2022/03-20 ).

3.2. Cahismada Kullamilan 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 UVI/VIS AE-S90-1D
Ultrasonik homojenizator Bandelin Electronic GmbH &Co KG  Bandelin Sonopuls, HD 2070
pH metre Sartorius PB-11
Manyetik karistirict Heidolph MR 3001
Vorteks Heidolph Reax Top QO4
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
3;)};1;) 4.4°-Dihidroksidifenilmetan, Ci3H120,, saflik: Alfa Aesar AAAL141706

Immunohistokimya kiti” (Mouse and Rabbit Specific

HRP/DAB IHC Detetion Kit-Micropolymer) Abcam ab236466

Invitrogen, Thermo

Insiilin primer antikoru Fisher Scientific MAS5-12037
Glutatyon peroksidaz Kiti Randox-Ransel RS505
Siiperoksit dismutaz kiti Randox-Ransod SD125
GSH (Rediikte 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
S1g1ir 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
H20; Merck 1.08597
KH2PO, Merck 1.04873
Na;HPO4 Sigma-Aldrich 71640
NaH:PO, 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
gin sire ile gergeklestirildi. Test kimyasali olan bisfenol F (BPF, 4,4’-
dihidroksidifenilmetan, Ci3H1202, saflik: %98, Alfa Aesar, Kandel, Almanya)’nin,
etanol-zeytinyagi karigimi (1:4 v/v) igerisinde tamamen ¢6ziinmesi saglandi (Pal ve ark.,

2017; Silva ve ark., 2018). Hayvanlara oral gavaj ile giinliik olarak uygulanan BPF
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konsantrasyonlari, Higashihara ve ark. (2007)’na gore belirlendi. Toplam yirmi sekiz
giin siiren ¢caligmadaki deney gruplar1 agagida belirtilmistir:

Grup I: Kontrol grubu hayvanlarini (n = 7) igeren ve sadece test kimyasalinin
¢oziindiigi etanol-zeytinyagi karisimi (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 agirhigina gore BPF’nin 20 mgkg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile giinliik 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 agirligina goére BPF’nin 100 mgkg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile giinliik olarak maruz birakildig: gruptur. Gruptaki
hayvanlarin (n = 7) deney siiresince Standart yem ve su ile ad libitum olarak
beslenmeleri saglandi.

Grup IV: Her hayvanin viicut agirhigina goére BPF’nin 500 mg/kg v.a.
konsantrasyonuna, oral gavaj yolu ile giinliik olarak maruz birakildig: gruptur. Gruptaki
hayvanlarin (n = 7) deney siiresince Standart yem ve su ile ad libitum olarak

beslenmeleri saglandi.

3.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney siiresinin tamamlanmasindan hemen sonra ratlar, ketamin/ksilazin
karisimi ile anestezi edildi. Hayvanlarin kalbinden enjektor ile alinan kan ornekleri,
biyokimyasal analizler i¢in biyokimya tiiplerine aktarilirken, total kan HbAlc dl¢limii
icin EDTA’l1 tiiplere alindi. Daha sonra, her hayvanin pankreasinin bir bolimii
histolojik incelemeler i¢in, diger bir boliimii ise antioksidan indikatorlerin 6l¢iimii icin

dikkatlice ¢ikartildi.

3.5. Histolojik Prosediirler

Hayvanlardan ¢ikartilan pankreas dokulari, % 10’luk nd6tral tamponlu

formaldehit fiksatifi ile 24 saat tespit edildi. Tespit edilen dokular, fosfat tuz tamponu
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(PBS; 0.01 M, pH: 7.4) ile yikandiktan sonra dereceli etanol (% 70, % 80, % 96 ve
absolii) serilerinden gegcirilerek, dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilende
seffaflastirilarak parafine gomiildii. Parafin bloklardan rotary mikrotom ile alinan 5 um
kalinligindaki kesitler, adeziv kapli lamlara aktarildi. Kesitler riitin histolojik
incelemeler i¢in, H & E ile boyandi. H & E ile boyanan kesitler, kamera atagmanli

mikroskop ile incelendikten sonra, uygun biiylitmede fotograflar1 ¢ekildi.

3.6. Pankreas Langerhans Adaciklarinda B Hiicrelerinin immunohistokimyasal

Olarak Boyanmasi

Langerhans adaciklarinda insiilin-pozitif B hiicrelerinin isaretlenmesi igin
immunohistokimya yontemi tercih edildi. Bu yontem uygulanirken, spesifik “insiilin
monoklonal primer antikoru” ve avidin-biyotin mikropolimer isaretleme sistemine gore
calisan ticari bir “immunohistokimya kiti” kullamldi. immun boyama esnasinda kitin
protokollerine riayet edildi. Adeziv kapli lamlara aktarilan pankreas kesitleri,
deparafinize ve rehidrate edildikten sonra, tris tuz tamponu (TBS: 20 mM Tris 140 mM
NaCl, pH: 7.6) ile bir ka¢ kez yikandi. Kesitler, yukarida belirtilen immunohistokimya
kiti i¢inde saglanmis olan H>O ile inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesi inaktif hale getirildi. TBS ile yikamadan sonra kesitlere bu kez kitte mevcut
olan protein bloke edici soliisyon damlatilarak, protein blokasyonu saglandi. Daha sonra
kesitler, icerisinde % 1 oraninda BSA bulunan TBS ile 1:40 oraninda sulandirilmis olan,
instilin primer antikoru ile bir gece boyunca +4 ©°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon, kesitlerin kurumamasi igin, nemli oda kullanilarak gerceklestirildi.
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 yikandiktan sonra DAB kromojen soliisyonu ile
muamele edildi ve B hiicrelerinde kahverengi renk olusumu gozleninceye kadar (1-3 dk)
bu soliisyonda bekletildi. Zemin boyamas1 Mayer’in hematoksilen boyasi 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 fotograflart ¢ekildi.



19

3.7. Adacik Morfometrisi ve B Hiicre Sayimi

Deney gruplarindaki bireylerden (n = 7) aliman ve H&E ile boyanmis olan
pankreas kesitlerinde, Langerhans adacigi ¢ap ve alan dl¢iimleri gergeklestirildi. Bunun
icin, deney gruplarindaki her bireye ait olan pankreas kesitinin birbirinden farkli en az
10 farkli sahasinda yer alan Langerhans adaciklarindan, mikroskop ile baglantili bir
kamera (Leica DFC490, Leica Microsystems) kullanilarak, 200x veya 400% biiylitmede,
fotograflar cekildi. Adacik cap ve alan Ol¢iimleri
https://imagej.nih.gov/ij/download.html internet adresinden indirilebilen, ImageJ 1.46
yazilimindan yararlanilarak gergeklestirildi. Cekilen fotograflar yazilima aktarildiktan
sonra, yazilimin “analiz” eklentisi kullanilarak adacik cap ve alan dl¢limleri yapildi.
Adacik ¢ap ve alan Ol¢limleri, yazilimin kullanici rehberi (ImageJ User Guide, version
revised edition IJ 1.46r)’ndeki tariflere uyularak ve yazilimin analiz eklentisi
kullanilarak, gergeklestirildi. Adacik ¢ap dl¢iimiinde belirlenen kriterler ise, Dra ve ark.
(2019) ve Hanalp ve ark. (2021)’ndan baz1 modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Kisaca;
bir bireye ait olan pankreas kesitindeki en az 10 farkli Langerhans adaciginin ¢ekilen
resimler iizerinde en ve boy uzunluklari, yazilimin “analiz” eklentisi kullanilarak,
ol¢iildii. Daha sonra her adacik icin belirlenen en ve boy uzunluklarinin ortalamasi
alindi. Bu sekilde, bireyin her adacigi i¢in “ortalama ¢ap uzunlugu” belirlendi. Bireyin
her adacig1 i¢in elde edilen “ortalama c¢ap uzunlugu” degerlerinin ortalamasi alinarak, o
birey icin “ortalama Langerhans adacik cap1” belirlendi. Gruplardaki her hayvan i¢in
belirlenen “ortalama Langerhans adacigi cap degerleri” istatistiksel analizler ig¢in
kullanildi. Alan 6l¢iimii i¢in, ¢cap Ol¢limiine benzer olarak, her bireyin en az 10 farkl
Langerhans adacigindan ¢ekilmis olan fotograflar, ImageJ 1.46 yazilimma aktarildi.
Kisaca; bir bireye ait pankreas kesitindeki en az 10 farkli Langerhans adaciginin alani
ol¢iildii. En az 10 farkli Langerhans adacigindan elde edilen alan dl¢glim sonuglarmin
ortalamas1 alinarak, bireye ait olan “ortalama adacik alan1” belirlendi. Her hayvan i¢in
“ortalama Langerhans adacigi alan degeri” belirlendikten sonra elde edilen veriler,
istatistiksel analizler i¢in kullanildi.

Langerhans adaciklarinda immunohistokimya yontemi ile boyanan
hiicrelerinin sayimi, Hanalp ve ark. (2021)’nin belirttigi sekilde gerceklestirildi. Her

bireyin immunohistokimya ile boyanmis olan pankreas kesitinin, birbirinden farkli en az
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10 farkli sahasinda yer alan Langerhans adaciklarindan, mikroskop ile baglantili bir
kamera kullanilarak, 200x veya 400x biyilitmede, fotograflar c¢ekildi. Cekilen
fotograflar, ImageJ 1.46 yazilimina aktarildi. Daha sonra bu yazilimin hiicre sayici
eklentisi kullanilarak, insulin-pozitif ve negatif hiicrelerin sayimi yapildi. Sayimin
yapildig1 her adacik i¢in B indeks degeri, asagida verilen esitlige gore, hesaplandi:

B hiicre indeksi = [Adacikta sayilan insiilin pozitif hiicre sayist + Toplam hiicre
sayisi (negatif + pozitif)] x100 (3.6.1)

Bir birey icin en az 10 farkli adaciktan elde edilen indeks degerlerinin
ortalamalar1 alindiktan sonra, bireye ait “ortalama 3 hiicre indeks” degeri belirlendi. Her
birey i¢in hesaplanan, “ortalama B hiicre indeks” verileri, istatistiksel analizler i¢in

kullanildi.

3.8. Biyokimyasal Analizler

Serum glukoz ve total kanda HbAlc diizeyleri, Cobas 6000 otoanalizor cihazi (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ve bu cihaza spesifik olarak kullanilan
glukoz oOlgiim kiti (Glucose HK Gen.3, Cobas Integra / Cobas ¢ systems, Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ve HbAlc 6l¢iim kiti (Tina-quant HbAlc
Gen.3, Cobas Integra / Cobas c¢ sysytems, Roche Diagnostics GmBH, Mannheim,
Almanya) kullanilarak belirlendi. Sonuglar, mg/dL olarak ifade edildi. Serum C-peptid
ve insiilin seviyeleri ise rat C-peptid ve rat insiilin ELISA kitleri (Hangzhou
Eastbiopharn Co., Ltd., Hangzhou, Cin) kullanilarak ve bu kitlerin protokollerine
uyularak belirlendi. Olgiimler mikroplaka okuyucu ile yapildi. Sonuglar; C-peptid

diizeyi igin pg/mL olarak, insulin diizeyi i¢in mIU/L olarak verildi.
3.9. Antioksidan Savunma Sistemi Belirteclerinin Tayini
3.9.1. Doku homojenizasyonu
Derin dondurucuda saklanan pankreas dokulari, homojenizasyon Oncesinde

cikartilarak erimeleri saglandi. Daha sonra, dokular PBS (pH: 7.4) ile ultrasonik
parcalayici kullanilarak, 5 dk. boyunca, homojenize edildi. Homojenatlar, 15000 x g’de
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25 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alinarak, tiiplere aktarildi.
Yapilan bu islemlerin hepsi, +4 °C veya buz lizerinde gerceklestirildi. Elde edilen
stipernatantlar, antioksidan savunma sistemi belirte¢lerinin analizleri ve total protein

tayini i¢in -20 °C’de saklandi.

3.9.2. Total protein tayini

Antioksidan savunma sistemi parametrelerinin mg protein cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in, her drnege ait slipernatantta, total protein tayini yapildi. Total protein
konsantrasyonu, Bradford, (1976) metoduna gore, sigir serum albiimin (BSA)’in
standart olarak kullanilmasi ile belirlendi. Bradford metodu, proteine baglanan
Coomasie Blue G boya reaktifinin, 595 nm dalga boyundaki maksimum

absorpsiyonunun, spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanir.

Ayiraglar:

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5x): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL absoliit
etanol ve 100 mL ortofosforik asit (%85) icerisinde ¢oziiliir. Soliisyon distile su ile 200
mL’ye tamamalanir ve filtre edilir.

2. Bradford soliisyonu (1x): Yukarida hazirlana soliisyonun, distile su ile 1:5

oraninda sulandirilmasi ile hazirlanir.

Yontem: Standartlar hazirlanmadan 6nce 10 mg/mL stok BSA hazirland:.
Stoktan seri sulandirmalar yapilarak 0.05 ile 1.20 mg/30 pL araliginda 7 adet standart
olusturuldu. Ornek, kér ve standartlar Bradford soliisyonu ile muamele edildikten sonra,
20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Spektrofotometre kore karsi
sifirlandiktan sonra, 6rnek ve standartlarin absorbansi, 595 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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.
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Sekil 3.1. Protein standart egrisi.

3.9.3 Siiperoksit dismutaz aktivitesi tayini

Prensip: SOD, oksidatif enerji basamaginda iiretilen, toksik siiperoksit
radikalinin (O2*7), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijen (O2) dismutasyonunu
hizlandirir. Olgiim yonteminde, ksantin ve ksantin oksidaz kullamlarak olusturulan
stiperoksit radikali, INT ile reaksiyona girer ve kirmizi formazan boya formu meydana
getirir.  SOD  aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesinin 505 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile belirlenir. Olgiimde bir iinite SOD, INT nin

indirgenmesinin %50’lik inhibisyonunu gerceklestirir (Suttle ve McMurray, 1983).

Ksantin Ksantin Oksidaz > Urik Asit + 02°_

INT 02~ , Formazan boyasi veya
O +0* +2H" —32 5 H,0,+0,

Yéntem: SOD aktivite dlgiimii Ransod kit (Randox Lab., Ingiltere) kullanilarak
ve kit protokollerine uyularak gerceklestirildi. Kit icerigi ve soliisyonlarin baslangi¢

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3°te gOsterilmistir.
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Cizelge 3.3. SOD kit igerigi ve soliisyonlarin baglangi¢ konsantrasyonlari

Kit icerigi icerik bileseni Soliisyonlarin baslangi¢c konsantrasyonlari
Substrat karigimi 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
soliisyonu 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. Olgiim yapilirken, siipernatantin 25 pL’si kiivet igerisine
pipetlendikten sonra {iizerine 850 pL substrat karigimi eklendi. Kiivet iyice
calkalandiktan sonra, bu karisimin {izerine 125 pL ksantin oksidaz ilave edildi (6l¢iim
sirasinda kiivet igine pipetlenen bilesenler Cizelge 3.4’te belirtilmistir). Kiivetteki
karisimin baglangig absobansi (A1), 505 nm'de 37 °C'de, 30 sn sonra olgiildi ve
kaydedildi. Olgiime 3 dk boyunca devam edildi ve son absorbans degeri (Az), 3. dk’nin
sonunda kaydedildi. Kor ve standartlarin absorbans degerlerinin 6l¢iimleri de yukarida
belirtildigi gibi gerceklestirildi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 Ol¢iim
yapildi.

Hesaplama: Standart ve Orneklere ait dakika basina diisen absorbans degeri
(AA= (A2>—A1)/3) hesaplandiktan sonra biitiin standartlar ve 6rnekler i¢in % inhibisyon
degerler1 asagidaki formiillerden yararlanilarak hesaplandi (S1 i¢in reaksiyon

inhibisyonu gerceklestirilmedigi i¢in % inhibisyon degeri 100°diir).

100— (AA, i4n gart /0 X100) — %nhibisyon100— (AA g/ .X100)
(AAkbr/dk) (AAkt')r/dk)

Standartlarin U/mL cinsinden bilinen konsantrasyonlarina karsilik gelen %

= %JInhibisyon

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.
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Cizelge 3.4. SOD aktivitesi Ol¢limiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Kiivete pipetlenen bilesenlenler S1 (uL) S2-S6 (nL) Ornek (uL)
Ornek 25 e e
Standart e 25 e
Ornek sulandiricn —— em 25
Substrat karisimi 850 850 850
Ksantin oksidaz 125 125 125

3.9.4. Katalaz aktivitesi tayini

Prensip: Katalaz (CAT), hidrojen peroksitin suya ve oksijene ayrigmasini
katalizler:

2H20; — AT 2H,0 + 02

Stipernatantlarda CAT aktivitesi 240 nm dalga boyunda H202’nin tiiketilme
esasina dayanan spektrofotometrik metoda gore belirlendi (Aebi, 1974). H202, 15181 240
nm dalga boyunda absorbe eder. Bu yonteme gore CAT tarafindan H20>’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 (KH2POa)
ve B (Na2HPOs) soliisyonlari, 50 mM konsantrasyon igin, 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: Absorbanst 0.500 nm’ye ayarlanmis olan H202’li fosfat
tamponudur. Yaklasik 300 mL fosfat tamponu (pH 7.5, 50 mM) renkli bir cam siseye
aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlandiktan sonra renkli
sisedeki tampona 10-20 pL miktarinda H20: ilave edilir ve absorbans 0.500 nm

oluncaya kadar bu isleme devam edilir. H20Oz ilavesi yapilirken sise ara ara karistirilir.

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

sollisyonlar
Kimyasal Molekiil Agirhgi 50 mM icin Son Hacim (distile su) Soliisyon Ad1
KHzPO4 136.09 g/mol 6.805¢9 1000 mL A

Na,HPO, (susuz) 141.96 g/mol 7.098 ¢ 1000 mL B
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Cizelge 3.6. CAT fosfat tamponunun hazirlanmasi ig¢in gerekli olan A ve B
sollisyonlarinin karistirilma miktarlari

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

(pH 7.5) 160 840

Deneyin yapilisi: Omek 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 dakika siire ile kaydedilir (aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’de bir kayit
yapilir ve lineer azalma tespit edilirse okuma sonlandirilabilir). Hesaplamada 1
dakikalik lineer absorbans azalmasmin en yiiksek (A1) ve en diisiik (A2) degerleri esas

alinir.

Cizelge 3.7. CAT aktivitesi 0l¢ciimiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlar

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

H20- soliisyonu 0.01 -
H20,’1i fosfat tamponu - 2.99
Siipernatant - 0.01

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

H202nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM™cm™
(0.0436 mM= 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 umol/mL=43.6 nmol/mL)

AA
CAT aktivitesi (nmol/dk/mL)= 156

Vit
xKiivet i¢i sulandirma ( Ve )xSO

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
V6: Omek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

Her konsantrasyon ve kontrol grubu icin 5 6l¢lim yapildi. Sonuglar, tiiketilen
H,0, (umol) / 5 x 10" hiicre olarak ifade edildi.
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3.9.5. Rediikte glutatyon tayini

Prensip: GSH igerigi, fosfat tamponu kullanilarak siipernatanttaki siilfidril
gruplarinin, 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusan sari
rengin absorbansinin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6l¢iimiine,
dayanmaktadir (Beutler, 1984).

Ayrraglar:

1. Fosfat tamponu: 0.3 M NaH2POQ; distile su ile hazirlandi (pH: 6.8).
2. DTNB (Ellman Ayiract): 40 mg DTNB’nin, % 1’lik 100 mL sodyum sitrat ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Yontem: Tiiplerin igerisine 200 pL siipernatantlardan alindiktan sonra iizerine 1
mL fosfat tamponu eklendi. Vortekslenen tiipler, sicak su banyosunda 60 °C’de 10
dakika bekletildi. Tiipler oda sicakligina getirildikten sonra her tiipe 200 L. DTNB
ayiraci eklenerek Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda,
kore karst okuma yapildi. Standartlar icin 100 uM GSH stok ¢dzeltisi fosfat tamponu
icerisinde taze olarak hazirlandi. Daha sonra stok ¢ozeltisi seyreltilerek 6.25 uM ile 400
uM 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 6l¢iim

yapildi. Sonuglar pmol/dk/g protein olarak ifade edildi.

GSH Standart Egrisi

450

400 - y =510,65x +6,2286
\ R?=10,9998

350

GSH (umol)

0 0,2 0.4 0,6 0.8 1
Absorbans (412 nm)

Sekil 3.2: GSH standart egrisi.
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3.9.6. Glutatyon peroksidaz aktivitesi tayini

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

2GSH + ROOH —GPX ,  ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H* Glutayon Rediktaz __, NADP* + 2GSH

Yéntem: Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Ransel kit (Randox Lab., Ingiltere)
kullanilarak ve kit protokollerine uyularak gergeklestirildi. Kit icerigi ve soliisyonlarin
baslangi¢ konsantrasyonlart Cizelge 3.8’de, Ol¢iim sirasinda kiivet igine pipetlenen
bilesenler ise Cizelge 3.9°da gosterilmistir. Kiivet igerisine silipernatanttan 20 pL
birakild1 ve tizerine 1000 pL reajan eklendi. Daha sonra bu karisima 40 pL kiimen
hidroperoksit eklendi. Kiivet iyice calkalandiktan sonra, 6rnegin ve koriin baslangic
absorbansi, 340 nm dalga boyunda 37 °C'de, 1 dk sonra spektrofotometrik olarak
Olgiildi. Absorbans okumasi 1 dk ve 2 dakika sonra tekrar edildi.

Hesaplama: GPx aktivitesi, kitte 6nerilen formiilden (U/L= 8412 x AAzao/dK)
yararlanilarak hesaplandi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 dl¢iim yapildi.

Sonuglar, U / g protein hiicre olarak ifade edildi.

Cizelge 3.8. GPx kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢c 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
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Cizelge 3.9. GPx aktivitesi dlgiimiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Kiivete pipetlenen bilesenlenler Ornek (uL) Kér (uL)
Ornek 20 e
Distilesu e 20
Reajan 1000 1000
Kiimen hidroperoksit 40 40

3.9.7. Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini

Prensip: GST, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu GSH’m —SH grubu ile
tepkimesini katalizleyerek saglar. Enzimin 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 —__GST | GSSG + ROH + H20
Yontem: Cizelge 3.10°da ¢ozeltiler sirasiyla belirtilen miktarlarda kiivete
eklendikten sonra, kiivet iyice calkalandi. Daha sonra absorbanstaki artis 340 nm’de, 3

dk boyunca her 30 sn’de bir kaydedildi.

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 1mM

GSH (30 mM) 0.1 0.1 1mM
Siipernatant - 0.1 -

Her Ornegin absorbansindaki dk basma degisim (AA) belirlendikten sonra
asagida verilen formiile gore, GST nin molar ekstinksiyon katsayisi (9.6 mmol/L/cm )
ve kiivetteki sulandirma orani hesaba katilarak, enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi.
Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 5 6lglim yapildi. Sonuglar, nmol CDNB-
glutatyon konjugat1 / dk /mg protein olarak ifade edildi.

Hesaplama:

o AA Vi
GST aktivitesi (mmol/dk/L)= Y3 X V3 xSO
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AA: Absorbansin 340 nm’de, dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
Vé: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

3.9.8. Malondialdehit icerigi tayini

Yontem: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon iiriinlerinden MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli forma girmesi
prensibine dayanir (Buege ve Aust, 1978). MDA icerigi, Buege ve Aust (1978)’a gore
spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Kisaca; 0.1 mL of 150 mM Tris-HCI tamponu (pH:
7.1), 0.1 mL silipernatant lizerine eklendi. Daha sonra bu karisima, 0.1 mL 1.5 mM
askorbik asit ve 0.1 mL 1 mM FeSQy 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
tiyobarbitiirik asit (%0.375) eklendi. Tiipler 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
boyunda, spektrofotometrik dlgiimler gergeklestirildi (Cizelge 3.11). Orneklerdeki MDA
konsantrasyonu, eksternal 1,1,3,3-tetractoksipropan standartlarindan tiiretilen standart

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

45
10 - v =140,03x - 04172
35 | R>=0.9933

MDA (nmol/ 50 uL)

0 0,1 02 0.3 0.4
Absorbans (532 nm)

Sekil 3.3. 1,1,3,3-tetractoksipropan standartlarindan tiiretilen standart egri.
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Cizelge 3.11. MDA o6l¢limiinde kiivete pipetlenen bilesenler, miktarlar1 ve 6l¢tiim

prosediirii
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 ¢ozeltisi (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 dakika inkiibe edildi.

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

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

Tipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak, 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik okuma yapildi. Sonuglar standart grafikten (Sekil 3.3) degerlendirilir.

3.10. 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 i¢in post-hoc

Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler,

ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel onem derecesi P < 0.05 olarak

kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degisimler

Kontrol grubuna ait bireylerin pankreas kesitlerinde yapilan histolojik
incelemeler sonucunda, Langerhans adaciklarinin ve adacik hiicrelerinin normal
goriinimde olduklar1 gozlendi (Sekil 4.1A). BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a.
dozlarina maruz birakilan gruplarda ise hafif histopatolojik degisimlerin meydana
geldigi belirlendi. Bu gruplarda, pankreasin bazi Langerhans adaciklarinin kiigiildiikleri
(atrofi) ve bu adaciklarin bazi hiicrelerinde vakuolar dejenereasyona sahip adacik

hiicrelerinin oldugu, gozlendi (Sekil 4.1B, C, D).

Sekil 4.1. Farkli gruplarin H&E ile boyanmis olan pankreas Kesitleri. A: Kontrol
grubuna ait bir bireyin normal goriiniime sahip olan Langerhans adacigi. B:
BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir bireyin atrofiye olmus ve
hiicrelerinde vakuolar dejenerasyon (oklar) meydana gelen Langerhans
adacigi. C: BPF’nin 100 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir bireyin
Langerhans adaciginda hasarli veya dejeneratif hiicreler (oklar). C: BPF’nin
500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir bireyin adacik hiicrelerinde
vakuolar dejenerasyon (oklar).
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4.2. Adacik Morfometrisi

Langerhans adaciklarinda yapilan morfometrik 6l¢iimler (adacik cap1 ve adacik
alani)’e ait degerler, Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Adacik ¢ap ortalamasinin BPF’nin 20
mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi (p > 0.05). Ote yandan adacik cap
ortalamasinin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda,
kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir seklide azaldig1 gbzlendi (p <
0.05). Adacik alan ortalamasinin ise BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan
grupta, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir degisim gdstermedigi (p
> 0.05) ancak BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda,
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde, azaldig1 belirlendi (p < 0.05).

Cizelge 4.1. Farkl1 gruplara ait adacik ¢ap ve alan ortalamalar1

Grup Adacik cap1 (um) Adacik alam1 (mm?)
Kontrol 155.53 + 5.942 21.41+141°
BPF (20 mg/kg v.a.) 157.59 £35.82°2 23.09 £9.142
BPF (100 mg/kg v.a.) 137.59 +£23.78% 18.73 + 7.53%
BPF (500 mg/kg v.a.) 124.61 + 16.69° 13.73 £ 2.60°

Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler iizerindeki birbirinden
farkli kiigiik harfler, Duncan post hoc c¢oklu karsilagtirma testine gore, ayni siitunda farkli gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlaml olan farkliliklari, ifade etmektedir (p < 0.05).

4.3. Pankreatik B Hiicrelerinin Immunohistokimyasal Boyanmasi ve B indeks

Degerleri

Immunohistokimyasal olarak isaretlenen B hiicrelerinin, kontrol grubuna ait
bireylerin Langerhans adaciklarinda, ¢ogunlukla merkezi alanda lokalize olduklar1 ve
giiclii immun boyanma gosterdikleri gozlendi (Sekil 4.2A). BPF’nin 20, 100 ve 500
mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplardaki bireylerin adaciklarinin bazilarinda
insiilin-pozitif B hiicrelerinde azalmalarm oldugu, belirlendi. Ozellikle adacik
hiicrelerinde vakuolizasyonun gozlendigi alanlarda immun boyanmanin ¢ok az oldugu

veya hi¢ olmadig tespit edildi (Sekil 4.2B, C, D).
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Sekil 4.2. Farkli gruplarin Langerhans adaciklarinda, immunohistokimya yontemi ile
boyanmis olan, B hiicreleri. A: Kontrol grubuna ait bir bireyin giicli
sitoplazmik immun boyanma (kahverengi) gosteren ve c¢ogunlukla adacik
merkezinde lokalize olan B hiicreleri. B: BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna
maruz birakilan bir bireyin Langerhans adaciginda azalmis olan 3 hiicreleri.
C: BPF’nin 100 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir bireyin Langerhans
adaciginda azalmis olan P hiicreleri. Adacikta vakuolar dejenerasyon (ok)
oldugu alanlarda immun boyanmanin gergeklesmedigi goriilmektedir. C:
BPF’nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir bireyin Langerhans

adaci@inin merkezinde azalmis olan [ hiicreleri ve bir adacik hiicresinde
vakuolar dejenerasyon (0k).

Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait f hiicre indeks degerleri,
Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Yukarida sozii edilen gozlemler ile uyumlu olarak, 3
hiicre indeks degerlerinin, BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan

gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, azaldiklar belirlendi.

Cizelge 4.2. Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait § hiicre indeks degerleri

Kontrol BPF BPF BPF
(20 mg/kg v.a.) (100 mg/kg v.a.) (500 mg/kg v.a.)

B hiicre indeksi (%)  75.67+4.17° 70.64 + 4.60® 66.91 + 5.69 62.55 + 6.80°
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Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler iizerindeki birbirinden
farkli kiigiik harfler, Duncan post hoc ¢oklu karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel
olarak anlamli olan farkliliklari, ifade etmektedir (p < 0.05).

4.4. BPF’nin Glukoz, HbAlc, C-peptid ve Insiilin Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait serum aglik glukoz, total kan
HbAlc ve serum C-peptid ile insiilin seviyeleri, Cizelge 4.3’te gOsterilmistir. Serum
aclik glukoz, total kan HbAlc ve serum C-peptid ile insiilin seviyelerinin, BPF
uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gostermedikleri gozlendi (p > 0.05).

Cizelge 4.3. Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait serum aglik glukoz, total
kan HbAlc, serum C-peptid ve insiilin seviyeleri

Grup Glukoz HbAlc C-peptid Insiilin
(mg/dL) (mg/dL) (pg/mL) (mIU/L)
Kontrol 198.20 + 37.862 3.41+0.352 2228.43 + 691.582 1.55+0.32¢2
BPF (20 mg/kg v.a.) 198.66 + 65.342 3.45+024° 232497 +592.09°  1.49+0.72,
BPF (100 mg/kg v.a.) 193.57 + 54.272 3.68+020°  2166.55+595.80°  0.98+0.18°
BPF (500 mg/kg v.a.) 164.77 £ 20.662 3.41+0.33* 2782.91+708.178  1.50+0.322

Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Ayni siitun igerisinde yer alan
degerler tizerindeki harf (a), Duncan post hoc c¢oklu karsilagtirma testine gore, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farkliligin olmadigim ifade etmektedir (p > 0.05).

4.5. BPF’nin Pankreas Antioksidan Savunma Sistem Belirtecleri Uzerindeki Etkisi

BPF’nin, pankreasta antioksidan savunma sistem belirtecleri {izerinde
olusturdugu etkiler, Cizelge 4.4’te gosterilmistir. SOD aktivitesinin, BPF’nin 100 ve
500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi (p < 0.05) ancak BPF’nin 20 mg/kg
v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) gozlendi. CAT aktivitesinin,
BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigir (p < 0.05) ancak BPF’nin 20
mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) belirlendi. GPx

aktivitesinin BPF uygulanan biitiin gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel
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olarak anlamli bir sekilde diistiigii tespit edildi (p < 0.05). GST aktivitesinin, BPF’nin
100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi (p < 0.05) ancak BPF’nin 20 mg/kg
v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) belirlendi. GSH igeriginin,
BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigir (p < 0.05) ancak BPF’nin 20
mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) goézlendi. MDA
diizeyinin, BPF’ye maruz birakilan gruplarin herhangi birisinde kontrol grubuna

kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi (p > 0.05).

Cizelge 4.4. BPF’ye maruz birakilan ratlarin pankreas bezinde antioksidan savunma
sistemi belirteclerindeki degisimler

Belirtec Kontrol BPF BPF BPF
(20 mg/kg v.a.) (100 mg/kg v.a.) (500 mg/kg v.a.)
SOD (U / mg protein) 0.17£0.018°¢ 0.15+£0.019¢ 0.35 + 0.049° 0.39 £ 0.028?

CAT (nmol/dk/g protein) 0.15+0.022% 0.17 £ 0.0242 0.14 + 0.035% 0.11 +0.030°

GPx (U / g protein) 12.87+236%  12.16+ 1.44a® 8.83 + 0.48° 9.93 + 3.23b
GST (nmol/dk/mg protein)  2.08 £ 0.312 2.03 £ 0.50° 2.21+0.25% 2.52+0.09°
GSH (umol/mg protein) 29.23+1.45  27.62+2.16° 23.77 + 1.41° 22.69 +3.93°
MDA (nmol/mg protein) 2.02 £0.25° 2.35+0.728 1.73+£0.128 1.95 +0.442

Degerler, ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Ayni siitun igerisinde yer alan
degerler iizerindeki farkli harfler, Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testine gére gruplar arasinda,
istatistiksel olarak anlamli olan farkliliklar ifade etmektedir (p < 0.05).






5. TARTISMA VE SONUC

BPF’nin farkli konsantrasyonlarina (20, 100 ve 500 mg/kg v.a.) maruz birakilan
ratlarin pankreas dokularinda hafif histopatolojik degisimlerin meydana geldigi
belirlendi (Sekil 4.1). BPF uygulanan gruplarda, bazi1 adaciklarin kiigiildiigii ve adacik
hiicrelerinde vakuolar dejenerasyonlarin meydana geldigi gozlendi. Diger taraftan,
BPF’nin bu ¢alismada segilen konsantrasyonlarin aynisina, 14 giin boyunca maruz
birakilan ratlarin pankreas, karaciger, bobrek ve diger dokularinda herhangi bir
histopatolojik degisimin meydana gelmedigi bildirilmistir (Higashihara ve ark., 2007).
Bu c¢alismada adaciklarda belirlenen histopatolojik degisimlerin sebebi, uygulama
sliresinin daha uzun olmasindan kaynaklanabilir. Calismamizdaki gézlemler ile uyumlu
olarak, BPA’nin 100 mg/kg/giin dozuna 14 giin boyunca maruz birakilan ratlarin
pankreas Langerhans adaciklarinda, vakuolar dejenerasyon gosteren hiicrelerin varligi
tespit edilmistir (Yildiz ve ark., 2020). Benzer sekilde, BPA’ya 50 mg/kg v.a.
konsantrasyonda giinliikk olarak maruz birakilan ratlarin Langerhans adacik
hiicrelerinde, vakuolizasyon meydana geldigi, rapor edilmistir (Mohamed ve Bastwrous,
2021). Buna karsilik, BPA’nin diisiik konsantrasyonlar1 (5, 50, ve 500 pug/kg/giin)’na
oral olarak 8 hafta siire ile maruz birakilan erkek ratlarin Langerhans adaciklarinda ise
herhangi bir histopatolojik degisimin meydana gelmedigi belirlenmistir (Ozaydin ve
ark., 2018). Dolayisiyla g¢alismalarda bildirilen farkli histolojik gozlemler, segilen
bisfenoliin konsantrasyonundan ve uygulama siiresinden kaynaklanmis olabilir.

Adacik ¢ap ve alan ortalamalarinin, c¢alismada belirlenen histopatolojik
gozlemler ile uyumlu olarak, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarinda anlamli
diistisler gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.1). Benzer sekilde, BPA’nin 100 mg/kg
konsantrasyonuna intraperitoneal enjeksiyon ile maruz birakilan disi farelerin
Langerhans adaciklarinin boyutunda ve hiicre miktarinda azalmalarin meydana geldigi
ve BPA’nin, streptozotosinin adaciklarda olusturdugu lezyonlarin siddetini artirdig
ifade edilmistir (Arroyo-Salgado ve ark., 2018).

Bu calismada, insiilin pozitif  hiicre indeks degerlerinin, BPF’nin 20, 100 ve
500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, diistiigl

belirlendi (Cizelge 4.2). BPA’nin diisiik dozuna (50 pg/kg/giin) 35 hafta maruz
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birakilan erkek ratlarda, B hiicre kitlesinin yiikseldigi belirlenmistir (Ding ve ark.,
2014). BPA’nin diisiik konsantrasyonlar1 (5, 50, ve 500 pug/kg/giin)’na maruz birakilan
erkek ratlarda, adacik alaninda anlamli degisimlerin meydana gelmemesine karsilik, en
yiiksek BPA konsantrasyonunda insiilin immunreaktif  hiicre yiizdesinin, anlamli bir
sekilde arttig1 gdzlemlenmistir (Ozaydin ve ark., 2018). BPA’nin diisiik dozlarma (10
ve 100 pg/kg/giin) maruz birakilan gebe farelerin erkek yavrularinda, dogum giiniinde
ve dogumdan 20 ile 30 giin sonra, Langerhans adacigi B hiicre kitlesinde artigin
meydana geldigi ve apoptozun azaldigi, gosterilmistir ancak dogumdan 120 giin sonra
yavrulardan aliman pankreas Orneklerinde, Langerhans adacigi [ hiicre kitlesinin
kontroller ile esit diizeyde veya kontrollerden anlamli derecede daha diisiik seviyede
oldugu bildirilmistir (Garcia-Arévalo ve ark., 2016). BPA’ya 10 ve 100 pg/kg/giin
dozlarda uzun siire maruz birakilan gebe farelerin, Langerhans adaciklarinda B hiicre
kitlesinin dogumdan 7 ay sonra azaldigi, B hiicre proliferasyonunun diistiigii ve 3 hiicre
apoptozunun yiikseldigi bildirilmistir (Alonso-Magdalena ve ark., 2006). Bir baska
calismada, BPA’ya diyet ile 25 mg/kg konsantrasyonda maruz birakilan gebe farelerin
fotiislerinde, immunohistokimyasal olarak isaretlenen insulin ifadesinin degismedigi
ancak glukagon ifadesinin arttig1 belirlenmistir (Whitehead ve ark., 2016). BPA’ nin
yiiksek dozlarina (1 ve 100 mg/l) icme suyu ile uzun tire (7 — 12 hafta) maruz birakilan
obez olmayan farelerde insiilit gelisiminin BPA tarafindan hizlandirildigi bildirilmis,
ayn1 zamanda BPA’nin, insiilit gelisimden oOnce, adaciklardaki B hiicre apoptozunu
uyardig1 belirlenmistir (Bodin ve ark., 2013). Yildiz ve ark. (2020) ise, yiiksek doz (100
mg/kg/glin) BPA’nin erigkin erkek ratlarda, adacik c¢api, adacik alan1 ve [ hiicre alani
tizerinde anlamli farkliliklar meydana getirmedigini bildirmislerdir. Yapilan bir in vitro
calismada, rat insiilinoma hiicre (INS-1)’lerinin BPA’ya diisiik konsantrasyonda ve kisa
stireli olarak maruziyet sonrasinda, hiicre canliliginda anlamli degisimlerin meydana
gelmedigi ancak BPA’nin doz artis1 ile birlikte apoptozu uyararak hiicre canliligini
azaltt1g1, ayn1 zamanda glukoz ile uyarilan insiilin salinimin diisiirdiigii ifade edilmistir
(Lin ve ark., 2013). Benzer sekilde BPA’ya, in vitro’da uzun siireligine (72 saat) maruz
birakilan rat pankreatik [-hiicreleri (INS-1E)’nde, hiicre canliligmmin ve insiilin
sekresyonunun azaldigi bildirilmistir (Weldingh ve ark., 2017). BPA’ya in vitro’da
maruz birakilan murin pankreatik adaciklarinda, mitokondriyal membran potansiyelinin

bozuldugu, reaktif oksijen tiirlerinde artisin meydana geldigi ve apoptozun arttig1
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bildirilmistir. Ek olarak BPA’nin, in vivo’da, adaciklarin hasara karsi verdigi yaniti
zayiflattig1 ifade edilmistir (Carchia ve ark., 2015). BPF’nin pankreatik [ hiicresi
tizerindeki etkisine yonelik gecmiste yapilmis herhangi bir calismaya rastlanilamamistir
ve bu ¢alismada ilk kez, BPF’nin pankreatik (8 hiicre yiizdesi iizerinde anlamli azalislara
neden oldugu gozlenmistir. BPA ile yapilmis olan ve yukarida sozii edilen ¢aligsmalar
gbz Oniinde tutulursa BPA’nin, uygulama siiresine, uygulama konsantrasyonuna ve
deneysel dizayna bagli olarak, [ hiicreleri ilizerinde, artislara ve azaliglara sebep
olabilmektedir yahut herhangi bir degisime neden olmamaktadir. Dolayisiyla, bu
calismada BPF’nin B hiicreleri {lizerindeki azaltic1 etkisi uygulanan konsantrasyonlarin
yiiksek olmasina bagli olarak meydana gelen toksik etkilerden kaynaklanabilir.

Bu c¢alismada serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve serum C-peptid ve insiilin
seviyelerinde, anlamli degisimler gozlenmedi (Cizelge 4.3). Diisik doz BPA’nin
fareden izole edilen Langerhans adaciklarinda, ER o araciligi ile insiilin icerigini
artirdi@i belirlenmistir (Alonso-Magdalena ve ark., 2008). E2 ve BPA’ya maruziyetin
eriskin farelerde pankreatik B hiicre insiilin igerigini, ER’ye bagiml bir tarzda, artirdig
gozlenmistir (Alonso-Magdalena ve ark., 2006). BPA’ya maruz birakilan farelerde
yemek sonrasi hiperinsiilinemi ve insulin direnci ile birlikte, B hiicresi insiilin i¢eriginin
arttig1, bildirilmistir (Ropero ve ark., 2008). BPA’nin E2’yi taklit ederek veya E2’nin
sahip oldugu ayn1 potansiyel ile insiilin uyarim sinyali {irettigi, $ hiicre tilkenmisligine
sebebiyet verdigi ve sonugta insiilin direncine yol acabilecegi ifade edilmistir (Nadal ve
ark., 2009). Pankreatik  hiicrelerinin E2 ve BPA’ya nanomolar konsantrasyonlarda (1-
10 nM) maruz birakilmasi sonucunda, potasyum kanallarinin inhibe oldugu ve ERp’ya
bagimli bir mekanizma vasitasiyla glukoz ile uyarilan insiilin salinimimin artirdigi,
gbzlenmistir (Soriano ve ark., 2009; 2012). Ote yandan bu ¢alismadaki bulgulara benzer
olarak, BPA’nin diisiik dozlarma maruz birakilan ratlarda, pankreatik [ hiicre
miktarindaki artisa ragmen, plazma glukoz ve insiilin seviyelerinin degismedigi rapor
edilmistir (Ozaydm ve ark., 2018). BPA’min 20 mg/kg v.a konsantrasyonuna 28 giin
boyunca maruz birakilan erkek ratlarda, plazma insulin diizeyinin arttigi belirlenmistir
(Agustine ve ark., 2019). Baska bir ¢calismada ise, BPA’nin 20 ve 200 mg/kg v.a./giin
dozlarina maruz birakilan erkek ratlarda plazma insiilin diizeyinin arttif1 ancak aclik
kan glukoz diizeyinin degigsmedigi bildirilmistir (Indumathi ve ark., 2013). Pankreatik (3

hiicrelerinin BPF’ye kisa siireli maruziyeti sonrasinda, potasyum iyon kanallarinin
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inhibe oldugu ve insiilin saliniminin arttig1 bildirilmistir. Hiicrelerin BPF’ye uzun siireli
maruziyetinde ise mekanizmalarin daha kompleks oldugu ve artan insiilin saliniminin
voltaj-kapili kalsiyum, sodyum ve potasyum kanallarinin diizenlenmesi ile ilgili
olabilecegi, ifade edilmistir (Marroqui ve ark., 2021). Bu ¢alismada, BPF’ye maruziyet
sonrasinda pankreatik 3 hiicre yiizdesinde bir azalma olmasina ragmen, plazma insiilin
diizeyinde anlamli degisimlerin meydana gelmedigi gozlendi. Bu durum BPF’nin
BPA’ya benzer sekilde, [ hiicre insiilin salinimini artirmis olmasindan kaynaklanabilir.
Bununla birlikte, BPF’nin plazma insiilin seviyesi ve glukoz homeostazisi lizerindeki
etkilerinin aydinlatilmasi i¢in daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Pankreas SOD  aktivitesinin BPF’nin 100 ve 500 mgkg v.a.
konsantrasyonlarinda anlamli artiglar gosterdigi goézlendi (Cizelge 4.4). SOD, siiperoksit
anyon radikallerinin, hidrojen peroksit ve suya doniistiiriilmesinde rol oynar ve
antioksidan savunmanin ilk basamagmi olusturur. SOD aktivitesindeki artislar,
siiperoksit anyon radikallerinin seviyesindeki artislardan dolayr meydana gelmis
olabilir. Benzer olarak, BPA’ya maruz birakilan fare karacigerinde SOD aktivitesinin
yiikseldigi bildirilmistir (Kabuto ve ark., 2003). Yapilan bazi in vitro ¢alismalarda, bu
calismada oldugu gibi BPA ve BPF’ye maruz birakilan hepatositlerde SOD aktivitesinin
arttigr belirlenmistir (Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut ve Kaptaner, 2021). CAT
aktivitesinin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarinda anlamli azaliglar
gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.4). CAT, SOD aktivitesi sonucunda meydana gelen ve
bir hidroksil radikal onciisii olan hidrojen peroksitin, indirgenmesini gerceklestirir. Bu
caligmaya benzer olarak, Macczak ve ark. (2017), BPF’ye in vitro’da maruz birakilan
insan eritrositlerinde CAT aktivitesinde diisiisler oldugunu belirlemislerdir. Ullah ve
ark. (2019b) ise, BPF’ye igme suyu ile maruz birakilan ratlarin testis dokusunda CAT
aktivitesinin azaldigini ifade etmislerdir. CAT aktivitesinde maydana gelen azalmalar,
BPA’ya maruz birakilan ratlarin kan plazmasinda da gozlenmistir (Ozaydin ve ark.,
2018). Antioksidan enzimler, oksidan molekiillerin asir1 artisindan dolay: inhibe olabilir
veya enzimin kendi substrati, bir oksidan olarak davranabilir. Dolayisiyla diisiik CAT
aktivitesi, siiperoksit radikallerinin {iretimi sonucunda hizlanan SOD aktivitesi
sonucunda meydana gelen hidrojen peroksitin asir1 bir sekilde artmasindan,
kaynaklanabilir (Pigeolet ve ark., 1990; Modesto ve Martinez, 2010; Aboul Ezz ve ark.,
2015). Bu caligmadaki bulgular ile uyumlu olarak Kabuto ve ark. (2003), BPA’ya
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maruz birakilan ratlarin karacigerinde, SOD aktivitesindeki artisglar ile birlikte, CAT
aktivitesinin diistiiglinii rapor etmislerdir.

GSH, antioksidan savunmanin ikinci basamaginda yer alan ve yapisinda sistein,
g-glutamin ve glisin igeren bir tripeptittir. Bu molekiil zenobiyotiklere direkt olarak
baglanarak, onlarin detoksifiye ve metabolize edilmelerini gergeklestirir. GSH’in
seviyesindeki artig ve azalislar oksidatif stresin bir gostergesidir (Meister ve Anderson,
1983). Bu ¢alismada pankreas GSH diizeyinin, BPF maruziyetinden sonra azaldigi ve
bu azalmalarin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (Cizelge 4.4). Bu bulgulara paralel olarak, in vitro’da yapilan
calismalar, BPF’ye maruz birakilan hiicrelerde GSH seviyesinin anlamli olarak
azaldigin1 bildirmislerdir (Macczak ve ark. 2017; Aykut ve Kaptaner, 2021). GSH
seviyesindeki azalma, BPA’ya maruz birakilan ratlarin farkli dokularinda da
belirlenmistir (Kabuto ve ark., 2003; Aydogan ve ark., 2008; Korkmaz ve ark., 2010;
Ozaydin ve ark., 2018). GSH, zenobiyotiklerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmas:
sirasinda GST tarafindan kullanilan, bir konjugasyon molekiiliidiir. Dolayisiyla artan
GST aktivitesi, GSH havuzunda diisiise neden olabilir (Minghong ve ark., 2011).
BPA’nin rat karacigerinde, glutatyon rediiktaz aktivitesini anlamli bir sekilde diistirdiigii
rapor edilmistir (Bindhumol ve ark., 2003). Bu ¢alismada glutatyon rediiktaz aktivitesi
Olciilmemis olsa da, BPF’nin BPA’ya benzer olarak GSH sentezinde rol oynayan bu
enzimin aktivitesini diislirmesi neticesinde, GSH seviyesi azalmis olabilir. Kisaca, GSH
seviyesindeki azalmalar, detoksifikasyon islevine bagl olarak asir1 kullaniminin ve
sentezindeki bozulmanin bir sonucu olarak, meydana gelmis olabilir.

Bu c¢alismada GPx aktivitesinin, BPF uygulanan biitiin gruplarda anlamli
azalislar gosterdigi gozlendi (Cizelge 4.4). Benzer olarak, BPF’ye maruz birakilan insan
eritrositlerinde, GPx aktivitesinin diistiigii bildirilmistir (Macczak ve ark. 2017). Ayrica,
BPA’ya (50 mg/kg/giin) intraperitoneal olarak 5 giin boyunca maruz birakilan ratlarin
bobrek dokusunda, GPx aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir (Kabuto ve ark., 2003).
Ozaydin ve ark, (2018), BPA’ya 5, 50, ve 500 pg/kg v.a./giin konstrasyonlarina 8 hafta
stire ile maruz biraktiklar1 ratlarin kan plazmasinda, GPx seviyelerinde anlamli
diistislerin meydana geldigini, bildirmislerdir. Siipiiriicii bir antioksidan enzim olan
GPx, GSH’1 kofator olarak kullanir ve organik peroksitler ile lipid peroksitlerin

indirgenmesini gergeklestirir. Bununla birlikte GPx aktivitesi, GSH diizeyi ile yakindan
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iligkilidir ve GSH diizeyindeki azalmalar, enzimin aktivitesinin azalmasina neden
olabilir (Lukaszewicz-Hussain, 2003). Dolayisiyla, GSH’mm GPx tarafindan
kullanilabilirliginin BPF maruziyeti sonucunda azalmasi, enzimin aktivitesinde
diisiislerin meydana gelmesine yol agmis olabilir. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak BPA’ya
maruz birakilan ratlarin karacigerinde de, GSH diizeyindeki azalmalar ile birlikte GPx
aktivitesinin de diistiigii, rapor edilmistir (Abdel-Wahab ve ark., 2014; Hassan ve ark.,
2012).

GST, reaktif oksijen tiirlerine ve zenobiyotiklere karsi hiicresel korunmada kritik
rol oynayan, bir faz-11 detoksifiye edici enzimdir. Bu enzim endojen ve eksojen
elektrofilik maddelere, GSH’in konjuge edilmesini gerceklestirir (Li, 2009).
Calisgmamizda, GST aktivitesinin, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz
birakilan gruplarda anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlendi (Cizelge 4.4). BPF’nin
ratlarda GST aktivitesi {izerindeki etkisine iliskin herhangi bir c¢alismaya
rastlanilamamistir ancak bu ¢aligmaya benzer olarak, BPA’nin 25 mg/kg
konsantrasyonuna 6 hafta boyunca maruz birakilan ratlarin kalp dokusunda GST
aktivitesinde artis meydana geldigi bildirilmistir (Aboul Ezz ve ark., 2015). Yiikselen
GST aktivitesi, BPF nin metabolize edilmesi sonucunda meydana gelen serbest radikal
artisindan kaynaklanabilir (Minghong ve ark., 2011; Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut ve
Kaptaner, 2021).

MDA, lipid peroksidasyonunun temel iirlintidiir ve oksidatif hasarin 6nemli bir
gostergesidir (Ayala ve ark., 2014). Yapilan in vitro ¢alismalarda, BPF’nin hiicrelerde
MDA igerigini artirdigi belirlenmistir (Macczak ve ark. 2017; Aykut ve Kaptaner 2021).
BPF’ye maruz birakilan ratlarin testis dokusunda ise lipid peroksidasyon diizeyinin
arttigr bildirilmistir. BPA’ya maruz birakilan ratlarin, farkli dokularinda da lipid
peroksidasyon seviyesinin yiikseldigi gézlenmistir (Bindhumol ve ark., 2003; Aydogan
ve ark., 2008; Korkmaz ve ark., 2010; Abdel-Wahab ve ark., 2014; Hassan ve ark.,
2012). Ancak bu ¢alismada, pankreas MDA igeriginde anlamli degisimlerin meydana
gelmedigi belirlendi (Cizelge 4.4). Benzer olarak Kabuto ve ark. (2003), BPA’nin 25 ve
50 mg/kg konsantrasyonlarina intraperitoneal olarak maruz birakilan farelerin karaciger,
bobrek, beyin ve testis dokularinda, reaktif oksijen tiirlerinde anlamli artiglar

gbzlenmesine ragmen, MDA diizeylerinin degismedigini bildirmislerdir. Pankreas
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MDA diizeylerinin BPF’ye maruziyet sonrasinda degisimler géstermemesi, uygulama
stiresinin kisa olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak BPF’nin rat pankreatik Langerhans adaciklarinda hafif histolojik
degisimlere sebep olmasina ragmen, adacik ¢ap ortalamalari ile alan ortalamalarinda ve
B hiicre yiizdesinde anlamli azalmalara yol a¢tig1 belirlendi. Ayn1 zamanda BPF’nin
pankreasta antioksidan savunma sistemi belirteglerinde degisimlere yol actig1 gozlendi.
Bu da BPF’nin pankreas antioksidan dengesini bozabildigini ve dokuda oksidatif stresi
tetikleyebilecegini gostermektedir. Ote yandan, glukoz homeostazisinde &nemli
belirtegler olan, ac¢lik kan glukoz, total HbAlc, C-peptid ve insiilin diizeylerinin, BPF
maruziyeti sonrasinda anlamli degisimler gostermedigi belirlendi. Boyle bir etkinin
altinda yatan sebeplerin aydinlatilmasi i¢in daha detayli ve uzun siireli ¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir. Elde edilen sonuglar BPF’nin, BPA’nin yerine giivenilir bir

alternatif olarak, kullanimina dikkatle yaklasilmasi gerektigini gostermektedir.
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Decision:

Final report of the research project detailed above was approved by Van Yuzuncu Yil University Animal
Researches Local Ethic Committee in the session held on 31/03/2022 (decision number 2022/03-20).
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T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTIiTUSU
LiSANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 18/04/2022

Tez Baglig1 / Konusu:
Bisfenol F’nin Erkek Ratlarda Pankreas Uzerindeki Toksik Etkilerinin Arastirilmasi

Yukarida basligikonusu belirlenen tez ¢aligmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boélimler ve Sonug
boliimlerinden olugan toplam 51 sayfalik kismina iligkin, 18/04/2020 tarihinde sahsim/tez danismanim
tarafindan Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan
orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 % 4 (yiizde dort)'tiir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Materyal ve yontem haric,

- Kaynaklar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar haric,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlar1 hari¢ (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Yil Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullamlmasina Iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

18/04/2022
Emine DOGAN
Ad1 Soyadi: Emine DOGAN
Ogrenci No: 19910001229
Anabilim Dalr: Biyoloji
Programi:
Statiis: X Y. Lisans ] Doktora
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