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Bisfenol A isimli kimyasal [BPA, 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan], sanayide 6zellikle
epoksi recine yapiminda ve polimer olmayan diger plastiklerde katki maddesi olarak
siklikla kullanilan, yalanct dstrojenik etkisi nedeniyle de hormonal sistemi olumsuz
etkileyen bir maddedir. Endokrin sistemin hem gelisiminde hem de isleyisinde
ongoriilemez degisikliklere yol acar. BPA aslen metabolizmaya girigsini bulasik
yiyeceklerin yenilmesi ve igme suyunun i¢ilmesi ile yapmaktadir. Bunun yaninda BPA
ile kirlenmis hava ve sehir suyu, kisisel bakim tirlinleri ve medikal iiriinlerden bazilari
BPA’nin viicuda aliminin 6nemli bir kismina zemin hazirlarken, iiretim asamalarinda

calisan kisiler i¢in 6nemli alim yollar1 inhalasyon ve deri ile temastir.



D vitamini steroid yapida bir prohormondur, D2 ve D3 olmak iizere iki sekilde bulunur.
D bitkisel kaynakli besinlerden saglanirken, D3 vitamininin ¢ogu, giinesten alinan
ultraviyole-B (UVB) 1sinlar1 sayesinde sentezlenirken, ¢ok az bir kismi diyetle alinir.
D vitamini eksikligi diinya genelinde yaygin bir problemdir. D vitamini hem
bagisiklig1 giiclendirici hem de oksidatif hasardan koruyucu etkileri ile bilinen 6nemli

bir hormondur.

Apopitoz, bir hiicrenin kendisinden ya da yasadigi mikrocevreden kaynakli olarak
artik yagsamaya devam etmemek {izere baslattigi programli bir reaksiyonlar dizisidir.
Bu reaksiyonlar eger hiicrenin kendisi ile iligkili degilse en 6nemli sebeplerinden birisi
mikrocevrede oksidatif hasar etkenlerinin olmasi ve hiicre i¢i antioksidan sistemlerin

yetersiz kalmasidir.

Bu amagla en az 150 g agirligindaki 50 erkek rat, her birinde 10 adet erkek rat bulunan
bes rastgele gruba ayrildi: Kontrol grubu, Zeytinyagi grubu, BPA grubu, D3 vitamini
grubu, BPA ve D3 vitamini grubu. 30 giin siireyle BPA uygulanan gruplara 25
mg/kg/giin dozunda BPA, zeytinyagi bulunan gruplara 0,5 mL zeytinyagi ve D
vitamini bulunan gruplara ise 400 IU/giin dozunda D3 vitamini 0,5 mL zeytinyagi

icinde ¢ozdiiriilerek uygulandi.

Caligma sonucunda alinan karaciger orneklerinde BPA kullanilan gruplarda TUNEL
metodu kullanilarak hepatositlerde apopitozun ciddi oranda arttigi, karaciger
dokularinda MDA diizeyinin arttigi, SOD ve CAT diizeylerinin azaldigi, TAS
degerinin diistiigii, TOS, OSI, TNF-0 ve IL-6 degerlerinin yiikseldigi, serumda ise
AST, ALP ve ALT degerlerinde artisa neden oldugu tespit edildi. Dz vitamini
uygulanan BPA+D3z grubu BPA grubu ile karsilastirildiginda, apopitotik hiicre
sayisinin, MDA, TOS, OSI, TNF-a, IL-6, AST, ALP, ALT diizeylerinin azalttig1,
SOD, CAT, TAS degerlerinin yiikseldigi tespit edildi. BPA grubunda goriilen

histopatolojik degisikliklerin D3 vitamini uygulanmasiyla ortadan kalktig1 saptandi.



D vitaminin giinliik diyete eklenmesinin BPA kaynakl1 hasarlar1 biiyiik 6l¢iide ortadan

kaldiracagini diisiinmekteyiz.
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The chemical called Bisphenol A [BPA, 2,2-bis (4-hydroxyphenyl) propane] is a
substance that is frequently used as an additive in the industry, especially in the
production of epoxy resins and other non-polymer plastics, and is a substance that
adversely affects the hormonal system due to its pseudo-estrogenic effect. It leads to
unpredictable changes in both the development and functioning of the endocrine
system. BPA actually enters the metabolism by eating contaminated food and
drinking drinking water. In addition, while some of the air and city water
contaminated with BPA, personal care products and medical products pave the way
for a significant part of the intake of BPA into the body, inhalation and dermal contact

are important intake routes for people working in production processes.
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Vitamin D is a prohormone in steroid structure; it exists in two forms as D2 and Da.
While D2 is obtained from plant-derived foods, most of the vitamin Ds is synthesized
by ultraviolet-B (UVB) rays from the sun, while a very small amount is obtained
from the diet. Vitamin D deficiency is a common problem worldwide. Vitamin D is
an important hormone known for its immune-enhancing and oxidative damage-

protective effects.

Apoptosis is a series of programmed reactions initiated by a cell to no longer continue
to live, either from itself or from the microenvironment in which it lives. If these
reactions are not related to the cell itself, one of the most important reasons is the
presence of oxidative damage factors in the microenvironment and insufficient

intracellular antioxidant systems.

In this study, it was tried to determine the level of oxidative stress caused by BPA, a
substance that is detoxified in the liver after it enters the body orally, and whether the
oxidative stress level it causes causes apoptosis in the cells of the liver. An attempt

was made to determine whether there were changes in the liver for inflammation.

For this purpose, 50 male rats weighing at least 150 g were divided into five random
groups with 10 male rats in each and grouped as followed. (Control group, Vehicle
(Olive Qil) group, BPA group, vitamin D3 group, BPA and vitamin Dz group) The
study was continued for 30 days, 25mg/kg/day BPA was applied to the BPA-treated
groups, 0.5mL olive oil and D3 was administered to the olive-oil groups. Vitamin D3
was dissolved in 0.5 mL olive oil and administered at a dose of 400 IU/day to the

groups with vitamin D.

As a result of the study, in the groups in which BPA was used, in the groups in which
BPA was used, apoptosis increased significantly in hepatocytes, MDA levels
increased, SOD and CAT levels decreased, TAS values decreased, TOS, OSI, TNF-
a and IL-6 values increased, and AST in serum. It was determined that it caused an
increase in ALP and ALT values. When the BPA+Ds3 group treated with vitamin D3
was compared with the BPA group, it was determined that the number of apoptotic
cells, MDA, TOS, OSI, TNF-a, IL-6, AST, ALP, ALT levels decreased, and SOD,
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CAT, TAS values increased. It was determined that the histopathological changes
seen in the BPA group disappeared with the administration of vitamin Ds. We think
that adding vitamin D to the daily diet will largely eliminate the damage caused by
BPA.

Key Word : Bisfenol A, Rat, D vitamini, Oksidatif stres, Hepatotoksisite
Science Code : 1090



TESEKKUR

Bu tez caligmasinin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda
ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,
yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 1s181nda sekillendiren
saym hocam Dr. Ogr. Uyesi Feyza BASAK’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.
Biyokimyasal analizlerin yapilmasi sirasinda sundugu laboratuvar imkanlari igin
Karabiik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkan1 saym
hocam Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN’a, biyokimyasal laboratuvar islerinin
yiiriitilmesinde her daim yol gdsteren sayin hocam Prof. Dr. Eyiip ALTINOZ’e ve
Histoloji Laboratuvari’nda yapilan islemlerde destek veren Aras. Gor. Tansu

KUSAT’a tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.

Yiiksek lisans tez ¢alismalarim esnasinda maddi destek saglayan Karabiik Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne (Proje No: KBUBAP-21-YL-065) tesekkiir

ederim.

Sevgili aileme maddi ve manevi higbir yardimi esirgemeden yanimda olduklar1 igin

tiim kalbimle tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa

KIABIUL .ttt ettt et be et e b et e e ner e et e e eneeenee e I
OZET oottt iv
ABSTRACT <ttt sttt et ae e b e vii
TESEKKUR .....ovviiititieeeeeet ettt ettt ettt ettt sttt sttt ettt sttt s st as s nsasns X
ICINDEKILER ....covviiititeieies et es e st et ss st sn sttt s s st enensesntasans Xi
SEKILLER DIZINT ...ttt XV
CIZELGELER DIZINT ..ottt XVii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....ccoeiiiiiniiiineesseeens Xviii
BOLUM 1 oottt 1
(€] 128 £ OO 1
BOLUM 2 ..ttt 4
KARACIGER ..ottt 4
2.1. KARACIGER’IN ANATOMIST....cooiiiriiiiiniierecsceseeeiese e 5
2.2. KARACIGER HISTOLOJIST ....couiiiriiiiiieiescsceessseeesieeeas 6
2.2.1. Karaci@er HUCTEIETT .......cuoviiiiiiiiiicicic e 6
2.2.1.1 HEPALOSITIET ... 6

2.2.1.2. Biliyer Epitel HUCTEIET1........ccovivviiiiiiiiiiiciiccceece e 6

2.2.1.3. Peribilier Bez HUCIEIET ......cccuviiiiiiiiiiieicciec e 6

2.2.1.4. Kanallt HUCTCIET .......coiiiiiiiiiiiiiie e 7

2.2.1.5. Endote]l HUCIEIETT ......veiiiiiiieiiiiiieic e 7

2.2.1.6. Kupffer HUCTElerT........coviiiiiiiiieeec e 7

2.2.1.7. Hepatik Y1ld1z HUCTEIETT......ccviviiiiiiiiiiiccicee 8

2.2. 1.8, Pit HUCTEICIT .. 8

2.3. KARACIGERIN BIYOKIMYAST.....coooniiiiriiinniniininseisseissiesiesise e 8
2.3.1. Karacigerin Metabolizmadaki GOrevIeri ..........ccccvvveiiieiiiii e, 8
2.3.2. Karacigerin Detoksifikasyonu ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 9
2.3.3. Karacigerin Immiinolojik FONKSIyONU..........cccvevvvvririeeeeeerenesenennes 10
2.3.3.1. Karacigerin Dogustan Bagisiklig1........ccccovviviiiiiiniiiiciiiciice 10

Xi



2.3.3.2. Uyarlanabilir BagiSiKIiK..........cccooiiiiiiiiiiiceec 11
BOLUM 3 ..ttt 12
BISFENOL A ..ottt ettt ettt 12

3.1. BISFENOL A'NIN KIMYASAL OZELLIKLERI ......cccovvviiniiniiiiiniieiennn, 12
3.2. BPA'NIN URETIMI VE KULLANIML........ccccceveiiuireriieeeieeeeeeee e, 12
3.3. BPA'NIN VUCUT SISTEMLERI UZERINE ETKILERI .......ccoccviniiirnnnn. 13

3.3.1. Bpa'nin Ureme Sistemi Uzerine BtKileri .........cccoovvevevevieiccrerereneeeeenans 13

3.3.1.1. DoZurganlik ..........ccovveiiiiiiieiice s 13

3.3.1.2. Erkek CInsel ISIOVi......cucciiiieieeeeieee et 13

3.3.1.3. Seks Hormonu Konsantrasyonlart ............c.ccoovevvreeniiiinnennenennn 14

3.3.1.4. Polikistik OVer SENAIOMU...........creveirierieirie e 14

3.3.1.5. MEME KANSEIT ...cuiuiiiiiiiii sttt 14

3.4. BPA'NIN METABOLIK HASTALIK UZERINE ETKILERI.........cccvevunn. 15
AL TIP 2 DIYADEL ... s 15
3.4.2. Kardiyovaskiiler Hastalik ..........c.ccoooiviiiiiiiiii 15
3.4.3. Karaciger HastaliKlart..........cccoooviiiiiii e 15
B4, ODBZITE ... 16
3.4.5. Tiroid Fonksiyonu Uzerine EtKileri..........cceevevriiriuereriiieceerereeseeesenas 16
3.4.6. Bagisiklik Fonksiyonu Uzerine EtKileri ............coovvieviicviriiererieneisnennn, 16
3.4.7. Oksidatif Stres ve Inflamasyon...........c.cccoveevereiriieceeieeee s 17

BOLUM 4 ..ottt 18
DI YA N\ 0 0.0 (T 18

4.1. D VITAMINI VE KARACIGER TLISKIST......cooooeiiiiiieecceceeee e, 20
1210) 5161 (TP 21
APOPITOZ ..ottt 21

5.1. PROGRAMLANMIS HUCRE OLUM YOLLARI .....coooovveirrerrercrerrenenne. 22
5.1.1. IntrinSik APOPItOZ...c.vuevvirevereieeiiieieiiese e 22
5.1.2. EKSErNSIK APOPITOZ ....ccvveiveeiiieii e 23
5.1.3. KASPAZIAT ...ttt 25
5.1.4. GIANZIM ..ottt 26

xii



5.2. PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMUNU BELIRLEMEK ICIN

KULLANILAN YONTEMLER .......cccoviiiiieiiiececte e, 26
5.2.1. Apopitozu Belirlemek i¢in Kullanilan Morfolojik Yontemler-............... 27
5.2.2. Apopitoz Tespitinde Kullanilan Immiinohistokimyasal Y&ntemler....... 29
5.2.3. Apopitozu belirlemek i¢in kullanilan biyokimyasal yontemler ............. 31
5.2.4. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan immunolojik Yéntemler ........ 31

5.2.5. Apopitozu Belirlemek i¢in Kullanilan Molekiiler Biyoloji Yéntemleri. 32

BOLUM 6 ..ottt 33
OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI ................. 33
6.1. OKSIDATIF STRES ......cvuiiiirirmieiieeieeesisieiess st 33
6.2. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI ......ccooviiiininiriireieinrireenn, 34
6.2.1. Enzimatik Antioksidanlar .............ccccooiiiiiiiiciee 35
6.2.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar............ccoccoveriiiininciieec e 36

| 210) 516 (AR 38
GEREC VE YONTEM ..ottt 38
7.1. GERECLER .....ooiiiiiiiiiee ettt nne e aneennees 38
7.1.1. Deney Hayvanlari .........ccoooveiiiiiiiiiiiiie e 38
7.1.2. Kimyasal Malzemeler..........coooiiiiiiiiieeee s 38
7.1.3. Laboratuvar CiNazlar ... 38

7.2, YONTEMLER ......ooviiiiiiiieieeeeeeeeeeeee ettt 39
7.2.1. BPA’nin Hazirlanmasi ve Uygulanmast..........ccceoviiiieniniiiieiincnn 39
7.2.2. Ratlarin BaKimi........cccoooiiiiiiii e 39
7.2.3. Ratlarin Deney Protokolii ..........ccceiiiiiiiiiiiiicicce 39
7.2.4. Biyokimyasal ANANIZIET ..........cccooiiiiiiiiiiiee e 41
7.2.4.1. Numunelerin Hazirlanmasi ..........cccooiiieiiiiciicecc e 41

7.2.4.2. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi..........cccovvveiiieeiiieeiiieenee. 41

7.2.4.3. Karaciger Fonksiyon Testlerinin OIglmii..............cccevvevevrirererenens 43

7.2.4.5. Histopatolojik ANAliZ ...........cccevviiiiieie e 44

7.2.4.6. Immiinohistokimyasal ANaliZ............cccceueverrvcverieersrceesieesenes 45

7.2.4.7. Istatistiksel ANALIZ.........ccoeevriirirerereiieicee e, 45

Xiii



BOLUM 8 .ottt ettt en ettt es st en e, 46
BULGULAR ..ottt sttt sna st snas s st ae st n et anannan s 46
8.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR .......cocooieieiiirceeee e, 47
8.3.1. Karaciger Dokusu MDA ve GSH Diizeyleri ..........cccovvveiiiiniiieciinnenn, 47
8.3.2. Karaciger Dokusu SOD ve CAT Aktivite Diizeyleri ..........cccooveivriennnn 47
8.3.3. Karaciger Dokusu TAS, TOS ve OSI Diizeyleri......ccccovvvvvrrerrennn. 47
8.4.1. Karaciger Dokusu TNF-a ve IL-6 Dizeyleri .........cccccovvveveveririiecrnans 48

8.5. SERUM BIYOKIMYA PARAMETRELERI........c.cccccoooviieiiiicce e, 48
8.5.1. Serum AST, ALT ve ALP DUZEYIETi .....ccovvvvviiiiiiiiciieie e 48

8.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR ........cccooeitiiiiiceteeeeeee e, 49
8.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR .....ccceooevivieeeeereceee e, 53
1210 5101,/ (5 OO 57
TARTISMA VE SONUC ...covieiiiiiieiieeieseee et teses s tss s ssn s s s 57
9.1. TARTISMA .....cooviueiiieeeieeeete et tes st en s ene sttt 57
9.2, SONUC ...oovveeceeeeeet ettt enen s 62
KAYNAKLAR ....ooootieiieeeeeee ettt an st s et an s s et an s s enennans 63
EK ACIKLAMALAR ETIK KURUL IZNT......cccoooioiiiiietireeceeeeeee e 78
(046 ) 10)1Y 1 1 OO 80

Xiv



Sekil 3.1.
Sekil 4.1.
Sekil 5.1.
Sekil 5.2.
Sekil 5.3.
Sekil 5.4.
Sekil 5.5.
Sekil 5.6.
Sekil 5.7.
Sekil 5.8.
Sekil 6.1.
Sekil 6.2.
Sekil 7.1.
Sekil 7.2.
Sekil 8.1.
Sekil 8.2.
Sekil 8.3.
Sekil 8.4.

Sekil 8.5.

Sekil 8.6.

Sekil 8.7.
Sekil 8.8.
Sekil 8.9.

Sekil 8.10.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Bisfenol A’nin kimyasal formiilii............ccooiviiiiiiiiie 12
Kolekalsiferol ( Dz Vitamini) kimyasal yapisi .......cccccovcereiieiiesienienrennnn, 18
Intrinsik ve ekstrinsik apopitotik yolaKIar ............ccccocevereveerrreuereneennnn, 23
Intrinsik apopitotik yolak. BCL-2 ailesi proteinleri etki mekanizmast. .. 23
Ekstrinsik apopitoz yolaginda TNF-a ve TNFR-1 reseptor. ................... 24
Ekstrinsik apopitoz yolaginda Fas/FasL. .........cccccccoiiiiiiniiiiiniine 24
APOPILOZUN OZETH..vevveieeiieiee ittt 26
Apoptotik hiicreler (oklar) (HXE boyama) ..........cccceviiiiiiiiiicnieeee 27
Hoechst boyama (N, Normal hiicreler, A, Apopitotik hiicreler) ............. 28
Karaciger dokusunda apopitotik hiicreler (X) ........ccoocerviviiiiiiiniiiinnnn, 30
Baslica ROS’ lar ve detoksifikasyon yollart..........ccccooeriiiiiiiiicninnnne, 33
Enzimatik antioksidanlar ve ger¢eklestirdigi reaksiyonlar...................... 35
Karm boslugunun agilmast. .........ccoocveiiiiiiiiiii e 40
Karaciger dokularmin alinmast............cccooveviiiiiiniiiie, 40
Kontrol grubuna ait karaciger dokusu Bar 200 umx 10X........ccccccueeneene. 49
D3 grubuna ait karaciger dokusu Bar 200 pmx 10X .......ccccoeviiiiiinnnne. 50
Zeytinyag1 grubuna ait karaciger dokusu Bar 200 umx 10X................... 50

BPA uygulanan grupta hepatositlerde, oklar: graniiler vakuoler
dejenerasyon Bar 100 X 40X........cccueiverieieerieeieseeniesieseeseeeseessaeneens 51

BPA uygulanan grupta hepatositlerde, yildiz: inflamatuar hiicre
infiltrasyonu Bar 100 mX 40X ........ccceviriiiieniniiseese e 51

BPA uygulanan grupta oklar: sinuzoidlerde konjesyon ve dilatasyonBar
100 LMX 40X .v.voveeeereeeeeseeseeseeseesee s ses s esseseenesseessesee st en s asnaanens 52

BPA uygulanan grupta oklar: lenfosit infiltrasyonu Bar 100 pm x40X... 52
BPA ve D3 uygulanan grupta karacigerin goriintiisii Bar 200 pm, x10x 53

Kontrol grubundan alinan karaciger drneklerine yapilan TUNEL
boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar 100 umx 20x............ 54

Zeytinyag1 kullanilan gruptan alinan karaciger 6rneklerine yapilan
TUNEL boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar
100 LMX 20X..00cteirieiieiiieie s 54

XV



Sekil 8.11.

Sekil 8.12.

Sekil 8.13.

Sayfa

D3 vitaminin kullanildig1 gruptan alinan karaciger drneklerine
yapilan TUNEL boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar 100

BPA grubundan alinan karaciger 6rneklerine yapilan TUNEL boyamasi
oklar: apoptotik hiicreler ok baslari: apopitoz géstermeyen hiicreler.
Bar 100 M X 20X ....c.vvieiiiieiiiee i 55

BPA ve D3 vitamininin birlikte kullanildig1 gruptan alinan karaciger
orneklerine yapilan TUNEL boyamasi oklar: apoptotik hiicreler ok
baglari: apopitoz gostermeyen hiicreler. Bar 100 pumx 20X...........ccceueee. 56

XVi



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa

Cizelge 7.1. Hematoksilen eosin boyama protokolii.............cceevvviiiiiiniiiiiiciiicns 44
Cizelge 8.1. Karaciger biyokimya degerlerine iliskin ¢izelge .........ccccovvvvviiviriineenne, 46
46

Cizelge 8.2. Serum biyokimya degerlerine iliskin ¢izelge...........covvveviiiiiiiiiiiinnn,

XVii



SIMGELER

CPR
H202
H3P04
HOCI
Na,EDTA
Na2HPO4
NO-

O2°

02

OH-
ONOO

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

. sitokrom P450 rediiktaz

- hidrojen peroksit

- fosforik asit

: hipokloroz asit
- disodyum etilendiamin tetraasetik asit

: disodyumdihidrojen fosfat

‘nitrik oksit radikali

: siiperoksit radikali

- oksijen

“hidroksil radikali

- peroksinitrit radikali

KISALTMALAR

AA-NAT
ADA
AFA
AFMK
AGE
APG
ASMT
BPA
BSA
BUN
CAT
CvO

- Arilalkilamin-N-asetiltransferaz

: Amerikan diyabet dernegi

- Arilamin formamidaz

: N1-asetil-N2-formil-5-metoksikiniiramin
: [leri glikasyon son iiriinleri

: Aglik plazma glukozu

- Asetilserotonin-O-metiltransferaz
: Bisfenol A

: Bovine serum albumin

: Kan iire azotu

. Katalaz

: Sirkumventrikiiler organ

xviii



DAG
DHAP
DIP
DTNB
EASD
eNOS
FIGO
GAPDH
GDM
GFAT
GFR
GLUT
GPx
GR
GSH
GST
HbAlc
HIP
IDDM
IDF
IMCC
i.p
MDA
MRGC
NBT
NF-xB
NIDDM
NO
NTF
OGTT
Osl
PARP
PKC

: Diagilgliserol

: Dihidroksiaseton fosfat

: Gebelikte diyabet

: Dithiobis-2 nitrobenzoik asit

: Avrupa Diyabet Calisma Birligi

: Indiiklenmis nitrik oksit sentaz

: Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu
: Gliseraldehit-3-Dehidrojenaz

: Gestasyonel diyabetes mellitus

: Glutamin fruktoz-6-fosfat amidotransferaz
: Glomeriiler filtrasyon hizi

: Kolaylastirilmis glukoz tastyicist

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon rediiktaz

: Rediikte glutatyon

: Glutatyon-S-transferaz

: Glukozillenmis hemoglobin Alc

: Gebelikte hiperglisemi

: Insiiline bagimli diyabetes mellitus

: Uluslararas1 Diyabet Calisma Birligi

: Intermediolateral hiicre kolonu

: Introperitonal

: Malondialdehit

: Melanopsin igeren retinal ganglion hiicreler
: Nitro blue tetrazolium

: Niikleer faktor-kappa B

: Insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitus
- Nitrik oksit

: Notral tamponlanmis formalin

: Oral glukoz tolerans testi

: Oksidatif Stres Indeksi

: POliADP riboz polimeraz

: Protein kinaz C

Xix



PVN
RAAS

RAGE

RHT

ROS

SCG

SCN

SDRH

SF

SOD

TAS

TBA

TGF-p1

TOS
UDP-GLCNAC
WHO

: Paraventrikiiler niikkleus

: Renin-anjiotensin-aldosteron sistemi
. AGE reseptorii

: Retinohipotalamik yol

- Reaktif oksijen tiirleri

: Sempatik servikal ganglion

: Stiprakiazmatik nucleus

: Son donem renal hastalik

: Serum fizyolojik

: Stiperoksit dismutaz

: Total antioksidan seviye

: Tiyobarbitrik asit

: Doniistliriict bitytime faktorii- f1

: Total oksidan seviye

: Uridin difosfat N-asetilglukozamin

: Diinya Saglik Orgiitii

XX



BOLUM 1

GIRIS

Bisfenol A isimli kimyasal [BPA, 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan], sanayide 6zellikle
epoksi recine yapiminda ve polimer olmayan diger plastiklerde katki maddesi olarak
siklikla kullanilan, yalanct 6strojenik etkisi nedeniyle de hormonal sistemi olumsuz
etkileyen bir maddedir. Endokrin sistemin hem gelisiminde hem de isleyisinde
ongoriilemez degisikliklere yol acar [1]. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Cevre
Koruma Ajansi (U. S. EPA) BPA’nin da iginde bulundugu bu tip maddeleri; hedef
reseptor ya da dokudaki hormonlarin etkisini durduran, taklit eden, ya da direkt olarak
endokrin sistem hormonlarinin tiretimini stimiile veya inhibe eden kimyasallar olarak
tanimlamistir [2]. Yapilan ¢ogu c¢alismada Ostrojenik ozellik gosterdigi i¢in BPA da
bu grupta tanimlanmigtir [1]. BPA ilk olarak 1891°de Dianin tarafindan bildirilmistir
[3]. Yaklasik olarak bir asirdir sentetik estradiol 6zelligi ile ticari sahada kullanim alan1
bulmustur [4]. Hem iiretim hem de kullanim bakimindan diinyada oldukga iist siralarda
kendine yer bulan BPA [5], 2000°li yillarin basinda 2,8 milyon ton olan iiretimini
yaklasik 10 yil gibi kisa bir siirede iki katindan fazla artirmistir [6]. Uretiminde en
fazla bitylime Hindistan’da %19 ile gézlemlenmektedir [4]. BPA aslen metabolizmaya
girisini bulagik yiyeceklerin yenilmesi ve igme suyunun i¢ilmesi ile yapmaktadir.
Bunun yaninda BPA ile kirlenmis hava ve sehir suyu, kisisel bakim firinleri ve
medikal iirlinlerden bazilart BPA’nin viicuda alimmin 6nemli bir kismina zemin
hazirlarken, liretim asamalarinda ¢alisan kisiler i¢in 6nemli alim yollar1 inhalasyon ve
dermal temastir [7]. Viicuda agiz yoluyla alinmasinda, gidalarin plastik posetlerde
isitilmast (6zellikle mikrodalga firin kullannominda yaygin) veya pisirmeden 6nce
paketlenmesi gibi uygulamalar sebep olarak kabul edilebilir. Yine epoksi regineden
yapilmis gida ambalajlari, su siseleri ya da plastik biberonlarin kullanimi ile de agiz
yoluyla oldukca yiiksek miktarda BPA viicuda alinmis olunur [7]. Ayrica, dis ile ilgili
tirtinler (dis macunlar1 ve kompozit dolgular) yine BPA’nin agiz yoluyla alinmasinda

Oonemli bir sebep olarak siralanabilir [6]. U. S. EPA tarafindan BPA i¢in gozlenebilen



higbir yan etki gostermeyen doz (NOAEL) ve en diisiik gozlenen etki seviyesi
(LOAEL) degerleri sirasi ile 5 ve 50 mg/kg/viicut agirligi olarak tanimlanmistir [8].
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) 50 pg/kg viicut agirhigi/giin tolere edilebilir
bir giinliik alim degeri (TDI) belirlenmistir [9]. Insanlar igin kabul edilebilir giinliik
alim dozu, kemirgenlerde yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Kemirgen yavrularinin
gelisme doneminde BPA’ya karsi hassasiyetlerinin 6nemli dl¢lide arttigi bilgisinin
ortaya ¢ikmasinin ardindan giivenli doz ile ilgili bilgilerden de endise duyulmasinin
[10] ardindan, ayn1 kurum 2015 yilinda BPA’nin TDI degerini 4 pg/kg/giin seviyesine
disiirdiigiinii bildirmistir [2]. Bulas ya da viicuda alim yolu ne olursa olsun BPA
temelde karaciger glukuronidasyon yolunda metabolize olur. Biyolojik yarilanma
omri yaklasik 6 saattir ve bir giiniin sonunda idrarla neredeyse tamamu atilir. Ancak
metabolizasyon hizi yiiksek oldugu halde, BPA olduk¢a uzun bir siire dokularda
birikebilir [11]. BPA; kan serumu, plazma, amniyon sivisi, plasenta dokusu ve gobek
kordon kani, anne siitli, semen ve folikiiler sivida olmak tizere viicudun birgok farkl
dokusunda ve farkli viicut sivilarinda tespit edilmistir [12]. ABD niifusunun neredeyse
tamaminin idrar Orneklerinde BPA bulunur, yetiskinlerde idrar ortalama BPA
diizeyinin 2,5 ng/ml oldugu ve kanda serbest BPA konsantrasyonunun 1 ng/ml oldugu
belirtilmistir. Ayrica, maternal plazmada 0,3-18,9, fetal plazmada 0,2-9,2 ve anne
stitiinde 0,28-0,97 ng/ml diizeylerinde BPA saptanmistir [13]. Belirlenen giivenli doz
altindaki diizeylerde bile gelisimsel maruziyetin sayisiz olumsuz etkileri oldugu

bilinmektedir.

D vitamini steroid yapida bir prohormondur, D ve D3 olmak iizere iki sekilde bulunur
[14]. D2 bitkisel kaynakli besinlerden saglanirken [14]. D3 vitamininin ¢ogu, giinesten
alinan ultraviyole-B (UVB) 1sinlar1 sayesinde sentezlenirken, ¢cok az bir kismi diyetle
alinir [14, 16]. D vitamini eksikligi diinya genelinde yaygin bir problemdir [15].
Referans degerleri konusunda goriis birligi yoktur ancak kan dolasimindaki 25
hidroksi vitamin D (25-OH-D) diizeyinin 30 ng/mL’den yiiksek olmas1 normal, 21-29
ng/mL arasinda bulunmasi D vitamini yetersizligi, 20 ng/mL'den diisiik olmasi ise D
vitamini eksikligi olarak tanimlanir [17-19]. D vitamini hem bagisiklig1 gii¢lendirici

hem de oksidatif hasrdan kotuyucu etkileri ile bilinen 6nemli bir hormondur. [20-22].



Sahip olunan bu bilgilerin 1s181nda yiyeceklerle alinan BPA'nin oksidatif etkisinin,
karacigerde apopitoza yol agip agmadigi immunohistokimyasal olarak belirlenmis, D
vitamininin antioksidan etkisinin, apopitotik faaliyeti nasil etkiledigi gosterildi. Ayni
zamanda dokuda SOD, MDA, GSH, TAS, TOS, CAT, OSlI, IL-6, TNF-o degerleri
belirlenerek antioksidan etkinin diizeyi ve inflamasyonla olan iliskisi biyokimyasal

olarak da ortaya konuldu.



BOLUM 2

KARACIGER

Fetal gelisimin baslangicinda (gebeligin ii¢lincii haftasinin sonu), 6n bagirsagin
kaudalinden ventral yonde hepatik divertikiil gelisir. Endoderm koékenli olan bu
divertikiil daha sonra perikardiyal ve peritoneal bosluklar arasinda yer alan ve splaknik
bir mesoderm kitlesi olan transvers septuma (septum transversum) dogru uzanir
[23,24]. Septum transversum bu bolgedeki ventral mezogastriumu olusturur.
Halihazirda var olan transvers septumun mezenkimal elementleri, hepatik divertikiiliin
hepatik endodermal hiicrelerinden (hepatoblastlar olarak da bilinir) olusan karaciger
parankimi tarafindan yatirilir ve karaciger tomurcuklarini olusturur [25]. Fetal gelisim
sirasinda, hepatositik kordlar, vendz-siniizoidal pleksus ve karaciger makrofajlart
olarak bilinen Kupffer hiicreleri de dahil olmak i{izere hematopoietik dncii hiicrelerden
olusan karaciger tomurcuklari, hematopoietik bir organ olarak islev goriir. Karacigerin
gelisimi sirasinda kanin ¢ogunu V.umblicalis saglar. Kalan daha az miktarda kan,
portal ven ve hepatik arter tarafindan saglanir. Fetal gelisim sirasinda plasenta,
besinlerin emilmesi ve safra i¢eren atik iirlinlerin atilmasi dahil olmak iizere yetiskin
karacigeri tarafindan gerceklestirilen baslica islevleri yerine getirir; fetal karaciger
tarafindan safra salgis1 dogumdan 6nce ihmal edilebilir diizeydedir. Bununla birlikte
fetal karaciger, alfa-fetoprotein ve diger plazma proteinlerini iiretir, safra asitlerini
sentezler ve yag, glikojen, demir ve bakir1 depolar. Karaciger divertikiiliiniin 6n
kismindan karaciger ve karacigerin i¢indeki safra kanallari, arka kisimdan ise vesika

fella ve karaciger dis1 safra kanallar1 olusur [24, 26-27].

Intrahepatik safra kanallarinin nihai olusumu, gelisim sirasinda geg ortaya cikar ve
dogumdan sonra yasamin ilk yi1linda tamamlanir. Kiiglik intrahepatik safra kanallarinin
gelisimi, bir portal ven dalini ¢evreleyen portal mezenkim ile yakin temas halinde olan
periportal hepatoblastlar tarafindan bir araya getirilen kiigiik diiz epitel hiicrelerinin

tek katmanli bir kilifi olan duktal plaka olustugunda baslar [24]. Takip eden haftalarda,



duktal plakalarin belirli kisimlar1 ikinci bir hiicre katmantyla ¢ogaltilir, ¢ift katmanl
kanal plakalar1 haline gelir ve daha sonra yeni olusturulan portal bolgenin
mezensimine entegre edilecek silindirik yapilar olusturmak igin genigler. Portal
bosluga entegre edildiklerinde, olgunlasmamis tiibiiller, bag dokusu tarafindan
sartlmis safra kanallarina doniisiir ve portal yollar biiyiidiik¢e yavas yavas portal

yollarda normal konumlarina yerlesirler [24, 28-29].

2.1. KARACIGER’IN ANATOMISI

Karaciger, V. hepatika medius ve V. kava inferior ile vesika fella fossasi arasindaki
bir diizlemle sag ve sol loblara ayrilir. Alt ylizeyden bakildiginda, safra kesesi fossasi
cevresinde kuadrat lob ve kismen vena kavayi cevreleyen kaudat lob vardir.
Karacigerde afferent iki kan kaynag1 vardir: hepatik arter ve portal ven. Siniizoidler
kani hepatik arterlerden ve portal venlerden terminal hepatik veniillere ve ardindan
hepatik ven yoluyla inferior vena cava'ya tasir. Fonksiyonel olarak karaciger,
Couinaud siniflandirmasi veya Couinaud semasi olarak bilinen kan akigina gore sekiz
boliime ayrilir. Segment I, esas olarak, dogrudan inferior vena kavaya akan kaudat
lobu temsil eder. Segment II ila VIII sol lobdan yukarida baglayan bir 6n diizlemde
saat yoniinde numaralandirilir. Bu boliimler hepatik venlerin ii¢ ana daliyla siirlidir:
sol, orta ve sag hepatik damarlar. Her boliim hepatik venlerin dallarina ve ardindan
inferior vena kavaya akar. Genel olarak, I ila IV. segmentler fonksiyonel sol lobu
temsil ederken, V ila VIII segmentler fonksiyonel sag lob olarak kabul edilir. Couinaud
semasina gore karacigerin boliinmesi, kalan segmentlere zarar vermekten kaginmak
icin tek bir segmentin veya iki veya daha fazla bitisik segmentin blok halinde cerrahi

olarak ¢ikarilmasina izin verir [30].



2.2. KARACIGER HISTOLOJISi

2.2.1. Karaciger Hiicreleri

2.2.1.1. Hepatositler

Endodermden koken alan hepatositler, karacigerdeki birincil hiicre popiilasyonudur ve
karaciger hacminin yiizde 75 ila 80'ini olusturur [31]. Enine kesitte altigen veya ¢ok
yiizliidiirler ve merkezi olarak yerlestirilmis yuvarlak bir ¢ekirdek igeren eozinofilik
bir sitoplazmaya sahiptirler; hepatositler bazen iki ¢ekirdekli olabilir. Yetiskin
karacigerinde hepatositler birbirleriyle anastomoz yapan plakalar halindedir ve bu
plakalar birbirinden oksijenli kanin portal yollardan hepatik veniillere aktig
sinuzoidlerle ayrilir. Safra, sadece hepatositler tarafindan {iretilir ve hepatositik
plaklarda iki veya ti¢ bitisik hepatosit arasinda oluk benzeri yapilar olan safra

kanalikiillerine salgilanir [32].

2.2.1.2. Biliyer Epitel Hiicreleri

Septal veya daha biiyiik intrahepatik safra kanallarinin astar epitel hiicreleri (kanal
duvarlar1) uzun prizmatik ila kiibik, interlobiiler safra kanallarininki ise tipik olarak
kiibik sekildedir. Bu hiicreler bir Periyodik Asit-Schiff (PAS) pozitif bazal membran
tabakasi ile cevrelenmistir ve ayrica safra kanallarinin boyutuna bagli olarak degisken
miktarda bag dokusu ile gevrelenmistir. Interlobiiler safra kanali ve hepatik arter tipik
olarak birbirine bitisiktir, caplar1 birbirine yakindir ve aralarinda yaklagik olarak kendi
caplar1 kadar bir mesafe bulunur. Safra kanallari, Hering kanallarindan safra kanalina

baglanir. Kesitte, safra kanalinin konfigiirasyonu bir inci zinciri olarak goriiniir.

2.2.1.3. Peribilier Bez Hiicreleri

Peribilier bezler, karacigerdeki safra kanallarinin kiigiik aksesuar bezleridir. Hiler safra
kanallar1, sistik kanal alanlarinda yogun olarak bulunan 6zel kanallar [28,33,34]
aracilifiyla intrahepatik ve ekstrahepatik biiyiik safra kanallarmin liimenleri ile

iletisim kurarlar [34,35]. Peribilier bezler, intrahepatik ve ekstrahepatik biiyiik safra



kanallarin1 ¢evreleyen kiiclik asinuslar olusturan glandiiler ve dalli tubuloalveolar
yapilardan olusur. Glandiiler hiicreler kiiboidaldir ve seffaftir, dogasi geregi

seromiisindzdiir, laktoferrin ve lizozim salgilarlar [36].

2.2.1.4. Kanall Hiicreler

Safra kanallar1 “kolanjiyoller” olarak da bilinir. Hering'in safra kanallar1 ve kanallar
terimleri bazen birbirinin yerine kullanilir, ancak bunlar iki farkli fizyolojik ve
histolojik yapiy1 temsil eder. Hering kanallari, safra agaci ile hepatosit kanalikiilleri

arasindaki fizyolojik baglantidir [37].

2.2.1.5. Endotel Hiicreleri

Hiicreleri, diger organlardaki arterleri, damarlar1 ve kilcal damarlar1 kaplayan
endotelyal hiicreler ile aym1 6zellikleri ve immiinofenotipi paylasir. Tek katli yassi
endotel hiicreleri, bir bazal membranin iizerine eklenir ve bu damarlarin vaskiiler
bosluklarini kaplar. CD31, CD34 ve faktor VIII ile iligkili antijene (von Willebrand
faktori) karsi antikorlara karst immiinoreaktiftirler. Bunun aksine, siniizoidal
bosluklar1 kaplayan endotel hiicrelerinde bir taban zar1 yoktur. Normal karacigerde,
siniizoidal bosluklar fenestredir ve CD31 veya CD34'e immiinohistokimyasal olarak
reaktif olmayan endotelyal hiicreler tarafindan kaplanir. Fenestrasyon, plazmanin
sinlizoidal bosluklar ve Disse'nin subendotelyal boslugunun altindaki hepatositler
arasinda tasimmmasina izin verir. Hepatositlerde neoplastik degisiklik oldugunda,
fenestrasyon azalir ve siniizoidal endotel hiicreleri, siniizoidlerin kapilerizasyonu

olarak bilinen bir fenomen olan CD31 veya CD34'e reaktif hale gelir [38-39].

2.2.1.6. Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri, siniizoidal bosluklarin duvarlarimi1 kaplayan mononiikleer fagosit
sisteminin 0zel makrofajlaridir. Normalde belirgin degildirler, ancak karaciger
hasarindan kaynaklanan fagositoz kalintilarin1 yuttuklarinda ve fark edilir hale

geldiklerinde genisler ve belirgin hale gelirler [40].



2.2.1.7. Hepatik Yildiz Hiicreleri

Hepatosit sitoplazmik membran ile siniizoidal bosluk arasindaki, fenestreli siniizoidal
endotelyal hiicrelerin altindaki bolme, hepatik yildiz hiicrelerin bulundugu Disse
alanidir. Bu hiicreler i¢in daha once Ito hiicreleri, yag depolayan hiicreler,
perisiniizoidal hiicre lipositleri ve parasiniizoidal hiicreler gibi bir takim es anlamli
kullanilmistir, ancak bu hiicreyi inceleyen arastirmacilarin fikir birligiyle tercih edilen
isimlendirme hepatik yildiz hiicresidir [41]. Normal karacigerin subendotelyal
bosluklarinda, bu hiicreler sitoplazmalarinda A vitamini (retinoid) damlaciklarini

depolar [42].

2.2.1.8. Pit Hiicreleri

Disse alaninda bulunan bir baska hiicre tiiri de pit hiicreleridir. Pit hiicreleri, dogal
oldiirticti hiicre o6zelliklerine sahip, biiylik graniiller igeren karacigere 6zgii lenfoid
hiicrelerdir [43]. Pit hiicreleri 151k mikroskobu altinda kolayca tanimlanamaz, ancak
elektron mikroskobu ile ¢cok sayida cisimle iligkili yogun graniiller ve ¢ubuk ¢ekirdekli

vezikiiller i¢eren hiicreler olarak karakterize edilmistir [44].

2.3. KARACIGERIN BiYOKIMYASI

Karacigerini safra salgisi, bilirubin metabolizmasi, vaskiiler ve hematolojik
fonksiyonlar, besin metabolizmasi, metabolik detoksifikasyon, minerallerin ve

vitaminlerin depolanmasi seklinde gruplandirilmis ¢ok sayida iglevi vardir.

2.3.1. Karacigerin Metabolizmadaki Gorevleri

e Safra Salgisi

¢ Bilirubin Metabolizmasi

e Vaskiiler ve Hematolojik Fonksiyonlar
e Onemli kan rezervuari

e Besinlerin Metabolizmas1

e Yag - yag asidi oksidasyonu, kolesterol / lipoprotein sentezi ve ketoasit iiretimi



e Protein - Amino asit iiretimi, proteinlerin doniistimii

e Karbonhidrat - galaktozu / fruktozu glikoza, glukoneogeneze doniistiiriir
e Metabolik Detoksifikasyon

e Toksinler

e Hormonlar

e flaclar *

e Mineral ve Vitaminlerin Saklanmasi

e Demir, Bakir, Vitaminler (A, D*, E, K, B12), Glikojen
¢ Endokrin fonksiyonlar1

e D vitamini aktivasyonu

e Tiroksinin (T4) T3'e dontlisiimii

e Anjiyotensinojen salgilanmasi

e Hormonlarin metabolizasyonu

e Immiinolojik / Koruyucu Fonksiyonlar

e Portal kani bakterilerden filtreler

e Antijen sunumunda 6nemli

e Kupftfer hiicreleri yoluyla fagositoz

e Toksinlerin ve Ilaglarm Inaktivasyonunu

e Hemoliz tiriinlerini ortadan kaldirir

e Faz | (oksidasyon, indirgeme ve hidroliz)

e Faz Il (konjugasyon / sitokrom P450 sistemi) [45,46].

2.3.2. Karacigerin Detoksifikasyonu

Karaciger, eksojen ve endojen kimyasallar1 (6rnegin ilaglar), yabanci molekiilleri ve
hormonlar1 daha az toksik veya biyolojik olarak daha az aktif hale getirmek ig¢in
degistirir. Metabolik detoksifikasyon adi1 verilen bu siireg, potansiyel olarak toksik
maddelerin bagirsaktan veya renal tiibiillerden yeniden emilimini azaltarak atilimini
kolaylastirir. Bu sekilde alkol, barbitiiratlar, amfetaminler, steroidler ve hormonlar
(6strojenler, aldosteron, antidiiiretik hormon ve testosteron dahil) metabolize edilir
veya detoksifiye edilerek bunlarin asirt birikimi ve yan etkileri 6nlenir. Metabolik

detoksifikasyon genellikle koruyucu olmakla birlikte, bazi siirelerde metabolik



detoksifikasyon {iriinleri toksinlere doniisiir. Ornegin alkol metabolizmasi olanlar
asetaldehit ve hidrojendir. Uzun siire asir1 alkol alimi, bu son iiriinlerin hepatositlere
zarar vermesine neden olur. Asetaldehit, hiicresel mitokondriye zarar verir ve fazla
hidrojen, yag birikimini tesvik eder. Alkol, karacigerin islev gérme yetenegini bu
sekilde bozar. Yetiskin karacigeri, ¢esitli ekzojen ve endojen bilesiklerin detoksifiye
edilmesinden ve metabolize edilmesinden sorumlu olan ana organdir, bu da onlar1 daha
hidrofilik hale getirir, bu da genellikle potenslerini ve diizeylerini etkiler [47].
Faaliyetlerden sorumlu enzimler oncelikle hepatositlerde iiretilir ve temel olarak iki
gruba ayrilir: Faz I ve Faz II. Faz I enzimleri agirlikli olarak, genel islevi hidroksil
gruplart gibi polar gruplari lipofilik molekiillere ekleyerek onlari daha hidrofilik hale
getiren P-450 gen ailesindendir [48]. Faz Il enzimlerinin esas fonksiyonu, faz I’ler
tarafindan eklenen polar gruba suda c¢oziiniir bir kismi kovalent bir sekilde
baglamaktir. Bu tiir molekiiller cogunlukla glukuronik asit veya glutatyon gibi sekerler
veya peptitlerdir. Bu genellikle bilesigi daha az reaktif hale getirir. Faz II enzimlerinin
ornekleri, glutatyon-S-transferaz ve UDP-glukuronosil transferazdir. Faz II reaksiyonu
bazi nedenlerden dolay1 bozulursa veya faz I reaksiyonu indiiklenirse, bu organizmay1
faz | reaksiyonundan agir1 reaktif molekiil birakarak zararli olabilir. Bu, ilaca bagh
hepatotoksisite durumunda, ana bilesigin reaktif metabolitleri olustugunda meydana

gelebilir ve bu daha sonra hiicresel fonksiyonlari olumsuz etkiler [49].

2.3.3. Karacigerin Immiinolojik Fonksiyonu

Karaciger, fetal gelisimin belirli asamalarinda ana hematopoetik organdir ve
dogumdan sonra bile hematopoetik bir organ olmaya devam eder. Yerlesik
hematopoietik kok hiicrelerden tiim 16kosit soylarini iiretebilir [50,51]. Karacigerin
portal yolu, hematopoietik kok hiicrelerin yani1 sira birgok farkli hematopoietik hiicre

icerir [52].

2.3.3.1. Karacigerin Dogustan Bagisikhig

Diger organlara kiyasla karaciger, ozellikle dogustan gelen bagisiklik sisteminin
hiicreleri agisindan zengindir. Karacigerin ana hiicre tiplerinden olan NK- T hiicreleri

kesin olarak dogustan gelen bagisikligin bir parcast degildir, ancak islevsel olarak
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uyarlanabilir ve dogustan gelen arasinda bir yerdedir. Karaciger lenfositlerinin
yaklasik % 30'u NK hiicreleridir ve bu, NK hiicrelerinin karaciger bagisikligina biiytik
katkisin1 gosterir. Bu, periferik kan lenfositlerinde bir araya gelen iki hiicre tipinin

katkida bulundugu yaklasik % 15 ile karsilastirilabilir [53].

2.3.3.2. Uyarlanabilir Bagisikhik

Adaptif immiinite, humoral immiinite ve hiicre aracili immiinite olarak
siniflandirilabilir ve sirasiyla B ve T lenfositleri aracilik eder. T hiicreleri, B
hiicrelerinin plazma hiicrelerini salgilayan antikora farklilagsmasini tesvik eder. T
hiicreleri, enfekte olmus hiicreleri dldiiriir ve TNF a, IFN y ve IL -6 gibi sitokinleri
salgilar. Kupfter hiicrelerinden tiiretilen TNF o, daha sonra sitotoksik bir yanit ortaya
cikaran T hiicrelerinin aktivasyonunun uyarilmasinda 6nemli bir rol oynar [54].
Alkollii hepatit dahil olmak iizere hepatitte yiiksek diizeyde aktive olan CD8 + T

hiicrelerinin intrahepatik birikimi patogenez siirecinin bir pargasidir [55].
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BOLUM 3
BiSFENOL A
3.1. BISFENOL A'NIN KIMYASAL OZELLIiKLERIi

Bisfenol A (BPA) (4,4-izopropilidendifenol; 2,2-bis(4-hidroksifenil)-propan),
molekiil agirligi 228,29 g/cm3 olan kimyasal bir bilesiktir. BPA, erime noktas1 156°C
ve kaynama noktas1 220°C (5 hPa basingta) olan beyaz, kristalli kat1 bir maddedir.
Logaritmik bigimde ifade edilen BPA'nin su-oktanol katsayist 3.32'dir (log P = 3.32),
bu da onun yaglarda iyi ¢ozlinlirliigiinii ve suda diisiik ¢oziiniirliglini gosterir (25°C'de
yaklasik 200 mg/dm3). BPA, dogrudan aromatik halkaya bagli hidroksil kalintisina
sahip bir fenol grubuna aittir. BPA'daki hidroksil gruplarinin varligi, onun iyi
reaktivitesini belirler. Diger fenollere benzer sekilde BPA, eterlere, esterlere ve tuzlara
donustiirtilebilir. Ayrica BPA, nitrasyon, siilfonasyon veya alkilasyon gibi elektrofilik

slibstitisyona ugrar [56, 57].

H,

C
S S

CH

3

Sekil 3.1. Bisfenol A’nin kimyasal formiilii [58].

3.2. BPA'NIN URETiMi VE KULLANIMI

BPA ilkin 1891 yilinda Rus bir kimyager olan Alexander P. Dianin tarafindan iki fenol
molekiilii ve bir aseton molekiiliiniin hidrojen kloriir veya iyon degistirici regine gibi

bir katalizor varliginda kondenzasyon reaksiyonu ile sentezlendi. 1930'da sentetik
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Ostrojen arastirmalart sirasinda BPA kapsamli bir sekilde analiz edildi [59]. BPA
diinyada en ¢ok {tiretilen ve kullanilan kimyasallardan biridir. 2003 yilinda BPA'nin
yillik iiretimi bazi literatiir verilerine gore 3.8 milyon ton olmakla beraber ortalama 2,7
milyon tondan fazladir ve tiretimi artmaya devam etmektedir [56]. BPA esas olarak
(%95) epoksi recineler ve polikarbonatlar dahil sentetik polimerlerin {iretiminde
kullanilmaktadir [57]. BPA'dan yapilan sentetik polimerlerin iyi mekanik 6zellikleri,
diisiik nem adsorpsiyonu ve termal stabilitesi nedeniyle, su borulari, gida kaplari,
siseler, oyuncaklar, biberon emzikleri, tibbi ekipman, dis iiriinleri, elektronik cihazlar
dahil olmak fiizere ¢esitli trlinlerin Gretiminde kullanilmaktadir [60]. Ayrica BPA,
poliakrilatlar, polyester ve teneke kaplamalar i¢in verniklerin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir ki bu malzemeler bozunmadan sonra ¢evre ve gidada bu bilesigin

onemli kaynaklari olabilecek niteliktedir [61].

3.3. BPA'NIN VUCUT SiSTEMLERI UZERINE ETKILERI

3.3.1. Bpa'min Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

3.3.1.1. Dogurganhk

Cevresel kimyasallarin insan iiremesini bozabilecegi 6ne siiriilmiistiir [62] ve BPA'nin
dogurganligin bir¢cok safhasimi etkiledigi gosterilmistir [63]. Cesitli prospektif kohort
calismalari, infertilite tedavisi (yani in vitro fertilizasyon, IVF) gbren bireyleri
incelemis ve BPA'y1 yumurtalik tepkisi, dollenme basarisi, embriyo kalitesi ve

implantasyon basarisizlig1 gibi ¢esitli iireme son noktalari ile iligkilendirmistir.

3.3.1.2. Erkek Cinsel Islevi

Li ve digerleri tarafindan yapilan iki kohort ¢alismasinda [64,65] iscilerde kendi
bildirdikleri erkek cinsel islevlerini incelenmistir. Calismada, Cin'de bulunan BPA ve
epoksi regine imalat sirketlerinde ¢alisan erkekler ve BPA’ya maruz kalmayan
erkekler incelendi. BPA maruziyeti, fabrikanin gegmis kayitlar1 incelenerek, nokta
hava orneklemesi yapilarak ve kisisel hava takibi yapilarak belirlendi. Katilimcilara

genel bir saglik anketi yapildi, ancak ¢aligmanin hedefinin BPA'nin etkileri oldugu

13



sOylenmedi. Maruz kalan isgilerin kendi bildirdikleri cinsel islev (erektil iglev, orgazm
islevi, cinsel istek ve cinsel yagsamdan genel memnuniyet) kontrollere gore dnemli
Olclide daha distktii. Azalmis cinsel islev, doza ve siireye bagimh bir sekilde BPA
maruziyetiyle iliskiliydi [65].

3.3.1.3. Seks Hormonu Konsantrasyonlari

Bir¢ok calisma, yetiskinlerde ve yenidoganlarda BPA maruziyeti ile ilgili olarak,
endojen seks hormonu konsantrasyonlarinda (yani Ostrojenler, androjenler ve
gonadotropinler) ve ayrica seks hormonu baglayici globulinde (SHBG) degisiklikler
bulmustur. Hanaoka et al. [66] Bisfenol A diglisidil etere (BADGE) maruz kalan
is¢ilerde ve yas ve sigara i¢cimi agisindan eslestirilmis kontrollerde BPA diizeylerini
Olctiiler. Epoksi regine piiskiirterek BADGE'ye maruz kalan isciler, kontrollerden
Oonemli Olclide daha yliksek toplam idrar BPA konsantrasyonlarina ve dnemli 6l¢iide
daha diisiik folikiil uyarict hormona (FSH) sahipti. Organik ¢oziiciilerin diger iiriner
metabolitleri is¢ilerde mevcuttu ancak hormon konsantrasyonlar1 ile anlamli bir

korelasyon gostermedi [66].

3.3.1.4. Polikistik Over Sendromu

Bir¢ok c¢alisma, yetiskin kadinlarda BPA'y1 polikistik over sendromu (PKOS) ile
iliskilendirmistir, ancak bu c¢alismalarin yorumlanmasi zor olabilir, ¢iinkii yiiksek
androjenler hem PKOS'un bir belirtisidir hem de artmis BPA diizeyleri ile iliskilidir.
Birbirleriyle olan yakin iligkileri nedeniyle her iki faktoriin birbirinden bagimsiz

degerlendirilmesi zordur[67].

3.3.1.5. Meme Kanseri

BPA ve kanser arasindaki iligkilere iliskin bir ¢alismada, Yang ve ark. [68] meme
kanseri olan ve olmayan kadinlardan alinan kanda bulunan toplam serum BPA'sin1
analiz etti. Kanser hastalarinda BPA yiiksekligi vardi ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi [68]. Baska bir ¢alismada, 6rneklem boyutlar1 ¢ok kiiglik olmasina ragmen,

anketle 6l¢iildiigii iizere yetigkinlerin mesleki olarak BPA'ya maruz kalmasi ile meme
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kanseri teshisi arasinda bir iligki bulunmadi [69, 70]. Bu ¢alismalara dayanarak, BPA
ile meme kanseri arasinda bir baglant1 belirlenememektedir. Biyolojik olarak daha
alakal1 caligma tasarimi, meme kanserinin gelismesi biiytik olasilikla yillar aldigindan
ve hatta rahimde yerlesebileceginden, BPA'y1 uterusta 6lgen boylamsal ¢alismalar

olabilir [71].

3.4. BPA'NIN METABOLIK HASTALIK UZERINE ETKILERI

3.4.1. Tip 2 Diyabet

Tip-2 diyabet, birgok insan ¢alismasinda BPA ile iliskilendirilmistir. Insanlarda BPA
ve diyabet arasindaki baglantiy1 inceleyen ilk ¢alismada, Lang ve ark. [72], Ulusal
Saglik ve Beslenme inceleme Anketi'ne (NHANES) (2003-2004 yillar1) cevap veren
Amerikal1 bireylerin kesitsel popiilasyonundan elde edilen verileri inceledi. 18-74 yas
aras1 yetiskinlere, diyabet gibi belirli hastaliklara tibbi olarak teshis edilip edilmedigi
soruldu. Kan sekerini igeren kan analizleri de yapildi. Yazarlar, daha yiiksek toplam
idrar BPA'sinin, Tip-2 diyabet tanisinin artmasiyla énemli dl¢iide iligkili oldugunu
bildirmistir [72].

3.4.2. Kardiyovaskiiler Hastahk

Hipertansiyon ve kolesterol seviyeleri kardiyovaskiiler bozukluklar ve hipertansiyon,
yetiskin BPA maruziyeti ile iliskilendirilen diger yetiskin baslangi¢li hastaliklardir [72
-75].

3.4.3. Karaciger Hastaliklar

Toplam tiriner BPA konsantrasyonu daha yiiksek olan erigkinlerde karaciger
fonksiyonunun degistigini bulmuslardir. [72,73], NHANES 2003-2004 verilerini
incelemis, daha yiiksek idrar BPA'sinin karaciger enzimleri alkalin fosfataz, gama-
glutamiltransferaz ve laktat dehidrojenazdaki yiikselmelerle 6nemli 6lclide iliskili
oldugunu bulmustur. NHANES 2005-2006 ¢alismasi ise bu ii¢ enzim ve iiriner BPA

ile daha zayif iliskiler buldu, ¢iinkii toplam idrar BPA ile karaciger enzimleri arasinda
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anlamli iliskiler gostermedi [73]. Ancak, bu ¢alismadan elde edilen veriler bir araya
getirildiginde, yine de 6nemli yiikselmeler vardi. Yiiksek idrar BPA ile birlikte alkalin
fosfataz ve laktadehidrojenaz diizeylerinde 6nemli 6lgiide yiikselmeler belirlenmistir
[73].

3.4.4. Obezite

Viicut kitle indeksi (BMI) ve obezite, insan sagligi ve BPA ile ilgili en ¢ok calisilan
konulardan ikisidir. Bizim ele aldigimiz ¢alismada [76] PKOS'lu olmayan kadinlarda
artan BPA ile VKI artisinin iliskili oldugunu bulunmustur. Obez kontrollerin obez
olmayan kontrollere gore daha yiiksek serum BPA konsantrasyonlarina sahip oldugu
belirtilmistir [76]. Ancak daha 6nceki ¢alismalarda BMI ve serum BPA arasinda bir
iliski belirlenememistir [77].

3.4.5. Tiroid Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Tiroid hormon konsantrasyonlar1 ile Olgiilen tiroid fonksiyonu, insanlarda BPA
tarafindan bozulabilir. Tiroid uyarici hormon (TSH), beyin sinyaline yanit olarak
hipofiz bezinden salinir ve tiroksin (T4) ve triidotironin (T3) liretmek i¢in tiroid bezine
etki eder. T3 ayrica periferik organlarda T4'lin deiyodinasyonundan iiretilir. Tiroid

hormonlarmin tiretimi, beyne yapilan negatif geri besleme ile diizenlenir [78].

3.4.6. Bagisiklik Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Yetiskinler ve ¢ocuklar (6 yas ve iizeri) lizerinde yapilan giiclii bir kesitsel ¢calismada
[79], bagisiklik fonksiyonunun genel 6l¢iimlerinin de BPA maruziyeti ile olumlu bir
sekilde iliskili oldugu gosterilmistir. Clayton ve digerleri NHANES 2003-2006
verilerini incelemis ve iiriner BPA'nin antikor titreleri tocytomegalovirus (CMV) ile
onemli 6l¢iide korele oldugunu bulmuslardir. Artan CMV antikor titreleri, bagisiklik
sisteminin baskilandigini gosterir ve insanlarda bagisiklik fonksiyon bozuklugunun
erken bir belirteci olabilir. Yetiskinlerde (18 ve iistii), daha yliksek BPA, artan CMV
antikor titresi ile iligkiliyken, ¢ocuklarda ve ergenlerde (18 yas alt1) daha yiiksek BPA,
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azalmig CMV antikor titresi ile iligkilidir. Yazarlar, bu farkliligin BPA'ya maruz kalma
siiresinden kaynaklanabilecegini ve BPA'ya maruz kalmanin zamanla bagisiklik

fonksiyonunu olumsuz etkileyebilecegini 6ne siirmiistiir [79].

3.4.7. Oksidatif Stres ve Inflamasyon

BPA maruziyeti ile iliskili olarak PKOS (Poli Kistik Ovarian Sendrom)'u olan ve
olmayan kadinlarda kronik enflamasyonun son noktalarini izlendigi bir ¢alismada[80],
inflamasyonun bir gostergesi olan artmig dalak boyutuna sahip deneklerde toplam
serum BPA's1 daha yiiksek bulunmustur. Daha yiiksek BPA konsantrasyonlarina sahip
PKOS kadinlarinda ayrica artan hepatik steatoz, daha yiiksek C-reaktif protein (CRP)
ve interlokin (IL)-6 (trend) ve genislemis dalak gibi kronik inflamasyon belirteclerinde
artts saptanmistir. Arastiricilar, yukarida bahsedildigi gibi semptomlar gosteren
PKOS'lu kadinlarda, daha yiiksek BPA maruziyeti ve daha ciddi olumsuz saglik
sonuglari (yani insiilin direnci ve kronik inflamasyon belirtileri) olan "farkli bir PKOS

kadin alt grubu" tanimlamiglardir [80].

Hong ve arkadaslar1 [81] biiyiik bir Koreli yetiskin popiilasyonunu inceledikleri
calismada total iiriner BPA ile reaktif oksijen tlirleri malondialdehit (MDA) ve 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) arasinda pozitif bir iliski (p < 0.01) oldugu

saptamiglardir.
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BOLUM 4

D VITAMINI

Epidermiste fotoindiiklenen D vitamininin steroid yapida bir hormon oldugu
bilinmektedir ve bu vitamin kalsiyum-fosfor dengesinin diizenlenmesinde ve
kemiklerdeki minerallerin ¢okmesinde aktif rol oynar [82]. D vitamini terimi iki
bilesen igerir: Kimyasal yap1 olarak ondan farkli olan Vitamin D2 ve Vitamin Ds'tiir.
D> vitamini, ergokalsiferol, maya tarafindan tretilir ve genellikle gidalara eklenir. D3
Vitamini (kolekalsiferol) giines 151gmin etkisiyle deride {iretilir ve besinler iceren
besinler yoluyla viicuda alinir. Bu vitaminin her iki sekli de beslenme agisindan
zenginlestirilmis gidalarda ve takviyelerde bulunur. D3 vitamininin tercih edilen form
olmasi gerektigine dair kanitlar vardir ¢linkii D2 vitamininden daha stabil ve etkili
olabilir [83].

HO™

Sekil 4.1. Kolekalsiferol ( Dz Vitamini) kimyasal yapis1 [84].
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Vitamin D'nin metabolizmadaki 6nemli rolleri sunlardir;

* Bagisiklik fonksiyonunun gii¢lendirilmesini destekler,

+ anti-inflamatuar 6zellikler gosterir,

+ Kalsiyumun ince bagirsaktan emilimini uyarir,

+ Kemik olusumu, kemigin mineral dengesi, biiyiimesi ve hasarli kisimlarin
tamiri i¢in gerekli olan yeterli kalsiyum ve fosfat diizeylerinin kanda

bulunmasini saglar [85].

Normal D vitamini seviyesinin diisiik olmasi karmasik patolojilere zemin
hazirlayabilir. D vitamini eksikligi; artmis kemik olusum ve yikim hizi, osteoporoz ve
osteomalazi gibi fizyolojik, klinik ve patolojik sonuglara ve kalga veya diger
kemiklerin kirtlma olasiliginin artmasina neden olur [86, 87]. Siddetli D vitamini
eksikligi yetiskin iskeletinin demineralizasyonuna yol agarak rasitizm ve
osteomalaziye yol acar [88]. Dent ve Harris tarafindan yapilan bir calismada,
insanlarda kalitsal rasitizmlerin dogurganlifin azalmasina neden olabilecegi
gosterilmistir [89]. D vitamini fazlaliginim klinik belirtileri sunlardir: Istahsizlik, kilo
kaybi, yorgunluk, oryantasyon bozuklugu denilen kafa karisikligi, kusma ve kabizlik
gibi psikolojik rahatsizliklar [90]. Serum D vitamini diizeyleri (25-OHD3) <25 nmol/L
D vitamini eksikligi, 50 nmol/L D vitamini yeterli degeri ve >75 nmol/L D vitamini
yiiksek degeri olarak tanimlanir [91]. D vitamini biyolojik islevlerinin bir kismini1 D
vitamini reseptorleri araciligiyla yerine getirir [92]. D vitamini metabolizmasi i¢in
anahtar enzim olan D vitamini reseptorii (VDR), insan dokularinda ve hiicrelerinde
yaygin olarak bulunur [93]. Kalsiyum diizenleyici dokularda, bagirsaklarda, iskelet
sisteminde, karacigerde, paratiroid bezlerinde ve ovaryumlar, uterus, plasenta, testisler
ve hipofiz bezi gibi lireme organlarinda VDR bildirilmistir [92]. Bu baglamda
Blomberg Jensen ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada erkek iireme sisteminin testis
dokularinin Leydig hiicrelerinde D vitamini reseptorlerini ve D vitamini metabolizma
enzimlerini 6nemli Ol¢iide gozlemlemislerdir. Bu bilgi, D vitamininin erkek {ireme
sisteminde hormon iiretimini artirip artiramayacagi sorusunu giindeme getirmektedir
[94]. D vitamini, kemik, kalsiyum ve fosfat homeostazi tizerindeki klasik etkisinin yan1
sira erkek tireme sistemini de etkileyen ¢ok yonlil bir sinyal molekiiliidiir [93,94]. D

vitamini metabolik enzimleri ve D vitamini reseptorleri erkek tireme sistemini doseyen
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epitel hiicreleri, sperm, Leydig hiicreleri, germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde

bulunur [94-96].

Testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir ve birincil ve ikincil erkek tireme
ozelliklerinden  sorumludur.  Testisteki  testosteron  konsantrasyonu, kan
serumundakinden 100 kat daha yiiksektir ve testosteron sentezi, plasentadaki insan
koryonik gonadotropini tarafindan fetal yasamin erken donemlerinde, hipofiz
bezinden luteinize edici hormon (LH) salinana kadar kontrol edilir [97]. LH, Leydig
hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum iyonlarin1 (Ca*?) ve siklik AMP iiretimini artirarak
steroidogenezi uyarir [97,98] ve la,25-dihidroksivitamin Ds etkisini kalsiyuma
bagimli LH yanmitin1 degistirerek gosterebilir. 1a,25-hidroksivitamin Ds, insan

sperminde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda VDR aracili bir artisa yol agar [99].

4.1. D VITAMINIi VE KARACIGER iLiSKiSi

D vitamini ve karaciger homeostazi: D vitamini, karaciger diizeyinde de deneysel
olarak kanitlanmis olan sistemik ve dokuya 6zgii anti-inflamatuar 6zellikler gosterir
[100]. MAFLD sigan modellerinde, aktif D vitamini ile tedavi, p53-p21 sinyal yolunu
ve iligkili hiicre yaslanmasini inhibe ederek karaciger iltihabin1 ve oksidatif stresi
azaltmistir [100]. D vitamini ayrica, toll benzeri reseptorleri azaltan veya sirtuini
baskilayan antioksidan molekiil niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktdr 2'min
(NFE2L2) niikleer translokasyonunu tesvik ederek yiiksek yagl diyetle indiiklenen
yagli karacigere karst koruma saglamistir [101,102,103]. Yakin tarihli bir aragtirmada
D vitamini, hepatosit niikleer faktor 4a'nin (HNF4a) VDR aracili aktivasyonu yoluyla
kemirgen modellerinde hepatik insiilin direncini 1iyilestirmis ve karaciger
yaglanmasini iyilestirmistir [104]. Ote yandan, D vitamini eksikliginin karaciger
inflamasyonunu siddetlendirdigi tespit edilmistir [102]. Insanlarda hepatik VDR
ekspresyonu, karaciger histolojisinde steatoz siddeti ve lobiiler inflamasyon ile ters
korelasyon gosterilmistir [105]. Ek olarak, deneysel ¢caligmalarda D vitamini ligandlari
tarafindan hepatik makrofajlarda VDR'lerin aktivasyonu karaciger inflamasyonunu,

steatozu ve insiilin direncini iyilestirmistir [106].
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BOLUM 5

APOPITOZ

Canl1 hiicre 6liimii iki ayr1 mekanizma ile gergeklesir. Bu mekanizmalar apopitoz ve
nekrozdur. Nekroz ya da travmatik hiicre 6liimii, asir1 sicaklik degisimleri, hipoksi,
toksinler gibi ekstraseliiler kaynakli fiziksel ya da kimyasal etkiler sonucu gelisen
hiicre 6limiidiir [107]. Apopitoz ise programlanmis hiicre 6liimii veya hiicre intihari
olarak tanimlanmistir [108,109]. Apopitoz, organizmanin giivenli bir sekilde yok
edilmesini saglayan yasli, islevsiz, asir1 liretilmis, diizensiz veya genetik olarak hasar
gormiis hiicrelerin genetik olarak programlanmis 6limiidiir [107]. Apopitoz kelimesi
ilk olarak 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan hiicre 6liimiiniin goriintiisi

morfolojik farklilik gésterdigi i¢in kullanilmigtir [110].

Yunanca'da "apo" ayri, "ptosis" ise diismek anlamina gelir. Apopitoz igin ilk
biyokimyasal kanit, 1983 yilinda Duke ve arkadaslarinin jel elektroforezi ile
apopitozda aktive olan eksoniikleazlarin DNA kirilmalarmma neden oldugunu
gostermesiyle elde edilmistir [107]. Apopitozun nedenleri arasinda antitiimor ilaglar,
yiiksek diizeyde glukokortikoidler, radyasyon, biiylime hormonu eksikligi, insan
immiin yetmezlik virtisii (HIV), yaslanan hiicreler, kanser hiicreleri, sitotoksik T
lenfositler, 6liim reseptorleri ailesine ait bir zar proteini olan Fas ve tiimor nekroz
faktorii reseptorii aktive edici reseptor 1 (TNFR-1) ve hafif oksidatif stres [108,109].

Apopitoz, morfolojik halesi ile mikroskop altinda kolayca tanimlanabilir [111]. Hiicre
kiigiiliir ve zar1 bozulmaz. Ancak zarda kabarcik olusumu gibi morfolojik degisiklikler
gozlenir. Kromatin, niikleer zarin etrafinda yogunlasir ve toplanir [112]. Organellerde
pargalanma yoktur. Apopitotik siirecin sonunda, hiicre organelleri morfolojik olarak
kiiglik zarla kapsiillenmis apoptotik cisimlere doniisiir [109]. Apopitoz, enerjiye
bagimli fizyolojik bir olaydir [111]. DNA bozunmasi (deoksiriboniikleik asit) glikoliz
oncesi donemde meydana gelir ve interniikleozom alanlarinda 180 kilobaz ¢iftinin (kb)

katlar1 halinde monomerlere ve oligoniikleozomlara bdliiniir. Apopitozda bireysel
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hiicre 6liimii gergeklesir ve inflamasyon goriilmez [113]. Apopitoz hem fizyolojik hem

de patolojik olarak ortaya ¢ikabilir [109].

Fizyolojik apopitoz, insan viicudunun gelisimi ve embriyogenezinde 6nemli bir rol
oynar. Embriyogenezde meydana gelen apopitoza bir 6rnek, embriyonun el ve ayak
parmaklari arasindaki dokularin apopitozudur [107]. Adet dongiisiinde endometriyal
dokiilme de apopitoz ile gergeklesir. Yara iyilesmesi sirasinda enflamatuar hiicrelerin
(6zellikle 16kositlerin) olimi igin de apopitoz gereklidir [112]. Radyasyon ve
sitostatik ilaglarin yutulmasindan sonra DNA hasari, katlanmamis proteinlerin
birikmesi ve apopitozun mitokondriyal yolunu aktive eden viral enfeksiyonlar

sirasinda da goriilebilir [109].

5.1. PROGRAMLANMIS HUCRE OLUM YOLLARI

Fizyolojik ve patolojik apopitozda bes farkli yol kullanilir. Metabolik stres ve hipoksi
tarafindan indiiklenen intrinsik (intrinsik) yol ve 6liim ligandlar1 olarak bilinen Fas-L
veya tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) gibi ekzojen uyaranlarin indiikledigi ekstrinsik
yol en iyi bilinenidir (Sekil 4.1.). Bunlarin disindaki yollar; Dogrudan kaspaz
aktivasyonuna sahip Granzyme-B yolu, DNA pargalanmasini baglatan Granzyme-A
yolu ve DNA hasari {lizerine tiimdr proteini 53 (p53) tarafindan aktive edilen kaspaz

2'ye bagl yol’dur[114].

5.1.1. intrinsik Apopitoz

Endojen apopitoz, mitokondriyal hasar, endoplazmik retikulum stresi, iyonlastirict
radyasyondan kaynaklanan genotoksik hasar, onkogenlerin neden oldugu hiicre

Olimii, mutajenik asir1 uyarilma veya biliylime faktorii gibi spesifik uyaranlarin

yoklugunda aktive olur [115].
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Memeli Hicresindeki Ana Apoptotik Yollar
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Sekil 5.2. Intrinsik apopitotik yolak. BCL-2 ailesi proteinleri etki mekanizmasi. [109].

5.1.2. Ekstrinsik Apopitoz

Ekstrinsik apoptotik yol, dogal oldiiriici (NK) hiicrelerin, aktive edilmis T
lenfositlerin ve makrofajlarin target hiicre zarindaki 6lim reseptorlerine
baglanmasiyla baslatilir. Tiimor nekroz faktorii (TNF) ve yag asidi sentez reseptorii
(FasR) diizenlenmis proteinlerdir. Procaspase-8, kompleman 6liim aktivatorleri, timor
nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve yag asidi sentez baglayicisinin (FasL) baglanmasiyla
kaspaz-8'e dontstiiriiliir. Bu sekilde kaspaz kaskad aktivasyonu baglatilir [116].
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Sekil 5.3. Ekstrinsik apopitoz yolaginda TNF-o ve TNFR-1 reseptor.

FADD: Oliim etki alanma sahip Fas ile iliskili protein TRADD: TNF reseptorii ile
iligkili oldirticii bolge TRAF-2: tiimor nekroz faktorii reseptorii ile iliskili faktor 2
[109].
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Sekil 5.4. Ekstrinsik apopitoz yolaginda Fas/FasL. [109].

DD: Oliim bélgesi; DED: Oliim efektdr alani.
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Oliim ligandlari arasinda TNF ile iliskili apopitozis indiikleyici ligand (TRAIL), APO-
3/APO-2 ligandi, FasL ve TNF-a bulunur. FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1, bu sinyal
yolundaki en popiiler reseptor-ligand ciftleridir. TNF reseptorii ile iliskili 6liim alani
(TRADD) ve FAS ile iliskili 6lim alam1 (FADD), adaptor proteinleri olarak 6liim
reseptorlerine alinir. Procaspase 8 ve 10, 6liime neden olan sinyal kompleksini (DISC)
olusturmak i¢in adaptdr proteinlerine baglanir. Bu karmasik yapi, kaspaz 8 ve kaspaz
10'u aktive eder. Yonetici kaspazlar, 3, 6 ve 7 kaspazlari, aktif kaspazlar 8-10
tarafindan aktive edilir. Kaspaz 3,6 ve 7'nin aktivasyonu ile hiicre dliimiine yol agcan
hiicre iskeleti ve proteinlerin yikimi baglar [117]. Kaspaz-10'un aksine kaspaz-8, BH3
oliimle etkilesime giren alan (BID) agonistini bolerek mitokondriden sitokrom C'nin

salinmasina ve igsel yolu aktive etmesine neden olur [116].

5.1.3. Kaspazlar

Kaspazlar (CASPASE: Sistein Aspartat Spesifik ProteASE), apopitozda 6nemli rol
oynayan sistein protein grubu enzimlerdir. Kaspazlar iki gruba ayrilir. grup I
kaspazlar; Ilk kaspazlar (kaspazlari baslatan) (kaspazlar 2, 8, 9 ve 10) bir sinyale yanit
olarak ilk olarak aktive edilirken, ikinci kaspaz seti; Apopitozun yikim agamasini
yiiriiten yonetici kaspazlar (cellat kaspazlar) (kaspazlar 3, 6 ve 7) [118].

[k Kaspaz, pro-N-terminal alanlarmni igerir ve kendi kendini etkinlestirir. Yiiriitiilen
kaspazlar, aktif baglatic1 kaspazlar 8, 9, 10 tarafindan aktive edilir. Kaspaz-2 ayn1 anda
baslatan ve yiiriiten bir kaspazdir. Ayr1 ayri, kaspaz-2, kaspaz-13 portu ile substrat
ozelliklerini paylastig1 i¢in bir kaspaz portu olarak siniflandirilabilir [119].

Yiiriitiilen kaspazlar (kaspazlar 3, 6 ve 7) aktive edildiginde; DNA parcalanmasi,
niikleoproteinlerin yikimi, endoniikleazlarin aktivasyonu, fagositik hiicrelerin ligand
ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu meydana gelir [108]. Uygulanan
kaspazlarin aktivasyonu dogrudan performans/granzim yolu ile baslatilabilir [119].
Uygulanan kaspazlar arasinda kaspaz-6, kaspaz-3 ve kaspaz-7'den daha az 6nemli bir
rol oynar [120, 121].
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5.1.4. Granzim

Granzyme, yabanci hiicrelerin lenfositler (NK hiicreleri), yani bir hiicresel araci
tarafindan &ldiiriilmesinde rol oynayan bir serin esteraz enzimidir. Insan viicudunda 5
granzim vardir: A, B, H, K ve M. En giiclii proapoptotik protein Granzyme B'dir.
Granzim, hiicre zarinda perforinin olusturdugu gozeneklerden girer. BID daha sonra
granzim tarafindan aktif bir zar hedefli 6liim ligandia (tBID) doniistiiriiliir. tBID,
BAK/BAX oligomerizasyonunu (BCL-2 anti-letal/BCL-2 X-bagli protein) ve
sitokrom C'nin mitokondriden sitozole gogiinii kolaylastirarak apopitozu baslatir
[122]. Kaspaz-3 ve kaspaz-7, Granzyme B tarafindan dogrudan aktive edilir ve bu da
cellat yolunun aktivasyonuna yol agarak apopitozu baslatir (123]. Granzyme-B
mitokondriye girerken, Nikotinamid Adenin Diniikleotidi (NADH) ayrisir ve
mitokondriyal solunum zinciri [Elektron Tagima Zinciri (ETZ)] bozulur. Granzyme-

B'nin reaktif oksijen radikalleri iireterek apopitozda etkili oldugu gosterilmistir [124].
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Sekil 5.5. Apopitozun 6zeti [109].

5.2. PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMUNU BELIRLEMEK IiCiN
KULLANILAN YONTEMLER

Apopitozu tespit etmek igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. 1972'de apopitoz terimi
ilk kez kullanildiginda, karar hiicrenin morfolojik goriinlimiine gére verildi. Ancak
giiniimiizde apopitoz, molekiiler diizeyde apopitoza 6zgii oldugu bilinen bazi

aktivasyonlarin tanimlanmasiyla da tespit edilebilmektedir.
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Apopitoz, ilk olarak 1980'lerin sonunda, DNA kirilmalarin1 tespit etme yontemleriyle
morfolojik verilere dayanarak tanimlandi. Apopitoz, apopitoz, 1990'larin ortalarinda
apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktivasyonunun saptanmasi ve kaspaz aktivasyon
stireglerini belirlemeye yonelik yontemlerle kesfedilmistir. Fosfatidilserin iletimini
belirlemeye yonelik yontemlerle 1990'l1 yillarin sonunda tespit edilirken; Apoptotik
epitel hiicrelerinde kaspaz aktivitesi ile pargalanan bir protein olan kreatin 18, 2000'li
yillarin basinda, pargalandiktan sonra dogal halini saptayan antikorlar kullanilarak

daha spesifik bir sekilde saptanmaya baslanmistir [125,126, 127].

5.2.1. Apopitozu Belirlemek Icin Kullanilan Morfolojik Yéntemler

I. Isik mikroskobu kullanim ;

e Hematoksilen-eozin boyama

Apopitozda, hiicre ¢ekirdeginde bulunan kromatin, ¢ekirdegin ¢evresinde yogunlasir
ve toplanir. Hematoksilin bu kromatini boyadig: i¢in, HXE ile boyanan ve incelenen
orneklerle yapilan hiicre kiiltiirii calismalarinda, kromatin yogusmasi ve niikleer zarin
cevresinde agregasyon seklindeki degisiklikler, hiicre biiziilmesi veya sitoplazmanin

biiziilmesi, ¢ekirdegin biiziilmesi veya pargalanmasi gozlendi. 1s1k mikroskobu altinda
[128].

Sekil 5.6. Apoptotik hiicreler (oklar) (HXE boyama) [128].
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e Giemsa Boyama

Giemsa boyamasinda apoptotik hiicreler, ¢ekirdeklerin morfolojisine gore tanimlanir.
Hematoksilen boyama ile sitoplazmik siirlar daha iyi ayirt edilebilse de pek bir

avantaj1 yoktur [128,129].

I1. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi;

Floresan mikroskopi, Hoechst boyasi, 4,6-diamidin-2'-fenilindol (DAPI), akridin
oranji, etidyum bromiir, propidyum iyodiir ve floresein izotiyosiyanat (FITC) gibi
floresan malzemeleri kullanan bir boyama seklidir. Floresan boyalar ¢ekirdekteki
DNA'ya baglanarak onu goriiniir kilar. Hiicre kiiltiiri caligsmalarinda canli hiicrelerin
canli hiicrelerden ayrilmasini saglar. Tiim canli veya 6li hiicreleri boyayabilen bir
boya (Hoechst boyasi gibi) ve yalnizca 6lii hiicreleri birlikte boyayabilen baska bir
boya (Propidium iodide gibi) canli ve 6lii hiicreleri birbirinden ayirmak i¢in kullanilir.
Bu yontem sayesinde hiicrelerin 6lii ya da diri oldugu anlasilirken, 6li hiicrelerin
apopitoz ya da nekroz sonucu oldiigli ayrimi g¢ekirdegin morfolojisine bakilarak
yapilir. Niikleer kirilma veya kromatin yogunlagmasi olan hiicrelerin apoptotik

hiicreler oldugu ileri siiriilmektedir [128, 129].

Sekil 5.7. Hoechst boyama (N, Normal hiicreler, A, Apopitotik hiicreler) [128].
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I11. Elektron mikroskobu

Mortfolojik degisikliklerin en gercekei sekilde takip edildigi bir yontemdir. Kromatin
kirilmas1 ve yogunlasmasi, sitoplazmada biiziilme, hiicre zar1 biitiinliigiinlin veya
niikleer zarin biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig: gibi hiicre i¢i detaylarin yani sira

mitokondrinin durumu da incelenebilir [129].

1. Faz kontrast mikroskobu

Bu mikroskop sadece hiicre kiiltiirli ortaminda bir hiicre veya hiicre grubunu incelemek
icin kullanilmaktadir [129]. Faz mikroskobu ile substrattan ayrilan ve ortamda
ylizmeye baglayan 6lii hiicreler gézlemlenebilir, ancak faz mikrobdliinmesine ugrayan
hiicreler de gozlemlenebilir, bu da apoptotik hiicrelerin erken evre goriintiileriyle
karistirilabilir ve farklilasma ¢ok zordur. Apoptotik hiicreler iizerinde gelisen blebler,

faz kaydirmali mikroskopi kullanilarak gézlemlenebilir [128].

5.2.2. Apopitoz Tespitinde Kullanilan immiinohistokimyasal Yéntemler

I. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde bulunan fosfatidilserin (PS), hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde
bulunan bir zar lipididir. Bir hiicre apopitoz gecirdiginde, igindeki PS molekiilleri
hiicre zarinin digina dogru hareket eder. Bu, apopitozun erken doneminde gergeklesir.
Anxin V, fosfatidilserin'e baglanabilen bir proteindir. Hiicre zar1 disina taginan PS'ye
baglanabilen Annexin V, apoptotik hiicreyi goriiniir kilmak i¢in FITC gibi bir floresan
madde ile isaretlenebilir [130,131,132].

II. TUNEL Yontemi

Bu yontem, DNA kiriklarinin yerinde tespit edilmesini saglar [133,134]. TUNEL
(nidoksitiridin trifosfat (dUTP) ug etiketleme yontemi) ile kiiltiir soliisyonunda,
plakalarda veya plakalarda tireyen hiicrelerde, frozen kesitlerde ve parafin bloklarda

apopitoz varligr saptanabilir [129]. DNA polimeraz veya bir Klenow fragmani
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kullanilarak, apoptotik fragmantasyonun bir sonucu olarak DNA uglar1 ayirt edilebilir.
Ancak deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile etiketlemenin daha duyarli bir yontem

oldugu saptanmustir [128].

Sekil 5.8. Karaciger dokusunda apopitotik hiicreler (X) [128].

III. M30 Yontemi

Sitokeratin 18 (CK18), glandiiler epitel hiicrelerinde bulunan bir tip 1 mezenkimal
filament6z proteindir. Agirlikli olarak karaciger, meme, akciger, prostat ve kolon
kanserlerinde eksprese edilirken, néronlarda ve lenfositlerde bulunmaz [135]. M30
yonteminde apoptotik hiicreler, kaspazlarin etkisiyle pargalanan sitokeratin 18’de
olusan yeni bir antijenik bélgenin immiinohistokimyasal olarak boyanmasi prensibine
gore tanimlanir. Sadece sitokeratin 18 eksprese eden dokularda kullanilabilir. Bu

dokular epitel kokenli dokulardir [136].
IV. Kaspaz-3 Yontemi
Bu yontem ile apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal

boyama yontemi ile belirlenebilmektedir. Bu nedenle incelenen dokuda apopitozu

indiikleyen ajanin kaspaz-3'ii pargalayip pargalamadigi veya doku kaspaz-3'i ifade
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edip etmedigi bilinmelidir. Bu bilinirse programlanmis hiicreler bu sekilde saptanabilir

[137, 128].

5.2.3. Apopitozu belirlemek i¢in kullanilan biyokimyasal yontemler

I. Agaroz Jel Elektroforezi

Apopitozda, DNA 180 baz ¢ifti ve bunlarin katlarina karsilik gelen noktalarda kirildigi

i¢in bir merdiven modeli olusur [129].

Agaroz, orta ve biiylik boyutlu DNA molekiillerini elektroforez ile ayirmak icin
kullanilan en yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak partikiillerin boyutuna baglh
olarak farkli konsantrasyonlarda (%0,3-2 arasinda) agaroz kullanilir. Niikleik asitlerin
en iyi ayrilmasi, biiylik DNA fragmanlar i¢in diisiikk konsantrasyonlarda ve kiigiik
DNA fragmanlari i¢in yiiksek konsantrasyonlarda agaroz kullanilarak elde edilir. Bir
fliioresan boya iki DNA dizisi arasina girdiginde ve 300 veya 360 nm dalga boyundaki
15181 emdiginde, DNA jelde goriiniir hale gelir, bu bir fliloresan etkisini gosterir.
Genellikle bir floresan boya olan etidyum bromiir ile kullanilir ve DNA fragmanlari
UV 15181 altinda gorsellestirilir [138,139,128]. Agaroz jel elektroforez yontemi

giivenilir sonuglar veren bir analiz yontemidir [140].

5.2.4. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan immunolojik Yéntemler

I. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA testi, apopitozu belirlemek igin kullanilan serodiagnostik yontemlerden biridir.
Spesifik, hizli ve duyarli bir testtir (128]. ELISA kullanarak, kan plazmasinda ve
kiiltirlenmis hiicre popiilasyonlarinda DNA fragmantasyonunu tespit etmek
mimkiindiir. ELISA yontemi kullanilarak apopitozun bir belirteci olan M30

antijeninin diizeylerini 6l¢gmek de miimkiindiir [137].

ELISA testinde, ELISA plakalarindaki sitoplazmik niikleozomlar1 tespit etmek ve
yakalamak i¢in iki niikleer epitopa 6zgii bir ¢ift monoklonal antikor kullanilir. ELISA
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testi, agaroz jel elektroforezi kullanilarak apoptotik DNA merdiveninin
belirlenmesinden daha hassastir ve ¢ok sayida ornegin test edilmesi agisindan daha

uygun bir analiz yontemidir [141].

5.2.5. Apopitozu Belirlemek I¢in Kullanilan Molekiiler Biyoloji Yontemleri

I. DNA Microarrays (DNA Mikrodizileri)

DNA mikroarray teknolojisigoreceli olarak yeni ancak olduk¢a pahali bir yontemdir.
Bu teknik ile binlerce genin ifade diizeylerinin (mRNA'lar) ayni1 anda ve kisa siirede
tespit edilmesi miimkiindiir. Bu sayede apopitoza 06zgii hiicre yiizeyi Olim
reseptorlerinin ekspresyonu ile iliskili kapsamli bilgiler elde etmek miimkiin olacaktir

[129].
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BOLUM 6

OKSIDATIF STRES VE ANTIiOKSIiDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

6.1. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, biyolojik sistem i¢inde yer alan oksidan ve antioksidan maddelerin
arasinda bulunan dengenin oksidan maddeler galip gelecek sekilde bozulmasisonucu
meydana gelen bir durumdur. Dengesizlik, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretiminin
veya antioksidan sistemin isleyisindeki bir hatanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
[142]. Ote yandan serbest radikaller, bir ya da daha ¢ok eslenmemis(serbest) elektron
igeren molekiiller veya atomlar olarak tanimlanir ve bahsi gegen elektronlar son derece
reaktiftir. Bir¢cok element serbest radikallerin olusumuna neden olabilse de
metabolizmada en fazla hasara neden olan elementler oksijen ve nitrojen ihtiva eden
elementlerdir [143].

Nitrik oksit sentaz === Nitrik oksit
NO*

A

Peroksinitrit

ONOO \

Mitokondriyal elektron

transport zinciri
Hidroksil iyonu
OH*
Endoplazmik
retikulum
NADPH oksidaz Siperoksit _____,  Hidrojen peroksit ____ SU
SitP450 Vit Cve E thioredoksin

. _ Siiperoksit dismutaz Katalaz

Ksantin oksidaz Glutatyon peroksidaz

Sekil 6.1. Baslica ROS’ lar ve detoksifikasyon yollar1 [143].
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Oksijen molekiiliiniin metabolizmadaki rolii kritiktir, ¢linkii hiicresel isleyisin devam
ettirilmesi igin gereklidir. Oksijen, gen transkripsiyonu ve hiicre i¢inde gergeklesen
diger 6nemli fonksiyonlarda elzemken, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri
haline geldiginde biyomolekiillere hasar verici bir potansiyeli bulunmaktadir.
Oksijenin bu hasar verici etkisi, diisiik degerlik metabolik durumunun sonucudur ki bu
durum reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan sorumludur. ROS arasinda en 6nemlisi,
damar diiz kas hiicrelerinin gevsemesi ve ¢cogalmasi, l6kosit adezyonu, anjiyogenez,
trombosit agregasyonu, tromboz, damar tonusu ve kan dolasiminin diizenlenmesi
islevlerini yerine getiren nitrik oksittir [144, 145]. Oksidatif stres, AIDS, yaslanma,
artrit, astim, otoimmiin hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler disfonksiyon, katarakt,
diyabet, norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi cesitli

patolojik durumlara yol a¢an bir dizi hiicresel islevi bozar [146-147].

flaca baglh oksidatif stres, karaciger, bobrek, kulak ve kardiyovaskiiler ve sinir
sistemleri dahil olmak iizere ¢ok sayida doku ve organ sisteminde bir toksisite
mekanizmas1 olarak gosterilmistir. Kanser terapileri, non-steroidal antiinflamatuar
ilaglar (NSAID), antiretroviral ajanlar, antipsikotikler ve analjezikler dahil olmak
tizere oksidatif stresin katkida bulunabilecegi olumsuz olaylarla iliskili iyi karakterize
edilmis ilaglar. Mekanik olarak farkli tedavilerin, 6nemli bir katki maddesi olarak
oksidatif stres ile gesitli toksisitelere neden olma potansiyelini gostermeye hizmet
eder. Ilaca bagli oksidatif stres mekanizmalarmin karakterize edilme derecesi degisir.
Bir ilacin metabolizmasi, doksorubisin i¢in tartisildig gibi, dogrudan ROS olusturmak
icin molekiiler oksijeni indirgeyebilen reaktif bir ara liriin olusturabilir. Klorpromazin,
derideki fotoaktivasyonun, bu bilesikle iliskili iyi bilinen bir yan etki olan deri
fototoksisitesine (glines yanig1 benzeri reaksiyon ve hiperpigmentasyon) yol

acabilecegi diisiiniildiigiinden ilging bir 6rnektir [148].

6.2. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Viicutta reaktif oksijen g¢esitlerinin teskil olmasina mani olmak, bu maddelerin
verecegi hasarlari Onlemek ve detoksifikasyon saglamak i¢in calisan savunma
sistemleri “antioksidan savunma sistemleri” veya ‘“antioksidanlar” adini alirlar.

Antioksidanlar, asir1 reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye eden ve viicuttaki mikro-
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oksidan/antioksidan dengesinin korunmasina yardimei olurlar. Antioksidan savunma
sistemlerinin iki ¢esidi bulunmaktadir: enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar
[144].

6.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, zehir atilimi islemi sirasinda molekiillerin son yo6riingesine
yerlesmis elektronlar1 stabilize etmek igin elektronlar1 aktararak farkli degerlere
dayanma yetenegi veren bir mineral merkezine sahiptir. Asirt ROS'u nétralize ederek
hiicre elemanlarinin hasar gormesini Onlerler. Endojen antioksidan enzimler,

sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazi (GPx) igerir. [149, 150].

NADP* +H' NADPH
GR
500
20;"+2H* > 0+H0;
2GSH 6356 Bk
\ X y 2 K0, > 042 H0
H0; ———— 150

Sekil 6.2. Enzimatik antioksidanlar ve gergeklestirdigi reaksiyonlar [149].

Antioksidan reaksiyonlar i¢in siiperoksit anyonunun siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan H>O>'ye ayrilmasi temel adimdir. SOD, SOD 1, SOD 2 ve SOD 3 olarak
bilinen ii¢ tiir yapida bulunur. SOD 1, bakir ve ¢inko (Zn) igerir, Sitozolde bulunur ve
icerdigi mineraller mineral kofaktorler olarak bilinir. SOD 2, manganez (Mn) iceren
mitokondriyal izoformdur. SOD 3 ise ekstraseliiler formu kodlar, yapis1 bakir ve ¢inko
igeren SOD 1’¢ benzer ¢iinkii her ikisinde de kofaktorler ortaktir. [149,150].

Glutatyon (GSH) enzim ailesinde, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) bulunur. GPx, H2O; tiirevlerini par¢alamak i¢in H*
donérii olarak GSH'm indirgenmis sekliyle ¢alisir. GSH’in ortadan kalkmasi ya da
ortamdaki miktarmin azalmasi, DNA hasar1 ve H2O> miktarinda artis ile sonuglanir.

Hidrojen peroksit’in su ve Oz'ye indirgenmesi sirasinda GPx tarafindan kullanilan

35



GSH oksitlenmis glutatyona (GSSG) gevrilir. Glutatyon rediiktazin ters reaksiyona
katilmasiyla ve NADPH'den oksitlenmis glutatyona bir dondr proton transfer edilerek
GSH tekrar elde edilmis olur [149, 151, 152].

Glutatyon peroksidazin organizmada bes izoformu bulunmaktadir: GPx1, GPx2,
GPx3, GPx4 ve GPx5. GPx1, dokularda genel olarak goriilen hiicresel izoformdur,
GPx2 ise mide-bagirsak izoformu olarak kodlanir; GPx3 kan plazmasi ve epididimal
hiicrelerde bulunur. GPx4, spesifik olarak organizmada yer alan biyolojik
membranlarin yapisina katilan fosfolipid hidroperoksitin detoksifikasyonundan
sorumludur. Yine epididimal hiicrelerde yer alan bir diger izoform GPx5’tir.
Glutatyon, sitozolde sistein, glutamat ve glisin tarafindan olusturulur. Hiicreye ait
glutatyon diizeyleri, de-novo olusumu ile diizenlenir. GSH, hiicrelerin bazi endojen ve
yabanci biyolojik olarak tehlikeli bilesiklerle konjugasyonlardan korunmasinda ve

hiicrelerin oksidanlara karsi azaltilmig bir durumda tutulmasinda rol oynar [151-153].

Katalaz, H.O2>den H20 ve O> olusturmak tizere peroksidaz aktivitesi yoluyla metanol,

etanol, formik asit veya fenollerden proton alarak ¢alisan bir enzimdir [154, 155].

6.2.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

C ve E vitamini, GSH, beta-karoten ve flavonoidler gibi antioksidanlar bu gruptadir
[156, 157]. C vitamini, suda ¢6ziinme Ozelligi sayesinde gerek intraseliiler gerekse
ekstraseliiler matrise difiize olmay1 kolaylastirir. Okside E vitamininin yenilenmesinde
rol alir. Bir diger 6nemli 6zelligi pro-oksidan aktiviteye sahip olmasidir. Fe*®'y1 Fe*?'ya
dontistiiriip ardindan H20: ile reaksiyona girerek OHe olusturabilen belki de tek
bilesiktir [158-159]. Vitamin E (a-tokoferol), zincirli radikal peroksilleri hizla
uzaklastirarak zincir yayilimina engel olur. E vitamini bu islem sirasinda tokoferol
haline geri donmek igin tokoferil adi verilen serbest bir radikal haline gelir ve bu
sekilde zarin i¢ yiizeyine dogru hareket eder. [160,161,162]. B-karoten, belirli
dokularin hiicre zarlarinda yiiksek konsantrasyonlarda biriken A vitamininin su
onciisiidiir. Beta-karotenin antioksidan aktivitesi, lipid oksidasyonu siirecinde olusan
Ooe- ve serbest radikallerin uzaklastirilmasiyla ilgilidir [163-164]. GSH normalde

sitozolde mitokondride bulunarak hiicrenin okside olmasinin engellenmesinde 6nemli

36



bir rol oynar. Cekirdekteki GSH ise siilthidril proteinlerinin redoks durumunu korur
[165]. Flavonoidlerin kimyasal yapisi, radikallerin uzaklastirilmas: s6z konusu
oldugunda idealdir hatta antioksidan 6zelligi hem C hem de E vitaminlerinden kat kat
daha fazladir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, nelerin bilesimden olustuguna
gore degisir ve bes faktor tarafindan belirlenir: H' ve elektron donérii olarak etkilesim,
olusan flavanol koklerinin ne kadar stabil oldugu, gecis metallerini selatlama yetenegi,
¢Oziinlirlik ve membranlarla etkilesimleri ve son olarak diger antioksidanlara kiyasla
etkinligi. Flavonoidlerin oksidasyon potansiyeli diistiikce, serbest radikal siipiiriicii

aktiviteleri o kadar yiiksek olur [161].

37



BOLUM 7

GEREC VE YONTEM

7.1. GERECLER

7.1.1. Deney Hayvanlari

Deneyde kullanilmak {izere minimum 150 gr. agirhgindaki Wistar albino cinsi erkek
ratlar Saki Yenilli Deney Hayvanlari Uretim Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
Calismanin yapilabilmesi igin Saki Yenilli Deney Hayvanlar1 Uretim ve Uygulama
Laboratuvart Tic. Lmt. Sirketi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan etik
kurul izni (No: 2021/03-04-13) esas tutulmus ve yapilan islemlerin tiimii ilgili izin
belgesinin alabilmesi i¢in hazirlanan etik kurul protokoline uygun olarak

gerceklestirilmistir.

7.1.2. Kimyasal Malzemeler

Tez calismas sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPOa),
tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H20>), disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA),
potasyum sodyum tartarat, bakir (II) siilfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakir
(IT) kloriir, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, Total

Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS), TGF-p kiti kullanildu.
7.1.3. Laboratuvar Cihazlar
Calismada kullanilan aletler; manyetik karistirict (Termal N11150M), otomatik

pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmali santrifiij (Niive NF 1200R), mikrosantrifiij (Niive NF 048),
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spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG
Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizator (Hangzhou Bioprep-24),

sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayici (Thermo Fisher Wellwash
888).

7.2. YONTEMLER

7.2.1. BPA’min Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

25mg/kg/ Bisfenol A 0.5 ml zeytinyagi i¢inde ¢ozdiiriilerek giinliik olarak hazirlandi.

Ratlara BPA uygulamasi intragastric olarak yapilmistir.

7.2.2. Ratlarin Bakimi

Ratlarin kafes temizligi ilgili personel tarafindan her giin yapilmis, igme sular1 da bu
islem yapilirken tazelenmistir. Ratlar, deney siiresince 21°C, %55-60 oraninda nem ve
12 saat karanlik/aydinlik dongiisiine tabi tutulmus ve standard yem ile ad libitum
olarak beslenmiglerdir. Ratlarin tutuldugu kafesler 6zel olarak tizerlerinde “BPA free-

BPA’dan ar1” ifadesi olanlardan se¢ilmistir.

7.2.3. Ratlarin Deney Protokolii

Arastirmada Saki Yenilli Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvari’nda iiretilmekte olan
enaz 150 gr agirhigindaki ergin Wistar albino erkek ratlardan 50 tane deney ve kontrol

grubu olmak tizere rastgele secildi, deney gruplari olusturuldu.

Grup 1- Kontrol grubu, (denek sayisi 10), herhangi bir islem yapilmayan grup.
Grup 2- Zeytinyag grubu, (denek sayis1 10), deneklere gavaj yoluyla intragastrik
olarak 0.5 ml zeytinyag1 30 giin boyunca her giin verildi.

Grup 3- BPA grubu, (denck sayis1 10), deneklere gavaj yoluyla intragastrik olarak
25mg/kg/ Bisfenol A 0.5 ml zeytinyagi i¢inde ¢ozdiiriilerek 30 giin boyunca her giin

verildi.
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Grup 4- Ds vitamini grubu: Bu grupta bulunacak denek sayisi 10 olarak
tasarlanmistir. Bu gruptaki deneklere gavaj yoluyla intragastrik olarak 4001U/giin D3
0.5 ml zeytinyagi i¢inde ¢ozdiiriilerek vitamini 30 giin boyunca her giin verildi.
[12,166].

Grup 5- BPA ve D3 vitamini grubu (denek sayis1 10), deneklere gavaj yoluyla
intragastrik olarak 30 giin boyunca her giin 4001U/giin D3 vitamini ve 25mg/kg/ BPA
0.5 ml zeytinyag1 i¢inde ¢ozdiiriilerek Bisfenol A verildi.

Bu uygulamalardan sonra, deneyin 30. giiniiniin sonunda denekler, ketamin-ksilazin
anestezisi altindayken karin bosluklar agildi (Sekil 13). Karin boslugunun agilmasinin
ardindan oncelikle V. abdominalisten serumdan bakilacak biyokimyasal parametreler
gozetilerek kan alindi (Sekil 14). Karaciger dokularinin alinmasinin, ardindan denekler
dekapite edildiler. Alinan &rneklerin bir bolimi %10’ luk tamponlanmis (pH 7.4)

formalin soliisyonunda oda sicakliginda, bir boliimii ise -80°C’de saklandi.

Sekil 7.1. Karin boslugunun agilmasi.

Sekil 7.2. Karaciger dokulariin alinmasi
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7.2.4. Biyokimyasal Analizler

7.2.4.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Karaciger dokular1 -80°C’de tutulduklar1 sogutucudan alinarak malondialdehit
(MDA), indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
analizleri yapilarak, toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi
(TOS), oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerini belirlemek amaciyla ivedilikle tartildi.
Fosfat tampon (pH:7.5) eklenerek %10’luk doku homojenatlar elde edildi ve bunlar
12.000 rpm'de 1-2 dakika siireyle otomatik homojenizator (Hangzhou Bioprep-24)
kullanilarak homojenize edildiler. Bu homojenatlarda karaciger MDA seviyelerinin
tespit edilmesinin ardindan ayni homojenatlar +4 °C'de 5000 rpm'de 30 dakika
santrifiije edilerek silipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlar, GSH, SOD,
CAT, TAS, TOS, OSI ve protein seviyelerini belirlemek i¢in kullanildi.

Biyokimyasal incelemeler yapilincaya kadar karacigerden alinan 250-300 mg
agirhigindaki dokular -80°C'de muhafaza edildi. Biyokimyasal analizler i¢in dokular

homojenize edildi, SOD, MDA, TAS, TOS, GTX degerleri kit vasitasiyla ¢alisildi.

7.2.4.2. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi

Karaciger Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Karaciger homojenatindaki MDA analizi Ohkawa vd. [167] tarif ettigi yonteme baglt
kalinarak yapildi. Karacigerden elde edilen homojenatlar, %1°lik fosforik asit (H3P04)
ve %0.6’°1ik tiyobarbitiirik asit ile karistirildi. Ardindan 45 dakika stiresince kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra karisim, n-biitanol ile ekstrakte edildi, santrifiij
islemiyle n-biitanol fazinda ayrilan pembe renk deney gruplarina gore mikroplaka
kuyucuklarma yerlestirilerek ELISA okuyucuda 535 nm dalga boyunda 6l¢iildii, MDA
seviyesinin tespitinde kullanildi. Kor olarak n-biitanol ve standart olarak

tetrametoksipropan kullanildi. Sonuglar nanomol/g yas doku olarak sunulmustur.
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Karaciger Dokusu Rediikte-Glutatyon (GSH) Analizi

Karaciger siipernatantindaki rediikte glutatyon (GSH) analizinde Ellman’in [168]
yontemi kullanildi. Karaciger siipernatantlari deproteinize edildi. 5,5'-dithiobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokularak inkubasyona birakildi. Olusan
renkli {irlin deney gruplarina gore mikroplakalara yerlestirilerek ELISA okuyucuda
410 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve GSH seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor
olarak distile su ve standard olarak S5SmM/L’lik stok GSH c¢ozeltisinden hazirlanan

farkl1 diliisyonlar kullanildi. Sonuglar nanomol/g yas doku olarak elde edildi.

Karaciger Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Analizi

Karaciger siipernatantindaki SOD aktiviteleri, Sun vd. [169] acikladigi yontem ile
belirlendi. Deney ortaminda olusan siiperoksit radikalleri, ortamdaki NBT’yi (nitro
blue tetrazolium) indirgeyerek mavi renkli formazan olusmasina neden olur. Doku
SOD aktiviteleri olusan formazanin 560 nm'de ELISA okuyucuda o6l¢iilmesi ile

belirlendi. Sonuglar U/g protein olarak elde edildi.

Karaciger Dokusu Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Analizi

Karaciger stipernatantindaki CAT aktivitelerinin hesaplanmasinda Aebi vd. [170]
uyguladigi yontem esas alindi. Siipernatant ile H.O> igeren fosfat tamponu (pH: 7.5
mM) karistirildi. Siipernatandaki CAT aktivitesi sayesinde H.Oz, H.O ve O' e
parcalandi. Ortamdaki hidrojen peroksitlerin yikimlanmasi da 240 nm'de absorbans
azalmasina neden oldu. CAT aktivitesini hesaplamak igin absorbanstaki azalma 1

dakika boyunca gozlendi. Sonuglar K/g protein olarak elde edildi.

Karaciger Dokusu Protein Analizi

Karaciger siipernatantlarinda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin hesaplanmasi ig¢in
protein diizeyleri Lowry vd [171] yontemi esas alinarak tespit edildi. Olusan mavi renk

540 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda olgiilerek protein igeriginin

hesaplanmasinda kullanildi. Sonuglar mg/ml olarak elde edildi.
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Karaciger Dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Karaciger siipernatantinda TOS diizeylerinin 6lgiilmesinde Erel’in metodu kullanildi
[172]. Total Oksidan Seviyeleri, Kitte (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Tiirkiye)
belirlenen adimlar uygulanarak tespit edildi. Olusan renkli bilesikler 660 nm dalga
boyunda ELISA okuyucu ile 6lgiildii. Standart olarak 20 pmol/L’lik H202 solusyonu
kullanild1. Sonuglar pmol H202 equiv /L olarak elde edildi.

Karaciger Dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Karaciger siipernatantinda TAS diizeylerinin = dlgiimiinde  Erel’in  metodu
[173]kullanildi. Total Antioksidan seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
Tiirkiye) prosediirleri uygulanarak belirlendi. Mikroplakalara konan siipernatant
tizerine reaktif 1 eklendi, 660 nm’de birinci okuma yapildi. Reaktif 2’ nin eklenmesinin
ardindan ikinci okuma yapildi. Birinci ve ikinci deger arasindaki farklar belirlenerek
karaciger TAS diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildi. Kalibrator olarak Trolox

kullanildi. Sonuglar mmol Trolox Equiv/L olarak belirlendi.

Karaciger Dokusu Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Ol¢iimii

Karaciger siipernatantinda OSI &lgiimiinde Erel’in metodu [173] kullanildi. OSI
(Arbitrary Unit) = TOS (umol H2O2 eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/l)x10]. Sonuglar
Arbitrary Unit (AU) olarak belirlendi.

7.2.4.3. Karaciger Fonksiyon Testlerinin Olciimii

Karaciger AST, ALT ve ALP diizeylerini belirlemek i¢in analiz kitleri (Abbott, Abbott

Park, Illinois, ABD) ve otoanalizér (Architect C8000) kullanilarak enzimatik

kolorimetrik yontemle 6l¢iim yapildi. Sonuglar mg/dl olarak belirlendi.
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7.2.4.5. Histopatolojik Analiz

Deneklerden anestezi altinda alinan karaciger dokular1 %10'luk tamponlanmis (pH
7.4) formalin soliisyonuna konularak bu soliisyonda oda sicaklifinda 48 saat tespit
amaciyla cam kaplarda bekletildi. Tespit edilen dokular akan su altinda bir gece
yikandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafin icerisine gomiilerek,
kesit almak tizere blok haline getirildi. Bloklardan mikrotom ile alinacak 5 um kesitler

lam iizerine alinarak kurumasi beklendi, ardindan once kesitler deparafinize edildi

sonra da rutin Hematoksilen Eosin boyamasi yapildi.

Cizelge 7.1. Hematoksilen eosin boyama protokolii

Ksilen 5 dakika
Absolu etil alkol 2 dakika
% 96 lik etil alkol 2 dakika
%80 lik etil alkol 2 dakika
% 70 lik alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoksilen (109253, Papanicolaou's | 2 dakika
solution 1a Harris" hematoxylin

solution, MERCK)

Akarsuda yikama 5-7 dakika

Amonyakli su

Doku mor renk alana kadar

Akarsuda yikama

Hizlica daldirilip ¢ikarilir

Distile Suda Yikama

5 dakika

Eosin (05-10003/L, Bio-optica, ITA) 1- 2 dakika
% 70 lik alkol 2 dakika
%80 lik etil alkol 2 dakika
% 96 lik etil alkol 2 dakika
Absolu etil alkol 2 dakika
Ksilen 5 dakika

Boyanmis preparatlar entellan kullanilarak kapatilir.
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7.2.4.6. Immiinohistokimyasal Analiz

Adhesivli lam tizerine alinan 5 pm kalinligindaki lamlara 6ncelikle 5’er dakika siireyle
deparafinizasyon islemi ardindan da yine 5’er dakika siireyle dehidrasyon islemi
uygulandi. Ardindan PBS ile yikanan kesitler 30 dakika siireyle Proteinaz- K
solisyonunda tutuldular. Tekrar PBS ile yikanan kesitler %3’lik H20: igeren
metanolde 5 dakika bekletilmesinin ardindan tekrar 3 kez PBS ile yikandi. 1 saat
stireyle TUNEL mixture uygulanmasinin ardindan, TdT(+) label soliisyon enzim
soliisyonu damlatilan kesitler, PBS ile yikandilar. Converter POD soliisyonunda da 30
dakika tutulup tekrar PBS ile yikandiktan sonra DAB kromojen ile boyandi, PBS ile
yikandi ve son olarak Mayer’in Hematoksileni ile arka plan boyamalar1 yapildiktan

sonra lamel ile kapatildilar.

7.2.4.7. istatistiksel Analiz

SPSS (SPSS for Windows version 25.0) programi kullanilarak veriler uygun
metodlarla analiz edilecektir.
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BOLUM 8

BULGULAR

Cizelge 8.1. Karaciger biyokimya degerlerine iliskin ¢izelge

N | Kontrol Zeytinyagi BPA D3 D3+BPA
GSH | 30 | 962,35+102,45° 1056,15+102,45 | 378,40+102,45° 1234,13+102,45 | 605,41+102,45°
MDA | 30 | 571,89+48,54 2 522,03+48,52 & 1063,46+48,52°¢ 532,95+48,522 775,77+48,52°
CAT | 30 | 68,97+3,251 54,75+3,25¢ 19,50+3,25? 70,16+3,25¢ 38,86+3,25°
SOD | 30 | 24,35+3,33 2P 24,26+3,33%b 10,70+3,33? 36,78+3,33" 24,24+3,332P
TAS | 30 | 1,303+0,153 2P 1,812+0,153 b¢ 0,915+0,153 @ 2,12+0,153¢ 1,22+0,153 &P
TOS | 30 | 47,2545,582P 40,05+5,58 &b 86,98+5,58 ¢ 35,91+5,58? 59,96+5,58 "
osl 30 | 3667,32+954,25% | 2374,672+954,252 | 10164,80+954,25" | 1760,32+954,25% | 5600,00+954,252
TNFa | 30 | 54,49+6,40° 55,55+6,402 102,00+6,40° 52,95+6,402 69,37+6,40°
IL-6 |30 | 3,13+1,592 2,50+1,592 14,00+1,59° 2,12+1,592 4,09+1,59°

En kiiclik kareler artalamasi ve standart hatalar1 verilmistir. Ayni satirda ayni harfleri

tasiyan ortalamalar arasinda fark yoktur (p>0,05), farkli harf tasiyan ortalamalar

arasinda ise farklilik vardir (p<0,05).

Cizelge 8.2. Serum biyokimya degerlerine iliskin ¢izelge

N | Kontrol Zeytinyag: BPA D3 D3+BPA
AST | 30 | 112,63+10,21*" | 103,50+10,21°2 198,11+10,21°¢ 108,10+10,212 | 154,01+10,21°
ALT | 30 | 74,03+11,372 68,11+11,372 135,56+11,37° 62,23+11,37°2 93,65+11,372b
ALP | 30 | 247,00+49,63? | 25,83+49,63° 971,33+49,63 ¢ 261,16+49,63% | 674,16+49,63°
Ure | 30 | 40,15+0,95% 40,78+0,952 52,26+0,95°¢ 37,43+0,952 47,55+0,95°

En kiigiik kareler artalamas1 ve standart hatalar1 verilmistir Ayni satirda ayni harfleri

tastyan ortalamalar arasinda fark yoktur (p>0,05), farkli harf tasiyan ortalamalar

arasinda ise farklilik vardir (p<0,05).
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8.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

8.3.1. Karaciger Dokusu MDA ve GSH Diizeyleri

Ratlara BPA uygulanmasi kontrol grubuna gére MDA seviyelerinde ciddi bir artiga
(p< 0.001), GSH seviyelerinde ise dramatik diisiisle (p< 0.05) sonuglanmistir. Diger
yandan BPA uygulanmis ratlar D vitamini ile etkilendiginde (BPA+D3), islenmeyen
BPA grubuna goére MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli disiisler
gbzlemlenirken (p< 0.05), GSH seviyelerinde ise ciddi gelismeler (p< 0.001) oldugu
tespit edilmistir.

8.3.2. Karaciger Dokusu SOD ve CAT Aktivite Diizeyleri

Ratlara BPA uygulamasi kontrol grubuna gore doku antioksidan enzim aktivitelerinde
bozulmaya neden olarak SOD (p< 0.05) ve CAT (p< 0.001) aktivitelerinde ciddi
diisiislere neden oldugu tespit edilmistir. Ote yandan BPA uygulanan ratlarin D
vitamini ile etkilenmesi (BPA+D3), islenmeyen BPA grubuna kiyasla hem SOD hem
de CAT (p< 0.01) enzim aktivitelerinde ciddi reaksiyonlar gézlenmesine neden

olmustur.

8.3.3. Karaciger Dokusu TAS, TOS ve OSI Diizeyleri

Karaciger dokusuna ait TAS, TOS ve OSI diizeyleri Cizelge sunulmustur. Deney
hayvanlarma BPA uygulanmasi kontrol grubuna kiyasla karaciger dokusu TAS
diizeylerinde ciddi diisiislere (p< 0.001) neden olurken, doku TOS ve OSI degerlerinde
ise ciddi artiglar (p< 0.001) gdzlenmesi ile neticelenmistir. Ancak BPA verilen ratlarin
D vitamini ile Etkilenmesi islenmeyen gruba kiyasla karaciger dokusuna ait
oksidan/antioksidan dengesini antioksidanlar lehine diizelterek TAS diizeylerinde
artislara neden olurken TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi diisiislere (p< 0.05) neden

olmustur.
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8.4. INFLAMASYON BELIRTECLERININ DUZEYT

BPA uygulanmis ratlarda karaciger dokusu iizerinde olusturdugu inflamasyonu ve D
vitamininin anti-inflamatuar etkisini ortaya koymak i¢in doku inflamasyon

belirteclerinden TNF-a ve IL-6 diizeyleri ¢alisiimistir.

8.4.1. Karaciger Dokusu TNF-a ve IL-6 Diizeyleri

Deney hayvanlarina BPA uygulanmasi karaciger dokusu iizerinde inflamasyona sebep
olmus ve kontrol grubuna kiyasla TNF-a ve IL-6 diizeylerinde ciddi artislara (p<
0.001) neden olmustur. Diger yandan BPA uygulanmis hayvanlarin D vitamini ile
Etkilenmesi (BPA+D3), islenmeyen BPA grubuna kiyasla inflamasyonun
baskilanmasina neden olarak TNF-o ve IL-6 diizeylerinde ciddi reaksiyonlara (p<

0.05) neden olmustur.

8.5. SERUM BiYOKIMYA PARAMETRELERI

Deney hayvanlarindan alinan kan orneklerinden elde edilen serum o6rneklerinde
karaciger fonksiyon testleri olan AST, ALT ve ALP diizeyleri ile serum iire diizeyleri

Olclilmiistiir.

8.5.1. Serum AST, ALT ve ALP Diizeyleri

Ratlara BPA uygulamasi kontrol grubuna gore karacigerde hasara sebep olarak serum
AST ve ALP diizeyleri (p< 0.001) ile serum ALT (p< 0.05) diizeylerinde ciddi
yiikselislere neden oldugu tespit edilmistir. Ote yandan BPA uygulanan ratlarm D
vitamini ile Etkilenmesi (BPA+D vit), islenmeyen BPA grubuna kiyasla ise serum
parametrelerinde ciddi gelismeler gozlenmis ve islenmeyen gruba gore (BPA) serum
AST ve ALP diizeylerinde (p< 0.001) ciddi diisiisler olurken, serum ALT diizeylerinde

ise anlamli olmayan bir diizelme oldugu tespit edilmistir.

48



8.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol grubuna ait karacigerlerin histolojik incelemesinde, bu dokularin normal
histolojik goriinimde olduklari, normal portal alan, V. Centralis, normal sinusoidal
genislik gosterdigi tespit edildi (Sekill5). Benzer sekilde D3 vitamini ve zeytinyagi
gruplariin rutin histolojik incelemesi, normal histolojik goriintii alinmasi ile
sonuglanmistir (Sekil16). Ancak BPA uygulanan grupta karaciger dokusunda graniiler
vakuoler dejenerasyon (Sekil 17), portal inflamasyon (Sekil 18), sinuzoidelerde
konjesyon (Sekil 19) ve lenfositik infiltrasyon (Sekil 20). gozlenmistir. Ek olarak
perisinuzoidal alanda lenfositik hiicreler (Sekil 21). goriilmiistir. BPA ve Ds
vitaminin beraber uygulandigi grupta ise bu goriintiilere rastlanmamis, sadece daha
O6demli olan karaciger dokusu, normal karaciger dokusuna oldukca benzer bir sekilde

gozlemlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 8.1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu Bar 200 pmx 10x
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Sekil 8.3. .Zeytinyag1 grubuna ait karaciger dokusu Bar 200 pmx 10x
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Sekil 8.4. BPA uygulanan grupta hepatositlerde, oklar: graniiler vakuoler dejenerasyon
Bar 100 umx 40x

Sekil 8.5. BPA uygulanan grupta hepatositlerde, yildiz: inflamatuar hiicre
infiltrasyonu Bar 100 pumx= 40x
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Sekil 8.6. BPA uygulanan grupta oklar: sinuzoidlerde konjesyon ve dilatasyonBar 100
pumx 40X

Sekil 8.7. BPA uygulanan grupta oklar: lenfosit infiltrasyonu Bar 100 pm x40x
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Sekil 8.8. BPA ve D3 uygulanan grupta karacigerin goriintiisii Bar 200 um, x10x
8.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

TUNEL metodu, intrinsik ya da mitokondriyal yolak ile olusan apopitozun tespit
edilmesinde kullanilir. Bu yolakta radyasyon, hipoksi, toksinler ve ilaglar kaynakli
olarak DNA hasar1 olusan hiicrelerde, DNA uglarmin terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) ile isaretlenmesi sayesinde DNA hasarinin tespit edilmesi miimkiin
olur. Bu ¢alismaya konu olan gruplar arasinda, kontrol, zeytinyagi ve D3 gruplarinda
apoptotik hiicrelerden TUNEL metodu kullanilarak tespit edilebilen olmamistir
(Sekil23), (Sekil24), (Sekil25). Ancak BPA uygulanan grupta TUNEL(+) hiicrelere
yogun bir sekilde goriildii (Sekil26). BPA ile birlikte D3 vitaminin beraber kullanildigi
grupta ise apopitoza giden hiicre yogunlugunun azaldig goruldi (Sekil27).
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Sekil 8.9. Kontrol grubundan alinan karaciger oOrneklerine yapilan TUNEL
boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar 100 pmx 20X

% " b E b . ." 3 3 .) XY

Sekil 8.10. Zeytinyag1 kullanilan gruptan alinan karaciger 6rneklerine yapilan TUNEL
boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar 100 pmx 20X

54



Sekil 8.11. D3 vitaminin kullanildig1 gruptan alinan karaciger orneklerine yapilan
TUNEL boyamasinda apoptotik hiicre goriilmemistir. Bar 100 umx 20x

"

Sekil 8.12. BPA grubundan alinan karaciger 6rneklerine yapilan TUNEL boyamasi
oklar: apoptotik hiicreler ok baslari: apopitoz gostermeyen hiicreler. Bar
100 umx 20X
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Sekil 8.13. BPA ve Ds vitamininin birlikte kullanildigi gruptan alinan karaciger
orneklerine yapilan TUNEL boyamasi oklar: apoptotik hiicreler ok baslari:
apopitoz gostermeyen hiicreler. Bar 100 pmx 20X
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BOLUM 9

TARTISMA VE SONUC

9.1. TARTISMA

Bisfenol A, ev iirlinleri, kozmetik ve medikal irlinlerden (kontamine ekipman ve
cihazlar) veya endiistriyel kullanim sirasinda inhalasyon ve dermal temas ile viicuda
aliabilmektedir. Bu kimyasal madde, hizli metabolize olmasina ragmen, oldukca
uzun bir siire dokularda birikmesi [11] nedeniyle insan sagligini on yillardir tehdit

etmektedir.

Giinliik yasamda maruz kalinan bu tiir toksik ve kimyasal maddeler, viicutta basta
endokrin sistem olmak tizere, kalp, karaciger ve bir¢ok organda kronik rahatsizliklara
neden olabilmektedir. Bilindigi gibi karaciger toksik ve kimyasal maddelerin
metabolizmasinda ve detoksifikasyon siirecinde yer alan baslica organdir. Bu yiizen

karaciger oksidatif stres ve apopitoza daha ¢ok maruz kalmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci; BPA’nin karacigerde olusturdugu hasara karsi vitamin D3’lin
koruyucu etkisini gozlemlemektir. Bu amagla hem karaciger dokusunda, hem de kan
serumunda ¢esitli biyokimyasal parametreler degerlendirilmis, ek olarak BPA
kaynakli olarak karacigerde apopitoz ile kendini gdsteren siire¢, immunohistokimya

metodu ile ortaya konulmustur.

Calismamizda biyokimyasal olarak degerlendirilen parametrelerden biri olan MDA,
son iiriin olarak lipit peroksidasyonunda iiretilir, lipid yikim {iriinlerinden biridir ve {i¢
karbonlu dialdehit yapist gosterir. MDA lipidlerde yanlis baglanmalara neden olur,
karsinojenik ve mutajenik ozellikleri ile de 6n plandadir. Lipidlerde meydana gelen
oksidasyonu bu parametre gozetilerek ortaya konabilir. Olciilen MDA degerindeki

artig, oksidatif stresin de bir belirteci olarak uzun zamandir kullanilmaktadir [174].
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Glutatyon ya da GSH, hiicrelerin i¢inde bulunur ve hiicreyi reaktif oksijen tiirlerinin
toksik etkilerinden korur. Bu 6zellikleri sebebiyle, oksidatif hasara maruz kalan doku
ve organlarda bulunan hiicrelerde GSH seviyelerinde ciddi diisiisler gozlenmektedir.

Bir diger 6nemli antioksidan savunma sistemi Siiperoksit dismutaz (SOD)’dir. SOD
bir siiperoksit radikalini Oz molekiiliine yiikseltgeyip, diger bir siiperoksit radikalini
ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H20>) indirgenmesini katalize
eder. Oksidatif hasara maruz kalan hiicrelerde SOD miktarinda diistisler tespit edilir.

Katalaz (CAT) enzimi temel olarak peroksizomlarda bulunan bir enzimdir. H2O2’in

zararsiz hale getirilmesi islemi CAT enzimince yapilir. [175].

Ratlara 10mg/kg dozunda BPA’nin gavaj yoluyla ve 30 giin siireyle uygulandig bir
caliymada [176]. karaciger dokusuna ait MDA, SOD ve GSH dizeyleri
degerlendirilmis, bizim c¢aligmamizda buldugumuz sonuglara paralellik gosterir
sekilde, MDA degerlerinin yiikseldigi, SOD ve CAT enzim degerlerinin ise diistigi

gosterilmistir.

BPA’nin bizim ¢alismamizla benzer sekilde 25mg/kg dozunda ve 60 giin siireyle
ancak hipodermik bir enjektére bagli beslenme tiipii vasitasiyla oral yoldan
uygulandigi bir bagka calismada [177] yine BPA uygulamasina bagli olarak MDA
diizeyinde arti, SOD ve CAT diizeylerinde ise azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
veriler BPA’nin karaciger lizerinde oksidatif hasara sebep oldugunu gésterir nitelikte

ve bizim ¢alismamizla uyum ic¢indedir.

Bir bagka c¢alismada [178] 50mg/kg dozunda BPA 28 giin siire ile oral yolla
uygulanmis ve antioksidan parametreler degerlendirilmistir. Alinan sonuglar yine
BPA’nin karaciger hasarina neden oldugunu ortaya ¢ikartmis, MDA diizeyinde artisa
neden olmusken, SOD, CAT ve GSH diizeylerinde ciddi diisiislerle sonuglanmistir.

D3 vitamini, antioksidan 6zelligi sayesinde karacigerde meydana gelen metabolik ya
da toksik hasarlar1 ortadan kaldirma potansiyeli nedeniyle 6zellikle son yillarda
oldukca fazla sayida calismaya konu olmustur. Genellikle ¢alismalarin ¢ogu, bu
vitaminin eksikliginde bozulan sistemler {izerinde durmakla beraber, yasanilan
pandemide bagisiklik destekleyici Ozelliklerinin 6n plana c¢ikartilmasiyla diyete

eklenmesinin sagladig1 faydalara yogunlagilmistir.
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30001U/ kg / giin D3 vitamini dozunun 5 giin siireyle uygulanarak akut parasetamol
toksikasyonu kaynakli karaciger hasarina karsi tedavi edici etkisinin degerlendirildigi
bir ¢alismada [179] akut parasetamol toksisitesinin degerlendirildigi gruba gore MDA
diizeyinin azaldigi, SOD, CAT ve GSH diizeylerinde ise D3 vitamini uygulamasiyla
artt1g1 tespit edilmis ve D3 vitamininin antioksidan 6zelligi vurgulanmistir. Elde edilen

veriler bizim ¢alismamizda elde ettigimiz verileri destekler niteliktedir.

Orta ve yiiksek miktarda (5 velO pg/kg dozlar) D vitamini takviyesinin karaciger
tizerinde etkilerinin histolojik ve biyokimyasal metotlarla arastirildigi bir bagka
calismada [180] 2 hafta boyunca 3 kez D3 vitamini uygulamasi yapilmis 5 pg/kg
dozunda kullanilan grupta, karaciger dokusundan elde edilen MDA degerlerinde
azalma, SOD, CAT ve GSH degerlerinde artma tespit edilmis ancak doz
yiikseltildiginde bu degerlerin karaciger aleyhinde olacak sekilde tam tersi sekilde
sonuc¢landigi bildirilmistir. Arastiricilar tarafindan orta miktar olarak nitelendirilen doz
i¢in elde edilen bulgular, bizim ¢alismamizda D3 vitaminin verildigi grup ile benzerlik

gostermektedir.

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, yetiskin bireylerde kandaki D vitamini seviyesine
bakilmaksizin 400-800 IU/ giin D vitamini Onerilir. Simdiye kadar D vitaminin uzun
araliklar ile yiliksek dozda alinmasinin yeterli olacagi yoniindeki goriisler, son
donemde yapilan aragtirmalar zeminine dayandirilarak giinliik ve orta miktarda alim
yapilmasinin metabolizma acisindan faydalarinin altin1 ¢izmektedir. Biz de bu
nedenle, tavsiye edilen dozun minimumunu baz alarak yaptigimiz c¢alismada Ds
vitamininin hepatotoksisiste {lizerine Koruyucu etkisini ve oksidatif stresi azaltict

etkisini ortaya koymus bulunmaktay1z.

Bisfenol A, yaygin olarak kullanilan endiistriyel bir malzeme olmasina karsin, her giin
ancak diisiik dozlarda alinmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada BPA’nin dozu yiiksek
tutulmamistir. Buna karsin belirlenen doz i¢in BPA’nin hepatotoksik bir ajan oldugu

ve karaciger tizerinde oksidatif hasara neden oldugu tespit edilmistir.

TAS ve TOS degerleri dokudaki tiim antioksidan ve oksidanlarin toplam miktarin

ifade eder. Total antioksidanlarin total oksidanlara orani ise OSI adi ile karsimiza
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cikar. OSI doku iizerindeki genel oksidatif stres durumunu ifade eden bir belirtectir.
Oksidatif stres sebebiyle dokularda TAS seviyesinin diistiigii, TOS ve OSi
diizeylerinde ise artis oldugu bilinmektedir. Literatiirde direct olarak TAS, TOS ve
OSI diizeylerinin 6l¢iildiigii bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak BPA kullanilan
grupta TOS degerinin yiikseldigi, D vitamini kullanimiyla da bu degerin diiserek TAS
degerinin yiikseldigi tespit edilmistir.

Enflamasyon bir dokunun her c¢esit etkene veya doku hasarina verdigi bir seri vital
yanitidir. Enflamatuar yanitlar, hormonal ve hiicresel immiinite araciliinda
[Interlokin-1B (IL-1pB), Timor Nekrozis Faktor-o (TNF-o) ve IL-6] indirekt olarak
ortaya ¢ikabilmektedir [181]. TNF-alfa ve IL 6 enflamatuvar yaniti artiran pro-
enflamatuvar sitokinlerdir [182]. Bir diger deyisle bu pro-enflamatuvar sitokinlerin

artis1, enflamasyonun habercisidir.

Arastiricilarin 25mg/kg dozundaki BPA’y1 60 giin siire ile kullanmalariin ardindan
TUNEL metodu kullanarak karacigerdeki apoptotik hiicreleri tespit ettigi bir
calismada [177] BPA grubunda kontrol grubuna gore apoptotik hiicre sayisinda
oldukca belirgin bir artis vardir. Bu anlamda bahsedilen ¢alisma ile bulgularimiz, aym

dozda BPA’y1 30 giin siire ile kullanmamiza karsin benzerlik igindedir.

100pg/kg/giin dozunda uygulanan BPA’nin 2,4,6 ve 8 hafta siireyle uygulandig:
ratlarin karacigerinde apopitoz gosteren hiicrelerin TUNEL metodu ile gosterildigi bir
caligmada [183] siire uzadikg¢a BPA kullanilan grupta apopitoza giden hiicre sayisinin
arttig1 belirtilmis ve bu sonu¢ bizim kullandigimiz doz ve 30 giin i¢in benzerlik
gostermistir. Ayni ¢aligmada karaciger dokusuna ait genel histolojik goriintiiniin elde
edilmesi amaciyla yapilan boyamalarda bizim sonuglarimiza benzer sekilde BPA
uygulanan grupta lenfosit infiltrasyonlari, genel yapida bozulmalar, hiperemik alanlar

tespit edilmistir.

Karaciger hasarina sebep olan d-galactosamine maddesinin kullaniminin ardindan
ratlara 5 giin siireyle intramuskiiler yolla D3 vitamininin uygulanmasinin ardindan
yapilan TUNEL ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi islemi, tek basina D3 vitamini

kullanilan grupta intramiiskiiler yol ile verilmesine karsin karacigerdeki apoptotik
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hiicre sayisinin karaciger hasar1 olan gruptan daha az olarak tespit edilmesiyle
sonuglanmistir [184] Ancak bahsi gegen literatiirde hem verilis yolu hem de siiresi
bizim kullandigimiz metottan farklidir. Bu baglamda D3z vitamininin oral ve
intramiiskiiler olarak verilmesinin apopitoza giden hiicrelerin sayisini antioksidan
aktivitesi ile azaltip azaltmadigini ya da hangi yolla verilirse etkinliginin daha iyi

olacaginin tespit edilmesi literatiire katki saglayabilir.

Karaciger fonksiyon testleri; karacigerin ne durumda oldugunu anlamak amaciyla
degerlendirilen bir grup biyokimya testidir. Asli, karacigerde iiretilen metabolitlerin
kan serumunda ne miktarda bulunduklarinin tespit edilmesi olan bu testler normalden
farkli sonuglandiklarinda karacigerde bir sorunun gostergesi olurlar. Karaciger
fonksiyon testi basligr altinda AST, ALT ve ALP diizeylerinin 6l¢limii yapilir. Alanin
Transaminaz (ALT) bir enzimdir ve protein iiretimi sirasinda kullanilir. Karaciger
hiicrelerinin pargalanmasi ile kana karigir. Aspartat Aminotransferaz (AST)
hepatositlerin icinde bulunan bir enzimdir. Karaciger hiicrelerinin pargalanmasi
sonucunda kandaki miktar1 yiikselir. Alkalen Fosfataz (ALP) enzimi safra kanallari
yakinindaki karaciger hiicrelerinde bulunur. Calismamizda deneklerin kan serumunda

bakilan bu degerler BPA kullanilan grupta anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.

30 giin siireyle gavaj yoluyla BPA uygulanan ratlardan alinan kan serum 6rneklerinde
ALT ve ALP degerlerinin 6l¢iildiigii calismada bizim bulgularimiza paralel olarak bu

degerler BPA uygulanan grupta yiiksek bulunmustur [176].

Akut parasetamol toksisitesinin karaciger iizerinde yaptig1 etkiye karsi olarak D3
vitamininin oldukga yiiksek dozlarinin gavaj yoluyla verilerek profilaktik ve terapotik
etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada [179] D3z vitamininin profilaktik olarak
kullanildig1 zaman karaciger fonksiyon testleri lizerine daha olumlu etki yaptig
gosterilmigtir. Bizim yaptigimiz ¢alismada D3z vitaminin sadece terapotik etkisi
degerlendirilmistir, bagka ¢alismalarda profilaktik etkisinin de degerlendirilmesinin
literatiire katki saglayacagi aciktir. Ancak bahsi gegen ¢alismada kullanilan dozun ¢ok
yiiksek olmasmin (1200mg/kg) karaciger fonksiyon testlerini profilaktik olarak
kullanildiginda daha iyi sonuglar verse de yine de olduk¢a olumsuz etkiledigi

goriilmiistiir. Yine iire diizeyi i¢in benzer bir sonuca ulasilmistir, bizim yaptigimiz
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calismada ise BPA uygulamasi ile beraber yapilan Dsvitamini uygulamasinin serum

tire diizeyini diisiirdiigii gorilmiistiir.

250mg/kg dozunda uygulanan BPA’nin [185] serum AST, ALP ve ve ALT degerlerini

yiikselttigi bildirilmistir, bizim sonug¢larimizla uyum igindedir.

4 hafta siire ile farkli dozlarda (0/0,1/1/10/50 mg/kg) BPA uygulamasi yapilan bir
diger ¢alismada [178] ALT ve ALP degerlerinin kullanilan BPA miktari arttik¢a trajik

bir sekilde arttig1 belirtilmistir. Bu da yine ¢alismamizin sonuglari ile uyum igindedir.

9.2. SONUC

Sonug olarak yaptigimiz ¢alisma ile BPA’nin, diisiik/orta dozlarda aliniyor olsa bile
karacigerde oksidatif hasara neden oldugunu ve bu hasarlarin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde D3 vitamini kullanilarak azaltilabilecegini ortaya koymus olduk.
Bu sonuca biyokimyasal, histolojik ve immunohistokimyasal verilerin 1s181inda
ulasilmigtir. Optimum doz ve uygulama yolu, uygulama siklig1 i¢in baska ¢alismalarin

yapilmasi, bilim diinyasinda bir agig1 kapatacaktir.
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