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OZET

Bilinmis, I. Dogal ve Sentetik Endokrin Bozucu Kimyasal Maddelerin 3T3-L1
Hiicrelerinde Adipojenezle 1lgili Proteinler Uzerindeki Toksik Etkilerinin
Karsilastirmah Olarak Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisic Farmasotik Toksikoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2024. Obezite son yillarda diinyada hizla artan ve yasam kalitesini onemli
ol¢tide diistiren ciddi bir saglik sorunudur. Endokrin bozucu kimyasallar (EBK’ler),
cevrede yaygin olarak bulunan maddelerdir ve insanlar bu kimyasallara farkl
yollardan maruz kalmaktadir. Bisfenoller bu bilesikler arasinda en dikkat c¢eken
EBK’lerdir. Bisfenol A (BPA) ozellikle polikarbonat plastiklerde bulunan ve
maruziyeti obezite dahil bir ¢ok patolojik durumla iliskilendirilen bir bisfenol
tirevidir. Bisfenol F (BPF) BPA’min alternatifleri arasinda dikkat ¢eken
analoglardandir. Bazi dogal bilesiklerin de endokrin bozucu &zelligi oldugundan
stiphelenilmektedir. Fitodstrojenler, iizerinde en ¢ok arastirma yapilan dogal endokrin
bozuculardir. Ancak, son yillarda resveratrol (RV), rosmarinik asit (RA) ve
epigallokatesin gallat (EGCG) gibi baz1 bitkisel kokenli bilesiklerin de endokrin
bozucu etkilerinden siiphelenilmektedir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, dogal (RV, RA
and EGCG) ve sentetik EBK (BPA,BPF)’lerin diferensiye edilmis ve adipozite
donustiirilmiis 3T3-L1 fibroblastlarindaki etkileri aromataz, yag asidi baglayici
protein (FABP4), peroksisom proliferator aktive reseptor alfa (PPARa), peroksisom
proliferator aktive reseptor gama (PPARY) ve CCAAT/arttiric1 baglayici protein beta
(C/EBPp) diizeyleri olgiilerek belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, sitotoksik
olmayan konsantrasyonlarda uygulanan EGCG, BPA ve BPF’nin aromataz, FABP4,
PPARa ve C/EBPP diizeylerinde anlamli derecede artislara neden oldugu; EGCG ve
BPF’nin PPARY diizeylerini anlamli derecede arttirdigi goriilmiistiir. RV ve RA’nin
olglilen parametreleri anlamli bir sekilde degistirmedigi belirlenmistir. Sonugta, BPA,
BPF ve ECGC'nin obezojenik etkilere yol acabilecegi; RV ve RA'nin ise adipogenezde

rolleri olan proteinlerle etkilesime girmedigi 6ne siiriilebilir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucu kimyasallar, Bisfenol A, Bisfenol F,

Rosmarinik asit, Resveratrol, Epigallokatesin gallat
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ABSTRACT

Bilinmis, I. Comparative Evaluation of the Toxic Effects of Natural and Synthetic
Endocrine Disrupting Chemicals on Adipogenesis-Related Proteins in 3T3-L1
Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical
Toxicology Program, Master Thesis, Ankara, 2024. Obesity, a serious health
problem that has been rapidly increasing in the world in recent years, significantly
reduces the quality of life. Endocrine disrupting chemicals (EDCSs) are substances that
are widely found in the environment and humans are exposed to these chemicals
through different routes. Bisphenols are the most notable EDCs among these
compounds. Bisphenol A (BPA) is a bisphenol derivative found especially in
polycarbonate plastics and its exposure has been associated with many pathological
conditions including obesity. Bisphenol F (BPF) is one of the notable analogues among
the alternatives to BPA. Some natural compounds are also suspected to have endocrine
disrupting properties. Phytoestrogens are the most researched natural endocrine
disruptors. However, in recent years, some plant-based compounds such as resveratrol
(RV), rosmarinic acid (RA) and epigallocatechin gallate (EGCG) have also been
suspected to have endocrine disrupting effects. Within the scope of this thesis study,
the effects of natural (RV, RA and EGCG) and synthetic (BPA, BPF) EDCs on
differentiated and adipocyte-transformed 3T3-L1 fibroblasts were examined by
measuring aromatase, fatty acid protective protein (FABP4), peroxisome proliferator
activated receptor alpha (PPARa), peroxisome proliferator activating receptor gamma
(PPARY) and CCAAT/enhancer protective protein beta (C/EBPp) levels. According to
the results, it was observed that EGCG, BPA and BPF applied at non-cytotoxic
concentrations caused significant increases in aromatase, FABP4, PPARa and
C/EBPp levels; EGCG and BPF significantly increased PPARYy levels. It was
determined that RV and RA did not significantly change the measured parameters. In
conclusion, it can be suggested that BPA, BPF and ECGC may cause obesogenic

effects, while RV and RA do not interact with proteins that play roles in adipogenesis.

Keywords: Endocrine disrupting chemicals, Bisphenol A, Bisphenol F, Rosmarinic

acid, Resveratrol, Epigallocatechin gallate
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1. GIRIS

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan "saghg 6nemli 6l¢iide bozan
asir1 yag kiitlesi birikimi" olarak tanimlanan kronik, karmasik bir hastaliktir. Diinya
capinda yaklasik iki milyar yetiskin asir1 kilolu (viicut kitle indeksi (VKI) > 25
kg/m?) ve 650 milyondan fazla kisi obezdir (VKI> 30 kg/m?) (1).

Glinlimiizde diinyada asir1 kilolu veya obez olarak siniflandirilan insan sayisi
yetersiz beslenen insan sayisindan ¢ok daha fazladir ve obezite hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir. Obezite, enerji alimi
ile toplam enerji harcamasi arasindaki dengesizlik ile karakterize edilir. Bunun
sonucunda yag hiicrelerinde lipit birikimi artar ve viicutta asir1 yag depolanir. Ancak
son caligmalar, kalorisi yogun bir diyetin fiziksel hareketsizlik ve genetik yapiyla
birlesmesinin yetigkinler ve ¢ocuklar arasinda artan obeziteyi agiklayamayacagini
gostermistir. Gegtigimiz on yilda, kimyasal madde iiretiminde Gnemli bir artis
olmustur. Artan kimyasal madde maruziyetinin obezite ve metabolik sendromundaki
hizli artisa katkida bulunabilecegine dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (2).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler (EBK’ler), hormon biyosentezini,
metabolizmasini1 veya eylemini taklit ederek veya engelleyerek endokrin sistemin
islevine miidahale edebilen bir grup dogal veya sentetik ekzojen kimyasal maddelerdir.
EBK'ler, endokrin sistem ile etkileserek, Ornegin bir hormon
reseptOriiniin aktivasyonu veya inhibisyonu yoluyla veya hormonlarin sentezine,
metabolizmasina veya tasinmasina miidahale ederek olumsuz etkilere neden olabilirler
(3). Sentetik EBK’ler genellikle plastikler, pestisitler, endiistriyel yan triinler, kisisel
bakim {irtinleri, kozmetikler basta olmak iizere bir¢cok endiistriyel tiriinde bulunabilir.
Ayrica hava, toprak ve suyu yaygin olarak kontamine edebilirler ve bu bilesiklere
giinliik yasamda siirekli farkli yollarla maruziyet s6z konusudur. Endokrin aktiviteye
sahip oldugu bilinen maddeler arasinda sentetik hormonlar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, pestisitler, poliklorlu bifeniller, bisfenol A (BPA) ve analoglari,
ftalatlar, dioksinler ve dogal olarak buluan kimyasal maddeler (6rn. fitodstrojenler) ve
dogal hormonlar (estron, estradiol, estriol, progesteron, testosteron) ve yer almaktadir
(3).

Dogal EBK’ler bir¢ok bitkide yaygin olarak bulunur. Fitoostrojenler (daidzein,

genistein gibi), tizerinde en ¢ok arastirma yapilan dogal EBK’lerdir. Ancak, son
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yillarda resveratrol (RV), rosmarinik asit (RA) ve epigallokatesin gallat (EGCG) gibi
baz1 bitkisel kokenli bilesiklerin de endokrin bozucu etkilerinden siiphelenilmektedir.
Bu maddeler ile endokrin bozucu etkileri {izerinde yapilan ¢alismalar sinirli olsa da
mevcut veriler endokrin sistem ile etkilesebileceklerine dair kanitlar sunmaktadir.

Sentetik EBK’ler arasinda BPA, tiim diinyada cesitli endiistriyel
uygulamalarda giinliik olarak kullanilan, en yiiksek iiretim hacmine sahip
kimyasallardan biridir (4). BPA, sentetik Ostrojene yapisal benzerligi nedeniyle iki
hidroksifenil grubu iceren bir difenilmetanin tiirevidir. Bir¢ok calisma, BPA'nin
Ostrojeni taklit ettigini ve dstrojen reseptorleri a ve f'ye (ERa ve ERP) baglanmak ve
Ostrojene duyarlt gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in Ostrojenle rekabet ettigini
bildirmistir (5).

Bir¢ok endokrin organ ve hormon metabolizmay1r ve viicut agirhigini
diizenlemek i¢in birlikte ¢calistigindan, endokrin sistemin viicuttaki enerji dengesi, yag
birikimi ve yag dagiliminda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (6). Birgok EBK "nin
karmagik endokrin sinyal yollarina miidahale edebildigi ve gelismekte olan
organizmada olumsuz sonuglara yol acabildigi de iyi bilinmektedir. EBK’lerin
hormonlarin yapisi, hormon sinyal mekanizmalari ve reseptorleriyle etkilesmesi
tizerine karmagsik etkilerinin yag hiicreleri ve kilo kontrol mekanizmalarini
etkileyebilecegi soylenmektedir. Mekanistik ¢aligmalar, EBK’lerin yag hiicresi
olusumu, gelisimi ve enerji dengesi tizerindeki etkilerini ayrintili olarak incelemistir
(7, 8). Yapilan aragtirmalar, bazi EBK’lerin yag hiicreleri ve hepatositler gibi hedef
hiicrelerde lipit birikimini uyarabilecegini veya hassas metabolik siiregleri bozarak
obezite ve metabolik sendroma yol acabilecegini gostermistir (9). Son bulgular,
EBK'lerin bazilarinin  adipogenezi ve metabolik yollar1 diizenleyen hormonal
reseptorlere miidahale edebilecegini gostermistir (10).

Obezojenik etkili EBK’ler, 6zellikle yag hiicresi farkililagmasini etkileyebilir,
yag hiicresi proliferasyonunu artirabilir ve istah ve tokluk kontrolii de dahil olmak
tizere metabolik ve endokrin fonksiyonlar1 bozabilirler. EBK’lerin bazilar ise, lipit
metabolizmasinda rol alan  hormonlarin  transkripsiyonel  regiilasyonunu
degistirebilirler (11).

Obezojenlerin etkiledikleri bilinen ve en ¢ok ¢alisilmis mekanizmalardan biri

peroksisom proliferatdr aktive reseptor y (PPARy)’nin aktivasyonudur. PPARYy,
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baslica yag dokusunda bulunur ve yag hiicresi proliferasyonu ve farklilasmasi, glikoz
metabolizmasi, enerji depolamasi ve instilin duyarliligini kontrol eden ¢esitli genlerin
ifadesini diizenler (9). Yag hiicresi doniisiimii sirasinda, CCAAT/arttiric1 baglayici
protein beta (C/EBPB), PPARy ve CCAAT/arttiric1 baglayici protein a (C/EBPa) dahil
olmak {iizere cesitli transkripsiyon faktorleri indiiklenir. PPARy'nin ekspresyonu,
C/EBPa veya C/EBPJ 3T3 fibroblastlarinda adipogenezi uyarir ve bu transkripsiyon
faktorlerinin adipogenezi diizenlemedeki temel rollerini 6ne ¢ikarmaktadir. Dahasi,
PPARy ve C/EBPa'nin ekspresyonlart miyoblastlarda yag hiicresi doniisiimiini
uyarmada sinerjik etkilere sahiptir. Bu nedenle, PPARy ve C/EBPa'nin terminal yag
hiicresi farklilasmasini saglamak igin is birligi i¢inde ¢alismasinin muhtemel oldugu
diistiniilmektedir (12).

Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, dogal [resveratrol (RV), rosmarinik asit (RA) ve
epigallokatesin gallat (EGCG)] ve sentetik EBK [Bisfenol A (BPA), Bisfenol F
(BPF)J’larm  diferensiye  edilmis ve adipozite  donistirilmiis 3T3-L1
fibroblastlarindaki etkileri aromataz, yag asidi baglayici protein (FABP4), peroksisom
proliferator aktive reseptor alfa (PPARa) ve CCAAT/arttirict baglayici protein beta
(C/EBPB) ve peroksisom proliferator aktive reseptor gama (PPARY) diizeyleri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Obezite

Obezite, bulasict olmayan hastaliklar arasinda diinya genelinde en sik goriilen
patolojik durumlardan biridir ve Birlesmis Milletler Sirdiiriilebilir Kalkinma
Hedefleri tarafindan kabul edilen 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur (13).

Viicut kitle indeksi (VKI), obezite icin mevcut siniflandirma sisteminin temel
tasidir ve avantajlar1 uluslararas1 gozetimden bireysel hasta degerlendirmesine kadar
uzanan disiplinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (13). VKI, bir bireyin kilosunun
boyunun karesine oranidir (kg/m?) ve bir kisinin kiloyla ilikili saglik sorunlari riskini
tahmin etmek icin kullanilir. VKI, belirli bir boydaki fazla viicut agirligim
Olger. Viicut yagimin dogrudan bir dl¢iisii degildir ancak viicut yagiyla korelasyon
gosterdigi gosterilmistir (14). Genel popiilasyonda 25 kg/m? iizerindeki VKi’nin
kardiyovaskiiler, metabolik ve kas-iskelet sistemi hastaliklar1 i¢in bir risk faktorii
oldugu savunulmaktadir (15). VKI obeziteyi degerlendirmek i¢in bir tarama aracidur.
Ancak, VKI obezite tanisinda tek basina kullanilmamalidir (16). Zira, VKI artan kas
dokusunun agirligini, viicudun su tutmasi ve yag dokusunun dagilimini hesaba
katmada yetersiz kalmaktadir. Benzer beden kitle indeksine sahip olan bireylerin
ozellikle karin yag dokusunun farklilik gosterebildigi ifade edilmistir (17).

Mevcut veriler, kiiresel obezite prevalansinin 1975'ten gliniimiize neredeyse ii¢
kat arttigin1 ve diinya yetiskin niifusunun yaklasik %39'unun fazla kilolu, %13"liniin
ise obez olarak smiflandirildigini gostermektedir (18). Amerikan Hastalik Kontrol
Merkezi 2008'de obezitenin salgin boyutlarina ulastigini ve yetiskinlerin %60'indan
fazlasinin obez veya asiri kilolu oldugunu bildirmistir (7).

Obezite toplumun her yas ve kesiminde goriilebilir. Cogu obez ve asir1 kilolu
cocuk biiytlidiiglinde obez yetiskinler oldugu i¢in, ¢cocukluk ¢agi obezitesi toplum igin
0zel bir endise kaynagidir. Ondort ¢alismanin meta-analizi sonucunda, gebelik
sirasinda annenin sigara igmesinin ¢ocukluk cagi obezitesi riskinin %50 daha yiiksek
olmasiyla iligkili oldugu bulunmustur. Gebelik sirasinda annenin asirt kilo almasi
insiilin  direncine, gestasyonel diyabete ve yiiksek dogum agirhigina yol

acabilir. Literatiirde bulunan birkag calisma yiiksek dogum agirhigr ile yasamin



ilerleyen donemlerinde goriilen yiiksek VKI arasinda dogrudan bir iliski bulmustur
(19, 20).

Obezitenin gelistikten sonra etkili bir sekilde tedavi edilmesi zor ve zaman alan
bir siirectir. Obezite ve asir1 kilonun olumsuz saglik etkileri oldugu; tip 2 diyabet,
hiperinstilinemi, insiilin direnci, koroner kalp hastaligi, yliksek tansiyon, felg, gut,
karaciger hastaligi, astim ve akciger sorunlari, safra kesesi hastaligi, bobrek hastaligi,
iireme sorunlari, osteoartrit ve bazi kanser tilirleri gibi bir dizi ciddi tibbi durumun
riskini ve prognozunu etkiledigi bilinmektedir (7, 21).

Yiiksek kalorili diyet, disiik fiziksel aktivite ve genetik yatkinlik, obezitenin
ana nedenleri olarak kabul edilir. Ancak, obezojenik EBK’lere maruz kalma gibi
faktorlerin obezite ve ilgili diger metabolik bozukluklarin gelisimine katkida

bulunduguna dair artan kanitlar vardir (22).
Obezitenin Etiyolojisi

Son yillarda diinya niifusunun en kalict saglik sorunlari arasinda yer alan
obezite, hiicresel diizeyde genellikle adipositlerin hipertrofisi ve hiperplazisine ve yag
dokusunda enerji depolanmasina atfedilen artan yag kiitlesi ile karakterize edilir,
Obezite ile iliskili metabolik bozukluga katkida bulunan adipogenez ve adipoz doku
disfonksiyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlamak i¢in son
zamanlarda kapsamli ¢alismalar gergeklestirilmistir (23, 24).

Obezitede enerji alimi artisina veya enerji harcanmasi azalmasina bagli enerji
homeostaz1 bozulur. Genetik, epigenetik, fizyolojik, davranigsal, sosyokiiltiirel ve
cevresel pek cok fizyopatolojik etmen obezite gelisimine zemin hazirlamaktadir.
Enerji dengesinin diizenlenmesi ve yag depolariin olugsmasindan biyolojik ortam
(genetik/epigenetik etmenler) ile ¢evresel faktorler (davranigsal/ sosyal etmenler,
kronik stres) arasindaki etkilesimler sorumludur. Kiiltiirel, davranigsal ve g¢evresel
etmenler (yiiksek enerjili beslenme, biiyiik porsiyonlar, fiziksel inaktivite, sedanter
yasam tarzi) ve buna ek olarak yeme bozukluklari obezite gelisimini hizlandirir.
Ayrica adipositlerde olusan hipertrofi, hiperplazi ve inflamasyon adipoz dokunun
yapisinda ve adipokinlerin sekresyonunda birgok degisiklige yol agmaktadir (25).

Yag dokusu insan viicudunda sadece lipit birikimi agisindan degil aym

zamanda endokrin fonksiyonlar acisindan da 6nemli bir rol oynamaktadir. Beyaz yag
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dokusu (WAT)’in artmasi dolagimdaki adipokinleri arttirir. Benzer sekilde,
termojenez i¢in Onemli olan kahverengi yag dokusu (BAT)’in aktivitesindeki

bozukluklar da obezite durumunu yonlendirmede ek bir rol oynamaktadir (25).
Obezite Patofizyolojisi

Obezitenin temel dogmasi “alinan kalori ve harcanan kalori arasindaki enerji
denge bozuklugu” olarak ifade edilebilir. Beslenme diizenine saglikli yiyeceklerin
dahil edilmesi ve daha fazla egzersiz yapilmas ile obezitinin tam olarak
engellenememesi, bu faktorlerin obezitedeki tek etmenler olmadigina isaret etmektedir
(7). Ancak birgok arastirmaci, obezitenin patofizyolojisinin daha karmasik olduguna
inanmaktadir (26).

Obezitenin genetik, davranissal ve ¢evresel faktorler arasindaki karmasik bir
etkilesimden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Son 20 yildir genetik obezite iizerine
yapilmis birgok ¢aligsma, genetik mutasyonlarin, polimorfizmlerin ve gen ifadesindeki
degisimlerin bireyleri obeziteye yatkinlastirmada rol oynadigini ortaya koymustur
(26).

2002 yilinda Baillie-Hamilton, obezite salgininin son 40 yilda g¢evredeki
endiistriyel kimyasallarin belirgin artistyla ayn1 zamana denk geldigini gostererek,
obezite etiyolojisinde kimyasal maddelerin 6nemini vurgulamistir. Organoklorlu
pestisitler, poliklorlu bifeniller, polibromlu bifeniller, ftalatlar, bisfenoller, agir
metaller ve bazi ¢oziiciiler dahil olmak tizere kimyasal maddelerin kilo alimina neden
oldugu cok sayida calismada ifade edilmistir. Bu kimyasal maddelerin viicut
agirhiginin kontroliinde gorev alan hormonlarin miktarlarini, norotransmitterlere
duyarliligini1 veya sempatik sinir sisteminin aktivitesini degistirerek kilo homeostazina
miidahale ettigi belirtilmistir. Calismalar, ¢evresel acidan onemli diisiik dozlarda,
farklilasgmanin kritik donemlerinde EBK’lere maruz kalmanin, obeziteye yol agan
gelisimsel programlamayi degistirebilecegini gostermistir (27).

Leptin ve adiponektin, insiilin duyarliligin1 ve enerji dengesini diizenleyen
3T3-L1 adipositlerinden salgilanan anahtar adipokinlerdir (28). Obezitede, asir1 leptin
salgilanir ve bu da sonunda leptin direncine yol agar. Hipotalamustaki hiicreler leptine
direngli hale geldiginde, tokluk sinyali alinmaz ve kisi aglik hisseder (26). Diger

taraftan, obezitede yag asitlerinin adipositlerde depolanmasinda asir1 bir artis gézlenir.



Yag asitlerinin yag hiicreleri iginde triasilgliserol olarak depolanmasinin yag asidi
toksisitesine karst korudugu varsayilmistir; aksi takdirde, serbest yag asitleri
damarlarda serbest¢e dolasir ve viicuda yayilarak oksidatif strese yol agabilirler.
Serbest yag asitlerinin asir1 salinmasi ve yiiksek yag asidi metabolitinin olusumu,
endoplazmik retikulum ve mitokondride oksidatif stres yarattigi i¢in lipotoksisiteyi
tetikler. Olusan lipotoksisite hem yag dokusunu hem de diger dokulari etkiler.
Ozellikle de karaciger ve pankreas gibi dokular lipotoksisiteden ¢ok yiiksek miktarda
etkilenir (21). Diger taraftan, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimindeki dengesizlikler

de insiilin direnci ve viicut agirligi artisinin olusumuyla iliskilendirilmistir (29).
2.2. Adipogenez

Adipogenez, mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler)’in ve preadipositlerin olgun
adipositlere doniisiimiine yol agan ¢ok adimli bir siirectir. Adipogenez MSC'lerin
adipositlere baglanmasi, mitotik klonal genisleme ve terminal farklilagsma olmak iizere
lic asamadan olusmaktadir. PPARy ve C/EBP’ler farklilagmanin erken agamalarinda
onemli transkripsiyon faktorleridir. Terminal farklilasma asamasinda preadipositlerin,
insiilin duyarliligi, lipit sentezi ve tasinmasi ve adipositlere 6zgii proteinlerin
salgilanmasi gibi olgun adipositlerin 6zelliklerini kazandig1 bilinmektedir (9).

1990'lara kadar adipositler sadece “metabolik yakit i¢in depolama hiicreleri”
olarak diisiiniilmustiir. Ancak, enerji rezervi bilgilerini adipositlerden merkezi sinir
sistemi de dahil olmak tizere viicudun diger organlarina ileten "leptin" ad1 verilen bir
adiposit tiirevi hormonun kesfinin ardindan, bu "yag depolama hiicreleri"nin aslinda
bir endokrin organ olarak islev gérdiigii belirlenmistir ve giintimiizde de adipositlerin
endokrin islevlerinin oldugu kabul edilmektedir. Leptinin kesfinden bu yana,
adipositlerin organizmanin biiylimesinde ve farklilasmasinda ve ayrica diger endokrin
organlara bilgi geri bildiriminde énemli roller oynayan bir¢ok baska sitokin ve biiytime
faktorii salgiladigina dair kanitlar gosterilmistir (30).

Yag dokusu yalnizca enerji depolamada yer almaz, ayn1 zamanda ¢ok sayida
protein iireten bir endokrin organ olarak da iglev goriir; yag dokusu tarafindan iiretilen
proteinler “adipokinler” olarak adlandirilir. Adipokinler lokal olarak etki edebilir
(otokrin, parakrin etki) veya kan dolasimina salgilanarak uzak organlar ve dokular

tizerinde etkilerini gostebilirler (endokrin etki). Adipokinler viicuttaki gesitli fizyolojik



stiregleri diizenlemede Onemli bir rol oynar. Bu rollere &6rnek olarak enerji
metabolizmasi, insiilin duyarliligi, istah diizenlemesi, lipit metabolizmasi, tireme
islevleri, immiin islevler ve kardiyovaskiiler islevler verilebilir. Obezite ve metabolik
bozukluklarda siklikla goriillen adipokinlerin diizensizligi insiilin direnci,
inflamasyonla iliskili bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser dahil olmak
tizere ¢ok sayida kronik durumun gelismesine katkida bulunur (31).

Yag dokusu, viicuttaki ana enerji kaynagidir. Adipositler yag dokusunun ana
yap1 taglar1 olmasina ragmen, preadipositler, makrofajlar, monositler, kok hiicreler ve
endotel hiicreleri gibi hiicreler de yag doku olusumuna katkida bulunmaktadir.
Memelilerde, bu doku 2 ana tiire ayrilir: WAT ve BAT (32). WAT, yetiskinlerde
baskin yag deposudur ve viicut agirhiginin yaklasik %20'sini temsil eder. Periferde
bulunan biiylik bir lipit damlacigi ve ¢ekirdegini iceren beyaz yag hiicrelerinden
olusur. Viicut tarafindan enerjik substrat olarak kullanilacak serbest yag asitleri ve
gliserol {rettikleri lipoliz islemini gergeklestirirler (33). WAT ayrica endokrin
fonksiyonlara sahiptir ve homeostatik roller oynayan bir¢ok peptit, hormon ve steroid
salgilar. Asir1 depolanmis yag, adipositlerin hipertrofisine ve hiperplazisine neden
olur. Artan adiposit hacmi ve sayisi ise kronik inflamasyona neden olur (34). BAT
adipositler, i¢ zarinda ayristirma proteini 1 (UCP-1) ifade etme 6zelligine sahip ¢ok
sayida mitokondri, merkezi oval bir ¢ekirdek ve ¢oklu lipid damlaciklar icermektedir.
BAT vyag hiicreleri, 1s1 liretme kapasitesiyle yakin iliskisi olan genlerin yiiksek
ifadesiyle karakterize edilir (33).

Bir yag hiicresinin yasam dongiisii, miyoblastlar ve yag hiicreleri de dahil
olmak tiizere birden fazla hiicre tipine farklilasabilen ¢ok potansiyelli bir kok hiicre
asamasinda baglar. PPARY gibi c¢esitli transkripsiyonel diizenleyicilerin ifadesi yag
hiicrelerinin farklilasmasini yonlendirmektedir (35).

Adipogenez, pre-adiposit oncii hiicrelerinin, lipit doldurma kapasitesine sahip
adipositlerin yani1 sira hormon ve sitokinlerin ekspresyonuna farklilasma siirecini ifade
eder. Nikleer PPARy reseptorii, adiposit farklilagmasinin gergcek bir ana
diizenleyicisidir. PPARy kararli adiposit oncii hiicrelerinde veya "preadipositlerde"
eksprese edilir. PPARy ve C/EBPa, hiicre biiyiimesi ve durdurulmasi siirecinde yer
alan ve ardindan tamamen farklilasmis adiposit fenotipine ilerleme siirecinde yer alan

onemli transkripsiyon faktorleridir (36).



2.2.1. Aromataz

Aromataz (Ostrojen sentetaz veya Ostrojen sentaz), aromatizasyon islemi
yoluyla androjenik steroidlerin dstrojenlere katalizinde yer alan anahtar bir enzimdir
(37). Aromataz, insanlarda 15. kromozomun 21.2 bélgesinde bulunan tek bir gen olan
CYP19 tarafindan kodlanir. Bu gen 123 kb uzunlugundadir ve gonadlar, kemik, meme,
yag dokusu, vaskiiler doku, cilt, plasenta ve beyin dahil olmak iizere bir¢ok farkli
dokuda eksprese edilir (38). Aromataz enzimine ait reaksiyon Sekil 2.1°de
gosterilmistir.

Aromataz, androjen Onciillerinin Ostrojenlere doniisiimiinii saglayan bir
sitokrom P450 (CYP450) enzimidir. Ostrojenler, sitokrom P450 19A1 (CYP19A1)
geni tarafindan kodlanan aromataz enzim tarafindan sentezlenir. Bu enzim,
androstenedion ve testosteron gibi androjenlerin, A halkasinin aromatizasyonu yoluyla

sirasiyla estron ve estradiol gibi dstrojenlere donistiiriilmesinden sorumludur (39).
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Sekil 2.1. Aromataz enzim reaksiyonu.

Aromaztaz enziminin varligina dair ilk deneysel ve dolayli kanit, Steinach ve
Kun'un erkeklere isaretlenmemis testosteron propionat verilmesinin ardindan idrarda
artan Ostrojenik aktiviteyi gosterdigi 1937 yilina dayanmaktadir. Kesin ve dogrudan

kanit, 1980'lerde plasenta mikrozomlarindan insan aromataz proteininin saflagtiritlmasi
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ve aromataz aracilii ile androstendionun Ostrona doniisiimiiniin gosterilmesiyle
gerceklesmistir (40).

Androjenlerin endokrin sistemde Onemli bir rol oynayan Ostrojenlere
dontistimiint katalize eden aromatazin, bu rolii nedeniyle EBK’lerin hedefi olmasi
muhtemeldir (41). Aromataz aktivitesindeki herhangi bir sorun, dokulardaki ostrojen
seviyelerinin dengesizligine neden olur ve bu da dstrojen aracili fizyolojik tepkileri

daha da bozarak endokrin sistemin bozulmasina yol agar (42).
Etki Mekanizmasi

Aromataz, androjenin Ostrojene aromatizasyonundan sorumludur. Aromataz
enzimi CYP450 hemoprotein ve bir flavoprotein olan NADPH-CYP450 rediiktazdan
olusan bir komplekstir. Bu kompleks, dstrojen sentezinde hiz sinirlayict son adim olan
steroidal C-19 androjenlerin (androstenedion ve testosteron) C-18 strojenlere (estron
ve estradiol) dontisiimiinii katalize etmekten sorumludur. Aromataz, ergenlik
doneminde meme Ve uterus biiylimesi ve kemik olgunlagmasi dahil olmak iizere bir
dizi 6nemli biyolojik siirecte dnemli bir rol oynar. Yetiskinlerde aromataz kemik
mineralizasyonunu, lipit metabolizmasini ve kardiyovaskiiler sistemi etkiler (43).
Aromatazin yer aldig1 enzimatik reaksiyon, her biri 1M esdeger NADPH ve oksijen
gerektiren ii¢ adimdan olusur. Ilk adim, 19-hidroksi ara {iriinii iiretmek icin C-19'da
androjen substratinin hidroksilasyonunu icerir. Ikinci adimda 19-hidroksi ara iiriinii,
19-okso bilesigi liretmek i¢in oksitlenir. Aromatizasyon reaksiyonunun son adimi daha
az tanmimlanmistir. Ancak, bu adimin Gstrojen (estron ve estradiol) ve formik asit

iretmek icin C10-19 baginin oksidatif olarak parcalanmasini igerdigi diisiintilmektedir
(40).

2.2.2. Peroksisom proliferator aktive reseptorler

Peroksizom proliferator aktive reseptorler (PPAR'ler), ligandla aktiflesen
transkripsiyon faktorleri olarak gérev yapan ve dolayisiyla ¢esitli metabolik yollar
modiile eden niikleer reseptorlerdir. Bu reseptorler 1990'larda kemirgenlerde
tanimlanmis ve peroksisom proliferasyonu 6zelliklerine gore adlandirilmigtir. PPAR

ailesi dokular arasinda farkli sekilde eksprese edilen ii¢ izoformdan olusur: PPARa,
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PPARP/S ve PPARy. PPAR!'lar, lipit ve glikoz metabolizmast i¢in 6nemli olan gesitli
genlerin ekspresyonunu kontrol eder.

PPAR'lar, retinoid X reseptorleri (RXR'ler) ile heterodimerler olusturur ve bu
heterodimerler, c¢esitli genlerin transkripsiyonunu diizenler. PPAR'lar, enerji
metabolizmalarini diizenlemede ve lipid ve glikoz homeostazlarin1 korumada temel rol
almaktadirlar (44-46).

PPAR'ler hiperlipidemi, diyabet ve obezite gibi baz1 hastaliklarin gelisimiyle
potansiyel olarak baglantili olan metabolik siireglerde yer alan cesitli genlerin
ekspresyonunu diizenlemekten sorumludurlar (47).

Peroksizom proliferator aktive edici reseptorler (PPAR’ler), genlerin
ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorleri olarak islev goéren bir grup
niikleer reseptor proteinidir. PPAR'lar, ii¢ izoformda bulunur: PPARa, PPARB/S ve
PPARYy. Transkripsiyon faktorleri olarak islev goriirler ve gen ifadesini diizenlemek

i¢in hareket ederek ¢esitli metabolik islevleri etkilerler (48).
Proksizom proliferator aktive reseptor alfa (PPAR)

PPARao, lipitlerin, karbonhidratlarin ve amino asitlerin metabolizmasini
diizenleyen ve spesifik ligandlar tarafindan aktive edilen bir transkripsiyon faktoriidiir.
PPARa, enerji gereksinimlerinin yliksek bir kismini lipitlerden alan dokular olan
karaciger, kalp ve iskelet kaslarinda yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir (49) ve
serbest yag asidi oksidasyonunun ana diizenleyicilerinden birisidir (50).

PPARa genindeki genetik varyantlarin lipit konsantrasyonlarini etkileyerek
dislipidemi ve kardiyovaskiiler hastalik gelistirme riskiyle iliskilendirildigine dair
kanitlar vardir. PPARa'nin ligandlan tarafindan aktivasyonunun, hiicrede 6zellikle
viicut enerji tiretimiyle iliskili mekanizmalarda etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica,
inflamatuvar yanitta 6nemi olan birden fazla biyolojik siireci degistirebildigi
bilinmektedir (47).

In vivo ¢aligmalarda, PPARa knockout farelerin yiiksek yagh bir diyetle
beslenmesinin viicut agirliginda asir1 bir artisa yol a¢tigi; buna karsin PPARa'nin
aktivasyonunun kilo alimini azalttigini gosterilmistir (51). Ayrica, obeziteye bagl
insiilin direnci olan farelerde PPARa eksikliginin, pankreas  hiicrelerinin insiilin

sekresyonunda azalmaya yol ac¢tig1 gosterilmistir (50).
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Etki Mekanizmasi

PPAR'larin DNA'ya baglanabilmesi i¢in retinoid X reseptorii (RXR) ile
heterodimerizasyon gerekir. PPARa i¢in, PPARa—RXR kombinasyonu hedef gende
bulunan peroksizom proliferatér yanit elemanlar1 (PPRE'ler) ile etkilesime girer.
PPRE igeren genlere oOrnek olarak agil-CoA oksidaz (ACO), peroksisomal
bifonksiyonel enzim, karaciger yag asidi baglayici protein ve mikrozomal CYP4A
verilebilir (52).

PPARa'nin mitokondriyal yag asidi oksidasyonunda anahtar olan enzimlerin
diizenlenmesi yoluyla yag asidi metabolizmasinda oOnemli bir rol oynadigi
distiniilmektedir (52). PPARo’nin, yag asidi tasinmasinda ve peroksisomal ve
mitokondriyal yag asidi - oksidasyonunda yer alan genlerin up regiilasyonu araciligi
ile yag asitlerinin kullanimin1 ve katabolizmasini tesvik ettigi bilinmektedir (53).

Son yillarda, PPARa'nin glikoz metabolizmasi ve insiilin duyarliliginin 6nemli
bir diizenleyicisi oldugunu gosteren kanitlar ortaya ¢ikmistir. PPARa, gliserol-3-fosfat
dehidrojenaz, gliserol kinaz ve gliserol tagima proteinlerini upregiile ederek aclik
durumlan sirasinda glikoz sentezini diizenler. Ayrica, PPARa, piruvat dehidrojenaz
kinaz 4'lin ekspresyonunu uyararak glukoneojenezi diizenler; boylece serbest yag asidi
sentezi yerine glukoneojenez igin piruvat kullanimini tesvik eder. Basta fenofibrat
olmak tizere PPARa agonistleri ile tedavi, tip 2 diyabetli farelerde ve si¢an
modellerinde yaglanmay1 azaltarak, periferik insiilin etkisini iyilestirerek ve pankreas
B-hiicreleri tizerinde yararl etkiler saglayarak insiilin direncini ve glisemik kontroli

onemli Olgiide iyilestirmistir (50).
Proksizom proliferator aktive reseptor gama (PPARY)

PPARY hiicresel biiylime, farklilasma ve apoptozu diizenleyen niikleer hormon
reseptOr ailesinin bir iiyesidir (54). Glikoz metabolizmasi, yag asidi depolanmasi, yag
hiicrelerinin farklilasmasi (adipogenez), insiilin duyarliligi ve hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinde rol oynar (53).

PPARy geni, ii¢ izoform iireten {i¢ promotdr icermektedir: PPARyl,
PPARYy2 ve PPARy3. PPARyl ve PPAR 73 RNA transkriptleri aynt PPARyl
proteinine doniisiir. PPAR ekspresyonu dokuya baghdir. PPARyl ¢ok c¢esitli
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dokularda bulunurken, PPARYy2 yag dokusuyla siirlidir. PPARY3, makrofajlarda,
kalin bagirsakta ve beyaz yag dokusunda yiiksek miktarlarda bulunur. Linoleik asit,
aragsidonik asit ve eikosapentaenoik asitler gibi c¢oklu doymamis yag asitleri,
PPARY'nin endojen ligandlaridir (46).

PPARY, kararli adiposit Oncii hiicrelerinde veya "preadipositlerde" eksprese
edilir. Ayrica, PPARy’nin fibroblastlardan veya mezenkimal kokenli hiicrelerden
adiposit farklilasmasini saglayabilecegi in vitro olarak gosterilmistir (55).

PPARy, adiposit farklilagmasinin ger¢ek bir ana diizenleyicisidir ve
adipositlerde yiiksek konsantrasyonlarda mevcuttur (49). PPARY'nin aktivasyonu hem
adiposit farklilagmasinin uyarir hem de olgun lipit dolu adipositlerde apoptozu da
tesvik eder. Olgun hiicrelerde ligand kaynakli bu apoptoz, pre-adiposit dnciillerinden
adiposit olusumunun uyarilmasina neden olur ve bunun sonucunda kiigiik, nispeten
instiline duyarli adipositlerin sayis1 artar (49).

Birgok EBK'nin  adipogenezi, PPARy’nin aktivasyonunu, adipoz
enflamasyonunu ve artan lipit iretimini tesvik ettigi; boylece tiim enerji
metabolizmasini diizensizlestirdigi ve kilo alimina yatkinlik kazandirdigi one
stiriilmiistiir (56). Yapilan ¢alismalar, EBK'lerin ve obezojenlerin, 6zellikle PPARY
tizerinden lipit akisini, adiposit proliferasyonunu ve adiposit farklilasmasini kontrol
eden transkripsiyonel diizenleyicilere miidahale ettigni ve adipositlerin sayisini ve

boyutunu artirabildigini 6ne stirmiistiir (57).
Etki mekanizmasi

Endojen ligandlar, EBK'ler veya farmasoétik ilaglar PPARY’e baglandiginda,
PPARY 'nin aktivasyonu gergeklesir ve RXR ile bir heterodimer olusturmasina neden
olur. PPARy:RXR heterodimeri daha sonra hedef genlerin DNA'sinda “PPRE'ler” adi
verilen spesifik bolgelere baglanir ve bu da ko-transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna ve hedef genin sonraki mRNA ekspresyonuna neden oluir (9).
PPARy:RXR heterodimerinin aktivasyonu,  adipoz ~ dokuda  preadipositlerin
farklilasmasini destekleyerek lipit biyosentezi ve depolanmasini diizenlemektedir
(57).

Dolasimdaki serbest yag asitlerinin artan diizeyleri ve yag olmayan dokudaki

lipit birikimi, insiilin direncinin gelismesinde rol oynar. Uzun yillardir PPARY yogun
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aragtirmalarin odak noktas1 olmustur. Bunun nedeni PPARYy ligandlarinin tip 2 diyabet

tedavisinde kullanilan gii¢lii insiilin sensitizorleri olmasidir (58).
2.2.3. Yag asidi baglayici protein 4 (FABP4, aP2)

Yag asidi baglayici proteinler (FABP'ler), hemen hemen tiim memeli
hiicrelerinde yiiksek oranda ekprese edilen sitoplazmik proteinlerdir. FABP'ler
hiicrelerdeki lipit yanitin1 diizenlerler, hiicre membrani ve hiicre i¢i proteinler
arasindaki etkilesimde araci bir rol oynarlar ve metabolik ve inflamatuvar yollarla
iligkilidirler. FABP'ler, hiicreler igindeki yag asitleri igin hiicre i¢i saperonlar olarak
gorev almaktadir (59, 60).

FABP4, tiim FABP ailesinin en iyi karakterize edilmis molekiiliidiir. Tipik bir
hiicre i¢i lipit saperonu olarak gorev yapar ve lipit depolanmasini, dagilimini,
tasinmasini, parcalanmasini ve metabolizmasini desteklemekten sorumludur. Yag
hiicrelerindeki lipit damlaciklari i¢inde fazla yag asitlerinin birikmesini desteklerken,
yag hiicrelerindeki lipolizin 6nemli bir diizenleyicisi olan hormon duyarli lipaz (14)
i¢cin bir baglanma bolgesine de sahiptir. FABP4, yag hiicrelerinde, vaskiiler endotel
hiicrelerinde ve makrofajlarda farkli roller iistlenir (61).

Japonya'da yapilan bir niifus temelli ¢alismanin sonuglari, diger FABP'lerle
karsilastirildiginda, FABP4 diizeylerinin genel poptilasyonda en yiiksek oldugunu ve
kadinlarin ve de 6zellikle yiiksek viicut yag oranina sahip kadinlarin erkeklere gore
daha yiiksek FABP4 diizeylerine sahip oldugunu gostermektedir (62).

FABP4 esas olarak adipositler ve makrofajlarda ekprese edilmektedir (63). Son
caligmalar, yag hiicrelerinin ve makrofajlarin dis faktorler tarafindan indiiklendiginde
FABP4 salgilayabilecegini ve dolasimdaki FABP4'lin obeziteyle iligkili yeni bir
adipokin olarak islev gorebilecegini gostermistir (64).

Plazma FABP4 diizeyleri obez bireylerde énemli olciide yiikselmektedir ve
obezlerde farkli dokularda artmis FABP4 diizeyleri saptanmistir (65). FABP4'{in lipit
birikimini yoneterek obez bireylerde metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (66). Bunun muhtemel nedeni yag kiitlesi basina salgilanmanin
artmasidir. Obezite, ateroskleroz, iskemik inme, kardiyovaskiiler olaylar, akut koroner
sendrom, insiilin direnci, hipertansiyon, uyku apnesi ve diyabet gibi patolojik durumda
dolasimdaki FABP4 igerigi yiikselir (65, 67). Erbay ve ark. (2009)’nin yaptigi
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calismanin sonucunda, FABP4 eksikliginin ateroskleroz lizerinde 6nemli bir koruyucu
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ilgili calismada, FABP4 geni knock-out farelerin
ateroskleroz gelistirme sansinin daha diisiik oldugu ifade edilmistir (68).

FABP4’iin, PPARy diizeylerini ve adipogenezi azalttigi ve yag dokusunda
diizeylerinin PPARY ile ters orantili oldugu bulunmustur. Viseral yagda FABP4
tarafindan PPARy'nin baskilanmasinin, obezite ile iligkili morbiditelerin gelisiminde
FABP4'in bildirilen roliinii agiklayabilecegi ifade edilmektedir (69, 70). Yapilan
caligmalar sonucunda FABP4'iin etkili bir klinik biyomarkor olarak kullanilabilecegi

ve FABP4 inhibitorlerinin genis terapotik etkilere sahip olabilecegi bildirilmistir (71).

2.2.4. CCAAT/arttiric1 baglayici protein (CCAAT/enhancer binding
protein- C/EBPp)

CCAAT’ler, tiimii C-terminalinde dimerizasyon ve DNA baglanmasinda yer
alan yiliksek oranda korunmus bazik-16sin fermuar alani igeren bir transkripsiyon
faktorleri ailesidir. Ailenin en az alt1 iiyesi bugiine kadar izole ve karakterize edilmistir.
Bu proteinlerin ekspresyonu, hormonlar, mitojenler, sitokinler, besinler ve belirli
toksinler dahil olmak iizere bir dizi faktoriin etkisi yoluyla ¢esitli fizyolojik ve
patofizyolojik kosullar da birgok diizeyde diizenlenmektedir (72-74).

C/EBPB ve C/EBPS adipogenezin erken evrelerinde gegici olarak
indiiklenirken, C/EBPo’nin adipogenezin son evrelerinde upregiile oldugu
bilinmektedir. In vitro ve in vivo galismalar, her birinin bu siire¢te dnemli bir rol
oynadigini géstermistir (72, 73). C/EBPp'nin ekspresyonu adipogenez i¢in gereklidir
ve C/EBPa ve PPARY'yi aktive eder (75).

BPA, BPF ve BPS’nin obezojenik etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
BPS ve ardindan BPF’nin, BPA'dan daha biiyiik bir nétr lipit depolama kapasitesine
yol agtiklar1 gostermistir. Bu durum C/EBPa, PPARyY ve FABP4 ekspresyonunda
artiglarla gosterilmistir (76).

2.3. Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK’ler), endojen hormonlarin sentezine,
depolanmasina, salinmasina, tasinmasina, metabolizmasina, baglanmasina, etkisine

vel/veya eliminasyonuna miidahale edebilen ekzojen ajanlardir (3). EBK olarak
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siiflandirilmak icin kriterleri karsilayan yaklagik 1000 kimyasal tanimlanmistir. Bu
bilesikler, gida ambalajlari, yap1 malzemeleri, pestisitler, giyim, deterjanlar, plastikler
ve tibbi ekipman dahil ancak bunlarla sinirli olmamak iizere ¢esitli tiiketici tirtinlerinde
kullanilmaktadir. Toplum genelinde maruziyet oral, dermal temas, inhalasyon ve hatta
deri alt1 ve intravendz yollarla (tibbi cihazlar araciligiyla) gergeklesebilir (77).

EBK'ler, hormon reseptdrlerine baglanabilir ve agonist veya antagonist olarak
etki edebilir; boylece hormonal eylemleri taklit edebilir, gliglendirebilir, azaltabilir
veya bloke edebilir. EBK'ler, ¢ok sayida sinyal yolagina miidahale ederek birden fazla
organ ve sistemde (beyin, pankreas, karaciger, yag dokusu, gastrointestinal sistem,
tireme ve merkezi sinir sistemi) farkli seviyelerde etki etme potansiyeline sahiptir. Bu
etkiler hiicre tipine, reseptdr tipine, reseptor yogunluguna, kofaktorlerin varligina,
yasam dongiisiine ve diger faktorlere bagli olarak degisir. EBK'ler ayrica farkli hiicre
tiplerindeki hormon reseptorlerinin  sayisint  ve dolasimdaki hormonlarin
konsantrasyonunu degistirebilir. EBK'ler, insiilin, ghrelin ve adipositokinler (6rnegin
leptin ve adiponektin) gibi periferik molekiillerin sinyallerini spesifik olarak
degistirebilir (18, 56).

EBK'ler, BPA, pestisitler, ftalatlar ve diger kimyasallar gibi ¢evrede bulunan
cesitli maddeleri kapsar. Bu bilesikler, endokrin sistemin normal diizenlemesini
bozabilen Ostrojen benzeri ve/veya anti-androjenik 6zellikler sergiler (78). EBK’nin

maruziyet kaynaklar Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. EBK’lerin maruziyet kaynaklari.
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2.4. Endokrin Bozucularin Saghk Uzerine Etkileri

Bir¢cok EBK yapisal olarak hormonlara benzer. EBK'ler hormon diizeylerini
degistirerek, hormonlarin sentezini veya metabolizmasim1 etkileyerek veya
hormonlarin islevlerini degistirerek endokrin sistemi bozabilir. Progestinler,
androjenler ve Ostrojenler gibi kritik lireme hormonlari birgok EBK’nin birincil
hedefidir. Bu tip EBK'lere 6rnek olarak pestisitler, deterjanlar, yiizey aktif maddeler,
plastizerler gibi endiistriyel bilesikler ve ve bazi dogal bitki tiirevleri verilebilir.

Literatiirde var olan 6nemli kanitlar, EBK'lerin insan ve hayvan lireme sagligini
etkiledigini ve tireme bozukluklarina katkida bulundugunu géstermektedir (3). Bir¢ok
calisma, bu EBK'lere maruz kalmanin hem insanlarda hem de hayvanlarda fertilitenin
azalmasi ve anormal cinsel gelisim gibi lireme kusurlarina yol actigin1 géstermektedir
(79). Endokrin sistemin homeostazinin bozulmasi 6zellikle fetal gelisim, ¢ocukluk ve
ergenlik gibi hassas yasam donemlerinde meydana gelirse, potansiyel olarak ciddi
veya kalici etkilere yol agabilir (80).

Diinya Saglk Orgiiti ve Birlesmis Milletler Cevre Programi tarafindan
yayinlanan bulgular 1s1ginda, kiiresel olarak over, endometriyal, prostat ve testis
kanseri oranlarinin arttig1 bildirilmistir. Ayrica, meme kanseri insidansinda son on
yilda %10-15'lik bir artis gergeklesmistir. Bir¢ok Avrupa tilkesinde ve Amerika’da
kadinlarda prematiir telarj ve puberte prekoks vakalarinda; erkeklerde ise jinekomasti
vakalarinda ciddi artiglar gézlenmektedir. Ayrica, her iki cinste de yasamin erken
yillarindan baslayarak obezite ve/veya metabolik sendrom ve tip iki diyabet gibi EBK
maruziyeti ile iliskilendirilen metabolik durumlar 6nemli Glgiide artmustir (81).
EBK'lere maruziyet ile meme, prostat, testis gibi kanserlerin insidansinda artisi; erkek
cocuklarin feminizasyonunu; azalmis sperm sayisi, motilite ve spermin anormal
morfolojisini; hipospadias ve kriptorsidizm gibi dogum kusurlarini; gestasyonel
diyabet, diisikk dogum agirligi, endometriozis ve polikistik over sendromu (PKOS)’nu
illiskilendiren ¢alismalar da literatiirde mevcuttur (82).

EBK'ler lipofilik yapilara sahiptir; bu nedenle hormonal etkiye miidahale
edebilir ve normal endokrin islevlerini bozabilir. Bazt EBK'ler steroid ve tiroit
hormonlarina miidahale ederken, digerleri metabolizmay1 bozar ve yag hiicrelerinin
islevlerini bozar. Bazi EBK’ler yag hiicresi islevine miidahale ederek obeziteye yol

acabilir ve bu nedenle obezojenler olarak da adlandirilirlar (26).
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2.5. Endokrin Bozucu Kimyasallarin Obezite ve Adipojenez Uzerine
Etkileri

Obezojenler olarak da bilinen obezojenik etkili EBK'ler, bazi hormonlarin
etkisini bloke veya taklit edebilen, boylece adipogenezi ve yag dokusu gelisimini
etkileyen ekzojen kimyasallardir (83).

Obezojenler molekiiler etkilerini hipertrofi veya hiperplazi ile adipoz doku
kiitlesinde bir artig, artan lipid iiretimine yol agan adiposit fonksiyonunda bir bozulma,
dislipidemi indiiksiyonu, metabolik hormon profillerinde bozulma, preadiposit
farklilagsmasinda artis veya MSC'lerin adipojenik farklilasmaya ugrama durumunda
artig gibi farkli mekanizmalarla gosterebilirler (84). Dogum oncesi EBK'lere maruz
kalmanin, gelismekte olan embriyonun metabolizmasini epigenetik mekanizmalar
yoluyla etkiledigi ve sonraki nesillerde obeziteyi tesvik ettigi gosterilmistir (10). Bu
nedenle, annenin EBK'lere maruz  kalmasmin, gelisen  embriyonun
metabolizmasini epigenetik mekanizmalar yoluyla etkileyebilecegi ve bunun sonucu
olarak yasamin ilerleyen donemlerinde obeziteye yatkinliga yol agabilecegi
diisiniilmektedir (85, 86). Ayrica, belirli EBK'lerin yag dokusu gibi lipofilik
dokularda biyolojik olarak biriktigi gosterilmistir. insan adipoz dokusundaki bu tiir
EBK'ler nedeni ile glisemi, insiilin duyarliligt ve inflamasyon parametreleri
arasindaki  korelasyonlar,  bunlarmn adiposit hipertrofisine, ~ bozulmus glikoz
metabolizmasina, sistemik inflamasyona ve yag dagilimindaki degiskenlige katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir (10).

2.6. Obeziteye Neden Olan Endokrin Bozucularin Olasi Etki

Mekanizmalari

Obezojenler c¢esitli mekanizmalar aracilifiyla obezitenin gelisimine katkida
bulunurlar. Dogal hormonlarin islevini taklit edebilirler veya hiicresel veya niikleer
reseptorlere baglanarak, sinyal yollarini, hiicresel reaksiyonlar1 ve gen ifadesini
degistirerek hormonal dengeye miidahale edebilirler. Bu etkiler, diisiik molekiiler
agirhiga, lipofilik yapilarina, uzun yari Omiirlerine ve dogal hormonlara benzer
kimyasal yapilarina baghidir (87).

Saglikli WAT hiicreleri, metabolik homeostazi korumada 6nemli bir rol

oynayan leptin ve adiponektin gibi adipokinleri uygun miktarlarda salgilarlar.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epigenetic-mechanism
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/adipose-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucose-blood-level
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/insulin-sensitivity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/insulin-sensitivity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/adipocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glucose-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glucose-metabolism
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Obezojenler primer olarak leptin ve adiponektini etkiler. Obezojenlerin etkisi altinda
tiretilen yag hiicrelerinin leptin ve adiponektin iizerinde bir etkiye sahip oldugu ve
boylece tokluk ve ag¢ligin hormonal kontroliinii etkiledigi bulunmustur. Leptin ve
adiponektin disinda bir¢ok farkli hormonun diizeyi de obezojenlerden etkilenir.
Bunlara, lireme islevlerinin 6tesinde enerji metabolizmasinin homeostazinda ve yag
dokusu iglevinde 6nemli bir rol oynayan androjenler ve Ostrojenler dahildir. Seks
steroidlerinin, 6zellikle Ostrojenlerin, metabolizma ve enerji dengesi tizerindeki kesin
etki mekanizmalar1 karmagiktir. Belirli obezojenler, hiicresel aktivitelerini ve ardindan
gelen endokrin sistemini bozmak i¢in Ostrojen ve androjen reseptdrlerine baglanma
yetenegine sahiptir (87).

Obezojenlerin viicut agirligini artirarak, yag hiicrelerinin hipertrofisine ve/veya
hiperplazisine neden olarak, yag olusumunu uyararak, lipit ve glikoz metabolizmasini
bozarak, aglik ve toklugun ndroendokrin diizenlenmesine miidahale ederek, enerji
harcamasin1 ve/veya BAT termojenezini inhibe ederek, inflamasyonu artirarak ve
bagirsak mikrobiyotasinin taksonomik ve metabolik profillerini degistirerek obeziteyi
tetikleyebilcegi bildirilmistir (9). Ayrica, obezojenler sadece yag dokusunun
cogalmasi yoluyla degil, ayn1 zamanda 'sagliksiz' yag hiicrelerinin olusumu, hormon
miidahalesi ve artan inflamatuvar yanitlar yoluyla da obeziteye katkida bulunurlar.
Saglikli WAT hiicreleri, metabolik homeostaz1 korumada 6nemli bir rol oynayan
leptin ve adiponektin gibi adipokinleri uygun miktarlarda salgilarlar. Obezojenlerin
etkisi altinda tiretilen yag hiicrelerinin bu hormonlar {izerinde bir etkiye sahip oldugu
ve boylece tokluk ve ag¢ligin hormonal kontroliinii etkiledigi bulunmustur. Tributiltin
(TBT)'nin leptin seviyelerini artirdigi ve adiponektin seviyelerini azalttigi; en yaygin
ftalat tiirii olan di-2-etilhekzil ftalat (DEHP)’in ise farelerde hem adiponektin hem de
leptin seviyelerini azalttig1 bulunmustur. Benzer sekilde, yasamin erken donemlerinde
3T3-L1 yag hiicrelerinin BPA'ya maruz kalmasinin leptin seviyelerini artirdigi ve
beslenme davranisi ve enerji homeostazinda rol oynayan hipotalamik devreyi bozdugu

bulunmustur (77, 88).
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Obezojenlerin etki mekanizmalar1 Sekil 2.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Obezojenlerin etki mekanizmalari.

Obeziteye neden olan kimyasallara maruz kalmanin kritik donemleri dogum
oncesi, yenidogan, ergenlik ve tireme donemleridir (89). Obezojenik maddelere en
duyarli olanlar fetiisler ve yenidoganlardir. Bir ¢alisma, yenidogan doneminde
dietilstilbesterol'e (DES) maruz kalmanin fareleri 4-6 aylikken obez olmaya yatkin
hale getirdigini bulmustur (7).

Yapilan aragtirmalar, BPA'nin bir obezojen oldugunu 6nermektedir. BPA,
PPARYy ekspresyonunun indiikler ve bunun sonucunda adipogenezde bir artisa yol acar

(90).
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2.7. Bisfenoller

Bisfenoller giinimiizde en yaygin maruz kalinan kimyasal maddelerdendir.
Temel olarak plastigi sertlestirmek i¢in kullanilan bisfenollerin farkli kullanim alanlar1
da mevcuttur. Giiniimiizde birgok bisfenol analoguna giinliik hayatta temas s6z konusu
olup, saglik iizerine etkilerinin incelendigi birgok in vitro, in vivo ve insan galismasinin
sonuglari, maddelerin temel olarak ostrojenik veya anti-androjenik etkili oldugunu
gOstermistir (91-93).

Bisfenoller, bir benzen ¢ekirdegine bagli iki hidroksil grubu (-OH) ile
karakterize edilen fenoller sinifindaki organik kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler
polimerizasyon ve direng o&zelliklerinden dolayr plastiklerde, reginelerde ve
kaplamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (94). Gida ambalajlarinda, sise
kapaklarinda, su borularinda ve metal kutulardaki epoksi kaplamalarda kullanilan
reginelerde ve plastiklerde yaygin olarak bulunan organik bilesiklerdir. Bisfenoller bu
malzemelerden gidalara gecerek insanlarin maruz kalmasina yol agabilir. Bir¢ok
bisfenol analogunun endokrin bozucu etkiler dahil farkli olumsuz saglik etkilerine
neden oldugu belirlenmistir. Bisfenol tirevleri bircok patolojik durumla
iliskilendirilmektedir. Bu durumlar arasinda fertilite bozukluklari, tiroit bozukluklari,
metabolik hastaliklar, pankreas sorunlari, norolojik bozukluklar, farkli kanserler,
obezite ve metabolik sendrom yer almaktadir (95).

Gidalarla bisfenol maruziyetinin yiiksek olmasi diinya ¢apinda gida giivenligi
konusunda endiseleri arttirmaktadir (96). Arastirmalar, gidayla temas eden
plastiklerde ve gida saklama kaplari, su siseleri, biberonlar, bardaklar ve oyuncaklar
gibi cocuklara yonelik firtinlerde bisfenollerin, 6zellikle de BPA'nin salindigini
gostermektedir. BPA ve BPS'nin insan makrofaj hiicre hattina uygulanmasi sonucu,
bu bisfenol tiirevlerinin PPARy aktivatorleri olarak etki gosterdigi ve lipit
metabolizmas1 ile ilgili genlerin ekspresyonunu Onemli o6l¢iide indiikledigini
gosterilmistir (97).

Yapilan bir diger ¢alismada, BPA ve BPS’nin 3T3-L1 hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda BPS’nin bu hiicrelerde lipid birikimini indiikledigi belirlenmistir ve anahtar

adipojenik markorlerin mRNA ve protein ekspresyonunu arttirmistir (98).
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2.8. Bisfenol A

Bisfenol A (BPA), her yil diinya ¢apinda milyonlarca ton iiretilen, en yiiksek
tiretim hacmine sahip kimyasallardan biridir (99). BPA’ya yiiksek oranda gevresel
maruziyet s6z konusudur ve tipik bir ¢evresel EBK olarak kabul edilmistir (100).
BPA’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.4’de gosterilmistir.

BPA sert plastiklerde, epoksi re¢inelerde, tibbi cihazlarda, dis dolgularinda,
bebek oyuncaklarinda, mutfak esyalarinda, termal fis kagitlarinda ve gida ve igecek
ambalaj kutularinin/kaplarinin  i¢  kaplamalarinda yaygin olarak bulunan bir
kimyasaldir. BPA'ya maruz kalinmasi, endokrin sinyal yollarin1 bozar ve diisiik
dozlarda bile patolojilere yol acabilir (101).

BPA’ya en ¢ok oral, inhalasyon ve dermal yollarla temas s6z konsudur (102).
En oOnemli maruziyet yolu kontamine gidalarin, konserve firiinlerin, onceden
paketlenmis gidalarin, paketlenmis bebek mamalarinin, bebek biberonlarinin ve gida
saklamak i¢in kullanilan kaplarin kullanimidir (77). Sekil 2.4.’de BPA’ nin kimyasal

yapis1 gosterilmistir.

HO O OH

Sekil 2.4. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi.

BPA kaynaklari, maruziyet yollari, etki mekanizmasi ve maddenin saglik

lizerine olasi etkileri ise Sekil 2.5.’da 6zetlenmistir.
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Etki Mekanizmasi
- ave B ER'ler ile baglanma
-GPR30
-ERRy
-AhR
-Androjen Reseptor
-Epigenetik (DNA metilasyon, Histon,
modifikasyonu, miRNA'lar)

BPA Kaynagi
-Polikarbonat Plastik
-Yiyecek ve su
-Hava ve toz

Maruziyet
Yutma, Solunum,
Dermal ve Maternal
Maruziyet

-Termal kagit
-Mesleki Maruziyet
-Dis malzemesi
-Oyuncaklar
-Kozmetik

>

Saghga Etkisi
-Endometriozis
-Kisirhk
-Menstural diizensizlik
-Genital anormallikler
-Meme kanseri
-PCOS
-Obezite
-Glukoz intoleransi
-insulin intoleransi
-Diyabet
-Kardiyovaskdler hastahklar
-Transgenerasyonel etki

Sekil 2.5. BPA kaynaklari, maruziyet yollari, etki mekanizmasi ve maddenin saglik
tizerine olasi etkileri.

ABD Ulusal Toksikoloji Programi (NTP), BPA'nin fetiis, bebek ve ¢ocuklarda
beyin gelisimini, davranist ve prostat gelisimini etkileyebilecegini bildirmistir. Bu
nedenle 2008 yilinda Kanada, diinyada bebek mamasi kaplarinda BPA'y1 yasaklayan
ilk tilke olmustur. Daha sonra Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Avrupa Birligi ve
Cin de BPA'min biberonlar ve diger cocuklara yonelik yiyecek kaplart igin
yasaklanmasina yonelik yasa ve yonetmelikleri yiiriirlige koymustur (96).

Bir¢ok ¢alismada BPA, amniyotik sivi, plasenta dokusu, gobek kordonu kani
ve anne siitiinde tespit edilmistir. Cok sayida ¢alismaya gore, niifusun %95'inin idrar,
anne kani, anne siitii, plasenta ve ter gibi farkli biyolojik sivilarinda saptanabilir BPA
konsantrasyonlar1 vardir.

Diger taraftan, disiik lipofilisitesine ve hizli bozunmasina (4-5 saatlik yari
Omre sahip) ragmen, yakin tarihli ¢alismalar, BPA'nin yag asitlerine olan yiiksek
afinitesi nedeniyle yag dokusunda potansiyel bir biyoakiimiilasyonu oldugunu ileri

stirmektedir (103).
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2.8.1. Bisfenol A’nin Biyotransformasyonu

Cesitli calismalarda gosterildigi gibi, sicanlarda BPA'nin biyoyararlanimi ve
biyotransformasyonundaki onemli farkliliklar, uygulama yoluna baghdir. BPA'nin
oral biyoyararlanimi diisiiktiir ve karacigerde yogun biyotransformasyon meydana
gelir. Maruziyet sonras1 BPA hizla metabolize olur. BPA, oral emilimi takiben insan
karacigerinde hizla ana olarak sitokrom P450 (CYP450) enzimlerinden CYP2C18 ve
daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize edilir. Takiben,
konjuge tiirlerin olusumuyla sonuglanan Faz 11 biyotransformasyonu gergeklesir (104).
Literatlir verileri, BPA'min ¢ogunun gastrointestinal sistem tarafindan adsorbe
edilebilecegini ve Kkaraciger ve bobrekte temel olarak wuridin 5-difosfo-
glukuronosiltransferazlar (UGT'ler) gibi faz Il enzimleri tarafindan glukuronidasyon
ve daha az da siilfatasyon yoluyla metabolize edilebilecegini; bunun da BPA-
glukuronit (BPAG) ve daha az miktarda BPA-siilfat (BPAS) iiretimiyle sonuglandigini
gostermektedir (105). Insanlarda ve diger birgok tiirde BPA'nin birincil
detoksifikasyon yolu glukuronidasyon oldugundan ve yasamin erken doénemlerinde
UGT ekspresyonu ve miktarlar1 az oldugundan, BPA'ya erken donemde maruz
kalmanin yetiskinlige gore daha ciddi sonuglara yol agmasi miimkiindiir (106).
Ortalama alt1 saatlik bir yarilanma 6mrii vardir ve yaklasik 42 saatte tamamina yakini
idrarla atildig1 gosterilmistir.  BPA'nin  toplam (serbest arti konjuge) idrar
konsantrasyonu, BPA'ya maruz kalmanin gegerli bir biyobelirtecidir (107).

Otuz goniillii izerinde yapilan bir ¢aligmada, idrarda saptanan ana metabolit
BPAG olmustur (uygulanan dozun %69,5'1); ardindan BPA siilfat (%21,0) ve konjuge
olmayan BPA (%9,5) gelmektedir (92, 108-110). insan ve sigan karaciger
mikrozomlar1 kullanilarak yapilan caligmalarda, BPA uygulamasi sonrasinda 3-
hidroksil metaboliti (BPA katekol) olustugu goriilmiis ve bu bilesigin Ostrojenik
aktivite sergiledigi belirlenmistir. Glukuronit metabolitinin 6strojenik aktiviteye sahip
olmadigi gosterilmistir (111). BPA metabolitleri sadece idrarda ve kanda degil, ayni
zamanda plasental dokularda ve amniyotik sivida da bulunur; bu da annenin
maruziyeti nedeniyle yavrular {izerinde potansiyel artan etkileri olabilecegi anlamina

gelir (112).
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2.8.2. Bisfenol A kullamim alanlar1 ve maruziyet yollari

Bisfenol A, polikarbonat plastik ve epoksi regine sentezinde, gida ambalaj
malzemeleri, biberonlar ve tibbi ekipmanlarda yaygin olarak kullanilan EBK'lerden
biridir; bu nedenle insanlar giinliik yasamda ka¢inilmaz olarak BPA'ya maruz
kalmaktadir (113).

Tiiketicilerin gida ve igme suyu yoluyla BPA'ya maruz kalmasina yol agan
ambalaj, sise ve tencke kaplamalar gibi gida ile temas eden malzemelerde de
kullanilmaktadir. Insanlar, oral maruziyetin (diyetle alim-gida maddesi igeren
kutulardan veya plastik kaplarin migrasyon, bebek mamasi kaplarindan migrasyon ile)
yani sira inhalasyon ve dermal yollarla da BPA'ya maruz kalmaktadir. Genel
popiilasyonda BPA maruziyetinin ana kaynagi konserve gidalarin tiiketilmesidir. (114,
115). BPA, sentetik polimerlerden yapilmis esyalardan gegtigi i¢in tozda da bulunur
(93) Termal yazar kasa fisleri gibi kagitlarla da dermal temas s6z konusu olabilir (92).
Ocak 2011'de Avrupa Komisyonu, BPA'nin plastik biberonlarda kullanimini da
kisitlamis ve Temmuz 2012'de Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA), BPA'nin

biberonlarda ve ¢ocuk iirlinlerinde kullanimini resmi olarak yasaklamistir (116).
2.8.3. Bisfenol A’nin Toksisitesi

BPA hem 0&strojenik hem de anti-androjenik 6zelliklere sahip, iyi bilinen bir
endokrin bozucudur. BPA’nin estrojen reseptorlerine (ER'ler) baglanma ve ER'lerle
ilgili yollar1 aktive etme dzellikleri oldugu bildirilmistir (117). Insan saglig1 iizerindeki
etkileri arasinda lireme sistemi bozukluklari, norolojik gelisimdeki degisiklikler,
diyabet ve kanser gibi bazi1 kronik hastaliklarin riskinde artis ve hatta obezite ve
metabolizma tizerindeki etkiler yer almaktadir (94).

Fenolik yapis1 nedeniyle BPA'nin dstrojen reseptorleri ile etkilesime girdigi ve
Ostrojen reseptoriine (ER) bagimli sinyal yollar1 araciligiyla agonist veya antagonist
olarak hareket ettigi gosterilmistir (118, 119). BPA ve analoglari, iyi bilinen
Ostrojenik ve anti-androjenik aktivitelere sahip ¢evresel kirleticilerdir (92). BPA,
birka¢g genomik olmayan sinyal yolu aracilifiyla hipofiz hiicrelerinde endojen
Ostrojenlerin etkilerine potansiyel olarak miidahale edebileceginden, bir EBK olarak

son on yilda biiyiik ilgi gormiistiir (120).
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BPA'nin 6strojenik etkilerine bagli tireme toksisitesine sahip oldugu ve dstrus
dongiisiinii bozdugu, seks hormonu diizeylerini etkiledigi ve folikiil bliylimesini ve
gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (113). BPA'ya kisa siireli maruz kalmanin,
yetiskin siganlarin prostat ve prefrontal korteksindeki aromataz ve So-rediiktaz (So-
R) enzimlerinin ekspresyonunu degistirdigini kanitlayan ¢alismalar mevcuttur. Castro
ve ark., (2018)’nin gergeklestirdigi arastirmanin sonucu fetal ve neonatal prostat
gelisimi sirasinda diisiik doz BPA'nin, aromataz ve 5a-R enzimleri araciligiyla geng
sicanlarin prostat bezinde in situ dstrojen ve androjen iiretimine miidahale ettigini
desteklemektedir (121). Karaciger detoksifikasyon enzimleri heniiz tam olarak
gelismedigi i¢in Ozellikle fetal donemde ve yenidoganlarda BPA nin toksik etkilerinin
daha agir olarak goriilebilecegi diistiniilmektedir (122). BPA'ya kronik maruz kalma,
endokrin sistemin homeostazini bozarak infertilite, obezite ve kardiyovaskiiler hastalik
dahil olmak tizere endokrin ve metabolik hastalik riskini artirabilir. BPA'nin kadin ve
erkeklerde infertilite, puberte prekoks, meme ve prostat kanseri gibi hormona bagh
tiimdrler ve polikistik over sendromu (PCOS) dahil olmak {izere birgok endokrin
bozuklugun patogenezinde rol oynadigr gosterilmistir (118, 119).

Metabolomik calismalar, BPA maruziyetinin piirin metabolizmasi
ve pirimidin metabolizmas1 gibi spesifik biyokimyasal yollar1 bozdugunu ileri
stirmektedir (123). BPA, bir ksenodstrojen olarak davranabilir ve insan iireme sistemi
bozukluklar1 iizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. BPA'min, farkli hiicre i¢i sinyal
yollarin1 aktive ederek prostat ve yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda hiicre
apoptozunu indiikledigi bildirilmistir (124, 125). BPA'nin seks hormonlari, leptin,
instilin ve tiroksin gibi ¢esitli hormonlarin islevini bozdugu ve hepatotoksik,
immiinotoksik, mutajenik ve kanserojenik etkilere neden oldugu ifade edilmistir (93).

Ostrojenik etkilerin yan1 sira, DNA nin genotoksik etkilerinin de olabilecegi
belirtilmistir. 1zzotti ve ark. (2009)’nin yaptig1 ¢alismanin sonuglart BPA'nin kemirici
karacigerinde hem in vitro hem de in vivo DNA katim {iriinii olugturma yetenegini
dogrulamaktadir. Ayrica, farelere oral BPA uygulamasinin meme epitel hiicrelerinde
de DNA hasari olusumuna neden olduguna dair kanitlar vardir. BPA, Gstrojen ve
androjen reseptorlerinin yani sira endokrin sistem hormonlar1 ve viicudun diger
sistemleri ile iligkili aril hidrokarbon reseptorii ve peroksizom proliferatorii aktive

reseptorler (PPAR’ler) dahil olmak iizere, ¢esitli reseptorlere baglanabilir (93). Diger
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taraftan, bisfenollere maruz kalmanin epigenetik etkileri de son yillarda arastirmacilar
arasinda endige yaratmistir. BPA epigenetik toksisitesini DNA metilasyonu, histon
proteinleri ve kodlamayan RNA (ncRNA) ekspresyonlarini etkileyerek gosterebilir.
Epigenetik modeller tiremede ¢ok 6nemli bir rol oynar. Zira bunlar yalnizca germ
hiicresi kaderi spesifikasyonunu diizenlemekle kalmaz; aym1 zamanda embriyo
gelisimi i¢in bir sablon gorevi de goriir (100).

BPA’nin endokrin bozucu etkisinin yani sira nérolojik bozukluklara da yol
acabilecegi ifade edilmistir. Cesitli calismalar, gebelikte BPA'ya maruz kalmanin
anksiyete, depresyon, saldirganlik ve hiperaktiviteye neden olabilecegine isaret

etmistir (126).
2.8.4. Bisfenol A’nin Obezite ile Iliskisi

In vitro ¢alismalar, BPA'nin adiposit hiicre farklilagmasini arttirdigini ve asir
yag birikmesine yol agtigin1 gostermistir. Ayni zamanda, kemirgen ¢alismalart BPA'ya
maruz kalmanin yag dokusu kiitlesini artirdigini ve kilo alimini tesvik ettigini
dogrulamaktadir (127). Bazi in vitro calismalar ise, BPA'ya maruz kalmanin,
preadipositlerin adipositlere doniisiimiinii indiikleyen ve intrasitosolik lipit birikimini
artiran dogrudan adipogenik etkilere sahip oldugunu gostermistir. BPA'nin adipogenik
farklilagsmay1 destekledigi kesin molekiiler mekanizma hala bilinmemektedir. BPA'nin
adipojenik etkilerinin ERa ve ERP aktivasyonuna bagli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Son
calismalarda ise, BPA kaynakli adipogenezin potansiyel etki mekanizmalarinin,
PPARYy, C/EBPa ve C/EBPB'in doza bagl indiiksiyonunu icerdigi ileri siiriilmiistir.
Bu nedenle, BPA'ya dogrudan maruz kalmanin, adipoz doku fonksiyon bozukluguna
katkida bulunabilecek ve obezite riskini artirabilecek adipojenik, lipojenik ve
inflamatuvar yollar etkiledigi diigiiniilmektedir (128, 129).

Yag dokusu gelisiminin kritik evreleri sirasinda BPA'ya maruz kalmanin,
inflamasyonun indiiklenme olasiligin1 ve bunun sonucunda adipositin metabolik islev
bozuklugunu artirabildigi ve sonug olarak obezite ile iligkili hastaliklarin gelisme
riskini artirdig1 bildirilmistir (130).

Lakind ve ark. (2014)’nin idrar BPA konsantrasyonlar1 ve ¢ocukluk c¢agi

obezitesi lizerine gerceklestirdigi bir meta-analizin sonuglarina gore, yliksek maruziyet
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grubunun diisiik maruziyet grubuna gore ¢ocuklukta obezite riskinin énemli 6l¢iide
daha yiiksek oldugunu gosterilmistir (131).

Wu ve ark. (2020) tarafindan gergeklestirilen bir sistematik inceleme
insanlarda BPA'ya maruz kalma diizeyi ile obezite riski arasinda, en yliksek ve en
diisitk BPA maruziyeti diizeyi i¢in 1,49'luk birlestirilmis olasilik orani (OR) (%95 GA:
1,38-1,61) ile pozitif bir korelasyon tespit etmistir (127).

2.8.5. BPA’ya Prenatal Maruziyet ve Gelisimsel Toksiste

"Cevresel obezojen hipotezi" ve BPA'nin adiposit farklilagsmasinmi kalic1 bir
sekilde artirmasi dikkate alindiginda, BPA'ya prenatal maruziyet ile adipogenez
arasinda bir iligski olabilecegi ifade edilebilir. Cesitli in vitro ve in vivo ¢alismalar,
prenatal donemde diisiikk dozlarda BPA maruziyetinin adipozite artisina neden
olabilecegini gostermistir (132). Hayvan deneylerinden elde edilen kanitlar, dogum
oncesi BPA'ya maruz kalmanin viicut agirligini ve genel olarak yaglanmayi artirdigini
ve metabolik sendroma yol agtigin1 dogrulamistir (90).

Hayvanlarda dogum 6ncesi BPA maruziyeti serum leptin seviyelerini artirir ve
serum adiponektin seviyelerini azaltarak adiposit disfonksiyonuna katkida bulunur. Bu
sonuglar lipit birikimini ve yag kiitlesindeki ve obezitedeki artisi agiklayabilir (133).

Kemirgenlerde gebelik ve emzirme sirasinda annenin BPA maruziyetinin
dogum sonrast kilo alimin1 ve yavrularda yag dokusu kiitlesini artirdigi gosterilmistir.
Bu etkilerin, o6zellikle Ongoriilen advers etki gozlenmeyen diizey (NOAEL)'in
altindaki BPA dozlarinda ortaya ¢ikmasi 6zellikle kritiktir. Ayrica, gelisim sirasinda
BPA'ya maruz kalan disi farelerde fiziksel aktivitede azalma ve karbonhidrat
metabolizmasinda artis rapor edilmistir (134).

Sicanlarda gebelik ve emzirme sirasinda annenin diisiik doz BPA'ya maruz
kalmasimin hem F1 hem de F2 yavrularinda bozulmus glikoz homeostazisine yol agtigi
rapor edilmistir. BPA’nin epigenetik degisikliklere yol actigi, 6zellikle metabolik
yolaklar1 diizenleyen genlerin DNA metilasyonunu etkiledigi ve trans-jenerasyonel
etkilere neden oldugu ifade edilmistir (135).

Adipogenez disinda da BPA’nin farkli gelisimsel toksik etkileri olabilir. BPA

plasentaya gegebildigi i¢in bu bisfenol analoguna prenatal maruziyet, plasenta
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gelisimini ve islevini bozarak preeklampsi, fetal bliylimenin kisitlamasi ve tekrarlayan

diistiklere yol agabilir (136).
2.9. Bisfenol F

Kimyasal adi bis(4-hidroksifenil)metan olan BPF yapisal olarak metilen ile
birbirine baglanmig iki fenol halkasina sahiptir. BPF, diisiik viskozitesi ve BPA’ya
gore c¢oziiciilere karsi daha iyi direnci nedeniyle giderek daha fazla kullanilmaktadir
ve tiretimi bir¢ok iilkede artmaktadir. Son zamanlarda BPA'nin yiiksek saglik riski goz
Oniine alindiginda, Cin dahil birgok iilke BPA kullanimini kisitlayacak diizenlemeler
getirmis olup bu da BPF gibi BPA'ya benzer kimyasal yapiya sahip alternatiflerin
yaygin sekilde kullanilmasina yol agmustir (113). BPF, epoksi reginelerin ve
polikarbonatlarin iiretiminde kullanimiyla endiistriyel sektorde genis bir uygulama
yelpazesi bulmustur ve endiistride BPA'nin yerini alabilecegi ifade edilmektedir (120).
BPF’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.6’de verilmistir.

HO OH

Sekil 2.6. Bisfenol F’nin Kimyasal Yapisi.

2.9.1. Bisfenol F’ye Maruziyet

Bisfenol F, 6zellikle daha fazla kalinlik ve dayaniklilik gerektiren sistemler i¢in
epoksi regineler ve kaplamalar iiretmek icin kullanilir. Endiistriyel alanlardaki ¢esitli
kullanimlari sonucunda BPF'nin ¢evredeki varligi 6nemli dl¢iide artmistir (137).

BPF gida ambalajlarinda, boru kaplamalarinda, dis dolgularinda, endiistriyel
zeminlerde, derz dolgularinda, kaplamalarda, cilalarda, plastiklerde ve yapistiricilarda
kullanilan bir kimyasal maddedir ve ozellikle kisisel bakim iiriinlerinde yaygin
bulunmaktadir (138).

Iceceklerde ve enerji igeceklerinde, konserve yiyeceklerde, gida temasi olan
geri dontlisiim kagitlarinda, evsel atik olan kagit ve kagit iiriinlerinde, ticari siitte BPF
kalintilarina rastlanmistir. Ayrica, BPF nehir suyu, igme suyu, yilizey ve yeralt1 sulari,

toprak ve giibre gibi gesitli cevresel matrislerde de bulunmustur (139).
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2.9.2. Bisfenol F’in Biyotransformasyonu

Bisfenol F, BPA gibi oral yoldan absorpsiyon sonrasinda plasenta dahil birgok
bariyerini gegerek iireme organlar1 ve fetiis dahil olmak iizere tiim organizmaya
dagilir. BPF iizerinde yapilan bir metabolik profilleme ¢alismasi, BPF'nin esas olarak
idrarla atildigin1 ancak dozun %7-9'unun siganlara tek oral dozun uygulanmasindan 96
saat sonra dokularda mevcut oldugunu bulmustur. idrarda bulunan ana metabolit,
stilfat konjugatidir (140).

Hidroksilasyon di-, orto ve meta- hidroksile BPF metabolitlerinin olusumuyla
ana metabolik yoldur. Ancak, BPF-dimerleri olusumu da belgelenmistir. In
vitro biyotransformasyonun incelenmesi sonucunda, insan ve si¢an karaciger alt hiicre
fraksiyonlariyla BPF-glukuronit ve BPF-siilfat olusumu gozlemlenmistir ve boylece
daha hidrofilik hale gelerek atildig1 belirlenmistir (141).

2.9.3. Bisfenol F’in Toksisitesi

Bisfenol A'nin analoglari olan ve alternatifleri olarak kullanilan BPS ve BPF,
son yillarda ABD'de yetiskinlerin idrarinda giderek artan oranda tespit edilmektedir ve
bu bisfenol analoglarinin adipojenik etkiler ve obezite ile iligkili hastaliklarla (6rn., tip
2 diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, vb.) iliskisi oldugu bildirilmistir (83).

Memeliler lizerinde gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda BPF'nin BPA ile
benzer endokrin bozucu etkilere sahip oldugu bulunmustur. BPF'nin, B-estradiol ve
estronun sentezini uyararak, insan over adenokarsinomu hiicre hattinda ER ve
androjen reseptorleri tizerinde BPA’ya benzer etkiler gosterdigi bulunmustur (142).

Mu ve ark. (2022), zebra baliklari ile yaptiklart aragtirmanin sonucunda uzun
stireli BPF maruziyetinin fertilitenin azalmasina, gonadal morfolojinin bozulmasina
ve anormal F1 embriyonik gelisimine yol agtigini rapor etmistir (137). Bagka bir
caligmada ise, zebra baligi larvalarinda BPF'nin kalp 6demi, kraniyofasiyal
anormallik, omurga malformasyonu, yumurta deformitesi ve pigmentasyonda azalma
gibi ¢esitli morfolojik kusurlara neden oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda, BPF’nin
hiperglisemiye yol acgan insiilin sinyal iletimini bozarak glikoz metabolizmasini da
bozdugu saptanmistir (143). Yang ve ark. (2018)’nin yaptig1 ¢alismada zebra baliginin
erken yasam evrelerinde BPF'ye maruz kalmasi, cinsel farklilagsma tizerinde olumsuz

etkilere neden olmustur. Ayrica, yumurta sayisinda ve kuluckada azalmaya neden
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olarak zebra baligindaki iireme fonksiyonunu bozmustur (144). Baska bir ¢alismada
ise, zebra baliklarinda uzun siireli BPF maruziyetinin fertilitenin azalmasina, gonadal
morfolojinin bozulmasmma ve anormal F1 embriyonik gelisimine yol ac¢tifi
bildirilmistir. Tlgili ¢alismada BPF'nin fertiliteyi azaltic1 etkisini destekleyen in vivo
kanit saglanmig ve parental BPF maruziyetinin F1 yavrularinda gelisimsel
anormalliklere neden oldugu tespit edilmistir (145).

Yapilan bir ¢alismada bir BPA, BPF ve bisfenol S (BPS) karisiminin, tek
basina BPA, BPF veya BPS'den daha diisiik konsantrasyonlarda endokrin bozucu
aktiviteyi arttirdigi  gosterilmistir. BPF ve BPS'nin, BPA'dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda BPA ile benzer Ostrojenik ve anti-androjenik etkilere sahip

oldugunu da gosterilmistir (91).
2.10. Dogal Kaynakh Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler

Dogal olarak bulunan birgok bitkisel maddenin endokrin bozucu etkilerinin
olabileceginden siiphelenilmektedir. Bunlarin arasinda en iyi bilinenleri soya
fasulyesinde bulunan “fitodstrojen” olarak adlandirilan izoflavonlardir. Soyadaki
baskin izoflavon genistein olup, kalan izoflavonlardan en Onemlileri daidzein ve
glisitindir. Soya iginde, izoflavonlar neredeyse tamamen sekerlere baglanir ve ilgili
genistin, daidzin ve glisitin bilesiklerini iiretir. Soya 1zoflavonlari sayisiz saglik etkisi
ile iligkilendirilmistir. Ancak iliskilerin giicii ve etkilerin yarari ve zarari 6nemli
tartigma konusudur (146). Diger taraftan, resveratrol gibi polifenollerin, rosmarinik
asit gibi kafeik asit tlirevlerinin ve EGCG gibi katesin tiirevlerinin olas1 ostrojenik
aktiviteleriyle ilgili de bazi ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Ancak, RV, RA ve EGCG gibi
maddelerin Gstrojenik aktivitelerinin bisfenoller kadar yiiksek olmadigi; bu tip dogal
bilesiklerin aslinda ¢ok daha hizli metabolize edilerek atilabildikleri bilinmektedir (41,
147, 148). Bu maddelerin yag hiicreleri tizerindeki etkileri tam olarak arastirllmamig

olsa da bu konuda en fazla sayida ¢alisma EGCG {izerinedir.
2.11. Dogal Kaynakh Endokrin Bozucu Kimyasallar ve Adipojenez

Insanlar ve hayvanlar evrim yoluyla fitodstrojenlere adapte olmus olsalar da bu

bilesiklerin bazilarinin yiiksek konsantrasyonlarina maruz kalmak, hiicresel diizeyde
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hormon fiiretimi, metabolizmast ve bunlarin yani sira protein sentezi, malign hiicre
proliferasyonu veya anjiyogenezdeki degisikliklerle iliskilendirilmektedir (149).

Yesil cay (Camellia sinensis L.) tim diinyada yaygin olarak tiiketilmekte ve
cay yapraklarinin yiiksek antioksidan ve kilo verme aktivitesine sahip oldugu
bildirilmektedir. EGCG ve katesin, yesil ¢ayin iceriginde bulunan baslica biyoaktif
polifenolik bilesenleridir (28).

Bose ve ark. (2008) 16 hafta boyunca yiiksek yagli bir diyetle beslenen
farelerin diyetine 3.2 g/kg EGCG (bu c¢alismada farelerde kullanilan 3.2 g EGCG/kg
diyet dozu, giinde 10 tane 200 mL lik fincanlarda yesil ¢aya (fincan basmna 2 g cay
yapragl igerir) karsilik gelmektedir) takviyesinin, tedavi edilmemis farelere gore viicut
agirlhigl artisini, viicut yag yiizdesini ve i¢ organ yag agirhigimi azalttigim
gostermistir. Sonuglar ayrica EGCG tedavisinin obezite gelisimini, metabolik
sendromla iligkili semptomlar1 ve hepatik steatozu azalttigini gdostermektedir. 16
haftalik EGCG tedavisinin toplam viicut yag ytizdesini ve visseral viicut yag agirligin
da 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriilmiistiir (150).

Suzuki ve ark., tarafindan yapilan calismada, yesil ¢ay ve gallokatesinlerin
(GTC)C/EBPa, PPARy ve karaciger X reseptorii (LXR) dahil olmak iizere
adipogenezde yer alan genlerin ve proteinlerin ekspresyonunu baskiladig
gosterilmistir (151).

3T3-L1 hiicrelerinde piperin (PIP) ve EGCG'nin anti-adipojenik aktivitesini
degerlendirmeyi amaglayan ¢alismanin sonuglari, PIP + EGCG (her biri 20 pM)
kombinasyonu uygulanan 3T3-L1 adipositlerinde leptin diizeylerinin 6nemli 6lgiide
azaldigin1 ve adiponektin diizeylerinde artis1 gostermektedir (28).

Soyada bulunan fitodstrojenler olan genistein hakkindaki ¢alismalar,
insanlardaki serum genistein konsantrasyonlari diizeylerinde farelere verilen
genisteinin, ovariektomize farelerde anti-lipojenik bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Genisteinin adipoz doku iizerindeki etkilerinin, en azindan kismen
lipoprotein lipaz enziminin inhibisyonundan kaynaklandig ifade edilmistir. 3T3-L1
ve diger hiicre hatlar1 ile yapilan kapsamli ¢aligmalar, genisteinin in vitro adipojenik
farklilasmay1 engelleyebilecegini gostermistir (152).

Dang ve ark., (2003)’nin yaptigi bir in vitro c¢alismada, yiiksek

konsantrasyonlarda genisteinin, PPARYy agonisti olarak hareket ettigini ve adipogenezi
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stimiile ederek adipojenik farklilasmay1 ve hiicre sayisini uyarabildigini ileri
siirmiistiir. Ilgili ¢alismanin sonuglarina gore, genistein diisiik konsantrasyonlarda
(<1 uM), ostrojen gibi etki ederek osteogenezi uyararak adipogenezi inhibe
ederken, yiiksek konsantrasyonlarda (>1 uM), adipogenezin upregiilasyonuna ve
osteogenezin down-regiilasyona yol agan bir PPARy ligand1 gibi davrandig: ifade
edilmistir (153).

Kurkumin ve resveratrol gibi polifenollerin lipit ve enerji metabolizmasi ve potansiyel
viicut agirligi degisimi tizerinde yararl etkiler sergiledigi bildirilmistir (71).

Rivera ve ark., (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin sonuglari, yiiksek
dozda Kuersetin uygulamasinin, obez Zucker siganlarinda adipoz doku tiimér nekroz
faktorii o (TNF-a) iiretimini ve plazma nitrat + nitrit konsantrasyonunu azaltirken,
plazma adiponektin konsantrasyonunu artirarak 6nemli bir anti-inflamatuar etki
sagladigini gostermektedir (154).

Ahn ve ark., (2008) tarafindan kuersetinin 3T3-L1 hiicrelerinde adipogenezi ve
apoptozu etkiledigi molekiiler mekanizmalarin arastirildigi bir ¢alismanin sonuglarina
gore, 3T3-L1 preadipositlerinin kuersetin maruziyetinin, adipogenezin ve adipogenez
ile iligkili faktorlerin ve enzimlerin ekspresyonunun azalmasimi sagladig
belirlenmistir. Kuersetinin, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyon diizeylerini azaltarak
preadipositlerin adipositlere farklilasmasini baskiladigin1 gésterilmistir (155).

Lee ve ark., (2016) gerceklestirdigi 12 haftalik, 36 denek igeren, randomize,
cift kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada kuersetinin (100 mg/giin/kisi) toplam viicut
yagini ve ozellikle koldaki yag yiizdesini 6nemli 6l¢iide azalttigini ve fazla kilolu veya
obez deneklerin VKI’sini azalttigim gostermistir (156).

Kim ve ark., (2011) tarafindan gergeklestirilen bir caligmanin sonucuna gore,
primer insan adipositlerinde ve fare 3T3-L1 adipositlerinde, kurkumin uygulanmasi
PPARY ve C/EBPa ekspresyonlarini baskilamistir. Anti-adipojenik etkilere ek olarak,
kurkuminin preadipositlerin olgun adipositlere farklilagmasini da baskiladig: da ifade
edilmistir. Kurkuminin 3T3-L1 preadipositlerinin farklilasmasini doza bagli bir
sekilde inhibe ettigi ve adiposit farklilasmasinin erken asamasinda C/EBPa ve PPARYy
mRNA'larin ekspresyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Kurkumin tarafindan adiposit
farklilasmasinin tam olarak inhibisyonunun in vitro 30 uM'ye kadar konsantrasyonlar

gerektirdigi ifade edilmistir (157).
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Obez bireylerde adiponektin diizeyleri diisiik bulunsa da adipojenik farklilasma
sirasinda adiponektin diizeyleri yiikselir ve bu durum olgun adipositte uygun insiilin
duyarliliginin uyarilmasini saglar. Vasileva ve ark., (2021) tarafindan gergeklestirilen
calismada, insan adipositlerine RA uygulanmasinin lipit birikimini baskiladigi, lipolizi
artirdign ve temel adipojenik faktdrleri down-regiile ettigi ifade edilmistir. Ilgili
calismada, RA'min adipositlerde adiponektin protein ekspresyonunu azalttig
bulunmustur. RA tarafindan adipojenik farklilasmanin molekiiler diizenlenmesi i¢in

en olasi dogrudan hedef olarak C/EBPa olarak belirtilmistir (24).
2.12. Resveratrol

Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben), iliziim, kizilcik ve yer fistig1 gibi
birbiriyle bagimsiz ¢ok sayida bitki tiirlinde ve ayrica bir¢ok bitkisel ilagta bulunan
dogal olarak olusan bir polifenoldiir (158). Resveratroliin kimyasal yapis1 Sekil 2.7.’de
gosterilmistir.

Resveratrol, cis - ve trans - izomerleri olarak bulunan bir stilbendir. Trans
izomerin, cis izomerden daha fazla antikarsinojen ve kardiyoprotektif 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (159).

HO
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Sekil 2.7. Resveratroliin Kimyasal Yapisi.

Deneysel hayvan modellerinde resveratroliin hipertansiyon, kalp yetmezligi,
iskemi ve kalp hastaligi insidansini azalttigi ve kemirgenlerde insiilin duyarliligini
tyilestirdigi; kan glikoz diizeylerini diisiirdiigii ve yiiksek yagli diyete baglh gelisen
obeziteyi azalttigin1 gosteren yeterli kanitlar vardir. Resveratrol, deneysel hayvan
modellerinde noroprotektif etkiler de gostermistir (160).

Epidemiyolojik kanitlar, fitodstrojenlerin kanser baslangicit ve biiylimesinin

inhibisyonu, serum kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi ve osteoporoz tedavisine olan
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faydalar: dahil olmak iizere bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
RV’nin, ER’lere baglanma ve aktive etme 6zelligi olan bir fitodstrojen oldugu iddia
edilmistir (159). Diger taraftan, aralarinda resveratroliin de bulundugu bir¢ok dogal ve
sentetik bilesigin aromataz aktivitesi lizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
test edilen bilesiklerden RV ve ketokonazoliin aromatazin aktif bolgesine
yerlesebilecegini ve potansiyel olarak aromataz aktivitesini inhibe edebilecegi
gosterilmistir (41).

RV’nin estrojenik aktivitesini incelemek i¢in gergeklestirilen bir ¢alismada, in
vitro ve in vivo meme modelleri kullanilmis; ¢aligmanin sonucunda, resveratroliin
meme dokularinda karisik Ostrojenik/antiostrojenik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica RV, disi Sprague Dawley sicanlarina uygulandiginda N-metil-N-nitroziire ile
indiiklenen meme karsinojenezinin erken asamalarini inhibe etmistir (161).

Furimsky ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismanin sonucunda farmakolojik
dozlarda RV’nin, &strojenlerin metabolizmalarini inhibe ettigi ve homeostazlarini
degistirdigi gosterilmistir. Ayrica, siilfatasyon yoluyla metabolize olan Ostrojenik
veya steroidal ilaglar ile RV arasinda potansiyel bir etkilesim oldugu ileri siiriilmiistir.
Disi CD-1 farelerde resveratrole prepubertal maruziyetin meme ve iireme sisteminin
gelisimi ve islevi lizerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalarin sonuglari, ergenlik
oncesi resveratroliin farmakolojik dozlarinin, kismen agonistik, antagonistik veya her
iki etkinin bir karisimi olabilen Gstrojenik bir etki mekanizmasi yoluyla endokrin
sistemin homeostazini bozdugunu gostermektedir (161, 162).

RV ve cesitli sentetik asetoksi ve metoksi tlirevleri, sigan Leydig hiicrelerinde
Cypl7al ekspresyonunu azaltmistir. Bu genetik etki, hiicrelerde insan koryonik
gonadotropin (hCG) kaynakli steroidogenezi baskilayarak progesteron birikimine ve
androstenedion liretiminin azalmasina neden olmustur (163).

Obezite ve adipogenezde RV’ nin etkilerini inceleyen in vitro bir ¢alismada,
3T3-L1 hiicrelerinde resveratrolin PPARy ve C/EBPa gibi adipogenezde yer alan
anahtar transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu azaltarak adiposit farklilagsmasini
ve lipit birikimini azalttig1 belirtilmistir (164). Ayrica, WAT'daki sirtiilin 1 proteini
(SIRTL), igin RV tarafindan aktive edildigi ifade edilmistir (164, 165). Diger taraftan,
RV’nin BAT aktivitesini de diizenleme olasilig1 gosterilmistir. Alberdi ve ark. (2013),

RV takviyeli bir diyetle beslenen farelerin BAT ve iskelet kaslarinda termojenin
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(UCP1y’in ekspresyonunun arttigini bulmuslardir (166). Ayrica, farelere oral RV
uygulanmas1 da WAT'daki SIRT1 ekspresyonunu arttirmistir (167). Arastiricilar,
artmis UCP1 ekspresyonunun, iyilestirilmis enerji verimliligine ve azalmis yag
kiitlesine katkida bulunan SIRT1'in uyarilmasindan kaynaklandigini1 6ne stirmiislerdir
(25).

Yapilan bazi ¢alismalarin sonuglari RV’nin yag dokusu iizerindeki etkisinin,
adenozin monofosfat ile aktiflestirilen protein kinaz (AMPK) yolagmi aktive
etmesinden kaynaklanabilecegine isarct etmektedir (168). Bu yolak, beyaz yag
hiicrelerindeki UCP-1 mRNA'sin1 ve proteini artirir ve yag dokusunda spesifik
esmerlesme belirteglerinin ekspresyonunu giiglendirir (169).

Siganlarda yapilan bir caligmada resveratrolin 6 hafta boyunca giinde 30
mg/kg uygulanmasi, siganlarda termojenezi indiiklemis ve viicut yag birikimini
azaltmigtir. Mitokondriyal transkripsiyon faktorii A (TFAM), siklooksijenaz 2
(COX2), SIRT1, PPARP, PPARY, peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor
gama koaktivatorii 1 (PGCla) ve UCP-1 gibi genlerin ifadesinin artmasi ve BAT'ta
PGCla'nin deasetilasyonu ile iliskilidir (166). Ayrica, resveratroliin farelere
uygulanmas1 (2 ayda 4 g/kg yemle beraber), AMPKa aktivasyonu ile WAT’in
esmerlesmesini ve SIRT1 araciligiyla BAT'ta termojenezi indiikleyebilmektedir (170).

Yapilan bir c¢alismada, resveratrolin insan viseral preadiposit (HPA-v)
proliferasyon ve farklilagmasini in vitro olarak engelledigi belirlenmistir ve 10, 20 ve
50 uM konsantrasyonlarda C/EBPB, FABP4, asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve yag
asidi sentazin (FAS) mRNA ekspresyon seviyelerini onemli 0Olclide azalttigi
gosterilmistir. LIM domain only 3 (LMO3)'iin mRNA ve protein seviyeleri, >20 uM
RV ile 6nemli 6l¢giide azalmis ve LMO3'iin asir1 ekspresyonu, PPARYy transkripsiyonel
aktivitesini artirarak, resveratrol kaynakli HPA-v farklilagmasindaki azalmay1 kismen

diistirmiistiir (171).
2.13. Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenil laktik asidin bir esteridir. RA
yaygin olarak Boraginaceae tiirlerinde ve Lamiaceae'nin Nepetoideae alt familyasinda
bulunur ve ilk olarak biberiye (Rosmarinus officinalis)'den saf bir bilesik olarak izole

edilmistir. RA, biberiye disinda, nane (Mentha spp.) ve melisa (Melissa officinalis L.)
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gibi Lamiaceae familyasinin birgok tibbi bitkisinde ve ayrica geleneksel Cin tibbinda
kullanilan bitkilerde yogun miktarda bulunur (172, 173). Kimyasal yapis1 Sekil 2.8.’da

gosterilmistir.
H H O OH
mm
H O O OH
Sekil 2.8. Rosmarinik Asitin Kimyasal Yapisi.

Rosmarinik asit antiviral, antibakteriyel, antikanser, antioksidan, yaslanma
karsit1, antidiyabetik, kardiyoprotektif, hepatoprotektif, nefroprotektif, antidepresan,

antialerjik ve antienflamatuvar aktiviteler dahil olmak tizere dikkate deger biyolojik

etkilere sahiptir (148). RA’nin olas1 biyolojik etkileri Sekil 2.9.’da 6zetlenmistir.

Antikanser
Yaslanma Karsiti Antidiyabetik
Hepatoprotektif Antimikrobiyal

Rosmarinik

Asit P, - : W
- —

7

Antiviral

Antienflamatuar
a . V |
(i) ﬂ |
Nefroprotektif ! Kardiyoprotektif

Antidepresan Antialerjenik

Sekil 2.9. Rosmarinik Asitin Olas1 Biyolojik Etkileri.
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Sicanlara oral yoldan verildiginde RA’nin gastrointestinal kanalda kolayca
absorbe oldugu, pasif difiizyonla bagirsak epitelini gectigi ve uygulamadan yarim saat
sonra doruk plazma konsantrasyonuna ulastigimi  gosterilmistir. Faz I
biyotransformasyon sonucu RA’nin glukuronidasyonu, siilfatasyonu ve metilasyonu
gerceklesir ve bu metabolitler daha sonra idrarla atilmaktadir (147, 174). Sicanlarda
yapilan deneyler, topikal olarak uygulanan RA'nin deriden absorbe oldugunu ve deri,
kan, kemik ve kasta dagildigini; intravendz olarak uygulanan RA'nin ise akciger,
dalak, kalp ve karaciger gibi ¢esitli dokulara dagildigini géstermistir (175).

RA, sicanlarda kismen kumarik asit ve kafeik aside metabolize edilir. Kafeik
asit ve sinapik asitin, Ostrojen eksikligi olan sicanlarda serum estradiol
konsantrasyonlarini arttirdig: belirlenmistir. Siganlarda oviilasyonda, yag dokusu, deri,
kemikler ve beyin gibi yumurtalik dis1 dokular estradiol kaynagidir. Bu kisimlarda
C19 sentezlenmemektedir. C19 steroidler (androjenler), aromataz ile Ostrojenlere
donistiiriilebilir. Bu nedenle, RA veya metabolitlerinin aromataz aktivitesini
arttirmas1 miimkiin goériinmektedir. Kafeik asit, sadece soya iceren standart gida ile
beslenen si¢anlarda estradiolii arttirmis ve toplam kolesterol konsantrasyonlarini

azaltmistir (147, 148).
2.14. Epigallokatesin gallat

Insan viicudunda, katesinler metal iyonlarini, &zellikle demir iyonunu
selatlayarak serbest radikallerin miktarini azaltma yetenegine sahiptir. EGCG gii¢lii
bir antioksidan, anti-inflamatuvar, antibakteriyel ve antiviral ajandir ve lipit
metabolizmasini degistirerek bazi yolaklart modiile etme yetenegine sahiptir. EGCG,
toplam ¢ay katesinlerinin %50-80'ini olusturur ve 2,5 g yesil cay yapragi ile demlenmis
bir fincan ¢ay yaklasik 130-180 mg EGCG igerir (176). Yesil ¢ay katesinlerinin 6nemli
bir bileseni olan EGCG’nin, katesinler arasinda en gii¢lii metabolik etkileri gosterdigi
ve antioksidan ve anti-tiimor aktivitesinin oldugu bildirilmistir (177).

EGCG’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.10.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Epigallokatesin Gallatin Kimyasal Yapisi.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, EGCG'nin obezite, kanser, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 ve inflamasyonda profilaktik ve
terapOtik bir ajan olarak faydali etkileri oldugunu gostermektedir (178). EGCG’nin,
kemopreventif ve kemoterapotik aktivitesi gesitli in vitro ve in vivo hayvan
calismalarinda incelenmistir (179). EGCG kullaniminin deri, meme, prostat,
kolorektal, karaciger ve akciger kanseri dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli kanser tiirlerinde
in vitro ve hayvan modellerinde, yalnizca baslangi¢ sirasinda degil, ilerleme ve
metastaz sirasinda da kanseri geriletebildigi gosterilmistir (180).

Li ve ark. (2010)’nin yaptig1 ¢calismanin sonucunda, EGCG’nin nispeten diisiik
bir tedavi konsantrasyonu ile, ERa-negatif meme kanseri hiicrelerinde belirgin bir
sekilde ERa ekspresyonunu yeniden aktive edebildigi gozlemlenmistir. Bu veri,
EGCG'nin ERa’nin yeniden ekspresyonunu diizenleyerek Ostrojen sinyal yollarimi
yeniden etkinlestirebilecegini  diisiindiirmektedir. Ayrica, EGCG'nin histon
asetilasyonu ve metilasyon durumunu degistirerek ERo promotoriiniin kromatin
yapisinin yeniden sekillenmesine neden olabilecegi ve bdylece ERo’nin yeniden
aktivasyonuna yol agabilecegi bulunmustur (181).

Gianfredi ve ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen sistematik inceleme ve
meta-analizin sonuclari, EGCG'nin MDA-MB-231 hiicre hattinda ER ekspresyonun
indiiklenmesine neden olarak epigenetik olaylar1 ve degisiklikleri modiile ettigini
gostermektedir. ECGC ve baz1 biyoaktif diyet bilesiklerinin, spesifik histon
bolgelerini modifiye etme Ozellikleri oldugu ve spesifik genlerin ekspresyonunu
degistirdigi belirlenmistir (182).

Farklt EGCG konsantrasyonlarinin erkek fertilizasyon potansiyeli iizerindeki

etkisinin degerlendirildigi ¢aligmaya gére, EGCG'nin konsantrasyonlara bagli olarak



40

Ostrojenik veya antiostrojenik aktivite gosterebildigi bildirilmistir. Bu etkinin daha
yiiksek dozlarda antiostrojenik ve daha diisiik dozlarda ERa i¢in kodstrojenik etki
olabilecegi ifade edilmistir. EGCG'nin gallat grubu araciligiyla ERa ve ER tizerinde
etki gosterebilecegi ve boylece 17p-estradioliin (E2) 17a-pozisyonunu taklit
edebilecegi ifade edilmistir (183).

Literatiirde, EGCG'nin, bazi nodrodejeneratif hastaliklarda C ve E
vitaminlerinden daha etkili oldugu belirtilmistir (177). Cayda bulunan EGCG gibi
biyoaktif bilesenlerin potansiyel olarak noroprotektif etkilerinin altinda yatan c¢ok
sayida mekanizma ve bunlarin  Alzheimer hastalifina karst  Onleyici
etkinlikleri, preklinik ¢alismalarda aydmlatilmistir. EGCG'nin  metal selatlayici
etkisinin, Alzheimer hastaliginda amiloid  (AB) olusumunu azaltmada kritik bir rol

oynadigi da ileri siiriilmiistiir (176, 184).


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/neuroprotective-agent

3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir Sigma-Aldrich
(MTT)

Bakar (II) siilfat (CuSQOy) Sigma-Aldrich
Bisfenol A Sigma-Aldrich
Bisfenol F Sigma-Aldrich
Deksametazon (DEX) Cayman
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salin Cozeltisi (DPBS) Biowest
Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri (DMEM) Yiiksek Biowest
Glikoz

Epigallokatesin gallat DSM

Etanol JT Baker

Fare Aromataz ELISA Kiti BT Lab

Fare DDIT3 ELISA Kiti BT Lab

Fare FABP4 ELISA Kiti BT Lab

Fare PPARalfa ELISA Kiti BT Lab

Fare PPARgama ELISA Kiti BT Lab

Folin Fenol Sigma-Aldrich
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Himedia

Fotal Buzagi Serumu (FCS) Biowest

Fotal Sigir Serumu (FBS) Biowest
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich
Insiilin Soliisyonu Sigma-Aldrich
3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX) Cayman
Penisilin- Streptomisin karigimi Biowest
Penisilin-Streptomisin Karigimi Biowest

Resveratrol
Rozmarinik Asit

Sigir Serum Albumini (BSA)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Karbonat (Na,CO5)
Sodyum Klortir (NaCl)
Sodyum/Potasyum (Na/K) Tartarat

Tripsin-EDTA
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Riedel-de Haén
Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich

Panreac

SLU

Quimica

Biowest

3.2. Kullanilan Kitler, Arag¢ ve Geregler

96 kuyulu plak

Biyolojik giivenlik kabini
Buzdolab1

Chamberslide

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Distile su cihazi

Enjektor filtresi (0,22 um)
Fare Aromataz ELISA Kiti
Fare DDIT3 ELISA Kiti
Fare FABP4 ELISA Kiti
Fare PPARalfa ELISA Kiti
Fare PPARgama ELISA Kiti
Floresans mikroskopu
Hassas terazi

Hiicre kiiltiir flasklari (25 cm?, 75 cm?)
Hiicre sayim cihazi

Is1ik mikroskobu

Inkiibator (CO2’li)

Inverted mikroskop

Kriyo tiip

Laboratuvar Tipi Kirik Buz Yapma Cihaz
Lamel

Neubauer Lami

Greiner Bio-One, Nest
Holten Lamin Air
Argelik

Ibidi

Arcelik

Revco, Legaci

Mes MP Minipure/Thermo Scientific
Merck

BT Lab

BT Lab

BT Lab

BT Lab

BT Lab

Leicia

Mettler Toledo, XS105
Greiner

NanoEntek

Leica

Heraeus Instruments Function
Nikon

Greiner Bio-One
Scotsman AF100
Isolab

Marienfeld
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Otoklav Niive NC40M
Otomatik pipet (1-10 pl, 10- 100 ul, 20- 200 Eppendorf, Isolab
ul, 100-1000 pl, 1 —5 ml)

Otomatik pipet uclar1 (1,10 pl, 10 — 200 ul, Eppendorf, TrueLine
100 — 1000 pl, 1-5 ml)

Santrifiij Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
Spektrofotometre Molecular Devices Sprektra Max M2
Steril santrifiij tiipleri Greiner Bio-One

Steril serolojik pipetler (5, 10, 25 ml) Greiner Bio-One

Su banyosu Memmert, Edelstaht Rostfrei
Vorteks LMS, Mixer Uzusio VTX 3000L

3.3. Kullanilan Hiicre Hatt1

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda 3T3-L1 (ATCC, CL-173) hiicre hatti
kullanilmistir. 3T3-L1 hiicreleri, American Type Cell Collection (ATCC)’den
dondurulmus olarak tedarik edilmistir. Hiicre hattinin kokeni fare embriyosudur. 3T3-
L1, yag dokusu tizerinde biyolojik arastirmada kullanilan 3T3 hiicrelerinden tiiretilen
bir hiicre hattidir. 3T3-L1 hiicreleri fibroblast benzeri bir morfolojiye sahiptir. Ancak
uygun kosullar altinda hiicreler adiposit benzeri bir fenotipe farklilasir. Bu hiicreler
fibroblast yapisinda, adherent hiicrelerdir. Hiicreler farklilagtirma prosediiriine uygun

sekilde (185, 186) yag hiicrelerine doniistiiriiliip deneyler takiben gerceklestirilmistir.
3.4 Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin besiyeri DMEM- yiiksek glikozlu kullanilmisgtir.
Besiyeri ¢ozeltisi hazirlanirken 500 ml DMEM- yiiksek glikozlu’nun tizerine 90 ml
FCS (%15 konsantrasyonda), %1 (h/h) olacak sekilde 6 mL penisilin/streptomisin
antibiyotik karisimi ve 6 ml esansiyel olmayan aminoasit ¢6zeltisi eklenmistir.
Deneyler bittikten sonra buzdolabinda +4°C sicaklikta en fazla 30 giin muhafaza

edilmistir.
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3.4.2. 3T3-L1 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasinda Kullanilan

Besiyerlerinin Hazirlanmasi
On-Adiposit Olusturma Besiyeri

On adipoasit olusumu icin besiyeri olarak DMEM- vyiiksek glikozlu
kullanilmistir. On adiposit olusturmak icin kullanilan besiyeri ¢ozeltisinde 500 ml
DMEM- yiiksek glikozlu’nun tizerine 55,5 ml FCS (%10 konsantrasyonda) ve 5,6 mL
penisilin/streptomisin antibiyotik karigimi eklenmistir. Buzdolabinda +4°C sicaklikta

muhafaza edilmistir.
Farkhlastirma Besiyeri

Hiicrelerin farklilagtilimasinda kullanilan besiyeri hazirlanirtken DMEM-
yiiksek glikozlu kullanilmistir. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagtirilmasinda kullanilan
besiyeri hazirlanirken 500 ml DMEM’in iizerine 55,5 ml FBS (%10 konsantrasyonda)
eklenmistir. Uzerine 5,6 mL penisilin/streptomisin antibiyotik karisimi, 1.0 puM
deksametazon, 0.5 mM 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX) ve 1.0 pg/mL insulin ilave
edilerek farklilastirma besiyeri hazirlanmistir. Buzdolabinda +4°C sicaklikta

muhafaza edilmistir.
Adiposit Biiyiime Besiyeri

Adipositlerin biiylime ortami i¢in kullanilan besiyeri hazirlanirken DMEM-
yiiksek glikozlu kullanilmigtir. 500 ml DMEM-yiiksek glikozlu’nun tizerine 55,5 ml
FBS (%10 konsantrasyonda) eklenmistir. Uzerine 5,6 mL penisilin/streptomisin
antibiyotik karigimi, 1.0 pg/mL insulin ilave edilerek, adiposit biiyiime besiyeri

hazirlanmistir. Buzdolabinda +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.
3.4.3. 3T3-L1 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasinda Kullamlan Cozeltiler
Deksametazon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deksametazon ¢ozeltisi (1 uM) hazirlamak i¢in hassas terazide 1,96 mg
deksametazon tartilarak ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 pLL. DMSO eklenerek

pipetaj yapilmis ve deksametazonun ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen karigim, 50
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ml besiyerine eklenerek 100 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu karistmdan 400
uL hacimde alinarak besiyeri ile 40 ml ye tamamlanmis ve 1 uM konsantrasyonda 40

ml ¢bzelti hazirlanmustir.
3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX) Cozeltisinin Hazirlanmasi

IBMX c¢ozeltisi (0.5 mM) hazirlamak i¢in hassas terazide 4,45 mg IBMX
tartilarak ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 uL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve IBMX’IN ¢oziinmesi saglanmistir. Bun karisimdan, 50 ml besiyerine

karistirilarak 0.5 mM 40 ml hacimde ¢6zelti hazirlanmastir.
Insiilin Cozeltisinin Hazirlanmas:

Insiilin ¢dzeltisi (1 pg/mL) hazirlamak icin 10 mg/mL’lik insiilin ¢dzeltisinden

mikropipet yardimiyla 4 pL alinarak, besiyeri ile 40 ml’ye tamamlanmistir.
Epigallokatesin Gallat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Epigallokatesin Gallat molekiiler agirligi 458,37 g/mol’diir. Hassas terazide
2,3 mg EGCG tartilmis ve 5 ml besiyerine karigtirilarak 100 pM stok ¢ozeltisi

hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 500 pL alinarak besiyeri ile 40 ml’ye tamamlanmustir.
Rosmarinik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Rosmarinik Asit molekiiler agirligi 360,31 g/mol’diir. Hassas terazide 1,4 mg
RA tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 uL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve RA’nin ¢éziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 40 ml besiyerine

karistirilarak, 10 uM konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmastir.
Resveratrol Cozeltisinin Hazirlanmasi

Resveratrol molekiiler agirligi 228.25 g/mol’diir. Hassas terazide 1,14 mg RV
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 500 uL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve resveratroliin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen karigim, 10 ml

besiyerine karigtirilarak, 50 pM stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiden 4 ml
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alarak besiyeri ile 40 ml ye tamamlanmis ve 5 pM 40 ml hacimde ¢dozelti

hazirlanmistir.
Bisfenol A Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bisfenol A molekiiler agirlig1 228,29 g/mol’diir. Hassas terazide 1,14 mg BPA
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 pL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve BPA’ nin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 10 ml besiyerine
karistirilarak, 50 uM stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 4 ml alinarak besiyeri

ile 40 mI’ye tamamlanmis ve 5 uM 40 ml hacimde ¢ozelti hazirlanmistir.
Bisfenol F Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bisfenol F molekiiler agirlig1 200,237 g/mol’diir. Hassas terazide 1 mg BPF
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 pL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve BPF’nin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 10 ml besiyerine
karigtirilarak 50 uM stok ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 4 ml alinarak besiyeri

ile 40 ml ye tamamlanmis ve 5 pM 40 ml hacimde ¢6zelti hazirlanmistir.
3.4.4. 2X Tripsin-EDTA Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (10X konsantrasyonda) DPBS kullanilarak 2X
konsantrasyona seyreltilmis ve hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicreleri tutundugu
yiizeyden kaldirmak i¢cin 2X konsantrasyona sahip Tripsin-EDTA c¢ozeltisi
kullanilmistir. Seyreltme isleminde, 10 ml hacimde 10X Tripsin-EDTA ¢ozeltisi 50
ml hacimde falkon tiipe aktarilarak iizerine 40 ml DPBS eklenmis ve karigmasi

saglanmistir.
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3.4.5. 3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dimetil siilfoksit, kullanilmaya hazir halde bulunan ugucu yapiya sahip bir
stvidir. Deneyler yapilirken DMSO 1sikla temas etmemesi igin igin amber renkli

siselerde ve oda sicakliginda saklanmustir.
3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum bromiir Cozeltisi

Hassas terazide 25 mg MTT tartilmis ve 50 ml besiyeri igerisinde ¢oziilerek
MTT reaksiyonu icin gereken 0,5 mg/ml konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi elde
edilmistir. Kullanimdan hemen Once taze olarak hazirlanmis ve 24 saat igerisinde

kullanilmistir. Isiktan korunarak saklanmistir.
Bisfenol A Standartlarinin Hazirlanmasi

Bisfenol A molekiiler agirligi 228,29 g/mol’diir. Hassas terazide 4,56 mg BPA
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 200 pL DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve BPA’ nin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 20 ml besiyerine
karigtirilarak 1000 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin diliisyonu ile

kullanilan diger standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bisfenol F Standartlarinin Hazirlanmasi

Bisfenol F molekiiler agirligi 200,237 g/mol’diir. Hassas terazide 4 mg BPF
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmigtir. Uzerine 200 uL. DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve BPF’nin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 20 ml besiyerine
karigtirilarak 1000 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin diliisyonu ile

kullanilan diger standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
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Epigallokatesin Gallat Standartlarinin Hazirlanmasi

Epigallokatesin Gallat molekiiler agirlig1 458,37 g/mol’diir. Hassas terazide
4,58 mg EGCG tartilmig 20 ml besiyerine karistirilarak 500 uM ana stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin diliisyonu ile kullanilan diger standart c¢ozeltiler

hazirlanmistir.
Rosmarinik Asit Standartlarinin Hazirlanmasi

Rosmarinik Asit molekiiler agirligi 360,31 g/mol’diir. Hassas terazide 1,8 mg
RA tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 100 pL DMSO eklenerek pipeta;
yapilmis ve RA’nin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen karisim, 10 ml besiyerine
karigtirilarak 500 uM ana stok ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin diliisyonu ile

kullanilan diger standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Resveratrol Standartlarinin Hazirlanmasi

Resveratrol molekiiler agirligi 228.25 g/mol’diir. Hassas terazide 1,14 mg RV
tartilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 500 uL. DMSO eklenerek pipetaj
yapilmis ve Resveratrol ‘lin ¢éziinmesi saglanmistir. Elde edilen karigim, 50 ml
besiyerine karistirilarak 100 pM ana stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin

diliisyonu ile kullanilan diger standart ¢ozeltiler hazirlanmastir.
3.4.6. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Bakiar Reaktifi

Hassas terazide 20 mg bakir (II) siilfat (CuSO,) tartilarak 2 ml distile suda
¢Oziinmesi saglanmistir. Ardindan hassas terazide 40 mg sodyum/potasyum (Na*/K")
tartarat tartilarak 2 ml distile suda ¢oziinmesi saglanmistir. 40 mL 0,5 M sodyum
hidroksit ¢6zeltisi igerisinde 4 g sodyum karbonat (Na,COs) ¢6ziilmistiir. 0,4 mL
CuSO, ve 0,4 mL Na*/K" tartarat, 20 mL Na,COj karistirilarak bakir reaktifi deneyden

Once taze olarak hazirlanmistir.
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Folin Fenol Reaktifi

Hazir halde bulunan Folin fenol reaktifi 1/10 oraninda distile su ile

seyreltilmistir.
Albiimin Standartlar

15, 31, 62,5, 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml sigir serum albiimini ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 1000 pg/ml konsantrasyona sahip ¢ozelti hazirlanirken 1 mg BSA
tartilarak 1 ml distile suda ¢oOziilmiistiir. Daha sonra bu ¢dzeltiden seyreltmeler
yapilarak 15, 31, 62,5, 125, 250 ve 500 ug/ml konsantrasyonlara sahip diger ¢ozeltiler

hazirlanmastir.
3.4.7. Aromataz Diizeyinin Ol¢iilmesinde Kullanilan Cézeltiler

Standart Cozeltisi: 960 ng/L konsantrasyonda, 0.5 ml hacimde 1 adet standart
cozeltisi aromataz ELISA Kitin icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Standart Diliisyon Cozeltisi: Aromataz ELISA kitin igerisinde 3 ml ¢ozelti
hazir olarak yer almaktadir. Referans standardi seyreltmek i¢in kullanilmistir. Standart
calisma ¢ozeltisinden diliisyonla 480 ng/L, 240 ng/L, 120 ng/L, 60 ng/L ve 30 ng/L
konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢6zeltileri hazirlanmustir.

Streptavidin-yaban turbu peroksidaz (horse radish peroxidase, HRP): 6
ml Streptavidin-HRP aromataz ELISA kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat A Soliisyonu: 6 ml substrat A soliisyonu aromataz ELISA kitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat Reaktifi B: 6 ml substrat B soliisyonu aromataz ELISA Kkitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Durdurma (20) Soliisyonu: Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan 6
ml stop soliisyonu aromataz ELISA Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Konsantre Yikama Tamponu: Aromataz ELISA Kitin igerisinde 20 mi
hacimde 25X konsantrasyondaki yikama tamponu hazir olarak bulunmaktadir.
Deneylerde 20 ml yikama tamponu konsantresini 25X oraninda distile suyla

seyrelterek, 500 ml 1X yikama tamponu kullanilmistir.
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3.4.8. PPARa Diizeyinin Olciilmesinde Kullanilan Cozeltiler

Standart Cozeltisi: 19,2 ng/ml konsantrasyonda, 0,5 ml hacimde 1 adet
standart ¢ozeltisi PPARo ELISA Kitin icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Standart Diliisyon Cozeltisi: PPARa ELISA Kitin igerisinde 3 ml ¢ozelti
hazir olarak yer almaktadir. Referans standardi seyreltmek i¢in kullanilmistir. Standart
calisma ¢ozeltisinden dilisyonla 9,5 ng/ml, 4,8 ng/ml, 2,4 ng/ml, 1,2 ng/ml ve 0,6
ng/ml konsantrasyonlarda standart ¢6zeltileri hazirlanmistir.

Streptavidin-HRP: 6 ml hacimde Streptavidin-HRP PPARo ELISA kitin
icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat A Soliisyonu: 6 ml hacimde substrat A soliisyonu PPARa ELISA
Kitin icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat Reaktifi B: 6 ml hacimde substrat B soliisyonu PPARa ELISA kitin
icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Durdurma Soliisyonu: Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan 6 ml
stop soliisyonu PPARa ELISA kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Konsantre Yikama Tamponu: PPARo ELISA Kitin igerisinde 20 ml hacimde
25X konsantrasyondaki yikama soliisyonu hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 20
ml yikama tamponu konsantresini 25X oraninda distile suyla seyrelterek 500 ml 1X

yikama tamponu kullanilmaigstir.
3.4.9. PPARYy Diizeylerinin Ol¢iilmesinde Kullanilan Cozeltiler

Standart Cozeltisi: 128 ng/ml konsantrasyonda, 0.5 ml hacimde 1 adet
standart ¢ozeltisi PPARy ELISA Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Standart Diliisyon Cozeltisi: PPARy ELISA kitin igerisinde 3 ml ¢6zelti hazir
olarak yer almaktadir. Referans standardi seyreltmek i¢in kullanilmistir. Standart
calisma ¢ozeltisinden diliisyonla 64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml ve 4 ng/ml
konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢6zeltileri hazirlanmustir.

Streptavidin-HRP: 6 ml hacimde Streptavidin-HRP PPARy ELISA kitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat A Soliisyonu: 6 ml hacimde substrat A soliisyonu PPARy ELISA

Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.
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Substrat Reaktifi B: 6 ml hacimde substrat B soliisyonu PPARy ELISA kitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Durdurma Soliisyonu: Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan 6 ml
hacimde stop soliisyonu PPARy ELISA Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Konsantre Yikama Tamponu: PPARy ELISA kitin icerisinde 20 ml hacimde
25X konsantrasyondaki yikama soliisyonu hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 20
ml yikama tamponu konsantresini 25X oraninda distile suyla seyrelterek 500 ml 1X

yikama tamponu kullanilmistir.

3.4.10. Yag asidi baglayic1 protein 4 (FABP4) Olciilmesinde Kullanilan

Cozeltiler

Standart Cozeltisi: 4800 ng/L konsantrasyonda, 0.5 ml hacimde 1 adet
standart ¢ozeltisi FABP4 ELISA kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Standart Diliisyon Cozeltisi: FABP4 ELISA kitin icerisinde 3 ml ¢6zelti hazir
olarak yer almaktadir. Referans standardi seyreltmek i¢in kullanilmistir. Standart
calisma ¢ozeltisinden diliisyonla 2400 ng/L, 1200 ng/L, 600 ng/L, 300 ng/L ve 150
ng/L konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢6zeltileri hazirlanmustir.

Streptavidin-HRP: 6 ml hacimde Streptavidin-HRP FABP4 ELISA Kitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat A Soliisyonu: 6 ml hacimde substrat A soliisyonu FABP4 ELISA
Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat Reaktifi B: 6 ml hacimde substrat B soliisyonu FABP4 ELISA kitin
igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Durdurma Soliisyonu: Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan 6 ml
stop soliisyonu FABP4 ELISA Kitin i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Konsantre Yikama Tamponu: FABP4 ELISA Kitin icerisinde 20 ml hacimde
25X konsantrasyondaki yikama soliisyonu hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 20
ml yikama tamponu konsantresini 25X oraninda distile suyla seyrelterek 500 ml 1X

yikama tamponu kullanilmaigtir.
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3.4.11. CCAT/ Arttiric1 Baglayic1 Protein p (CEBPg) Olciilmesinde

Kullanilan Cozeltiler

Standart Cozeltisi: 64 ng/ml konsantrasyonda, 0.5 ml hacimde 1 adet standart
¢ozeltisi DNA hasart ile indiiklenebilir transkript 3 (DDIT3) ELISA Kitin igerisinde
hazir olarak bulunmaktadir. Kullanim Oncesinde oda sicakligina getirilerek
kullanilmaistir.

Standart Diliisyon Cozeltisi: 3 ml ¢6zelti DDIT3 ELISA Kitin i¢erisinde hazir
olarak yer almaktadir. Referans standardi seyreltmek i¢in kullanilmistir. Standart
calisma ¢ozeltisinden dilisyonla 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml, 4 ng/ml ve 2 ng/mi
konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢6zeltileri hazirlanmustir.

Streptavidin-HRP: 6 ml hacimde Streptavidin-HRP DDIT3 ELISA Kitin
icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Substrat A Soliisyonu: 6 ml hacimde substrat A soliisyonu DDIT3 ELISA
Kitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir

Substrat Reaktifi B: 6 ml hacimde substrat B soliisyonu DDIT3 ELISA kitin
icerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Durdurma Soliisyonu: Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan 6 ml
stop soliisyonu DDIT3 ELISA Kkitin igerisinde hazir olarak temin edilmistir.

Konsantre Yikama Tamponu: ELISA Kitin icerisinde 20 ml hacimde 25X
konsantrasyondaki yikama sollisyonu hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 20 ml
yikama tamponu konsantresini 25X oraninda distile suyla seyrelterek 500 ml 1X

yikama tamponu kullanilmistir.
3.5. Hiicre Kiiltiirii
3.5.1. Donmus Hiicrelerin Coziilmesi

1. Subanyosu agilarak su seviyesi kontrol edilmistir. Ardindan 37-40°C sicakliga
ulasana kadar beklenmistir.

2. Hiicrelerin pasajlanmasinda kullanilan besiyeri buzdolabindan (4°C) alinarak
su banyosu icerisinde uygun sicakliga gelmesi saglanmistir.

3. -80°C sicaklikta kriyovial igerisinde saklanan hiicreler dondurucudan

cikarilarak hizlica buz iizerine alinmistir.
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Daha sonra su banyosunda uygun sicaklikta hiicrelerin ¢éziilmesi i¢in kriyovial
1-2 dakika siire ile 1sitilmustir.

Su banyosundan alinan kriyovial igerisindeki hiicreler %70 lik etanol ile
sterilize edilerek biyogiivenlik kabini i¢ine alinmistir.

Steril edilmis 15 ml hacme sahip bir santrifiij tiipiine 4 ml hacimde besiyeri
eklenmis ve ardindan kriyovialdeki hiicreler eklenmistir. Nazik bir sekilde
pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde homojen hale gelmesi saglanmistir.
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda pipetle ¢ekilerek siipernatan alinmig ve dipte kalan
pellet lizerine besiyeri eklenmistir.

Pipetaj islemi ile besiyerinde hiicrelerin homojen dagilimi saglanmaistir.
Uygun boyutlardaki flasklara pasaj i¢in kullanilan besiyeri eklenmis ve tizerine
besiyeri iginde homojen dagilmis olan hiicreler eklenmistir.

Isik mikroskobu altinda hiicreler kontrol edilmistir.

Flasklar 37°C sicakliga sahip ve %100 nem, %5 COz2 igeren inkiibator igerisine

yerlestirilmistir.
3.5.2. Hiicrelerin Pasaj islemi

Flasklarin igerisindeki hiicreler her giin kontrol edilerek 151k mikroskobu
altinda incelenmistir.

Yeterli yogunluga ulasan hiicreler i¢in pasajlama islemine baglanmastir.
Buzdolabinda saklanan Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi ve besiyeri 37°Csicakliga
ayarlanan su banyosunda 1sitilmustir.

Flasklarin igerisinde bulunan besiyeri steril pipet yardimiyla c¢ekilerek
atilmustir.

Daha sonra hiicrelerin ylizeyden kalkmasi i¢in 4 ml hacimde Tripsin-EDTA
cozeltisi eklenerek flasklar 5 dak siire ile inkiibatérde bekletilmistir.

Hiicreler 1s1k mikroskobu altinda kontrol edilmis ve flask tabanindan
kalktiklar1 gézlemlendikten sonra tripsinin aktivitesini durdurmak i¢in 6 ml
besiyeri eklenmistir.

Hiicre kayb1 yasanmamasi i¢in flasktan dikkatlice alinan hiicreler 15 ml hacme

sahip santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
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1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda siipernatan steril pipetle ¢ekilerek atilmistir.
Dipteki pellet {izerine yeterli miktarda besiyeri eklenerek pipetaj yapilmis ve
hiicrelerin besiyeri i¢erisinde homojen dagilimi saglanmistir.

Uygun boyutlardaki flakslara yeni besiyeri eklenerek iizerine siispande edilen
hiicreler eklenmistir.

Flasklarin {iizerine hiicre tipi, tarih, pasaj no bilgileri yazilarak hiicreler
biyogiivenlik kabininden digar1 alinmis ve %70 alkol ¢6zeltisi ile sterilizasyon
sonrast flasklar 37°C sicakliga sahip ve %100 nem, %5 CO: igeren inkiibator

icerisine yerlestirilmistir.
3.5.3. Pasaj Yapilan Hiicrelerde Besiyeri Degisimi

Inkiibatordeki flasklarin disart almmasinin ardindan mikroskopta hiicre
morfolojileri kontrol edilmistir.

Flask icerisinde atik besiyeri steril pipet ile nazik bir sekilde hiicrelere zarar
vermeden ¢ekilmistir.

Flasklar icerisine 10 ml taze besiyeri eklenerek 37°C sicakliga sahip ve %100

nem, %5 CO; igeren inkiibator igerisine yerlestirilmistir.
3.5.4. 3T3-L1 Hiicrelerinin Farkhlastirma Islemi

Hiicreler 48 saat siireyle veya kiiltlir %100 doluluk oranina ulasana kadar 6n
adiposit olusturma besiyeri ile beslenerek yeterli doluluga ulasmasi
saglanmstir.

Buzdolabinda (4°C) saklanan Tripsin-EDTA ¢6zeltisi ve 6n adiposit olugturma
besiyeri 37 °C sicakliga ayarlanan su banyosunda 1sitilmistir.

Inkiibatordeki flasklarin disart alinmasinin ardindan mikroskopta hiicre
morfolojileri kontrol edilmistir.

Flasklarin igerisinde bulunan besiyeri steril pipet yardimiyla c¢ekilerek
atilmastir.

Daha sonra hiicrelerin ylizeyden kalkmasi i¢in 4 ml hacimde Tripsin-EDTA

¢oOzeltisi eklenerek flasklar 5 dak siire ile inkiibatorde bekletilmistir.
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Hiicreler 151k mikroskobu altinda kontrol edilmis ve flask tabanindan
kalktiklar1 gézlemlendikten sonra tripsinin aktivitesini durdurmak i¢in 6 ml
besiyeri eklenmistir.

Hiicre kayb1 yasanmamasi i¢in flasktan dikkatlice alinan hiicreler 15 ml hacme
sahip santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda siipernatan steril pipetle cekilerek atilmistir.
Dipteki pellet lizerine yeterli miktarda 6n adiposit olusturma besiyeri eklenerek
pipetaj yapilmis ve hiicrelerin besiyeri icerisinde homojen dagilimi
saglanmustir.

Uygun boyutlardaki flakslara 6n adiposit olusturma besiyeri eklenerek tizerine
siispande edilen hiicreler eklenmistir.

Hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir.

Her bir flasktan besiyerleri steril pipet yardimiyla cekilerek ayni hacimde
farklilastirma besiyeri eklenmistir.

Farklilasma ortaminda 48 saat inkiibe edilmistir.

48 saat sonunda her bir flasktan besiyerleri steril pipet yardimiyla ¢ekilerek
ayn1 hacimde adiposit biiylime besiyeri eklenmistir.

Her 48 saatte bir besiyeri tazelenerek lipit damlacik olusumunun

gbzlemlenmesi ve farklilagsma siirecinin isleyisi takip edilmistir.
3.5.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Isik mikroskobu yardimiyla flasklar kontrol edilerek yeterli yogunluga ulasan
hiicrelerin daha sonra yapilacak deneylerde kullanilabilmesi i¢in
dondurulmasina karar verilmistir.

Su banyosu agilarak 37°C sicakliga ulagsmasi saglanmustir.

Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak igin gerekli olan ve 4°C’de saklanan
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi 37°C sicakliga ayarlanan su banyosunda 1sitilmistir.
4°C’de saklanan besiyeri de 37°C sicakliga ayarlanan su banyosunda
1sitilmastir.

Dondurma islemi i¢in gerekli besiyeri ¢ozeltisi, 200 uL. DMSO ve 1800 pL

besiyeri icerecek sekilde 2 ml olarak hazirlanmistir.
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6. Inkiibatérden alman flasklar igerisindeki besiyeri steril pipet yardmm ile
atilmistir.

7. 3 ml hacimde Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklenerek flasklar 5 dak siire ile
inkiibatorde bekletilmistir.

8. Isik mikroskobu ile kontrol saglanarak hiicrelerin flask yiizeyinden
kalktigindan emin olunduktan sonra 6 ml besiyeri flasklara eklenerek Tripsin
enzim aktivitesinin durmasi saglanmstir.

9. Hiicre kaybini en aza indirmek i¢in flask yiizeyi yikanarak hiicreler steril pipet
yardimi ile 15 ml hacimli santrifiij tiiptine aktarilmistir.

10. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

11. Santrifiij sonrasi iistte kalan kisim dipteki pellete zarar vermeden steril pipet
yardimiyla cekilerek atilimistir.

12. Dondurma islemi i¢in hazirlanan besiyerinden 2 ml dipteki hiicre pelletinin
tizerine eklenerek pipetaj yapilmis ve hiicrelerin siispande olmasi saglanmistir.

13. Siipande olan hiicreler pipetle alinarak kriyoviale aktarilmistir.

14. Kriyovial birka¢ saat -20°C de dondurulduktan sonra -80°C ye alinmis ve

kullanima kadar -80°C de muhafaza edilmistir.
3.5.6 Hiicrelerin Sayilmasi

Tez caligmasi kapsaminda hiicre saymmi i¢in Tripan mavisi ile boyama
prosediirii uygulanmistir. Negatif yiike sahip olan Tripan mavisi, membran biitiinliigii
bozulmus hiicrelerin icerisine girerek boyanmasina neden olmaktadir. Bu sekilde 6li
hiicreler maviye boyanarak canli hiicrelerden ayirt edilebilmektedir.

1. Hiicreler 151k mikroskobuyla kontrol edilerek incelenmis ve yeterli yogunluga
ulagan hiicrelerin bulundugu flasklar igerisindeki besiyeri steril pipet yarimiyla
atilmistir.

2. Flasklara 3 ml hacimde tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklenerek flasklar, 5 dak stire
ile inkiibatorde bekletilmistir.

3. Hiicreler 151k mikroskobuyla kontrol edilmis ve hiicrelerin flask yiizeyinden
kalktigindan emin olunduktan sonra 6 ml besiyeri flasklara eklenerek tripsin

enzim aktivitesinin durmasi saglanmistir.
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4. Hiicre kaybini en aza indirmek igin flask yilizeyi yikanarak hiicreler steril pipet
yardimi ile 15 ml hacimli santrifiij tiiptine aktarilmigtir.

5. 1500 rpm’de 5 dak santrifiij yapilmistir.

6. Santriflij sonrasi iistte kalan kisim dipteki pellete zarar vermeden steril pipet
yardimiyla cekilerek atilmigtir.

7. Dipteki hiicre pelletinin {izerine 1 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapilmis ve
hiicrelerin homojen dagilmasi saglanmistir.

8. 50 ml hacimli falkona 19 ml besiyeri eklenerek siispande olan hiicreler besiyeri
igerisine aktarilmustir.

9. Hiicrelerin homojen dagilimi saglandiktan sonra karisimdan mikropipet ile 10
pL hacimde alinarak ependorf tiipe aktarilmis ve lizerine 10 pL Tripan mavisi
(%0.4) eklenerek siispande edilmistir.

10. Mikropipet kullanilarak EVE™ hiicre sayma lamimin A kismina &rnek
karisimindan 10 pL eklenmistir.

11. Lam, A tarafi 6nde olacak sekilde cihazin lam portuna yerlestirilmistir.

12. Yakinlastir diigmesine basilmistir ve odak diigmesini kullanarak goriintii

ayarlanmistir (dogru analiz i¢in referans goriintiisiinii kontrol edilmistir).

13. Sonuglari elde etmek i¢in “Hiicreleri Say” diigmesine basilmustir.

14. Hiicre sayis1 kaydedilmistir.

15. Lamin B tarafi i¢in de ayni islemler (10-14. adimlar) tekrar edilerek A ve B

tarafinda sayilan hiicre sayilarinin ortalamasi alinarak hesaplama yapilmistir.
3.6. Yontemler

3.6.1. 3T3-L1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin

Belirlenmesi
MTT Yonteminin Esasi

MTT yontemi, hiicre canliligi, hiicrelerin ¢ogalmasini ve ve sitotoksisitenin
Olciilmesini saglayan kolorimetre esasina dayanan bir yontemdir. MTT, yalnizca
metabolik olarak aktif canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal enzimler tarafindan
indirgenerek mor renkli formazan iriiniine doniisen bir tetrazolyum tuzudur. Canl

hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H-bagimli oksidorediiktaz enzimleri
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icerirler. Uretilen formazan miktar1 canli hiicre sayisi ile dogru orantili oldugundan

olusan mor renk de hiicre canliligina gore degismektedir. Tez kapsaminda yapilan

deneylerde kullanilan maddelerin inhibitor konsantrasyonlarinin saptanmasi i¢in bu

yontem kullanilmustir.

10.
11.

Yontemin Uygulamsi

Hiicreler 100 plL’de 20.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara
ekilmistir ve 37°C ve %5 CO2 ve nem igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona
brrakilmstir.

Kuyucuklardaki besiyeri 24 saatin sonunda hiicrelerin kalkmamasina dikket
edilerek kuyucuklardan uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 3T3-L1 hiicreleri i¢in hazirlanan besiyeri i¢erisinde ¢6ziilmiis, 0-500
uM konsantrasyon araliginda Epigallokatesin gallat ¢ozeltisi, 0-1000 pM
konsantrasyon araliginda Rosmarinik asit ¢ozeltisi, 0-100 pM konsantrasyon
araliginda Resveratrol ¢ozeltisi, 0-1000 uM konsantrasyon araliginda Bisfenol
A ¢ozeltisi, 0-1000 pM konsantrasyon araliginda Bisfenol F ¢ozeltisi
uygulanmustir.

Kontrol grubunda yer alan hiicrelere yalnizca besiyeri uygulanmistir.

24 saat inkiibasyonun sonrasinda hiicrelerin tizerindeki ¢ozeltiler

hiicrelerin kalkmamasina 6zen gosterilerek uzaklastirilmastir.

Her bir kuyucuga 100 pL hacimde 0,5 mg/ml konsantrasyonda taze hazirlanan

MTT g¢ozeltisi eklenmistir.

MTT ¢ozeltisi eklendikten sonra plaklar 3 saat boyunca 379C ve %5 CO2 ve
nem oranina sahip inkiibatérde bekletilmistir.

MTT nin 1siktan etkilendigi bilindigi i¢in MTT ¢ozeltisinin ve plagin 1siktan
korunmasina dikkat edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT ¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirilmistir.
Olusan formazan kristallerinin {izerine 150°ser ul DMSO eklenmistir ve
calkalayicida 5 — 10 dk calkalanarak ¢oziinmesi saglanmustir.

Absorbanslar spektrofotometri yontemiyle 570 nm dalgaboyunda 6l¢iilmiistiir.
Kontrol grubunun absorbans degerlerinin ortalamasi, %100 olarak kabul

edilerek her bir doz igin hiicre canliliklart hesaplanmustir.
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12. Deneyler 3 farkli giinde, her giin icinde 2 ayr tekrar olacak sekilde yapilmustir.
Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

Kontrol grubuna yalnizca besiyeri uygulanmis olup, kontrol grubunda bulunan
hiicrelerin canliligi %100 olarak kabul edilmistir. Deney gruplarinin canliligi ise
kontrol grubuna kiyasla % canlilik olarak belirlenmigtir. Hesaplama yapilirken
“%Canlilik = 100 X (Calisma gruplarimin absorbans degeri ortalamast /

Kontrol grubunun absorbans degeri ortalamast)” formiili kullanilmistir.
3.6.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
1. Kontrol (C): Sadece besiyeri uygulamasi

2. BPA uygulama grubu (BPA): Sitotoksisite yaratmayan en yiiksek
konsantrasyonda farklilagtirma prosediirii boyunca her besiyeri degisiminde BPA
uygulanan grup

3. BPF uygulama grubu (BPF): Sitotoksisite yaratmayan en yiiksek
konsantrasyonda farklilastirma prosediirii boyunca her besiyeri degisiminde BPF
uygulanan grup

4. Resveratrol uygulama grubu (RV): Sitotoksisite yaratmayan en yiiksek
konsantrasyonda farklilagtirma prosediirii boyunca her besiyeri degisiminde RV
uygulanan grup

5. Rosmarinik asit uygulama grubu (RA): Sitotoksisite yaratmayan en yiiksek
konsantrasyonda farklilagtirma prosediirii boyunca her besiyeri degisiminde RA
uygulanan grup

6. Epigallokatesin gallat uygulama grubu (ECGC): Sitotoksisite yaratmayan
en yiiksek konsantrasyonda farklilastirma prosediirii boyunca her besiyeri degisiminde

EGCG uygulanan grup
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3.6.3. Aromataz Diizeylerinin Ol¢iilmesi
Yontemin Esasi

Aromataz diizeylerinin 6l¢iilmesinde sandvig, ELISA prensibini kullanan fare
aromataz kiti kullanilmistir. Plak, fare CYP19A1 antikoru ile dnceden kaplanmistir.
Ornekteki CYP19A1 kuyucuklara kaplanan antikorlara baglanmaktadir. Daha sonra
biyotinlenmis fare CYP19A1 Antikoru eklenir ve ornekteki CYP19Al'e baglanir.
Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biyotinlenmis CYP19A1 antikoruna
baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP, yikama adimi
sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve renk Fare
CYP19A1 miktaria orantili olarak gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisinin

eklenmesiyle sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6lgiiliir (187).
Yontemin Uygulanisi

1. Tim reaktifler, standart ¢ozeltileri ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanmigtir. Kullanmadan once tiim reaktifler oda sicakligina getirilmis ve
deney oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

2. Testicin gereken strip sayisi belirlenerek stripler kullanilmak {izere ¢ercevelere
yerlestirilmis ve kullanilmayan stripler 2-8°C’de saklanmustir.

3. Standart kuyucuga 50 pL standart ¢ozeltisi eklennmistir. Standart ¢ozelti
biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyucuga antikor eklenmemistir.

4. Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklenmistir. Ardindan numune
kuyucuklarma 10 pL fare CYP19A1 antikoru eklenmistir. Son olarak numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
Plak 151k almayacak sekilde kapatilarak 37°C’de 60 dak inkiibe edilmistir.

5. Plagin iistiindeki kapatici ¢ikarilarak 5 kez yikama tamponuyla yikanmistir. Bu
asamada her yikama i¢in kuyucuklar 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ila
1 dakika arasinda yikanmistir. Plak siizge¢ kagidina sertce vurularak sividan
armdirilmastir.

6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklenmis ve ardindan her
kuyucuga 50 plL substrat soliisyonu B eklenmistir. Plak bir kapaticiyla
kapatilmis ve karanlikta 37°C’de 10 dak boyunca inkiibe edilmistir.
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7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sariya
donlismiistiir.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dak i¢inde 450 nm’ye ayarlanmis
bir mikroplak okuyucu kullanarak her bir kuyucugun absorbans (OD) degeri

belirlenmistir.
Hesaplama

Her standart icin ortalama OD'yi yatay (X) eksendeki konsantrasyona karsi
dikey (Y) eksende ¢izerek standart bir egri olusturulmus ve grafikteki noktalar
araciligiyla en uygun egri ¢izilmistir. Bu hesaplamalar, bilgisayar tabanli egri uydurma
yazilimiyla gergeklestirilmis ve en iyi uyan c¢izgi regresyon analizi ile degerler

belirlenmistir.

3.6.4. Peroksisom Proliferator Aktive Reseptor Alfa (PPAR)

Diizeylerinin Ol¢iilmesi
Yontemin Esasi

PPARa diizeylerinin dl¢iilmesinde sandvi¢ ELISA prensibini kullanan fare
PPARa kiti kullanmilmistir. Plaka, Fare PPARa antikoruyla dnceden kaplanmugtir.
Ornekte bulunan PPARa. eklenir ve kuyucuklara kaplanan antikorlara baglanir. Daha
sonra biyotinlenmis fare PPARa antikoru eklenir ve 6rnekteki PPARa'ya baglanir.
Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis PPARa antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamus Streptavidin-HRP, yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve renk fare PPARa
miktarina orantili olarak gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle

sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6l¢iiliir (188).
Yontemin Uygulamsi

1. Tim reaktifler, standart ¢ozeltileri ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri oda sicakligina getirilmistir.

Deney oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
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2. Test icin gereken strip sayist belirlenmistir. Stripler kullanilmak {tizere
cergevelere yerlestirilirmistir.

3. Standart kuyucuga 50 uL standart ¢ozeltisi eklenmistir. Standart g¢ozelti
biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyucuga antikor eklenmemistir.

4. Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklenmistir. Ardindan numune
kuyucuklarma 10 pL Fare PPARa antikoru eklenmistir. Son olarak numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
Iyice karistirilmustir. Plak 151k almayacak sekilde kapatilarak 37°C’de 60 dak
inkiibe edilmistir.

5. Her yikama i¢in kuyucuklar 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ila 1 dakika
sireyle yikanmistir. Plak silizge¢ kagidina sertce vurularak sividan
arindirilmastir.

6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklenmistir ve ardindan her
kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu B eklenmistir. Plaka yeni bir kapaticiyla
kaplanmis olarak karanlikta 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sariya
doniismiistiir.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra, 10 dakika i¢inde 450 nm’ye
ayarlanmis bir mikroplak okuyucu kullanilarak her bir kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) hemen belirlenmistir.

Hesaplama

Her standart icin ortalama OD'y1 yatay (X) eksendeki konsantrasyona karsi
dikey (Y) eksende ¢izerek standart bir egri olusturulmus ve grafikteki noktalar
araciligiyla en uygun egri ¢izilmistir. Bu hesaplamalar, bilgisayar tabanli egri uydurma
yazilimiyla gerceklestirilmis ve en iyi uyan ¢izgi regresyon analizi ile degerler

belirlenmistir.
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3.6.5. Peroksisom Proliferator Aktive Reseptor Gama (PPARY)

Diizeylerinin Olciilmesi
Yontemin Esasi

PPARy diizeylerinin 6lgiilmesinde sandvi¢ ELISA prensibini kullanan fare
PPARy Kiti kullanilmistir. Plak, fare PPARy antikoru ile onceden kaplanmuistir.
Numunede mevcut olan PPARy kuyucuklardaki antikorlara baglanir. Daha sonra
biyotinlenmis fare PPARy antikoru eklenir ve numunedeki PPARYy'a baglanir. Daha
sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis PPARy antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamus Streptavidin-HRP, yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve fare PPARy miktariyla
orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle

sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6lgiiliir (189).
Yontemin Uygulanisi

1. Tim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.
Deney oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

2. Test igin gereken strip sayist belirlenir. Stripler kullanmak {izere ¢ergevelere
yerlestirilmistir. Kullanilmayan stripler 2-8°C'de saklanmustir.

3. Standart kuyucuga 50 plL standart ¢ozeltisi eklenmistir. Standart ¢ozelti
biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyucuga antikor eklenmemistir.

4. Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklenmistir ve ardindan numune
kuyucuklarina 10 pL fare PPARy antikoru eklenmistir; ardindan numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
Iyice karistirilmistir. Plak 151k almayacak sekilde kapatilarak 37°C’de 60 dak
inkiibe edilmistir.

5. Kapatici ¢ikarilmis ve plak 5 kez yikama tamponuyla yikanmistir. Her yikama
icin kuyucuklar 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ila 1 dakika siireyle

yikanmistir. Plak siizge¢ kagidina sert¢e vurularak sividan arindirilmagtir.
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6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklenmistir ve ardindan her
kuyucuga 50 uL substrat soliisyonu B eklenmistir. Plak 1s1k almayacak sekilde
kapatilarak 37°C’de 60 dak inkiibe edilmistir.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sariya
donlismiistiir.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra, 10 dakika i¢inde 450 nm’ye
ayarlanmis bir mikroplak okuyucu kullanilarak her bir kuyucugun optik

yogunlugu (OD degeri) hemen belirlenmistir.

Hesaplama

Her standart i¢in ortalama OD'yi yatay (X) eksendeki konsantrasyona karsi
dikey (Y) eksende cizerek standart bir egri olusturulmus ve grafikteki noktalar
araciligiyla en uygun egri ¢izilmistir. Bu hesaplamalar, bilgisayar tabanli egri uydurma
yazilimiyla gergeklestirilmis ve en iyi uyan c¢izgi regresyon analizi ile degerler

belirlenmistir.
3.6.6. Yag asidi baglayic1 protein 4 (FABP4) Ol¢iilmesi
Yontemin Esasi

FABP4 diizeylerinin 6lgiilmesinde sandvi¢ ELISA prensibini kullanan fare
FABP4 kiti kullanilmistir. Plaka, Fare FABP4 antikoru ile dnceden kaplanmuistir.
Numunede bulunan FABP4 eklenir ve kuyucuklar iizerinde kaplanmig antikorlara
baglanir. Daha sonra biyotinlenmis Fare FABP4 Antikoru eklenir ve numunedeki
FABP4'e baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biyotinlenmis FABP4
antikoruna baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamus Streptavidin-HRP, yikama
adimi1 sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve Fare
FABP4 miktartyla orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon asidik durdurma

soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6lgiiliir (190).
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Yontemin Uygulanisi

1. Tim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanir. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirilir. Deney
oda sicakliginda gergeklestirilir.

2. Test i¢in gereken strip sayist belirlenir. Stripler kullanmak {izere ¢ergevelere
yerlestirilir. Kullanilmayan stripler 2-8°C'de saklanmalidir.

3. Standart kuyucuga 50 uL standart ¢ozeltisi eklenmistir. Standart ¢ozelti
biyotinlenmis antikor i¢erdiginden standart kuyucuga biyotinlenmis antikor
eklenmemistir.

4. Numune kuyucuklarma 40 plL numune eklenmis ve ardindan numune
kuyucuklarina 10 pL anti-FABP4 antikoru eklenmistir, ardindan numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
Tyice karistirilmistir. Plak 1s1k almayacak sekilde kapatilarak 37°C’de 60 dak
inkiibe edilmistir.

5. Kapatici ¢ikarilmis ve plak 5 kez yikama tamponuyla yikanmistir. Her yikama
icin kuyucuklar 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ila 1 dakika siireyle
yikanmistir. Plak siizge¢ kagidina sert¢e vurularak sividan arindirilmistir.

6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklenmis ve ardindan her
kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu B eklenmistir. Plak yeni bir kapaticiyla
kaplanmis olarak karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sariya
doniigsmiistiir.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra, 10 dakika iginde 450 nm’ye
ayarlanmig bir mikroplak okuyucu kullanilarak her bir kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) hemen belirlenmistir.

Hesaplama

Her standart i¢in ortalama OD, yatay (X) eksendeki konsantrasyona karsi dikey
(Y) eksende ¢izilerek bir standart egri olusturulur ve iizerindeki noktalar aracilifiyla
en uygun egri ¢izilir. Bu hesaplamalar, bilgisayar tabanli egri uydurma yazilimiyla en

1yi sekilde gerceklestirilmis ve en 1yi uyan ¢izgi regresyon analizi ile belirlenmistir.
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3.6.7. CCAAT/Arttiric1 Baglayici Protein p (C/EBPP) Olciilmesi
Yontemin Esasi

CCAAT/arttiric1 baglayici protein diizeylerinin 6l¢iilmesinde sandvig ELISA
prensibini kullanan fare DDIT3 kiti kullanilmistir. Plak, fare DDIT3 antikoru ile
onceden kaplanmigtir. Numuneler kuyucuklara eklenir ve kuyucuklarin iizerinde
kaplanmis antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis fare Ddit3 Antikoru eklenir
ve Ornekteki Ddit3'e baglanir. Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis DDIT3
antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP, yikama
adimi sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve fare
DDIT3 miktariyla orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon asidik durdurma

soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6l¢iiliir (191).
Yontemin Uygulanisi

1. Tim reaktifler, standart ¢cozeltiler ve numuneler kit icinde sunulan talimatlara
uygun sekilde hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina
getirilmistir. Deney oda sicakliginda gergeklestirilirmistir.

2. Test icin gereken strip sayist belirlenmistir. Stripler kullanmak {izere
cercevelere yerlestirilir. Kullanilmayan stripler 2-8°C'de saklanmaistir.

3. Standart kuyucuga 50 uL standart ¢ozeltisi eklenmistir. Standart ¢ozelti
biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyucuga antikor eklenmemistir.

4. Numune kuyucuklarma 40 plL numune eklenmis ve ardindan numune
kuyucuklarma 10 pL Fare DDIT3 antikoru eklenmistir ve ardindan numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
Iyice kanistirilmistir. Plak 151k almayacak sekilde kapatilarak 37°C’de 60 dak
inkiibe edilmistir.

5. Kapaticr ¢ikarilmig ve plak 5 kez yikama tamponuyla yikanmistir. Her yikama
i¢in kuyucuklar 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ila 1 dakika siireyle
yikanmustir. Plak stizge¢ kagidina sertce vurularak sividan arindirilmistir.

6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklenmis ve ardindan her
kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu B eklenmistir. Plak yeni bir kapaticiyla
kaplanmis olarak karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
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7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sariya
donlismiistiir.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra, 10 dakika iginde 450 nm’ye
ayarlanmis bir mikroplak okuyucu kullanilarak her bir kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) hemen belirlenmistir.

Hesaplama

Her standart icin ortalama OD'yi yatay (X) eksendeki konsantrasyona karsi
dikey (Y) eksende ¢izerek standart bir egri olusturulmus ve grafikteki noktalar
araciligiyla en uygun egri ¢izilmistir. Bu hesaplamalar, bilgisayar tabanli egri uydurma
yazilimiyla gergeklestirilmis ve en iyi uyan c¢izgi regresyon analizi ile degerler

belirlenmistir.
3.6.8. Protein Miktarmin Ol¢iilmesi
Yontem Esasi

Tez deneyleri kapsaminda protein miktar tayini ic¢in kullanilan yontem
modifiye bir Lowry yontemidir. Bu yontemde, bir numunedeki proteinlerle reaksiyona
girmesi ve Dbakir-protein  kompleksi olusturmak amaciyla bakir reaktifi
kullanilmaktadir. Yontemin prensibi, iki degerlikli bakir iyonunun alkali kosullarda,
tartarat varliginda, tek degerlikli bir iyona indirgenmesi ve peptit baglari ile bir
kompleks olusturmasidir. Olusan bu kompleks daha sonra Folin-Fenol Reaktifinin
indirgenmesiyle olusan mavi-mor rengin 540 nm’de spektrofotometrik olarak

olgtilmesiyle tespit edilmektedir.

Yontem Uygulanisi

1. 96 kuyucuklu bir plaga kor olarak deiyonize su, standartlar ve rneklerden her
kuyucuga 40 pL hacimde olacak sekilde mikropipet yardimiyla eklenmistir.

2. Sonrasinda kuyucuklarin tizerine deneyden 6nce taze hazirlanmis olan 40 pL
hacimde bakir reaktifi mikropipet yardimiyla eklenmistir.

3. Plak oda sicakliginda 10 dak inkiibe edilmistir.
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4. inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 120 pL Folin-Fenol Reaktifi ilave
edilerek ardindan pllak 50°C sicakliga ayarlanmig su banyosunda 10 dakika
inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometre ile 540 nm’de absorbans

olgtilmiistir.
Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Protein miktar1 hesaplanmasinda, kalibrasyon dogrusu denklemi kullanilmistir.
Orneklerin kendi igerisinde absorbans degerlerinin ortalamasi alinmustir. Kor degeri,
diger tiim deney gruplarinin degerlerinden ¢ikarilmistir. Standartlarin 540 nm'deki

ortalama absorbans degerleri ile olusturulan bir standart grafigi ¢izilmistir.
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Protein Miktari (ug/ml)

Sekil 3.1. Protein Miktar1 Standart Egrisi



69

4. BULGULAR
4.1. 3T3-L1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisite Tayini

BPA, BPF, RA, RV ve EGCG maddelerinin 3T3-L1 hiicrelerinde hiicre
canlilig1 tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla MTT yontemi kullanilmistir.
Hiicrelere besiyeri igerisinde hazirlanmig 0-500 uM konsantrasyon araliginda EGCG
¢ozeltisi, 0-1000 uM konsantrasyon araliginda RA ¢ozeltisi, 0-100 uM konsantrasyon
araliginda RV ¢ozeltisi, 0-1000 uM konsantrasyon araliginda BPA ¢6zeltisi ve 0-1000
uM konsantrasyon aralifinda BPF c¢ozeltisi uygulanmistir. Kontrol grubundaki
hiicrelere sadece besiyeri uygulanmistir. Deney sonuglar1 kontrol grubu hiicrelerinin
canliligina gore kiyaslanarak her bir doz igin hiicre canliligin % canlilik olarak
hesaplanmustir.

0-500 uM konsantrasyon araliginda EGCG ¢ozeltilerinin hiicre canliligi tizerindeki

etkisi Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Tablo 4.1.de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Epigallokatesin gallatin 0-500 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi.
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Sekil 4.2. Epigallokatesin gallatin 0-500 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre

canlilig tizerine etkisi.

Tablo 4.1. Epigallokatesin gallatin 0-500 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1

hiicre canlilig: tizerine etkisi.

EGCG Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihg1 (Kontrole gore %)
0 100
1,25 94,72072
2,5 89,978896
20 88,338612
50 71,816669*
100 68,107434*
150 56,028704*
200 46,746044*
250 31,109192*
300 28,876366*
400 21,880502*
500 18,877222 *

*p<0,05.
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0-1000 puM konsantrasyon araliginda RA c¢ozeltilerinin  hiicre canliligi
tizerindeki etkisi Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Tablo 4.2.”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Rosmarinik asidin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi
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Sekil 4.4. Rosmarinik asidin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi.
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Tablo 4.2. Rosmarinik asidin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canliligi tizerine etkisi.

RA Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihg1 (Kontrole gore %)
0 100
5 106,00396
10 99,76665
20 89,459382
100 79,985083
200 62,232405*
300 52,048088*
400 46,795501*
500 44,474451%*
750 42,448992%*
1000 39,598973*
*p<0,05.

0-100 uM konsantrasyon araligimda RV ¢ozeltilerinin hiicre canliligi

tizerindeki etkisi Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Tablo 4.3.”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Resveratroliin 0-100 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre canlilig
tizerine etkisi.
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Sekil 4.6. Resveratroliin 0-100 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre canlilig1

uzerine etkisi.

Tablo 4.3. Resveratroliin 0-100 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre canliligt

uzerine etkisi

RV Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihig1 (Kontrole gore %)

0 100

0,5 98,554807

1 101,80808

1,25 97,417939
2,5 93,725231
5 100,56773
10 95,848824
20 85,879233
25 83,077665
50 60,694302*
75 58,211632*
100 42,731106*

*p<0,05
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0-1000 uM konsantrasyon araliinda BPA ¢ozeltilerinin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi Sekil 4.7., Sekil 4.8. ve Tablo 4.4.”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Bisfenol A’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi.
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Sekil 4.8. Bisfenol A’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre

canlilig1 tizerine etkisi.
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Tablo 4.4. Bisfenol A’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canliligi tizerine etkisi.

BPA Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihg1 (Kontrole gore %)
0 100
5 101,0337
10 92,66601
50 88,35542
200 75,36751%*
400 65,16583*
500 56,78724*
600 54,94605%*
700 49,26135*
800 47,17757*
900 43,08422*
1000 42,838*
*p<0,05

0-1000 puM konsantrasyon araliginda BPF ¢ozeltilerinin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi Sekil 4.9., Sekil 4.10. ve Tablo 4.4.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Bisfenol F’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi.
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Sekil 4.10. Bisfenol F’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 Gizerine etkisi.

Tablo 4.5. Bisfenol F’nin 0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3-L1 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi

BPF Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihg1 (Kontrole gore %)
0 100
5 99,091828
10 93,476322
50 85,461815*
200 73,530723*
400 69,446179*
500 66,515057*
600 61,074943*
700 58,277594*
800 55,260263*
900 48,078124*
1000 50,037159*

*p<0,05



4.2. Aromataz Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda tespit edilen aromataz diizeyleri Sekil 4.11. ve Tablo 4.6.’da
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG (%24,44), BPA (%30,22) ve BPF
(%55,21) gruplarina ait aromataz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis

gorilmistiir (p<0,05, hepsi). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla

anlamli bulunmamastir.
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Sekil 4.11. Deney gruplarinda belirlenen aromataz diizeyleri.
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K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol

grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu

*p<0,05, **p<0,005

Tablo 4.6. Deney gruplarinda belirlenen aromataz diizeyleri.

Deney Grubu Aromataz Aktivitesi (ng/mg protein)
K 0,775 +0,029
EGCG 0,965 £0,104*
RA 0,849 +0,077
RV 0,828 0,015
BPA 1,010+0,043**
BPF 1,203 +0,260*

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol

grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05, **p<0,005
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4.3. FABP4 Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda belirlenen FABP4 diizeyleri Sekil 4.12. ve Tablo 4.7.’de
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG (%27,17), BPA (%24,46) ve BPF
(%63,42) gruplarina ait FABP4 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis

gorilmistiir (p<0.05, hepsi). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla

anlamli bulunmamastir.
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Sekil 4.12. Deney gruplarinda belirlenen FABP4 diizeyleri.

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu

*p<0,05, **p<0,005

Tablo 4.7. Deney gruplarinda belirlenen FABP4 diizeyleri

Deney Grubu FABP4 Diizeyleri (ng/mg protein)
K 0,707 £0,068
EGCG 0,899 +0,092*
RA 0,731 +0,102
RV 0,645 +0,023
BPA 0,880+0,048*
BPF 1,155 £0,079**

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05, **p<0,005
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4.4. PPARa Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda belirlenen PPARa diizeyleri Sekil 4.13. ve Tablo 4.8.’de
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG (%22,73), BPA (%12,98) ve BPF
(%48,16) gruplarina ait PPARo diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gorilmiistiir (p<0.05). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlamli

bulunmamastir.
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Sekil 4.13. Deney gruplarinda belirlenen PPARa diizeyleri.

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05

Tablo 4.8. Deney gruplarinda belirlenen PPARa diizeyleri

Deney Grubu PPARa Diizeyleri (pg/ ng protein)
K 3,376 0,180
EGCG 4,143 £0,261*
RA 3,917 +0,807
RV 3,911 +0,995
BPA 3,814+0,237*
BPF 5,002 £0,832%*

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05
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4.5. PPARY Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda belirlenen PPARY diizeyleri Sekil 4.12. ve Tablo 4.7.°de
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG (%23,90) ve BPF (%53,50)
gruplarina ait PPARYy diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis goralmustir
(p<0.05). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlaml
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Sekil 4.14. Deney gruplarinda belirlenen PPARY diizeyleri.

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05

Tablo 4.9. Deney gruplarinda belirlenen PPARY diizeyleri

Deney Grubu PPARY Diizeyleri (pg/ ng protein)
K 29,336+2,861
EGCG 36,348+0,105%*
RA 27,851£1,602
RV 27,201+3,596
BPA 31,761+1,734
BPF 45,033+6,070*

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05
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4.6. CEBPg Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda belirlenen CEBPg diizeyleri Sekil 4.13. ve Tablo 4.8.’de
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG (%32), BPA (%39,44) ve BPF
(%69,90) gruplarma ait CEBPg diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gorilmiistiir (p<0.05). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlaml

bulunmamastir.
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Sekil 4.15. Deney gruplarinda belirlenen CEBPg diizeyleri.

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05

Tablo 4.10. Deney gruplarinda belirlenen CEBPy diizeyleri.

Deney Grubu CEBPg Diizeyleri (pg/ ng protein)
K 12,735+0,485
EGCG 16,811+£1,974*
RA 13,205+2,603
RV 15,107+3,818
BPA 17,757+1,689*
BPF 21,637+5,354*

K: Kontrol grubu, EGCG: Epigallokatesin gallet grubu, RA: Rosmarinik asit grubu, RV: Resveratrol
grubu, BPA: Bisfenol A grubu, BPF: Bisfenol F grubu
*p<0,05
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4.7. Sitopatoloji

Deney gruplarina ait Orneklerin Nikon inverted mikroskop altinda
incelenmesinde fibroblasttan farklilastirma prosediirii ile adiposite doniistiiriilen 3T3-
L1hicreleri izlenmistir. Farklilasmanin 0. giiniinde tiim deney gruplarinda flasklarda
fibroblast benzeri igsi goriiniimde hiicreler izlenmistir (Sekil 4.16.)

Farklilasmanin 3. giliniinde hiicrelerin adiposite doniisiimii gozlenmeye
baslanmistir. EGCG, BPA ve BPF gruplarinda adiposite doniisen 3T3-L1 hiicreleri
cogunlukta iken RA ve RV gruplarinda diger gruplara ve kontrole kiyasla daha seyrek
olarak gbzlemlenmistir (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.).

Farklilasmanin 6. giiniinde hiicrelerin adiposite donilisiimiiniin devam ettigi ve
buna ek olarak yag hiicresine doniisen hiicrelerin say1 ve boyutlarinda artis da
gozlemlenmistir. EGCG, BPA ve BPF gruplarinda bu durum daha yogun
gozlemlenirken, RA ve RV gruplarinda diger gruplara ve kontrole kiyasla daha az
olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.).

Farklilasmanin 8. giiniinde hiicrelerin adiposite doniisiimiiniin devam ettigi ve
buna ek olarak yag hiicresine doniisen hiicrelerin sayr ve boyutlarinda da artis
gozlemlenmistir. EGCG, BPA ve BPF gruplarinda bu durum daha yogun
gozlemlenirken, RA ve RV gruplarinda diger gruplara ve kontrole kiyasla daha az

olarak gbzlemlenmistir (Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.).
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0. giin

Sekil 4.16. Farklilasmanin 0. giliniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisii (x10).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.

3. giin

Sekil 4.17. Farklilasmanin 3. giiniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisii (x20).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.
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3. giin

Sekil 4.18. Farklilagsmanin 3. giiniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisli (x40).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.

6. giin

Sekil 4.19. Farklilasmanin 6. giliniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
gOriintiisli (x20).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.
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6. giin

Sekil 4.20. Farklilasmanin 6. giiniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisli (x40).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.

Sekil 4.21. Farklilasmanin 8. giliniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisii (x20).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.
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Sekil 4.22. Farklilasmanin 8. giliniinde deney gruplarinin mikroskop altindaki
goriintiisli (x40).

A: Kontrol B: Epigallokatesin gallat, C: Rosmarinik asit, D: Resveratrol, E: Bisfenol A, F: Bisfenol F.



87

5. TARTISMA

Obezite, son otuz yilda prevelansi biiylik artis gosteren, heniiz kesin bir tedavisi
olmayan Onemli bir saglik sorunudur (15). Obezite, diyabet, hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi metabolik hastaliklar i¢in en 6nemli risk faktorlerinden
biridir (192).

Obezitede genetik yatkinlik en 6nemli etmen olmasina ragmen asir1 kalori
alimi, yiiksek yagh diyet ve diisiik fiziksel aktivite gibi yasam tarzi faktorleri de
etkindir. Ancak, EBK’ler dahil olmak {izere ¢evre kirleticilerinin obeziteye ve
metabolik bozukluklarin gelisimine katkida bulunabilecegine dair artan kanitlar da
vardir. EBK'ler enerji dengesi, adipogenez ve lipit metabolizmasinda yer alan kritik
yolaklari etkileyebilir (193, 194).

Obezite, yag dokusunun asiri artisi ile karakterizedir. Yag dokusu olusumunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin ve adipogenezde etkili faktorlerin
anlasilmasi, obezite ve ilgili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in biiyiilk 6nem arz
etmektedir. Adipogenez, preadipositlerin adipositlere farklilasmasina ve hiicre i¢i yag
birikimiyle karakterize karmasik bir siirectir ve adipogenez siirecinin PPARYy ve
C/EBP'ler gibi ana adipojenik diizenleyiciler de dahil olmak iizere bir dizi adipojenik
transkripsiyonel biyomarkdr tarafindan diizenlendigi iyi bilinmektedir (195).

3T3-L1 preadiposit hiicreleri, obezojenlerin lipit akiimiilasyonuyla ilgili
yolaklarin belirlenmesi ve adiposit farklilagsmasinin degerlendirilmesi igin siklikla
kullanilmaktadir (192, 194).

Ostrojen biyosentezindeki anahtar enzim olan ve aromataz, androstenedionu
Ostrona ve testosteronu Ostradiole doniistiirlir. Aromataz overler, plasenta, kemik,
beyin, deri ve yag dokusu gibi ¢esitli dokularda eksprese edilir. Aromataz enzimi CYP
19A1 tarafindan kodlanir ve ekspresyonu dokuya 6zgii promotorler tarafindan kontrol
edilmektedir (196).

PPARa, agirlikli olarak karacigerde eksprese edilen ve adipositlerde lipit
depolanmasina yol acan adipogenezin temel diizenleyicilerinden birisidir (196). /n
vivo caligmalarda, PPARa knock-out farelerin yiiksek yagli bir diyetle beslenmesinin
viicut agirliginda asir1 bir artisa yol a¢tig1; buna karsin PPARa'nin aktivasyonunun kilo
alimimi azalttigini gosterilmistir (51). Ayrica, obeziteye bagli insiilin direnci olan

farelerde PPARa eksikliginin, pankreas [ hiicrelerinin insiilin sekresyonunda
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azalmayla yol agtigi gosterilmistir (50). PPARYy ise, adiposit farklilagsmasinin en
onemli regiilatorlerinden biridir ve adipositlerde yiiksek miktarlarda bulunur (49).
EBK'lerin ve obezojenlerin, Ozellikle PPARy tizerinden lipit akisini, adiposit
proliferasyonunu ve adiposit farklilasmasin1 kontrol eden transkripsiyonel
diizenleyicilere miidahale ettigi ve adipositlerin sayisin1 ve boyutunu artirabildigi 6ne
stirilmektedir (57).

FABP4, tiim FABP ailesinin en iyi karakterize edilmis molekiliidiir. Tipik bir
hiicre i¢i lipit saperonu olarak gorev yapar ve lipit depolanmasini, dagilimini,
taginmasini, parcalanmasint ve metabolizmasint desteklemekten sorumludur
(61). Plazma FABP4 diizeyleri obez bireylerde dnemli 6lciide yiikselmektedir ve
obez bireylerde ¢esitli doku tiirlerinde artmis FABP4 diizeyleri saptanmistir (65).
C/EBPp karaciger, akciger ve yag dokusunda yiliksek seviyelerde ekprese edilen
transkripsiyon faktorlerinden birisidir (197).

Adipogenezin, aralarinda C/EBPB'nin 6nemli bir rol oynadigi ¢ok sayida
transkripsiyonel faktorden olusan transkripsiyonel bir kaskad tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir (198). C/EBPB, adipojenik uyaricilarin eklenmesinden sonra
hizla indiiklenerek iki ana adipojenik transkripsiyon faktorii olan C/EBPa ve
PPARy’nin ekspresyonunu, promotorlerine baglanarak indiiklemekten sorumludur ve
C/EBPp’nin terminal adiposit farklilasmasini destekledigi diistiniilmektedir (199).
3T3-L1 adiposit farklilasmasi sirasinda, C/EBPP’nin  terminal adiposit
farklilagsmasinda rol oynadigr ileri siirtilmiistiir (199).

Adipogenezi kontrol eden siireclerin ayrintili bir sekilde anlasilmasi, obeziteye
kars1 miicadelede biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, dogal
[RV, RA ve EGCG] ve sentetik EBK [BPA, BPF]’lerin diferensiye edilmis ve
adipozite dontstirilmiis 3T3-L1 fibroblastlarindaki etkileri aromataz, FABP4,
PPARa, PPARY ve C/EBPB diizeyleri dlgiilerek degerlendirilmistir.

Bisfenol analoglar1 ¢evrede yaygin olarak bulunan ¢evresel EBK’lerdir (200).
Dong ve ark., (2018) tarafindan gerceklestirilen calismada, 1 ve 10 nM BPA'nin insan
mezenkimal kok hiicreleri (hMSC) adipogenezini anormal sekilde up regiile
edebilecegi kanitlanmistir (201). BPS ve BPF’in de in vitro olarak, 6zellikle fare 3T3-
L1 preadipositleri gibi hiicrelerde adipogenezi indiikledigi ve hiicre i¢i lipit birikimine

yol agtig1 gosterilmistir. BPS ve BPF'nin farkli konsantrasyonlarina (0.01, 0.1, 1, 10
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ve 25 uM) maruz kalan insan adiposit kaynakli kok hiicreleriyle (hASC'ler) yapilan
bir arastirmada, BPF ve BPS uygulamalarinin, adipojenik etkileri artirarak, hASC'lerin
farklilagsmasini etkiledigi belirlenmistir. Sonuglar, her iki bisfenoliin de potansiyel
obezojenler oldugunu ve yag hiicrelerinin sayisini ve/veya boyutunu artirarak
obeziteyi indiikledigini gostermektedir (22). insan adiposit kaynakli k&k hiicreleriyle
(hASC’ler) ile yapilan baska bir ¢alisgmada, BPF veya BPS uygulamalarinin hiicre i¢i
lipit birikiminde ve FABP4 dahil adipojenik biyomarkdrlerin gen ekspresyonunda
doz-bagimli artislara yol a¢tig1 gézlemlenmistir (Reina-Pérez ve ark., 2021).

Rosenmai ve ark. (2015) BPF'nin, B-estradiol ve estron sentezini stimiile
ederek, insan over adenokarsinomu hiicre hattinda ER ve androjen reseptorii
aktiviteleri tizerinde BPA’ya benzer etkiler gosterdigini bulmuslardir (202). Yamasaki
ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir calismada BPF'nin genc¢ farelerde over
biiylimesini hizlandirabilecegi belirlenmistir. Ayrica, in vitro BPF uygulamasi, fare
fetal testis eksplantlarinda ve fare Leydig hiicrelerinde testosteron {iretimini
etkilemistir (Tyner ve ark., 2022). Ancak, Chen ve ark. (2022)’nin yaptig1 bir
calismada, 3T3-L1 hiicre hatt1 adipositlere diferensiye edilmis ve 24 saat veya 48 saat
boyunca 0, 1, 5, 10 ve 20 uM BPF'ye maruz birakilmigtir. Bu konsantrasyonlarda
BPF'nin 3T3-L1 adipositlerde lipit birikimi {izerinde hicbir etkisi olmadigi
belirlenmistir (203).

Tetzlaff ve ark. (2019), 3T3-L1 hiicrelerini 0-40 uM araliginda BPA ve BPF’ye
maruz birakmuis, lipid birikiminin en ¢ok 10 uM konsantrasyonda meydana geldigini
ifade etmislerdir. Aynm1 ¢alismada 30 pM'ye kadar olan konsantrasyonlarda PPARYy
transaktivasyonu tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki bulunmamistir (204).

Masuno ve ark. (2005), BPA’nin 3T3-L1 hiicrelerinin adipositlere terminal
farklilasmasini hizlandirma yetenegine sahip olup olmadigini incelemisler ve 3T3-L1
hiicrelerine 40 ve 80 uM dozlarda 6 giin siire ile uygulanan BPA’nin, trigliserit
igerigini sirastyla %110 ve %310 oraninda arttirdigini ifade etmislerdir (200).

Taxvig ve ark. (2012), BPA’nin 3T3-L1 adipositlerinde terminal farklilasma
ve lipit birikimi {izerindeki etkisini incelemistir. Calisma kapsaminda hiicrelere
farklilasma ortaminda 6 giin boyunca uygulanan BPA ile sirasiyla 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarindan itibaren lipit birikiminin indiiklendigi ifade edilmistir. BPA

ayrica 10 ila 1000 nM araligindaki diistik konsantrasyonlarda da test edilmis; ancak
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diisiik konsantrasyonlarda lipit birikimi iizerinde 6nemli bir etkisinin bulunmadigi
ifade edilmistir (205).

Resveratrol gibi polifenollerin, RA gibi kafeik asit tiirevlerinin ve EGCG gibi
katesin tlirevlerinin olas1 Ostrojenik aktiviteleriyle ilgili de bazi ¢alismalar
yiiriitiilmiistir. Ancak, RV, RA ve EGCG gibi maddelerin 6strojenik aktivitelerinin
bisfenoller kadar yiiksek olmadigi; bu tip dogal bilesiklerin aslinda ¢ok daha hizl
metabolize edilerek atilabildikleri bilinmektedir (41, 147, 148). 2021 yilinda yapilan
bir ¢aligmada, insan yag hiicrelerinde RA uygulamasinin lipit birikimini baskiladigi,
lipolizi arttirdig1 ve temel yag olusumunu azalttigi goriilmiistiir (206).

Bose ve ark. (2008) 16 hafta boyunca yiiksek yagli bir diyetle beslenen
farelerin diyetine 3.2 g/kg EGCG (bu ¢alismada farelerde kullanilan 3.2 g EGCG/kg
diyet dozu, giinde 10 tane 200 mL lik fincanlarda yesil ¢aya ve fincan basina 2 g ¢ay
yapragina karsilik gelmektedir) takviyesinin, EGCG uygulanmamig farelere gore
viicut agirhigr artisini, viicut yag ylizdesini ve i¢ organ yag agirhigmi azalttigini
gostermistir. Sonuglar, ayrica EGCG tedavisinin obezite gelisimini, metabolik
sendromla iliskili semptomlar1 ve hepatik steatozu azalttigini gostermektedir. 16
haftalik EGCG tedavisinin toplam viicut yag yiizdesini ve visseral viicut yag agirligini
da 6nemli 6l¢giide azalttig1 gorilmiistiir (150).

Suzuki ve ark.,, (2016) tarafindan yapilan c¢alismada, yesil c¢ay ve
gallokatesinlerin (GTC) C/EBPa, PPARy ve LXR dahil olmak iizere adipogenezde
yer alan genlerin ve proteinlerin ekspresyonunu baskiladigini gostermistir (151). 3T3-
L1 hiicrelerinde PIP ve EGCG'nin anti-adipojenik aktivitesini degerlendirmeyi
amaclayan c¢alismanin sonuclari, PIP + EGCG (her biri 20 pM) kombinasyonu
uygulanan 3T3-L1 adipositlerinde leptin diizeylerinin 6nemli 6l¢lide azaldigini ve
adiponektin diizeylerinde artis1 gostermektedir (28).

Obezite ve adipogenezde RV nin etkilerini inceleyen in vitro bir ¢alismada,
3T3-L1 hiicrelerine RV uygulamasinin PPARY ve C/EBPa gibi adipogenezde yer alan
anahtar transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu azaltarak adiposit farklilagsmasini
ve lipit birikimini azalttig1 belirlenmistir (164).

Tez kapsaminda 0l¢iilen parametrelere dair literatiir verileri ve tez bilgilerinin

tartisilmasi bes baslik altinda toplanmaistir:



91

5.1. Dogal ve Sentetik Yapili Endokrin Bozucu Kimyasallarin Aromataz

Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

Vatanabe ve ark. (2012), BPA’ nin aromataz ekspresyonu iizerindeki etkilerini
insan osteoblastik (SV-HFO) ve yumurtalik graniiloza benzeri (KGN) hiicre hatlarinda
incelemislerdir. Aromataz enzim aktivitesinin her iki hiicre hattinda da BPA varliginda
doza bagli bir sekilde baskilandig1 sonucuna ulagsmislardir. SV-HFO hiicrelerinde 35
uM ve KGN hiicrelerinde 50 uM BPA konsantrasyonuna 24 saatlik maruziyet sonrasi
aromatazin akitivitesinde ciddi bir azalma oldugunu ifade etmislerdir (207).

Huang ve Leung, 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada JEG-3 ve PL30
hiicrelerinde BPA’nin aromataz diizeylerine etkisini incelemislerdir. JEG-3
hiicrelerinde 5 uM ve PL30 hiicrelerinde 25 puM ve iizerindeki konstrasyonlarda
BPA’ya 24 saatlik maruziyetin aromataz diizeylerinde azalmaya neden oldugunu
belirtmislerdir (208).

2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismada ise, yetiskin erkek ve disi murray
gokkiisagi  baliklarinda  (Melanotaenia fluviatilis) 100 veya 500 pug/L
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 96 saatlik BPA maruziyetinin aromataz diizeylerinde
herhangi bir degisime neden olmadigi ifade edilmistir (209). 2019 yilinda insan meme
kanseri hiicreleri ile yapilan bir calismada 10® M konsantrasyonda BPA’ya 7 giinliik
maruziyet sonrasinda aromataz diizeylerinde ve aromataz enzim aktivitelerinde 6nemli
diizeyde bir artis oldugu belirtilmistir (210).

Bu tez galismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
BPA uygulanmistir. BPA uygulamasinin aromataz diizeylerini kontrole gore %30,22
arttirdigr  belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla BPA grubunda aromataz
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gorilmistir (p<0,05). Bilgimiz
dahilinde literatiirde BPF’nin 3T3-L1 hiicrelerindeki aromataz diizeyleri iizerine
etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda BPF
uygulamasinin aromataz diizeylerini kontrole gore %55,21 arttirdigi belirlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla BPA grubunda aromataz diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artig gorilmiistiir (p<0,05).

Satoh ve ark. (2002)’nin yaptigi bir ¢alismada, erkek siganlara 2-8 hafta

boyunca %35 oraninda yesil ¢cay Oziitii ve katesinleri iceren sollisyonun oral yoldan
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verilmesinin konsantrasyona bagli olarak aromataz aktivitesi lizerinde inhibe edici
etkileri oldugunu ifade edilmistir (211). Monteiro ve ark. (2006)’nin yaptiklar
calismada ise, koryokarsinom kaynakli JAR hiicrelerinde 3 saatlik temastan sonra,
EGCG’nin aromataz aktivitesini inhibe ettigini ve ICsp degerinin 1770 pmol/L
oldugunu bildirilmistir (212).

Goodin ve Rosengren 2003 yilinda yaptiklari bir ¢alismada disi Swiss-Webster
farelerine 7 giin boyunca 12,5, 25 veya 50 mg/kg/giin dozlarda intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla EGCG uygulamislardir. Bunun sonucunda 25 ve 12,5 mg/kg
dozlarinda EGCG uygulanmasinin over aromataz aktivitesini kontrole gore yaklasik
%56 oraninda azalttigini bulmuslardir (213).

Hasan ve ark., (2019), erkek siganlara 80 mg/kg/giin optimum dozda
intraperitoneal olarak 49 giin boyunca EGCG uygulamig ve ECGC maruziyetinin
aromataz ekspresyonunu indiikledigini ifade etmislerdir (214). Rosario ve ark. 2008
yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada erkek sigcanlara 6 ay boyunca 52,8 + 6,4 mL/giin
dozunda yesil ¢ayr oral uygulama ile vererek aromataz diizeyleri ve adiposit
boyutundaki artiglar1 incelemislerdir. Yesil ¢ay maruziyeti adiposit boyutunda
azalmaya neden olurken, aromataz ekspresyonunda kontrole gore ciddi bir artisa yol
agmistir. Aromataz ekspresyonundaki bu artigin, daha yiiksek plazma 17 g -estradiol
konsantrasyonuna neden oldugu ifade edilmistir (215).

Bu tez galismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 1,25 uM konsantrasyonda
EGCG uygulanmistir. EGCG uygulamasinin aromataz diizeylerini kontrole gore
%24,44 arttirdig1 belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla EGCG grubunda aromataz
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gorillmistiir (p<0,05).

Wang ve ark., 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada MCF-7aro hiicre hattina
25 uM'lik bir ICso konsantrasyonuyla 48 saat boyunca uygulanan RV’nin aromataz
diizeyleri iizerinde inhibitor bir etki gdsterdigini ifade etmislerdir. Ayni ¢alismada,
meme kanseri hiicre hatti SK-BR-3 kullanilarak 3 giin boyunca 50 uM RV uygulamasi,
aromataz ekspresyonunda %>55'lik bir diisiise yol agmistir (216). Chottanapund ve ark.,
(2014) yapilan ¢alismada T47D meme tiimor hiicrelerinin meme fibroblastlar ile
birlestirilmesi ile olusturulan T47D-BAF Kkiiltiirtinde, 20 uM konsantrasyonda

uygulanan RV’nin aromataz inhibitorii olarak etki gosterdigi one siirtilmiistiir (217).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/optimal-drug-dose
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/blood-level
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Wang ve Leung (2007), RV’nin insan plasental JEG-3 hiicrelerine 24 saat 25 uM
uygulanmasinin aromataz ekspresyonunda %75'lik bir diisiise yol agtigini
belirtmislerdir (218) .

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 uM konsantrasyonda
RV uygulanmistir. RV uygulamasimin aromataz diizeylerini kontrole goére %6,8
arttirdig1 belirlenmistir. Aromataz diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak
anlamli bulunmamastir.

RA, siganlarda kismen kumarik asit ve kafeik aside metabolize edilir. Kafeik
asit ve sinapik asitin, Ostrojen eksikligi olan siganlarda serum estradiol
konsantrasyonlarini arttirdiklar1 belirlenmistir. Siganlarda oviilasyonda, yag dokusu,
deri, kemikler ve beyin gibi over dis1 dokular da estradiol kaynagidir ve bu dokularda
da C19 steroidler (androjenler) sentezlenmektedir. C19 steroidler, aromataz ile
Ostrojenlere donistiiriilebilir. Bu nedenle, RA veya metabolitlerinin aromataz
aktivitesini arttirmast miimkiin gériinmektedir. Kafeik asit, sadece soya igeren standart
gida ile beslenen sicanlarda estradiolii arttirmis ve toplam kolesterol
konsantrasyonlarini azaltmistir (147, 148). Bu tez ¢alismasi kapsaminda 3T3-L1
hiicrelerine farklilastirma prosediirii boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin
siiresince 10 pM konsantrasyonda RA uygulanmistir. RA uygulamasinin aromataz
diizeylerini kontrole gore %9,5 arttirdigi belirlenmistir. Aromataz diizeylerindeki bu

degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

5.2. Dogal ve Sentetik Yapili Endokrin Bozucu Kimyasallarin
Peroksisom Proliferator Aktive Reseptor Alfa (PPARa) Diizeyleri
Uzerindeki Etkileri

Bilgimiz dahilinde BPA ve BPF’nin 3T3-L1 hiicrelerindeki PPARa. diizeyleri
tizerine etkisinin incelendigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilagtirma prosediiri boyunca 48 saatte bir
besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonlarda BPA ve BPF
uygulamasinin PPARa diizeylerini kontrole gore sirasiyla %12,98 ve %48,16 artirdigi
belirlenmistir. PPARa diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Zhang ve ark. (2013)’nin, insan pankreas hiicre hattt PANCI1 ve yumurtalik
kanseri hiicre hatt1 A2780 kullanarak gerceklestirdikleri bir ¢alismada hiicrelere 24
saat boyunca farkli EGCG konsantrasyonlarina (0, 50 ve 100 puM) maruz
birakilmasinin her 2 hiicre hattinda da doz artisina paralel sekilde EGCG’nin PPARa
ekpresyon diizeylerini artirdigini belirlenmistir (219).

Lukitasari ve ark. (2018) metabolik sendromlu Sprague-Dawley sicanlarda,
yesil ¢ay ekstresinin 200, 300 ve 400 mg/kg dozlarda 9 hafta boyunca uygulanmasinin
PPAR« gen ekspresyonunu anlamli derecede artirdigini ifade etmislerdir (220). 2019
yilinda yapilan bir calismada, COS-1 hiicreleri 24 saat boyunca yesil ¢ay ekstresine
maruz birakilmistir. Yesil c¢ay ekstresinin %0,001 konsantrasyonunda PPARa
aktivasyonu uyarilmaya baslanmis ve %0,01 konsantrasyonun iizerindeki seviyeler
stabil bir PPARa aktivasyonuna neden olmustur. Ilgili calismanin sonuglarma gore,
yesil cay ekstreleri ve taze yesil ¢cay yapraklarinin dnemli bir bileseni olan ECGC,
kontrol ile karsilastirildiginda PPARa diizeylerini 1,5-2 kat artirmigtir (221).

Marinovic ve ark. 2022 yilinda yaptig1 bir caligmada, 293T hiicrelerinde
bir transaktivasyon testi gerceklestirmislerdir ve 100 nM dozda EGCG’nin
PPAR izoformlarindan (PPARa, PPARJ ve PPARy) hicbirini aktive edemedigini
gozlemlemislerdir. Artan konsantrasyonlarda EGCG’nin  PPARa'ya diigik bir
afiniteyle dogrudan baglanabildigini ve EGCG’nin diisiik afiniteli bir PPARa ligandi
oldugunu ifade etmislerdir (222).

Huang ve ark. (2015) yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, tavuklarda 2 hafta
boyunca oral yol ile viicut agirligit basina 40 mg/kg gilinlik dozda EGCG
uygulamasinin hepatik PPARa gen ekspresyonunu 6nemli dlciide upregiile ettigini
gostermislerdir. Ilgili calismanin sonuglar, 2 hafta boyunca EGCG takviyesinin,
tavuklarin karacigerlerindeki lipit metabolizmasiyla iligkili genlerin ekspresyonunu ve
anahtar enzimlerin aktivitelerini onemli 6l¢iide degistirdigini gostermistir (196).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilagtirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 1,25 M konsantrasyonda
EGCG uygulamasinin PPARa diizeylerini kontrole gore %:22,73 arttirdigi
belirlenmistir. PPARo diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0,05).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transactivation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome-proliferator-activated-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome-proliferator-activated-receptor
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Huang ve ark.’nin 2019 yilinda HepG2 hiicrelerinde yaptigi bir ¢calismada 48
saat boyunca 40 uM RV uygulamasmin hiicrelerde lipit birikimini azalttigint ve
PPARa ekspresyonunu indiikledigi belirlenmistir (223). Inoue ve ark. (2003) fare
deneysel fel¢ modelinde, 20 mg/kg dozda 3 giinlik RV uygulamasnin PPARa
diizeylerinde artisa neden oldugunu ifade etmislerdir (224).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 uM konsantrasyonda
RV uygulamasinin PPARa diizeylerini kontrole gore %15,84 artirdigi belirlenmistir.
PPARa diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Vasileva ve ark. (2021)’nin yaptigi bir ¢alismada, SGBS preadipositleri ile
farklilasmanin 9. giinlinde hiicrelerin 24 saat boyunca RA’ya 5 ve 25 puM
konsantrasyonlarda maruz birakilmasinin PPARo gen ekspresyonunda azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (206).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 10 pM konsantrasyonda
RV uygulamasinin PPARa diizeylerini kontrole gore %16 arttirdigi belirlenmistir.

PPARa diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

5.3. Dogal ve Sentetik Yapili Endokrin Bozucu Kimyasallarin
Peroksisom Proliferator Aktive Reseptor Gama (PPARY) Diizeyleri
Uzerindeki Etkileri

Salehpour ve ark. (2020)’nin yaptig1 bir ¢alismada insan yag dokusundan elde
edilen mezensimal kok hiicrelerin 2 hafta boyunca siirekli olarak 10~ *M
konsantrasyonlarda BPA'ya maruz birakilmast sonucunda PPARYy ekspresyonunun
indiiklendigini ve kontrol grubuna kiyasla PPARYy protein diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis goriildiigiinii ifade etmislerdir (195). Gao ve ark. (2020)’nin
insan monosit hiicre hatti ile yaptiklart bir ¢aligmada, 1, 10, 100 uM dozlarda
uygulanan BPA’nin PPARy aktivasyonunu ve ekspresyonunu indiikledigini ifade
etmislerdir. Sonuglar, BPA’nin yalnizca PPARY ekspresyonunu artirmadigini, ayni
zamanda makrofajlarda PPARy hedef genlerinin ekspresyonunu da uyardigina isaret
etmektedir. Ayni ¢alismada BPA’ya oral olarak siirekli maruziyeti simiile etmek igin,

igme suyuna 10 hafta boyunca 50 pg/kg/giin hesaplanmis dozlarda BPA eklenmesi
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sonucunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda fare karacigerindeki PPARy mRNA
ekspresyonun istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisim gostermedigi ifade
edilmistir (225). Bir baska ¢alismada ise, perinatal olarak tahmini 70 pg/kg/giin
BPA'ya maruz kalan disi sican yavrularinda, PPARy ekspresyonunda artis
gosterilmistir (226).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 uM konsantrasyonda
BPA uygulamasinin PPARYy diizeylerini kontrole gore %8,26 arttirdig belirlenmistir.
PPARYy diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Reina-Pérez ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada insan yag dokusundan elde
edilen kok hiicrelerde adipogenik farklilasmanin 14. giintinde 10 uM ve 25 uM
dozlarda BPF uygulanmasinin PPARY ekspresyonunu 6nemli olgiide arttirdigini
(sirastyla 1,72 ve 2,06 kat) belirlenmislerdir (193).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
BPF uygulamasinin PPARY diizeylerini kontrole gore %53,50 arttirdigi belirlenmistir.
PPARa diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Lukitasari ve ark. (2018) metabolik sendromlu Sprague Dawley si¢anlara, yesil
cay ekstresinin 200, 300 ve 400 mg/kg dozlarda 9 hafta boyunca uygulamis ve tiim
dozlarda PPARy gen ekspresyonunda anlamli derecede artis oldugunu ifade
etmislerdir (220).

Sakurai ve ark. (2009)’nin yaptigt bir ¢alismada 3T3-L1 hiicrelerine 16 giin
boyunca 0-200 uM konsantrasyonlarda EGCG uygulamislardir. 3T3-L1 hiicrelerinde
yag hiicresi farklilagsmasi sirasinda PPARy gen ekspresyonundaki degisimler
incelediginde, 10 uM EGCG konsantrasyonunda farklilasmanin erken asamasinda (0-
8 giinler) FABP4 gen ifadesinin 6nemli 6l¢iide arttigini; ancak ge¢ asamasinda (8-16
giinler) artmadigini ifade etmislerdir (227).

Jeong ve ark. (2014)’nin sigir kemik iligi mezensimal kok hiicrelerinde yaptigi
bir ¢alismada, hiicreler 6 giin boyunca ¢esitli EGCG konsantrasyonlarina (0, 10, 50,
100 ve 200 puM) maruz brrakilmigtir. 6 giinlin sonunda PPARYy ekspresyon
seviyelerinin kontrole kiyasla doz bagimli olarak 6nemli dl¢iide azaldig: belirlenmistir

(228).
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Lee ve ark. (2013)’nin 3T3-L1 hiicreleri ile yaptig1 bir ¢alismada, 6 giin siire
ile 100 uM EGCG uygulamasinin PPARYy ekspresyonunu zaman ve doza bagl bir
sekilde 6nemli 6l¢tide inhibe ettigi sonucuna ulagilmistir (229).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 1,25 uM konsantrasyonda
EGCG uygulamasinin PPARy diizeylerini kontrole gore %23,90 arttirdigi
belirlenmistir. PPARo diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05).

2013 yilinda yapilan ve 3T3-L1 preadipositlerinde RV’nin adipojenik
farklilasmay1 inhibisyon mekanizmalariin arastirildigr bir calismada, 3T3-L1
hiicrelerine 8 giin boyunca 100 pM konsantrasyonda uygulanan RV’nin PPARYy
diizeylerinde azalmaya neden oldugu ifade edilmistir (230).

Live ark. (2018)’nin 3T3-L1 hiicreleriyle yaptig1 calismada toplam 6 giin siiren
farklilasma prosediiriiniin 3. giiniinden itibaren 10 uM konsantarsyonda uygulanan
RV’nin PPARy ekspresyonunda onemli o6lgiide azalmaya neden oldugunu
bulunmustur (231).

Kang ve ark. (2012)’nin yaptiklari bir calismada, RV’nin 10, 20 ve 40 umol/L
konsantrasyonlarda 4 giin boyunca 3T3-L1 hiicrelerine uygulanmasi ile PPARYynin
protein ekspresyonunun, 20 ve 40 pmol/L RV uygulamasindan sonra sirasiyla %57 ve
%15 oraninda 6nemli dlglide azaldig1 belirlenmistir (232).

Bu tez galismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
RV uygulamasinin PPARYy diizeylerini kontrole gore %7,23 azalttigi belirlenmistir.
PPARY diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Vasileva ve ark. (2021)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada SGBS preadipositleri ile
farklilasmanin 9. gliniinde hiicrelerin 24 saat boyunca 5 ve 25 uM konsantrasyonlarda
RA’ya maruz birakilmasinin PPARy gen ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu
belirlenmistir (206).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 10 uM konsantrasyonda
RA uygulamasinin PPARYy diizeylerini kontrole gore %5,06 azalttig1 belirlenmistir.

PPARY diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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5.4. Dogal ve Sentetik Yapili Endokrin Bozucu Kimyasallarin Yag asidi
Baglayic1 Protein 4 (FABP4) Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

Park ve ark. (2024)’'nmin yaptiklar1 bir c¢alismada BPA'nin koépek yag
dokusundan elde edilen kok hiicrelerde adipojenik farklilagsmay1 indiikleyerek FABP4
ekspresyon diizeylerini yiikselttigi bulunmustur (233). Ahmed ve ark. (2020) ise insan
yag dokusu kiiltiiriinde yaptiklari bir ¢alismada, 24 saat boyunca 10 nM dozda BPA
maruziyetnin FABP4'iin gen ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir (234).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
BPA uygulamasinin FABP4 diizeylerini kontrole gore %24,46 artirdigi belirlenmistir.
Kontrole gore BPA grubunda belirlenen FABP4 diizeylerindeki bu degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Salehpour ve ark. (2020), insan yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicreleri 2 hafta boyunca siirekli olarak 10" M konsantrasyonlarda BPA'ya maruz
birakmis; sonucta FABP4 ekspresyonunun baskilandigini ve kontrol grubuna kiyasla
FABP4 protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gortldiigiinii ifade
etmislerdir (195).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
BPF uygulamasinin FABP4 diizeylerini kontrole gore %63,42 arttirdig1 belirlenmistir.
Kontrole gére BPF grubunda belirlenen FABP4 diizeylerindeki bu degisim istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

Sakurai ve ark. (2009), 3T3-L1 hiicrelerine 16 giin boyunca 0-200 uM
konsantrasyonlarda EGCG uygulamislardir. 3T3-L1 hiicrelerinde yag hiicresi
farklilagmasi1 sirasinda FABP4 gen ifadesindeki degisimler incelediginde, 10 uM
EGCG konsantrasyonunda farklilagmanin erken asamasinda (0-8 giinler) FABP4 gen
ifadesinin 6nemli Glglide arttigini; ancak ge¢ asamasinda (8-16 giinler) artmadigini
ifade etmislerdir. Ayn1 ¢alismada, EGCG 0. giinden baglayarak 2 giin boyunca 3T3-
L1 hiicrelerine 5 uM konsantrasyonda uygulandiginda FABP4 gen ekspresyonun 0. ve
2. giinler arasinda 6nemli 6l¢iide arttig1 sonucuna ulagmislardir (227).

Jeong ve ark. (2014) sigir kemik iligi mezensimal kok hiicrelerine 6 giin
boyunca farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50, 100 ve 200 uM) EGCG uygulamislardir.
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6 giiniin sonunda FABP4 ekspresyon seviyelerinin kontrole goére doz bagimli bir
sekilde onemli dl¢lide azaldigini ifade etmislerdir (228). Lee ve ark. (2013), 3T3-L1
hiicrelerinie 6 giin siire ile 100 uM EGCG uygulamasinin FABP4 ekspresyonunu
belirgin sekilde baskiladigini belirlemislerdir (229).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 1,25 uM konsantrasyonda
EGCG uygulamasinin FABP4 diizeylerini kontrole gore %27,17 arttirdig
belirlenmistir. Kontrole gére EGCG grubunda belirlenen FABP4 diizeylerindeki bu
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

2013 yilinda yapilan ve 3T3-L1 preadipositlerinde RV’nin adipojenik
farklilasmay1 inhibisyon mekanizmalarmin arastirildigr bir calismada, 3T3-L1
hiicrelerine 8 giin boyunca 100 uM konsantrasyonda uygulanan RV’nin FABP4
diizeylerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (230).

Li ve ark. (2018), 3T3-L1 hiicreleriyle yaptigi bir caligmada toplam 6 giin siiren
farklilasma prosediiriiniin 3.gilinlinden itibaren uygulanan 10 uM konsantarsyonda
RV’nin FABP4 protein ekspresyonunun onemli 6lgiide azalmaya neden oldugunu
bulmuslardir (231).

Kang ve ark. (2012), 3T3-L1 hiicrelerine RV’nin 0, 20 ve 40 pmol/L
konsantrasyonlarda 4 giin boyunca uygulanmas: ile, FABP4'iin protein ekspresyonunu
doz bagiml olarak 6nemli dl¢iide azalttigi sonucuna ulasmislardir (232).

Bu tez galismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 pM konsantrasyonda
RV uygulamasinin FABP4 diizeylerini kontrole gore %8,75 azalttigi belirlenmistir.
FABP4 diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Bilgimiz dahilinde literatiirde RA’nin 3T3-L1 hiicrelerindeki FABP4 diizeyleri
tizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda 3T3-
L1 hiicrelerine 10 uM konsantrasyonda rosmarinik asit uygulamasinin FABP4
diizeylerini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde degistirmedigi sonucuna

varilmistir.
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5.5. Dogal ve Sentetik Yapili Endokrin Bozucu Kimyasallarin
CCAAT/Arttiric1 Baglayiel Protein f (C/EBPP) Diizeyleri Uzerindeki
Etkileri

Bilgimiz dahilinde literatiirde BPA ve BPF’nin 3T3-L1 hiicrelerindeki C/EBPJ
diizeyleri tizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilagtirma prosediirii boyunca 48 saatte bir
besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 uM konsantrasyonlarda BPA ve BPF
uygulanmasi sonucunda C/EBPp diizeylerinin kontrole gore sirasiyla %39,44 ve
%69,90 arttig1 belirlenmistir. Kontrole gére BPA ve BPF gruplarinda belirlenen
C/EBP diizeylerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Sakurai ve ark. (2009), 3T3-L1 hiicrelerine 16 giin boyunca 0-200 uM
konsantrasyonlarda EGCG uygulamislardir. 3T3-L1 hiicrelerinde yag hiicresi
farklilasmasi sirasinda C/EBPB'nin gen ifadesindeki degisimler incelediginde, 10 uM
EGCG konsantrasyonunda farklilasmanin erken agamasinda (0-8 giinler) C/EBPf gen
ekspresyonun onemli Ol¢lide arttigini ancak ge¢ asamasinda (8-16 gilinler) artmadigini
ifade etmislerdir (227).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 1,25 uM konsantrasyonda
EGCG uygulamasinin C/EBP diizeylerini kontrole gore %32 arttirdigi belirlenmistir.
Kontrole gére EGCG grubunda belirlenen C/EBP diizeylerindeki bu degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Kang ve ark. (2012), 3T3-L1 hiicreleri ile yaptiklar1 bir galismada RV nin 10,
20 ve 40 pmol/L konsantrasyonlarda 4 giin boyunca uygulanmasi ile, C/EBP'nin
protein ekspresyonunun, doz bagimli bir sekilde kontrole kiyasla %78, %56 ve %30
oraninda 6nemli 6l¢iide azaldigini bulmuslardir (232).

Bu tez calismasi kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine farklilagtirma prosediirii
boyunca 48 saatte bir besiyeri degistirilerek 8 giin siiresince 5 UM konsantrasyonda
RV uygulamasmin C/EBP diizeylerini kontrole gore %18,63 arttirdigi belirlenmistir.
C/EBPp diizeylerindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Bilgimiz dahilinde literatirde RA’nin 3T3-L1 hiicrelerindeki C/EBPp
diizeyleri tizerine etkisinin incelendigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez

kapsaminda 3T3-L1 hiicrelerine 10 uM konsantrasyonda RA uygulamasimin C/EBPf
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diizeylerini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde degistirmedigi sonucuna

varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, sentetik EBK olan BPA ve BPF’nin diferensiye

edilmis ve adipozite doniistliriilmiis 3T3-L1 fibroblastlarindaki aromataz, FABP4,
PPARa, PPARY ve C/EBPp diizeylerine etkileri dogal endokrin bozucu olduklarindan

stiphenilen RV, RA ve EGCG ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve asagida yer

alan sonuglara ulasilmistir:

1.

Deney gruplarinda tespit edilen aromataz diizeyleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla EGCG (%24,44), BPA (%30,22) ve BPF (%55,21) gruplarina
ait aromataz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gorialmistir
(p<0,05, hepsi). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla
anlamli bulunmamustir.

Deney gruplarinda belirlenen FABP4 diizeyleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla EGCG (%27,17), BPA (%24,46) ve BPF (%63,42) gruplarina
ait FABP4 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gorilmiistir
(p<0.05, hepsi). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla
anlamli bulunmamustir.

Deney gruplarinda belirlenen PPARa diizeyleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla EGCG (%22,73), BPA (9%12,98) ve BPF (%48,16) gruplarina
ait PPARa diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gorialmistir
(p<0.05). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlamli
bulunmamastir.

Deney gruplarinda belirlenen PPARY diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna
kiyasla EGCG (%23,90) ve BPF (%53,50) gruplarina ait PPARy diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gorillmistiir (p<0.05). Diger gruplardaki
degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmamugtir.

Deney gruplarinda belirlenen CEBPjp diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna
kiyasla EGCG (%32), BPA (%39,44) ve BPF (%69,90) gruplarina ait CEBPg
diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir artis gorilmistiir (p<0.05). Diger
gruplardaki degisiklikler kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmamastir.
Sitopatolojik incelemede, fibroblasttan farklilastirma prosediirii ile adiposite
doniistiiriilen 3T3-L1hiicreleri izlenmistir. Farklilasmanin 0. giininde tiim

deney gruplarinda flasklarda fibroblast benzeri igsi goriiniimde hiicreler
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izlenmistir. BPA, BPF ve EGCG gruplarina ait hiicrelerde 3.glinden itibaren

yag hiicresine belirgin bir doniisiim goézlemlenmistir. Bu doniisiim yag

hiicresine doniisen hiicrelerin say1 ve boyutlarinda artis seklinde saptanmustir.

Farklilagtirma prosediiriiniin sonunda BPA, BPF ve EGCG gruplarinda

adiposite doniisen 3T3-L1 hiicreleri ¢ogunlukta iken RA ve RV gruplarinda

diger gruplara kiyasla daha seyrek oldugu saptanmaistir.

Bu sonuglardan hareketle; EBK’lar arasinda olan BPA ve BPF’nin obezojenik
etkisinin yiiksek oldugu, dogal kaynakli endokrin bozulardan olan EGCG’nin da BPA
ve BPF’ye benzer obezojenik etki potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir. Dogal
kaynakli olan RV ve RA bilesikleri ise obezojenik etki potansiyeli gdstermemislerdir.
Ancak bu konuda daha detayli arastirmalar ve beraberinde in vivo g¢aligmalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.



10.

11.

12.

13.

104

7. KAYNAKLAR

Dicken SJ, Batterham RL. Ultra-processed Food and Obesity: What Is the
Evidence? Curr Nutr Rep. 2024;13(1):23-38.

Cuciureanu M, Caratasu C-C, Gabrielian L, Frasinariu OE, Checheritd LE,
Trandafir LM, ve ark. 360-Degree Perspectives on Obesity. Medicina.
2023;59(6):1119.

Laws MJ, Neff AM, Brehm E, Warner GR, Flaws JA. Endocrine disrupting
chemicals and reproductive disorders in women, men, and animal models. Adv
Pharmacol. 2021;92:151-90.

Czarny K, Szczukocki D, Krawczyk B, Zielinski M, Mickos E, Gadzata-
Kopciuch R. The impact of estrogens on aquatic organisms and methods for
their determination. Critical Reviews in Environmental Science and
Technology. 2017;47(11):909-63.

Khan NG, Correia J, Adiga D, Rai PS, Dsouza HS, Chakrabarty S, ve ark. A
comprehensive review on the carcinogenic potential of bisphenol A: clues and
evidence. Environmental Science and Pollution Research. 2021;28(16):19643-
63.

Heindel JJ, Blumberg B. Environmental Obesogens: Mechanisms and
Controversies. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2019;59:89-106.

Newbold RR, Padilla-Banks E, Jefferson WN. Environmental estrogens and
obesity. Molecular and Cellular Endocrinology. 2009;304(1):84-9.

Heindel JJ. Endocrine Disruptors and the Obesity Epidemic. Toxicological
Sciences. 2003;76(2):247-9.

Kowalczyk M, Piwowarski JP, Wardaszka A, Srednicka P, Wojcicki M,
Juszczuk-Kubiak E. Application of In Vitro Models for Studying the
Mechanisms Underlying the Obesogenic Action of Endocrine-Disrupting
Chemicals (EDCs) as Food Contaminants—A Review. International Journal of
Molecular Sciences. 2023;24(2):1083.

Biemann R, Bliher M, Isermann B. Exposure to endocrine-disrupting
compounds such as phthalates and bisphenol A is associated with an increased
risk for obesity. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2021;35(5):101546.

Mascarenhas C, Sousa ACA, Rato L. Effects of Pharmaceutical Substances
with Obesogenic Activity on Male Reproductive Health. International Journal
of Molecular Sciences. 2024;25(4):2324.

Shao D, Lazar MA. Peroxisome Proliferator Activated Receptor y, CCAAT/
Enhancer-binding Protein a, and Cell Cycle Status Regulate the Commitment
to Adipocyte Differentiation*. Journal of Biological Chemistry.
1997,272(34):21473-8.

Prentice AM, Jebb SA. Beyond body mass index. Obesity Reviews.
2001;2(3):141-7.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

105

Nihiser AJ, Lee SM, Wechsler H, McKenna M, Odom E, Reinold C, ve ark.
Body Mass Index Measurement in Schools. Journal of School Health.
2007;77(10):651-71.

Adibelli D, ilaslan E, Taylan S, Ozkan i. Universite Ogrencilerinin Obezite
Farkindaliklar1 ile Beden Kitle Indeksleri Arasindaki iliski. Acibadem
Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi. 2020.

Barlow SE, Dietz WH. Obesity Evaluation and Treatment: Expert Committee
Recommendations. Pediatrics. 1998;102(3):e29-e.

TaSLi H, Sagir S. Obezitenin Belirlenmesinde Kullanilan Beden Kiitle indeksi,
Bel Cevresi, Bel Kalgca Orani Metotlariin Karsilastirilmasi. Ahi Evran
Universitesi Sosyal Bilimler Enstitiisii Dergisi. 2021;7.

Biemann R, Bliher M, Isermann B. Exposure to endocrine-disrupting
compounds such as phthalates and bisphenol A is associated with an increased
risk for obesity. Best Practice & Research Clinical Endocrinology &
Metabolism. 2021;35(5):101546.

Oken E, Levitan EB, Gillman MW. Maternal smoking during pregnancy and
child overweight: systematic review and meta-analysis. International Journal of
Obesity. 2008;32(2):201-10.

Moon RJ, D’Angelo S, Holroyd CR, Crozier SR, Godfrey KM, Davies JH, ve
ark. Parent-Offspring Associations in Body Composition: Findings From the
Southampton Women's Survey Prospective Cohort Study. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism. 2023;108(9):e726-e33.

Redinger RN. The pathophysiology of obesity and its clinical manifestations.
Gastroenterol Hepatol (N Y). 2007;3(11):856-63.

Reina-Pérez I, Olivas-Martinez A, Mustieles V, Ruiz-Ojeda FJ, Molina-Molina
JM, Olea N, ve ark. Bisphenol F and bisphenol S promote lipid accumulation
and adipogenesis in human adipose-derived stem cells. Food Chem Toxicol.
2021;152:112216.

Zaiou M, ElI Amri H, Bakillah A. The clinical potential of adipogenesis and
obesity-related microRNAs. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2018;28(2):91-111.

Vasileva LV, Savova MS, Tews D, Wabitsch M, Georgiev MI. Rosmarinic acid
attenuates obesity and obesity-related inflammation in human adipocytes. Food
Chem Toxicol. 2021;149:112002.

Azhar Y, Parmar A, Miller CN, Samuels JS, Rayalam S. Phytochemicals as
novel agents for the induction of browning in white adipose tissue. Nutrition &
Metabolism. 2016;13(1):89.

Masood B, Moorthy M. Causes of obesity: a review. Clinical Medicine.
2023;23(4):284-91.

Baillie-Hamilton PF. Chemical Toxins: A Hypothesis to Explain the Global
Obesity Epidemic. The Journal of Alternative and Complementary Medicine.
2002;8(2):185-92.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

106

Oruganti L, Reddy-Sankaran K, Dinnupati H, Kotakadi VS, Meriga B. Anti-
adipogenic and lipid-lowering activity of piperine and epigallocatechin gallate
in 3T3-L1 adipocytes. Archives of Physiology and Biochemistry. 2021;129:1-
8.

Gonzalez Jiménez E. Obesity: Etiologic and pathophysiological analysis.
Endocrinologia y Nutricion (English Edition). 2013;60(1):17-24.

Collins S. Overview of clinical perspectives and mechanisms of obesity. Birth
Defects Research Part A: Clinical and Molecular Teratology. 2005;73(7):470-
1.

Hagberg CE, Spalding KL. White adipocyte dysfunction and obesity-associated
pathologies in humans. Nature Reviews Molecular Cell Biology.
2024;25(4):270-89.

Sandoval-Borquez A, Carrion P, Hernandez MP, Pérez JA, Tapia-Castillo A,
Vecchiola A, ve ark. Adipose Tissue Dysfunction and the Role of Adipocyte-
Derived Extracellular Vesicles in Obesity and Metabolic Syndrome. Journal of
the Endocrine Society. 2024;8(8).

Concha F, Prado G, Quezada J, Ramirez A, Bravo N, Flores C, ve ark.
Nutritional and non-nutritional agents that stimulate white adipose tissue
browning. Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders. 2019;20(2):161-71.

Igbal J, Al Qarni A, Hawwari A, Alghanem FA, Ahmed G. Metabolic
Syndrome, Dyslipidemia and Regulation of Lipoprotein Metabolism. Current
Diabetes Reviews. 2018;14(5):427-33.

Rosen ED, Sarraf P, Troy AE, Bradwin G, Moore K, Milstone DS, ve ark.
PPARy Is Required for the Differentiation of Adipose Tissue In Vivo and In
Vitro. Molecular Cell. 1999;4(4):611-7.

Feve B. Adipogenesis: cellular and molecular aspects. Best Practice &
Research Clinical Endocrinology & Metabolism. 2005;19(4):483-99.

Molehin D, Filleur S, Pruitt K. Regulation of aromatase expression: Potential
therapeutic insight into breast cancer treatment. Mol Cell Endocrinol.
2021;531:111321.

Brann DW, Lu Y, Wang J, Zhang Q, Thakkar R, Sareddy GR, ve ark. Brain-
derived estrogen and neural function. Neuroscience & Biobehavioral Reviews.
2022;132:793-817.

Almeida CF, Teixeira N, Oliveira A, Augusto TV, Correia-da-Silva G, Ramos
MJ, ve ark. Discovery of a multi-target compound for estrogen receptor-
positive (ER(+)) breast cancer: Involvement of aromatase and ERs. Biochimie.
2021;181:65-76.

Gennari L, Merlotti D, Nuti R. Chapter 6 - Aromatase activity and bone loss.
In: Makowski GS, editor. Advances in Clinical Chemistry. 54: Elsevier; 2011.
p. 129-64.

Baravalle R, Ciaramella A, Baj F, Di Nardo G, Gilardi G. Identification of
endocrine disrupting chemicals acting on human aromatase. Biochim Biophys
Acta Proteins Proteom. 2018;1866(1):88-96.



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

107

Caballero Alfonso AY, Mora Lagares L, Novic M, Benfenati E, Kumar A,
Chayawan. Exploration of structural requirements for azole chemicals towards
human aromatase CYP19A1 activity: Classification modeling, structure-
activity relationships and read-across study. Toxicol In Vitro. 2022;81:105332.

Shaheenah D, Fellow SGK, Buzdar AU. Aromatase. In: Offermanns S,
Rosenthal W, editors. Encyclopedia of Molecular Pharmacology. Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg; 2008. p. 218-21.

Zheng Y, Shao M, Zheng Y, Sun W, Qin S, Sun Z, ve ark. PPARs in
atherosclerosis: The spatial and temporal features from mechanism to
druggable targets. Journal of Advanced Research. 2024.

Seminotti B, Grings M, Glianzel NM, Vockley J, Leipnitz G. Peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR) agonists as a potential therapy for
inherited metabolic disorders. Biochemical Pharmacology. 2023;209:115433.

Kota BP, Huang TH-W, Roufogalis BD. An overview on biological
mechanisms of PPARs. Pharmacological Research. 2005;51(2):85-94.

Contreras AV, Torres N, Tovar AR. PPAR-a as a Key Nutritional and
Environmental Sensor for Metabolic Adaptation. Advances in Nutrition.
2013;4(4):439-52.

Gad SC. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS). In: Wexler P,
editor. Encyclopedia of Toxicology (Fourth Edition). Oxford: Academic Press;
2024. p. 393-7.

Berger JP, Akiyama TE, Meinke PT. PPARSs: therapeutic targets for metabolic
disease. Trends in Pharmacological Sciences. 2005;26(5):244-51.

ChiazzaF, Collino M. Chapter 9 - Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
(PPARS) in Glucose Control. In: Mauricio D, editor. Molecular Nutrition and
Diabetes. San Diego: Academic Press; 2016. p. 105-14.

Hostetler HA, Balanarasimha M, Huang H, Kelzer MS, Kaliappan A, Kier AB,
ve ark. Glucose regulates fatty acid binding protein interaction with lipids and
peroxisome proliferator-activated receptor a. J Lipid Res. 2010;51(11):3103-
16.

Baran KP. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARS). In: Wexler
P, editor. Encyclopedia of Toxicology (Third Edition). Oxford: Academic
Press; 2014. p. 812-4.

Agarwal S, Yadav A, Chaturvedi RK. Peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) as therapeutic target in neurodegenerative disorders.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2017;483(4):1166-
77.

Ahmadian M, Suh JM, Hah N, Liddle C, Atkins AR, Downes M, ve ark. PPARy
signaling and metabolism: the good, the bad and the future. Nat Med.
2013;19(5):557-66.

Vishvanath L, Gupta RK. Contribution of adipogenesis to healthy adipose
tissue expansion in obesity. J Clin Invest. 2019;129(10):4022-31.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

108

Ramirez V, Gonzilez-Palacios P, Baca MA, Gonzalez-Domenech PJ,
Fernandez-Cabezas M, Alvarez-Cubero MJ, ve ark. Effect of exposure to
endocrine disrupting chemicals in obesity and neurodevelopment: The genetic
and microbiota link. Science of The Total Environment. 2022;852:158219.

Gupta R, Kumar P, Fahmi N, Garg B, Dutta S, Sachar S, ve ark. Endocrine
disruption and obesity: A current review on environmental obesogens. Current
Research in Green and Sustainable Chemistry. 2020;3:1000009.

Janesick A, Blumberg B. Endocrine disrupting chemicals and the
developmental programming of adipogenesis and obesity. Birth Defects Res C
Embryo Today. 2011;93(1):34-50.

Basarir Sivri FN, Ciftgi S. A New Insight into Fatty Acid Binding Protein 4
Mechanisms and Therapeutic Implications in Obesity-Associated Diseases: A
Mini Review. Molecular Nutrition & Food Research. 2024;68(8):2300840.

Xu H, Diolintzi A, Storch J. Fatty acid-binding proteins: functional
understanding and diagnostic implications. Curr Opin Clin Nutr Metab Care.
2019;22(6):407-12.

van der Ark-Vonk EM, Puijk MV, Pasterkamp G, van der Laan SW. The
Effects of FABP4 on Cardiovascular Disease in the Aging Population. Current
Atherosclerosis Reports. 2024;26(5):163-75.

Ishimura S, Furuhashi M, Watanabe Y, Hoshina K, Fuseya T, Mita T, ve ark.
Circulating Levels of Fatty Acid-Binding Protein Family and Metabolic
Phenotype in the General Population. PLOS ONE. 2013;8(11):e81318.

Mallick R, Basak S, Das RK, Banerjee A, Paul S, Pathak S, ve ark. Fatty Acids
and their Proteins in Adipose Tissue Inflammation. Cell Biochemistry and
Biophysics. 2024;82(1):35-51.

Hao J, Zhang Y, Yan X, Yan F, Sun Y, Zeng J, ve ark. Circulating Adipose
Fatty Acid Binding Protein Is a New Link Underlying Obesity-Associated
Breast/Mammary Tumor Development. Cell Metabolism. 2018;28(5):689-
705.e5.

Liu S, Wu D, Fan Z, Yang J, Li Y, Meng Y, ve ark. FABP4 in obesity-
associated carcinogenesis: Novel insights into mechanisms and therapeutic
implications. Front Mol Biosci. 2022;9:973955.

Dahlstrom EH, Saksi J, Forsblom C, Uglebjerg N, Mars N, Thorn LM, ve ark.
The Low-Expression Variant of FABP4 Is Associated With Cardiovascular
Disease in Type 1 Diabetes. Diabetes. 2021;70(10):2391-401.

LvJ, HuY, Li L, He Y, Wang J, Guo N, ve ark. Targeting FABP4 in elderly
mice rejuvenates liver metabolism and ameliorates aging-associated metabolic
disorders. Metabolism. 2023;142:155528.

Erbay E, Babaev VR, Mayers JR, Makowski L, Charles KN, Snitow ME, ve
ark. Reducing endoplasmic reticulum stress through a macrophage lipid
chaperone alleviates atherosclerosis. Nature Medicine. 2009;15(12):1383-91.



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

109

Floresta G, Pistara V, Amata E, Dichiara M, Marrazzo A, Prezzavento O, ve
ark. Adipocyte fatty acid binding protein 4 (FABP4) inhibitors. A
comprehensive systematic review. Eur J Med Chem. 2017;138:854-73.

Garin-Shkolnik T, Rudich A, Hotamisligil GS, Rubinstein M. FABP4
attenuates PPARy and adipogenesis and is inversely correlated with PPARy in
adipose tissues. Diabetes. 2014;63(3):900-11.

Zhao W, Rasheed A, Tikkanen E, Lee J-J, Butterworth AS, Howson JMM, ve
ark. Identification of new susceptibility loci for type 2 diabetes and shared
etiological pathways with coronary heart disease. Nature Genetics.
2017;49(10):1450-7.

Cao Z, Umek RM, McKnight SL. Regulated expression of three C/EBP
isoforms during adipose conversion of 3T3-L1 cells. Genes Dev.
1991;5(9):1538-52.

Yeh WC, Cao Z, Classon M, McKnight SL. Cascade regulation of terminal
adipocyte differentiation by three members of the C/EBP family of leucine
zipper proteins. Genes Dev. 1995;9(2):168-81.

Ramji DP, Foka P. CCAAT/enhancer-binding proteins: structure, function and
regulation. Biochem J. 2002;365(Pt 3):561-75.

Tang QQ, Lane MD. Adipogenesis: From Stem Cell to Adipocyte. Annual
Review of Biochemistry. 2012;81(Volume 81, 2012):715-36.

Martinez MA, Blanco J, Rovira J, Kumar V, Domingo JL, Schuhmacher M.
Bisphenol A analogues (BPS and BPF) present a greater obesogenic capacity
in 3T3-L1 cell line. Food and Chemical Toxicology. 2020;140:111298.

Mosca A, Manco M, Braghini MR, Cianfarani S, Maggiore G, Alisi A, ve ark.
Environment, Endocrine Disruptors, and Fatty Liver Disease Associated with
Metabolic Dysfunction (MASLD). Metabolites. 2024;14(1):71.

Xue S, Li X, Zhou S, Zhang J, Sun K, Peng X, ve ark. Effects and mechanisms
of endocrine disruptor bisphenol AF on male reproductive health: A mini
review. Ecotoxicology and Environmental Safety. 2024;276:116300.

Gupta RK, Archambeault DR, Yao HHC. 11.30 - Genetic Mouse Models for
Female Reproductive Toxicology Studies. In: McQueen CA, editor.
Comprehensive Toxicology (Second Edition). Oxford: Elsevier; 2010. p. 561-
75.

Wiklund L, Beronius A. Systematic evaluation of the evidence for
identification of endocrine disrupting properties of Bisphenol F. Toxicology.
2022;476:153255.

Williams GP, Darbre PD. Low-dose environmental endocrine disruptors,
increase aromatase activity, estradiol biosynthesis and cell proliferation in
human breast cells. Mol Cell Endocrinol. 2019;486:55-64.

Kawa IA, Akbar M, Fatima Q, Mir SA, Jeelani H, Manzoor S, ve ark. Endocrine
disrupting chemical Bisphenol A and its potential effects on female health.
Diabetes Metab Syndr. 2021;15(3):803-11.



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

110

Choi SI, Kwon HY, Han X, Men X, Choi YE, Jang GW, ve ark. Environmental
obesogens (bisphenols, phthalates and parabens) and their impacts on
adipogenic transcription factors in the absence of dexamethasone in 3T3-L1
cells. J Steroid Biochem Mol Biol. 2021;214:105994.

Mohajer N, Du CY, Checkcinco C, Blumberg B. Obesogens: How They Are
Identified and Molecular Mechanisms Underlying Their Action. Front
Endocrinol (Lausanne). 2021;12:780888.

Behl M, Rao D, Aagaard K, Davidson TL, Levin ED, Slotkin TA, ve ark.
Evaluation of the association between maternal smoking, childhood obesity,
and metabolic disorders: a national toxicology program workshop review.
Environ Health Perspect. 2013;121(2):170-80.

Manikkam M, Tracey R, Guerrero-Bosagna C, Skinner MK. Plastics derived
endocrine disruptors (BPA, DEHP and DBP) induce epigenetic
transgenerational inheritance of obesity, reproductive disease and sperm
epimutations. PLoS One. 2013;8(1):e55387.

Nicolaou M, Toumba M, Kythreotis A, Daher H, Skordis N. Obesogens in
Adolescence: Challenging Aspects and Prevention Strategies. Children.
2024;11(5):602.

MacKay H, Patterson ZR, Abizaid A. Perinatal Exposure to Low-Dose
Bisphenol-A Disrupts the Structural and Functional Development of the
Hypothalamic Feeding Circuitry. Endocrinology. 2017;158(4):768-77.

Dalamaga M, Kounatidis D, Tsilingiris D, Vallianou NG, Karampela I, Psallida
S, ve ark. The Role of Endocrine Disruptors Bisphenols and Phthalates in
Obesity: Current Evidence, Perspectives and Controversies. International
Journal of Molecular Sciences. 2024;25(1):675.

Hoepner LA. Bisphenol a: A narrative review of prenatal exposure effects on
adipogenesis and childhood obesity via peroxisome proliferator-activated
receptor gamma. Environ Res. 2019;173:54-68.

Park C, Song H, Choi J, Sim S, Kojima H, Park J, ve ark. The mixture effects
of bisphenol derivatives on estrogen receptor and androgen receptor. Environ
Pollut. 2020;260:114036.

Gramec Skledar D, Peterlin Masi¢ L. Bisphenol A and its analogs: Do their
metabolites have endocrine activity? Environ Toxicol Pharmacol. 2016;47:182-
99.

Michatowicz J. Bisphenol A--sources, toxicity and biotransformation. Environ
Toxicol Pharmacol. 2014;37(2):738-58.

Santos CRd, Arcanjo GS, Aragjo AAD, Santos LVdS, Amaral MCS.
Occurrence, environmental risks, and removal of bisphenol A and its analogues
by membrane bioreactors. Chemical Engineering Journal. 2024;494:153278.

Wang H, Liu Z-h, Tang Z, Zhang J, Yin H, Dang Z, ve ark. Bisphenol analogues
in Chinese bottled water: Quantification and potential risk analysis. Science of
The Total Environment. 2020;713:136583.



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

111

Zhang B, Wei J, Wang Z, Li X, Liu Y. Sample preparation and analytical
methods for bisphenol endocrine disruptors from foods: State of the art and
future perspectives. Microchemical Journal. 2024;204:111033.

Luo C, Zou L, Sun H, Peng J, Gao C, Bao L, ve ark. A Review of the Anti-
Inflammatory Effects of Rosmarinic Acid on Inflammatory Diseases. Front
Pharmacol. 2020;11:153.

Ahmed S, Atlas E. Bisphenol S- and bisphenol A-induced adipogenesis of
murine preadipocytes occurs through direct peroxisome proliferator-activated
receptor gamma activation. Int J Obes (Lond). 2016;40(10):1566-73.

Vandenberg LN, Chahoud I, Heindel JJ, Padmanabhan V, Paumgartten FJR,
Schoenfelder G. Urinary, Circulating, and Tissue Biomonitoring Studies
Indicate Widespread Exposure to Bisphenol A. Environmental Health
Perspectives. 2010;118(8):1055-70.

Deng X, Liang S, Tang Y, Li Y, Xu R, Luo L, ve ark. Adverse effects of
bisphenol A and its analogues on male fertility: An epigenetic perspective.
Environmental Pollution. 2024;345:123393.

den Braver-Sewradj SP, van Spronsen R, Hessel EVS. Substitution of
bisphenol A: a review of the carcinogenicity, reproductive toxicity, and
endocrine disruption potential of alternative substances. Critical Reviews in
Toxicology. 2020;50(2):128-47.

Nunez AA, Kannan K, Giesy JP, Fang J, Clemens LG. Effects of Bisphenol A
on energy balance and accumulation in brown adipose tissue in rats.
Chemosphere. 2001;42(8):917-22.

Naomi R, Yazid MD, Bahari H, Keong Y'Y, Rajandram R, Embong H, ve ark.
Bisphenol A (BPA) Leading to Obesity and Cardiovascular Complications: A
Compilation of Current In Vivo Study. International Journal of Molecular
Sciences. 2022;23(6):2969.

Volkel W, Colnot T, Csanady GA, Filser JG, Dekant W. Metabolism and
Kinetics of Bisphenol A in Humans at Low Doses Following Oral
Administration. Chemical Research in Toxicology. 2002;15(10):1281-7.

Zhu M, Zeng R, Wu D, Li Y, Chen T, Wang A. Research progress of the effects
of bisphenol analogues on the intestine and its underlying mechanisms: A
review. Environmental Research. 2023;243:117891.

Nachman RM, Hartle JC, Lees PSJ, Groopman JD. Early Life Metabolism of
Bisphenol A: A Systematic Review of the Literature. Current Environmental
Health Reports. 2014;1(1):90-100.

Ye X, Wong L-Y, Bishop AM, Calafat AM. Variability of Urinary
Concentrations of Bisphenol A in Spot Samples, First Morning Voids, and 24-
Hour Collections. Environmental Health Perspectives. 2011;119(7):983-8.

Volkel W, Colnot T, Csanady GA, Filser JG, Dekant W. Metabolism and
kinetics of bisphenol a in humans at low doses following oral administration.
Chem Res Toxicol. 2002;15(10):1281-7.



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

112

Ye X, Kuklenyik Z, Needham LL, Calafat AM. Quantification of urinary
conjugates of bisphenol A, 2,5-dichlorophenol, and 2-hydroxy-4-
methoxybenzophenone in humans by online solid phase extraction-high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Anal Bioanal
Chem. 2005;383(4):638-44.

Durmaz E, Giray BK. Cevresel bir endokrin bozucu: Bisfenol A ve toksik
etkilerinin degerlendirilmesi. Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Dergisi.
2013;56:192-9.

Kitamura S, Suzuki T, Sanoh S, Kohta R, Jinno N, Sugihara K, ve ark.
Comparative study of the endocrine-disrupting activity of bisphenol A and 19
related compounds. Toxicol Sci. 2005;84(2):249-59.

Guo J, Liu K, Yang J, Su Y. The association between prenatal exposure to
bisphenol A and offspring obesity: A systematic review. Environmental
Pollution. 2024;344:123391.

Zhang N, Zhao Y, Zhai L, Bai Y, Wei W, Sun Q, ve ark. Urinary concentrations
of bisphenol A and its alternatives: Potential predictors of and associations with
antral follicle count among women from an infertility clinic in Northern China.
Environmental Research. 2024;249:118433.

Thoene M, Rytel L, Nowicka N, Wojtkiewicz J. The state of bisphenol research
in the lesser developed countries of the EU: a mini-review. Toxicology
Research. 2018;7(3):371-80.

Hartle JC, Navas-Acien A, Lawrence RS. The consumption of canned food and
beverages and urinary Bisphenol A concentrations in NHANES 2003-2008.
Environmental Research. 2016;150:375-82.

Martinez-Guijarro K, Gevao B, Porcelli M, Al-Salem S, Uddin S, Bahloul M,
ve ark. Assessment of bisphenols in children's toy and baby products in the
Middle East. Emerging Contaminants. 2024;10(3):100374.

Sigvaldsen A, Frederiksen H, Hoajsager FD, Andersson A-M, Juul A, Boye H,
ve ark. Prenatal and childhood exposure to bisphenols and bone mineral density
in 7-year-old children from the Odense Child Cohort. International Journal of
Hygiene and Environmental Health. 2024;260:114408.

Konieczna A, Rutkowska A, Rachon D. Health risk of exposure to Bisphenol
A (BPA). Rocz Panstw Zakl Hig. 2015;66(1):5-11.

Wen X, Zhu M, Li Z, Li T, Xu X. Dual effects of bisphenol A on wound
healing, involvement of estrogen receptor [. Ecotoxicol Environ Saf.
2022;231:113207.

Shao Y, Zhu L, Chen Z, Thalmann B, Zhou S, Hollert H, ve ark. Evidence of
increased estrogenicity upon metabolism of Bisphenol F - Elucidation of the
key metabolites. Science of The Total Environment. 2021;787:147669.

Castro B, Sanchez P, Torres JM, Ortega E. Effects of perinatal exposure to
bisphenol A on the intraprostatic levels of aromatase and So-reductase
isozymes in juvenile rats. Food Chem Toxicol. 2018;115:20-5.



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

113

Matsumoto J, Yokota H, Yuasa A. Developmental increases in rat hepatic
microsomal UDP-glucuronosyltransferase activities toward xenoestrogens and
decreases during pregnancy. Environ Health Perspect. 2002;110(2):193-6.

Zhao H, Liu M, Lv Y, Fang M. Dose-response metabolomics and pathway
sensitivity to map molecular cartography of bisphenol A exposure. Environ Int.
2022;158:106893.

Sengupta S, Obiorah I, Maximov PY, Curpan R, Jordan VC. Molecular
mechanism of action of bisphenol and bisphenol A mediated by oestrogen
receptor alpha in growth and apoptosis of breast cancer cells. Br J Pharmacol.
2013;169(1):167-78.

Wang C, Zhang J, Li Q, Zhang T, Deng Z, Lian J, ve ark. Low concentration
of BPA induces mice spermatocytes apoptosis via GPR30. Oncotarget.
2017;8(30):49005-15.

Inadera H. Neurological Effects of Bisphenol A and its Analogues.
International Journal of Medical Sciences. 2015;12(12):926-36.

Wu W, Li M, Liu A, Wu C, Li D, Deng Q, ve ark. Bisphenol A and the Risk of
Obesity a Systematic Review With Meta-Analysis of the Epidemiological
Evidence. Dose-Response. 2020;18(2):1559325820916949.

Matthews JB, Twomey K, Zacharewski TR. In Vitro and in Vivo Interactions
of Bisphenol A and Its Metabolite, Bisphenol A Glucuronide, with Estrogen
Receptors a and . Chemical Research in Toxicology. 2001;14(2):149-57.

Biemann R, Navarrete Santos A, Navarrete Santos A, Riemann D, Knelangen
J, Blither M, ve ark. Endocrine disrupting chemicals affect the adipogenic
differentiation of mesenchymal stem cells in distinct ontogenetic windows.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2012;417(2):747-52.

Engin AB, Engin A. The effect of environmental Bisphenol A exposure on
breast cancer associated with obesity. Environ Toxicol Pharmacol.
2021;81:103544.

LaKind JS, Goodman M, Mattison DR. Bisphenol A and indicators of obesity,
glucose metabolism/type 2 diabetes and cardiovascular disease: A systematic
review of epidemiologic research. Critical Reviews in Toxicology.
2014;44(2):121-50.

Xue J, Wu Q, Sakthivel S, Pavithran PV, Vasukutty JR, Kannan K. Urinary
levels of endocrine-disrupting chemicals, including bisphenols, bisphenol A
diglycidyl ethers, benzophenones, parabens, and triclosan in obese and non-
obese Indian children. Environ Res. 2015;137:120-8.

Urbanetz LAML, Junior JMS, Maciel GAR, Simdes RdS, Baracat MCP,
Baracat EC. Does bisphenol A (BPA) participates in the pathogenesis of
Polycystic Ovary Syndrome (PCOS)? Clinics. 2023;78:100310.

Wei J, Lin Y, Li Y, Ying C, Chen J, Song L, ve ark. Perinatal Exposure to
Bisphenol A at Reference Dose Predisposes Offspring to Metabolic Syndrome
in Adult Rats on a High-Fat Diet. Endocrinology. 2011;152(8):3049-61.



135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

114

Li G, Chang H, XiaW, Mao Z, Li Y, Xu S. FO maternal BPA exposure induced
glucose intolerance of F2 generation through DNA methylation change in Gek.
Toxicol Lett. 2014;228(3):192-9.

Cao Y, Chen Z, Zhang M, Shi L, Qin S, Lv D, ve ark. Maternal exposure to
bisphenol A induces fetal growth restriction via upregulating the expression of
estrogen receptors. Chemosphere. 2022;287(Pt 3):132244.

Mu X, Qi S, Liu J, Wang H, Yuan L, Qian L, ve ark. Environmental level of
bisphenol F induced reproductive toxicity toward zebrafish. Science of The
Total Environment. 2022;806:149992.

Usman A, lkhlas S, Ahmad M. Occurrence, toxicity and endocrine disrupting
potential of Bisphenol-B and Bisphenol-F: A mini-review. Toxicology Letters.
2019;312:222-7.

Fromme H, Kiichler T, Otto T, Pilz K, Miiller J, Wenzel A. Occurrence of
phthalates and bisphenol A and F in the environment. Water Research.
2002;36(6):1429-38.

Cabaton N, Chagnon M-C, Lhuguenot J-C, Cravedi J-P, Zalko D. Disposition
and Metabolic Profiling of Bisphenol F in Pregnant and Nonpregnant Rats.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2006;54(26):10307-14.

Dumont C, Perdu E, de Sousa G, Debrauwer L, Rahmani R, Cravedi J-P, ve
ark. Bis(hydroxyphenyl)methane—bisphenol F—metabolism by the HepG2
human hepatoma cell line and cryopreserved human hepatocytes. Drug and
Chemical Toxicology. 2011;34(4):445-53.

Jones-Otazo HA, Clarke JP, Diamond ML, Archbold JA, Ferguson G, Harner
T, ve ark. Is house dust the missing exposure pathway for PBDEs? An analysis
of the urban fate and human exposure to PBDEs. Environ Sci Technol.
2005;39:5121.

Alexander HC, Dill DC, Smith LW, Guiney PD, Dorn P. Bisphenol a: Acute
aquatic toxicity. Environ Toxicol Chem. 1988;7(1):19.

YangF, QiuW, LiR, HuJ, Luo S, Zhang T, ve ark. Genome-wide identification
of the interactions between key genes and pathways provide new insights into
the toxicity of bisphenol F and S during early development in zebrafish.
Chemosphere. 2018;213:559-67.

Mu X, Qi S, Liu J, Wang H, Yuan L, Qian L, ve ark. Environmental level of
bisphenol F induced reproductive toxicity toward zebrafish. Sci Total Environ.
2022;806(Pt 1):149992.

Barrett JR. The science of soy: what do we really know? Environ Health
Perspect. 2006;114(6):A352-8.

Zych M, Folwarczna J, Trzeciak HI. Natural phenolic acids may increase serum
estradiol level in ovariectomized rats. Acta Biochim Pol. 2009;56(3):503-7.

Shahbaz M. Therapeutic potential of rosmarinic acid: A comprehensive review.
Applied Sciences. 2019;9:3139.



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

115

Llaneza P, Gonzalez C, Fernandez-Ifiarrea J, Alonso A, Diaz F, Pérez-Lopez
FR. Soy isoflavones improve insulin sensitivity without changing serum leptin
among postmenopausal women. Climacteric. 2012;15(6):611-20.

Bose M, Lambert JD, Ju J, Reuhl KR, Shapses SA, Yang CS. The major green
tea polyphenol, (-)-epigallocatechin-3-gallate, inhibits obesity, metabolic
syndrome, and fatty liver disease in high-fat-fed mice. The Journal of nutrition.
2008;138 9:1677-83.

Suzuki T, Pervin M, Goto S, Isemura M, Nakamura Y. Beneficial Effects of
Tea and the Green Tea Catechin Epigallocatechin-3-gallate on Obesity.
Molecules. 2016;21(10).

Cooke PS, Naaz A. Role of estrogens in adipocyte development and function.
Exp Biol Med (Maywood). 2004;229(11):1127-35.

Cai W, Yang T, Liu H, Han L, Zhang K, Hu X, ve ark. Peroxisome proliferator-

activated receptor y (PPARY): A master gatekeeper in CNS injury and repair.
Prog Neurobiol. 2018;163-164:27-58.

Rivera F, Costa G, Abin A, Urbanavicius J, Arruti C, Casanova G, ve ark.
Reduction of ischemic brain damage and increase of glutathione by a liposomal
preparation of quercetin in permanent focal ischemia in rats. Neurotoxicity
Research. 2008;13(2):105-14.

Ahn J, Lee H, Kim S, Park J, Ha T. The anti-obesity effect of quercetin is
mediated by the AMPK and MAPK signaling pathways. Biochem Biophys Res
Commun. 2008;373(4):545-9.

Lee JS, Cha YJ, Lee KH, Yim JE. Onion peel extract reduces the percentage of
body fat in overweight and obese subjects: a 12-week, randomized, double-
blind, placebo-controlled study. Nutr Res Pract. 2016;10(2):175-81.

Kim G-D, Park YS, Jin Y-H, Park C-S. Production and applications of
rosmarinic acid and structurally related compounds. Applied Microbiology and
Biotechnology. 2015;99(5):2083-92.

Widlund AL, Baral K, Dalgaard LT, Vang O. Functional Mitochondria Are
Important for the Effect of Resveratrol. Molecules. 2017;22(5).

Bowers JL, Tyulmenkov VV, Jernigan SC, Klinge CM. Resveratrol acts as a
mixed agonist/antagonist for estrogen receptors alpha and beta. Endocrinology.
2000;141(10):3657-67.

Vang O, Ahmad N, Baile CA, Baur JA, Brown K, Csiszar A, ve ark. What is
new for an old molecule? Systematic review and recommendations on the use
of resveratrol. PLoS One. 2011;6(6):e19881.

Bhat KP, Lantvit D, Christov K, Mehta RG, Moon RC, Pezzuto JM. Estrogenic
and antiestrogenic properties of resveratrol in mammary tumor models. Cancer
Res. 2001;61(20):7456-63.

Nikaido Y, Yoshizawa K, Danbara N, Tsujita-Kyutoku M, Yuri T, Uehara N,
ve ark. Effects of maternal xenoestrogen exposure on development of the
reproductive tract and mammary gland in female CD-1 mouse offspring.
Reprod Toxicol. 2004;18(6):803-11.



163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

116

Qasem RJ. The estrogenic activity of resveratrol: a comprehensive review of
in vitro and in vivo evidence and the potential for endocrine disruption. Crit
Rev Toxicol. 2020;50(5):439-62.

Rayalam S, Yang JY, Ambati S, Della-Fera MA, Baile CA. Resveratrol induces
apoptosis and inhibits adipogenesis in 3T3-L1 adipocytes. Phytotherapy
Research: An International Journal Devoted to Pharmacological and
Toxicological Evaluation of Natural Product Derivatives. 2008;22(10):1367-
71.

Leiherer A, Miindlein A, Drexel H. Phytochemicals and their impact on adipose
tissue inflammation and diabetes. Vascular pharmacology. 2013;58(1-2):3-20.

Alberdi G, Rodriguez VM, Miranda J, Macarulla MT, Churruca I, Portillo MP.
Thermogenesis is involved in the body-fat lowering effects of resveratrol in
rats. Food chemistry. 2013;141(2):1530-5.

Andrade JMO, Frade ACM, Guimaraes JB, Freitas KM, Lopes MTP,
Guimardes ALS, ve ark. Resveratrol increases brown adipose tissue
thermogenesis markers by increasing SIRT1 and energy expenditure and
decreasing fat accumulation in adipose tissue of mice fed a standard diet.
European journal of nutrition. 2014;53:1503-10.

Um J-H, Park S-J, Kang H, Yang S, Foretz M, McBurney MW, ve ark. AMP-
activated protein kinase—deficient mice are resistant to the metabolic effects of
resveratrol. Diabetes. 2010;59(3):554-63.

Wang S, Liang X, Yang Q, Fu X, Rogers CJ, Zhu M, ve ark. Resveratrol
induces brown-like adipocyte formation in white fat through activation of

AMP-activated protein kinase (AMPK) al. International journal of obesity.
2015;39(6):967-76.

Andrade JMO, Frade ACM, Guimaraes JB, Freitas KM, Lopes MTP,
Guimardes ALS, ve ark. Resveratrol increases brown adipose tissue
thermogenesis markers by increasing SIRT1 and energy expenditure and
decreasing fat accumulation in adipose tissue of mice fed a standard diet.
European Journal of Nutrition. 2014;53(7):1503-10.

Sun W, Yu S, Han H, Yuan Q, Chen J, Xu G. Resveratrol Inhibits Human
Visceral Preadipocyte Proliferation and Differentiation in vitro. Lipids.
2019;54(11-12):679-86.

Amoah SK, Sandjo LP, Kratz JM, Biavatti MW. Rosmarinic Acid--
Pharmaceutical and Clinical Aspects. Planta Med. 2016;82(5):388-406.

Kim GD, Park YS, Jin YH, Park CS. Production and applications of rosmarinic
acid and structurally related compounds. Appl Microbiol Biotechnol.
2015;99(5):2083-92.

Nakazawa T, Ohsawa K. Metabolism of rosmarinic acid in rats. J Nat Prod.
1998;61(8):993-6.

Baba S, Osakabe N, Natsume M, Terao J. Orally administered rosmarinic acid
Is present as the conjugated and/or methylated forms in plasma, and is degraded



176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

117

and metabolized to conjugated forms of caffeic acid, ferulic acid and m-
coumaric acid. Life Sci. 2004;75(2):165-78.

Lange KW, Lange KM, Nakamura Y. Green tea, epigallocatechin gallate and
the prevention of Alzheimer’s disease: Clinical evidence. Food Science and
Human Wellness. 2022;11(4):765-70.

Azambuja JH, Mancuso RI, Via FID, Torello CO, Saad STO. Protective effect
of green tea and epigallocatechin-3-gallate in a LPS-induced systemic
inflammation model. J Nutr Biochem. 2022;101:108920.

Furniturewalla A, Barve K. Approaches to overcome bioavailability
inconsistencies of epigallocatechin gallate, a powerful anti-oxidant in green tea.
Food Chemistry Advances. 2022;1:100037.

Granja A, Pinheiro M, Reis S. Epigallocatechin Gallate Nanodelivery Systems
for Cancer Therapy. Nutrients. 2016;8(5).

Lecumberri E, Dupertuis YM, Miralbell R, Pichard C. Green tea polyphenol
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) as adjuvant in cancer therapy. Clin Nutr.
2013;32(6):894-903.

LiY, Yuan YY, Meeran SM, Tollefsbol TO. Synergistic epigenetic reactivation
of estrogen receptor-a (ERa) by combined green tea polyphenol and histone
deacetylase inhibitor in ERa-negative breast cancer cells. Mol Cancer.
2010;9:274.

Gianfredi V, Vannini S, Moretti M, Villarini M, Bragazzi NL, Izzotti A, ve ark.
Sulforaphane and Epigallocatechin Gallate Restore Estrogen Receptor
Expression by Modulating Epigenetic Events in the Breast Cancer Cell Line
MDA-MB-231: A Systematic Review and Meta-Analysis. J Nutrigenet
Nutrigenomics. 2017;10(3-4):126-35.

De Amicis F, Santoro M, Guido C, Russo A, Aquila S. Epigallocatechin gallate
affects survival and metabolism of human sperm. Mol Nutr Food Res.
2012;56(11):1655-64.

Youn K, Ho C-T, Jun M. Multifaceted neuroprotective effects of (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) in Alzheimer's disease: an overview of pre-
clinical studies focused on B-amyloid peptide. Food Science and Human
Wellness. 2022;11(3):483-93.

Technical Documents:

Chemically-Induced Differentiation of ATCC® CL-173TM (3T3-L1) Using Single-

186.

Component Commercially-Available Reagents [Internet]: ATCC (American
Type Culture Collection); 2024 [Available from:
https://www.atcc.org/resources/technical-documents/chemically-induced-
method-of-adipogenesis.

Technical Document: A Chemically-induced Method of Adipogenesis 2024
[updated 04 Agustos 2024. Available from:
https://www.atcc.org/resources/technical-documents/chemically-induced-
method-of-adipogenesis.



187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

118

Technical Documents: Mouse Aromatase, ARO ELISA Kit [Internet] 2024
[updated 04  Agustos 2024.  Available from: https://www.bt-
laboratory.com/index.php/Shop/Index/productShijiheDetail/p_id/2506.html.

Technical Documents: Mouse Peroxisome Proliferators Activator Receptors
Alpha, PPAR-A ELISA Kit [Internet] 2024 [updated 04 Agustos 2024.
Available from: https://www.bt-
laboratory.com/index.php/Shop/Index/productShijiheDetail/p_id/2240.html.

Techincal Documents: Mouse Peroxisome Proliferator-activated Receptor
Gamma, PPAR-G ELISA Kit [Internet] 2024 [updated 04 Agustos 2024.
Available from: https://www.bt-
laboratory.com/index.php/Shop/Index/productShijiheDetail/p_id/2261.html.

Technical Documents: BT LABS Bioassay Technology Laboratory [Internet]
2024 [updated 04 Agustos 2024. Available from: https://www.bt-
laboratory.com/.

Technical Documents: Mouse DNA Damage-inducible Transcript 3 Protein,
DDIT3 ELISA Kit [Internet] 2024 [updated 04 Agustos 2024. Available from:
https://www.bt-
laboratory.com/index.php/Shop/Index/productShijiheDetail/p_id/10222.html.

Zhang X-H, Huang B, Choi S-K, Seo J-S. Anti-obesity effect of resveratrol-
amplified grape skin extracts on 3T3-L1 adipocytes differentiation. Nutr Res
Pract. 2012;6(4):286-93.

Reina-Pérez I, Olivas-Martinez A, Mustieles V, Ruiz-Ojeda FJ, Molina-Molina
JM, Olea N, ve ark. Bisphenol F and bisphenol S promote lipid accumulation
and adipogenesis in human adipose-derived stem cells. Food and Chemical
Toxicology. 2021;152:112216.

Pomatto V, Cottone E, Cocci P, Mozzicafreddo M, Mosconi G, Nelson ER, ve
ark. Plasticizers used in food-contact materials affect adipogenesis in 3T3-L1
cells. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology.
2018;178:322-32.

Salehpour A, Shidfar F, Hedayati M, Neshatbini Tehrani A, Farshad AA,
Mohammadi S. Bisphenol A enhances adipogenic signaling pathways in human
mesenchymal stem cells. Genes and Environment. 2020;42(1):13.

Huang JB, Zhang Y, Zhou YB, Wan XC, Zhang JS. Effects of epigallocatechin
gallate on lipid metabolism and its underlying molecular mechanism in broiler
chickens. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition. 2015;99(4):719-
27.

Hamm JK, Park BH, Farmer SR. A Role for C/EBP in Regulating Peroxisome
Proliferator-activated Receptor y Activity during Adipogenesis in 3T3-L1
Preadipocytes*. Journal of Biological Chemistry. 2001;276(21):18464-71.

Farmer SR. Transcriptional control of adipocyte formation. Cell Metabolism.
2006;4(4):263-73.



199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

119

Guo L, Li X, Tang Q-Q. Transcriptional Regulation of Adipocyte
Differentiation: A Central Role for CCAAT/Enhancer-binding Protein (C/EBP)
B*. Journal of Biological Chemistry. 2015;290(2):755-61.

Masuno H, Iwanami J, Kidani T, Sakayama K, Honda K. Bisphenol A
Accelerates Terminal Differentiation of 3T3-L1 Cells into Adipocytes through
the Phosphatidylinositol 3-Kinase Pathway. Toxicological Sciences.
2005;84(2):319-27.

Dong H, Yao X, Liu S, Yin N, Faiola F. Non-cytotoxic nanomolar
concentrations of bisphenol A induce human mesenchymal stem cell
adipogenesis and osteogenesis. Ecotoxicol Environ Saf. 2018;164:448-54.

Rosenmai AK, Dybdahl M, Pedersen M, Alice van Vugt-Lussenburg BM,
Wedebye EB, Taxvig C, ve ark. Are structural analogues to bisphenol a safe
alternatives? Toxicol Sci. 2014;139(1):35-47.

ChenH, LiJ, Zhang Y, Zhang W, Li X, Tang H, ve ark. Bisphenol F suppresses
insulin-stimulated glucose metabolism in adipocytes by inhibiting IRS-
1/PIBK/AKT  pathway. Ecotoxicology and Environmental Safety.
2022;231:113201.

Ramskov Tetzlaff CN, Svingen T, Vinggaard AM, Rosenmai AK, Taxvig C.
Bisphenols B, E, F, and S and 4-cumylphenol induce lipid accumulation in
mouse adipocytes similarly to bisphenol A. Environmental Toxicology.
2020;35(5):543-52.

Taxvig C, Dreisig K, Boberg J, Nellemann C, Schelde AB, Pedersen D, ve ark.
Differential effects of environmental chemicals and food contaminants on

adipogenesis, biomarker release and PPARYy activation. Molecular and Cellular
Endocrinology. 2012;361(1):106-15.

Vasileva LV, Savova MS, Tews D, Wabitsch M, Georgiev MI. Rosmarinic acid
attenuates obesity and obesity-related inflammation in human adipocytes. Food
and Chemical Toxicology. 2021;149:112002.

Watanabe M, Ohno S, Nakajin S. Effects of bisphenol A on the expression of
cytochrome P450 aromatase (CYP19) in human fetal osteoblastic and
granulosa cell-like cell lines. Toxicology Letters. 2012;210(1):95-9.

Huang H, Leung LK. Bisphenol A downregulates CYP19 transcription in JEG-
3 cells. Toxicology Letters. 2009;189(3):248-52.

Shanthanagouda AH, Nugegoda D, Patil JG. Effects of Bisphenol A and
Fadrozole Exposures on cypl9al Expression in the Murray Rainbowfish,
Melanotaenia fluviatilis. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology. 2014,67(2):270-80.

Williams GP, Darbre PD. Low-dose environmental endocrine disruptors,
increase aromatase activity, estradiol biosynthesis and cell proliferation in
human breast cells. Molecular and Cellular Endocrinology. 2019;486:55-64.

Satoh K, Sakamoto Y, Ogata A, Nagai F, Mikuriya H, Numazawa M, ve ark.
Inhibition of aromatase activity by green tea extract catechins and their



212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

120

endocrinological effects of oral administration in rats. Food and Chemical
Toxicology. 2002;40(7):925-33.

Monteiro R, Azevedo I, Calhau C. Modulation of Aromatase Activity by Diet
Polyphenolic Compounds. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2006;54(10):3535-40.

Goodin MG, Rosengren RJ. Epigallocatechin Gallate Modulates CYP450
Isoforms in the Female Swiss-Webster Mouse. Toxicological Sciences.
2003;76(2):262-70.

Hassan E, Kahilo K, Kamal T, Hassan M, Saleh Elgawish M. The protective
effect of epigallocatechin-3-gallate on testicular oxidative stress in lead-
induced toxicity mediated by Cypl9 gene / estradiol level. Toxicology.
2019;422:76-83.

Monteiro R, Assun¢ao M, Andrade JP, Neves D, Calhau C, Azevedo I. Chronic
Green Tea Consumption Decreases Body Mass, Induces Aromatase
Expression, and Changes Proliferation and Apoptosis in Adult Male Rat
Adipose Tissuel2. The Journal of Nutrition. 2008;138(11):2156-63.

Wang Y, Lee KW, Chan FL, Chen S, Leung LK. The Red Wine Polyphenol
Resveratrol Displays Bilevel Inhibition on Aromatase in Breast Cancer Cells.
Toxicological Sciences. 2006;92(1):71-7.

Chottanapund S, Van Duursen MBM, Navasumrit P, Hunsonti P, Timtavorn S,
Ruchirawat M, ve ark. Anti-aromatase effect of resveratrol and melatonin on
hormonal positive breast cancer cells co-cultured with breast adipose
fibroblasts. Toxicology in Vitro. 2014;28(7):1215-21.

Wang Y, Leung LK. Pharmacological concentration of resveratrol suppresses
aromatase in JEG-3 cells. Toxicology Letters. 2007;173(3):175-80.

Zhang S, Yang X, Luo J, Ge X, Sun W, Zhu H, ve ark. PPARa Activation
Sensitizes Cancer Cells to Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) Treatment via
Suppressing Heme Oxygenase-1. Nutrition and Cancer. 2014;66(2):315-24.

Lukitasari M, Nugroho DA, Rohman MS. 28 GREEN TEA EXTRACT
ADMINISTRATION HAD A BENEFICIAL EFFECT ON PPAR ALPHA
AND PPAR GAMMA GENE EXPRESSION IN METABOLIC SYNDROME
RAT MODEL. Journal of Hypertension. 2018;36:€9.

Lee K. Transactivation of peroxisome proliferator-activated receptor alpha by
green tea extracts. J Vet Sci. 2004;5(4):325-30.

Marinovic MP, Sousa-Filho CPB, Batista FAH, Avelino TM, Cogliati B,
Figueira ACM, ve ark. Green tea extract increases adiponectin and PPAR «a
levels to improve hepatic steatosis. The Journal of Nutritional Biochemistry.
2022;103:108957.

Huang Y, Lang H, Chen K, Zhang Y, Gao Y, Ran L, ve ark. Resveratrol protects
against nonalcoholic fatty liver disease by improving lipid metabolism and
redox homeostasis via the PPARa pathway. Applied Physiology, Nutrition, and
Metabolism. 2020;45(3):227-39.



224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

121

Inoue H, Jiang X-F, Katayama T, Osada S, Umesono K, Namura S. Brain
protection by resveratrol and fenofibrate against stroke requires peroxisome

proliferator-activated receptor o in mice. Neuroscience Letters.
2003;352(3):203-6.

Gao P, Wang L, Yang N, Wen J, Zhao M, Su G, ve ark. Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARy) activation and metabolism
disturbance induced by bisphenol A and its replacement analog bisphenol S
using in vitro macrophages and in vivo mouse models. Environment
International. 2020;134:105328.

Somm E, Schwitzgebel VM, Toulotte A, Cederroth CR, Combescure C, Nef S,
ve ark. Perinatal Exposure to Bisphenol A Alters Early Adipogenesis in the Rat.
Environmental Health Perspectives. 2009;117(10):1549-55.

Sakurai N, Mochizuki K, Kameji H, Shimada M, Goda T. (-)-Epigallocatechin
gallate enhances the expression of genes related to insulin sensitivity and
adipocyte differentiation in 3T3-L1 adipocytes at an early stage of
differentiation. Nutrition. 2009;25(10):1047-56.

Jeong JY, Suresh S, Jang M, Park MN, Gobianand K, You S, ve ark.
Epigallocatechin-3-gallate suppresses the lipid deposition through the
apoptosis during differentiation in bovine bone marrow mesenchymal stem
cells. Cell Biology International. 2015;39(1):52-64.

Lee H, Bae S, Yoon Y. The anti-adipogenic effects of (-)epigallocatechin
gallate are dependent on the WNT/B-catenin pathway. The Journal of
Nutritional Biochemistry. 2013;24(7):1232-40.

Mitterberger MC, Zwerschke W. Mechanisms of Resveratrol-Induced
Inhibition of Clonal Expansion and Terminal Adipogenic Differentiation in
3T3-L1 Preadipocytes. The Journals of Gerontology: Series A.
2013;68(11):1356-76.

Li C, Cheng B, Fang S, Zhou H, Gu Q, Xu J. Design, syntheses and lipid
accumulation inhibitory activities of novel resveratrol mimics. European
Journal of Medicinal Chemistry. 2018;143:114-22.

Kang NE, Ha AW, Kim JY, Kim WK. Resveratrol inhibits the protein
expression of transcription factors related adipocyte differentiation and the
activity of matrix metalloproteinase in mouse fibroblast 3T3-L1 preadipocytes.
Nutr Res Pract. 2012;6(6):499-504.

Park E-J, Lee S, Kim J-Y, Choi J, Lee Y-S, Park M, ve ark. The obesogen
bisphenol A promotes adipogenesis in canine adipose-derived stem cells:
Potential implication in dog obesity. Chemosphere. 2024;362:142579.

Ahmed F, Sarsenbayeva A, Katsogiannos P, Aguer C, Pereira MJ. The effects
of bisphenol A and bisphenol S on adipokine expression and glucose
metabolism in human adipose tissue. Toxicology. 2020;445:152600.



122

8. EKLER

EK 1. Tez Calismasi Orjinallik Raporu Ekran Goriintiisii

DOGAL VE SENTETIK ENDOKRIN BOZUCU KIMYASAL
MADDELERIN 3T3- L1 HUCRELERINDE ADIPOJENEZLE ILGILI
PROTEINLER UZERINDEKI TOKSIK ETKILERININ
KARSILASTIRMALI OLARAK DEGERLENDIRILMESI

ORIJINALLIK RAPORU

w18 w17 8 "

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI ~ YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

openaccess.hacettepe.edu.tr y 6
0

internet Kaynag

.

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 % 3
0

Internet Kaynag

]

turkish.elisatest-kit.com 2
%

internet Kaynag

2]

openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 ﬂ
Internet Kaynag %

actkpiim.yok-gov.tr %

yradi

E acikerisim.harran.edu.tr:8080 W
internet Kaynag %
nek.istanbul.edu.tr:4444

internet Kaynag <%W

b-ok.cc <%'

Internet Kaynag




123

EK 2. Dijital Makbuz

turnitinJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz édevinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Gonderiminize dair bilgiler
soyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida génderilmektedir.

Gonderen:  Izem Bilinmis
Odev bashgr:  DOGAL VE SENTETIK ENDOKRIN BOZUCU KIMYASAL MADDEL...
Gonderi Bashgr:  DOGAL VE SENTETIK ENDOKRIN BOZUCU KIMYASAL MADDEL...
Dosya adi:  I_zem_BI_LI_NMI_S_YL_TEZ.pdf
Dosya boyutu:  3.9M
Sayfa sayisi: 143
Kelime sayisi: 32,648
Karakter sayisi: 212,260
Gonderim Tarihi:  16-Agu-2024 11:2200 (UTC+0300)
Gonderim Numarasi: 2432883834

1
HACETTRRE, ONIVERSITES|
SAGLIK BILIMLER] ENSTITOSD

DOGAL VESENTETIK ENDOKRIN BOZUCU KINYASAL
MADDELERIN ST3- L1 HOCRELERINDE ADIPOJENEZLE.

KARSILASTIRMALL OLARAK DEGERLENDIRILAES|

frcm BLINMES.

Farmasik Toksikolofi Program
YOKSEX LISANS T21

ANKARA




124

9. OZGECMIS
I. Bireysel Bilgiler

Ad1 Soyadi: Izem Bilinmis


İzem Bilinmiş


