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OZET

Tan, E. Tiroid Hiicrelerinde Bisfenol A’min Toksik Etkileri ve Selenyum
Bilesiklerinin Koruyucu Roliiniin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2019. Bisfenol A (BPA) polikarbonatlarin ve epoksi reginelerinin tiretiminde
kullanilan bir kimyasal maddedir. Insanlar, bu maddeye giindelik yasamda oral,
inhalasyon ve dermal yolla yaygm olarak maruz kalir. Ostrojenik etkileri oldugu;
endokrin bozucu bir madde olarak degerlendirildigi bildirilmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda BPA’nin tiroid bezinin homeostazini ve tiroid hormon iiretimini
etkileyebildigi ve tiroid hormon reseptorleriyle etkilesebildigi belirlenmistir. Tiroid,
birim agirlik basina bobrekle birlikte selenyum igerigi en yiiksek olan dokudur.
Selenyum baglica diyetle alinan esansiyel bir eser elementtir. Tiroid hormon
sentezinde gorev alan deiyodinazlarin yapisinda bulunur. Ayrica, yapisinda bulundugu
antioksidan selenoproteinler ile tiroid bezini oksidatif strese karsi korur. Organik ve
inorganik formdaki selenyum bilesiklerinin fizyolojik dozlarda alimi, organizmada
birgok kimyasalin olusturdugu zararli etkilere kars1 koruyucu olabilir. Sunulan bu tez
calismasinda, BPA’nin insan papiller tiroid kanseri hiicre hatt1 (B-CPAP) iizerindeki
toksik etkileri ve BPA toksisitesi lizerinde selenyumun suplemantasyonunun modifiye
edici etkilerinin belirlenmesi amacglanmistir. BPA’nin  B-CPAP hiicrelerinde
olusturdugu sitopatolojik  degisiklikler,  sitototoksisite, oksidan/antioksidan
parametreler ve apoptoz degerlendirilmis; BPA ile birlikte inorganik selenyum
(sodyum selenit, SS) ve organik selenyum (selenometionin, SM) uygulamasinin olas1
Koruyucu rolii belirlenmistir. Elde edilen bulgular, BPA’nin B-CPAP hiicrelerinde
oksidatif stres olusumuna, hiicre i¢i ROS diizeylerinde ve lipit peroksidasyonda artisa
ve total glutatyon (GSH) diizeylerinde azalmaya yol actigin1 gostermektedir. Ayrica,
BPA’nin bu hiicrelerde sitopatolojik degisimlere ve apoptoza neden oldugu
belirlenmistir. Selenyum bilesiklerinin ise, bu hiicrelerde BPA ile indiiklenen
sitopatolojik ~degisikleri, oksidan/antiosidan statii degisimlerini ve apoptozu
azaltabilecegi yoniinde bulgular elde edilmistir. BPA’nin B-CPAP hiicrelerinde yol
acti@1 oksidatif stresin, bu hiicrelerde BPA toksisitesi altinda yatan mekanizmalardan
biri oldugu sonucuna varilmistir. inorganik ve organik selenyum bilesiklerinin ise,
tiroid hiicrelerinde antioksidan islevleriyle BPA toksisitesine karsi kismi olarak
koruyucu etkilerinin olabilecegi gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, selenyum, oksidatif stres, apoptoz, B-CPAP hiicre
hatt1

Bu tez ¢calismasi1 Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmektedir. Proje no: TYL-2018-17076
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ABSTRACT

Tan, E. Toxic Effects of Bisphenol A in Thyroid Cells and Evaluation of the
Protective Role of Selenium Compounds, Hacettepe University Health Sciences
Graduate School, Pharmaceutical Toxicology Program, Master Thesis, Ankara,
2019. Bisphenol A (BPA) is a chemical compound that is used in the production of
polycarbonates and epoxy resins. Humans are widely exposed to this compound by
oral, inhalation and dermal routes in daily life. It is known to have estrogenic effects
and is considered to be an endocrine disruptor. In recent studies, it has been stated that
BPA could affect thyroid homeostasis, thyroid hormone production and interact with
thyroid hormone receptors. Thyroid along with kidney, is the highest selenium
containing tissue. Selenium is an essential trace element which is primarily by diet.
Selenium is present in the structure of deiodinases, which have roles in thyroid
hormone synthesis. In addition, as being a part of antioxidant selenoproteins, it protects
the thyroid gland against oxidative stress. When organic and inorganic
selenocompounds are taken at physiological doses, they can be protect the organism
against the hazardous effects of several chemicals. In this thesis, we aimed to
investigate the toxic effects of BPA on human papillary thyroid cancer cell line (B-
CPAP) and the modifying effects of selenium supplementation against BPA toxicity.
We evaluated the cytopathological changes, cytotoxicity, oxidant/antioxidant
parameters and apoptosis caused by BPA on B-CPAP cells. Moreover, the protective
roles of inorganic selenium (sodium selenite, SS) and organic selenium
(selenomethionine, SM) were also assessed. Data have shown that BPA caused
oxidative stress, elevated intracellular ROS and lipid peroxidation levels and decreases
in total glutathione (GSH) levels in B-CPAP cell line. In addition, BPA also led to
cytopathological alterations and apoptosis in these cells. Our findings suggest that
selenocompounds could reduce the cytopathological changes, oxidant/antioxidant
status alterations and apoptosis induced by BPA. We can conclude that one of the
underlying mechanisms in the toxic effects of BPA in B-CPAP cells is oxidative stress.
Inorganic and organic selenocompounds can be partially protective against BPA
toxicity by their antioxidant functions in thyroid cells.

Keywords: Bisphenol A, selenium, oxidative stress, apoptosis, B-CPAP cell line.

This thesis is supported by Hacettepe Scientific Research Projects Coordination
Unit, Project number: TYL-2018-17076
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1. GIRIS

Bisfenol A (BPA) plastikleri sertlestirme amaciyla plastik materyale eklenen
fenol yapisinda bir kimyasal maddedir. Plastik monomeri olarak yemek kaplari, bebek
biberonlari, yapistiricilar, boya tozlart ve dis hekimliginde dolgu maddesi olarak
kullanilir (1, 2). BPA, giinlimiizde diinya genelinde en c¢ok iiretilen kimyasal
maddelerden biridir; her yil 6 milyar pounddan fazla iiretildigi bildirilmektedir.
Cevrede yaygin olarak bulundugu bilinmekte ve baslica maruziyetin diyet ve su ile
oldugu belirtilmektedir. Ayrica, otomobil, elektronik esya, spor malzemeleri, CD ve

DVD kaplama islerinde g¢alisanlarda mesleki maruziyetin de s6z konusu oldugu

bilinmektedir (3, 4).

Giinliik yagsamda BPA’ya oral, dermal ve inhalasyon yolu gibi ¢esitli yollardan
yaygin sekilde maruziyet gergeklesebilir (5). BPA endokrin bozucu olarak bilinen ve
endokrin bez fonksiyonlar1 iizerinde, iiretilen hormonun sentezinden metabolizmasina
ve reseptore baglanmasina kadar degisen farkli basamaklarda etki gosterebilen bir
kimyasal maddedir (6, 7). BPA’ya maruz kalmanin kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, tiroid fonksiyonu, obezite, iireme ve gelisimsel olumsuz saglik sorunlari ile

baglantisina iliskin ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (8-15).

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin tiroid hormon metabolizmasi iizerine
etkileri yoniinden yapilan tim caligmalarda kesin bir iligki kurmak miimkiin
olamamuistir. Bununla birlikte, ileri siiriilen baz1 mekanizmalar iizerinde durulmaktadir
(16). Tiroid bezine toksik etkileri oldugu belirtilen maddeler, dolasimdaki tiroid
hormon miktarlarini etkileyebilmekte ve kolloid miktarindaki azalma, hipertrofik veya
hiperplastik goriiniim gibi tiroid histolojisinde degisimler meydana getirebilmektedir.
Cesitli gevresel kimyasal maddelerin tiroid hormon analogu gibi davrandigi veya tiroid
reseptorlerine baglanarak tiroid hormon sinyallerini bozabildigi belirtilmektedir (17-

19).

Bisfenol A maruziyetinin tiroid dokusu ve homeostazi iizerindeki etkilerini
degerlendiren c¢alismalar smirhidir ve sonuglarmin celiskili oldugu gozlenmistir.
Bundan dolayr BPA maruziyeti ve tiroid fonksiyonu arasindaki iligki daha

dogrulanmamistir. Ancak, BPA’nin tiroid reseptdrlerine zayif baglar ile baglanarak T3



antagonisti gibi davrandigi ve tiroid reseptorleri aracili transkripsiyonel aktiviteyi
inhibe edebildigi belirtilmistir. Gen diizeyindeki ¢alismalarda ise Nkx2.1, paired box
8 (Pax8) proteinleri ve tiroid hormon sentezinde gérev alan Tpo (Tiroid peroksidaz,
NIS ve tiroglobulin (TG) genlerinin transkripsiyonlarinda BPA maruziyeti ile artig
gozlendigi saptanmustir (6, 18, 20).

Gebe sigcanlara BPA uygulamasi sonucu, dogan yavrularin 15. giin total Ts
seviyelerinde kontrol grubuna goére artis oldugu, ancak 35. giinde bu degerlerin
normale dondigi gozlenmistir (21). Diger taraftan, BPA’nin tiroid hormon
reseptorlerine baglanabildigi ve tiroid hormon reseptdr kaynakli gen ekspresyonunun
baskilanmasina neden olabilecegi gosterilmistir (22). BPA’nin tiroid hormon
reseptorlerinin transkripsiyonunu genomik olmayan bir mekanizma ile baskiladig

bildirilmistir.

Insanlarda BPA’nin tiroid hormonlar {izerine etkisi konusunda yeteri kadar
calisma yoktur. Mevcut calismalar BPA maruziyeti ile tiroid hormonlarinda gézlenen

degisimler arasinda bir iliskiyi diistindiirmektedir (11, 23).

Tiroid, birim agirlik bagma selenyum igerigi en yiiksek olan dokudur.
Selenyum baglica diyetle alinan esansiyel bir eser elementtir. Aktif tiroid hormon
sentezinde gorev alan deiyodinazlarin yapisinda bulunur. Ayrica, yapisinda bulundugu
antioksidan selenoproteinler ile tiroid bezini oksidatif strese karsi korur. Organik ve
inorganik formdaki selenyum bilesiklerinin fizyolojik dozlarda alimi, organizmada

birgok kimyasalin olusturdugu zararl etkilere karsi koruyucu olabilir (24-26).

Bu bilgiler 1s1g1inda planlanan bu tez ¢alismasinda, endokrin bozucu etkileri ile
on plana ¢ikan BPA’ya maruziyetin tiroid hiicresinde olusturabilecegi sitotoksisite,
sitopatolojik ve apoptotik degisikliklerin irdelenmesi; ayrica bu etkilerin olusumunda
rolii olabilecegi diisliniilen oksidatif stres varliginin hiicre i¢i reaktif oksijen bilesikleri
(ROS) olusumu, lipit peroksidasyonu ve total glutatyon diizeylerindeki degisikliklerin

izlenmesi ile incelenmesi amaclanmistir.

Tiroid bezi i¢in 6nemli bir esansiyel element olan ve antioksidan etkileri ile 6n

plana ¢ikan selenyum bilesiklerinin bu olasi toksik etkiler iizerinde koruyucu roliiniin



degerlendirilmesi tezin bir diger amacini olusturmaktadir. Elde edilecek verilerin BPA
maruziyetinin tiroid bezi ve tiroid homeostazi iizerindeki etkilerinin aydinlatiimasinda
ve bu etkilerin ortadan kaldirilmasi igin gelistirilecek Onleyici yaklasimlarin

gelistirilmesinde yararli olacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) ilk defa Rus kimyager Alexandr Dianin tarafindan 1891°de
kesfedilmis, daha sonra 1905 yilinda Theodor Zincke tarafindan sentez edilmistir (27).
Dodds ve Lawson (28) tarafindan 1936 yilinda yapilan bir ¢alismada ovariektomi
yapilmis sicanlarda ostrojenik aktivite gosterdigi saptanmistir. BPA sentetik Gstrojen
preparati olarak kullanima girmemesine ragmen 1940’11 yillarda ticari amagcla ilk defa
epoksi reginelerinin yapiminda kullanilmaya baslanmistir ve 1957°de BPA’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen sert plastik olan polikarbonatlarin kesfiyle de
birgok alanda cam ve ¢eligin yerini almaya baslamistir (29). BPA’nin fizikokimyasal

ozellikleri ve kimyasal formiilii Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Bisfenol A’nin fizikokimyasal 6zellikleri ve kimyasal formiilii. (30)

Kimyasal formiilii HOOH
Kimyasal okunusu (IUPAC) | 4-[2-(4-hidroksifenil)propan-2-il]fenol
Molekiil agirlig 228.291 g/mol
Erime noktasi 152-153 °C
Kaynama noktasi 250-252 °C
Coziintrligi 300 mg/L suda*
Ozkiitlesi 1.193 g/cm®*
Partisyon katsayisi (logP) 3.32
Ayrisma sabiti (pKa) 9.6
Renk ve goriiniim Beyaz kar tanesi

* 25 °C'de oda sicakliginda

2.1.1. Bisfenol A’nin Kullanim Alanlar:

Bisfenol A sanayide polikarbonatlarin ve epoksi reginelerinin iiretiminde ara
tirtin olarak kullanilmaktadir. Nihai iiriin olarak yapiskanlarin, koruyucu kaplamalarin,
boya tozlarinin, otomotiv lenslerinin, cam parlaticilarin, kompakt disklerin, termal
kagitlarin, optik lenslerin, kagit kaplamalarin, alev geciktiricilerin, yap1
malzemelerinin, boyalarin bilesiminde, elektrik ve elektronik parcalarin kaplamasinda
yer almaktadir (1). Gidalarda ise BPA, polikarbonatin sert ve seffaf yapida olmasindan
dolay1 plastik tabak, bardak, mesrubat sigeleri, bebek biberonu gibi bir¢ok yiyecek



kaplarinin yapiminda ve epoksi reginesi ise yiyecek ve igecek teneke ve varillerin
koruyucu i¢ kaplamasinda yer almaktadir (31). Plastik kaplarda bulunan “7” kodu,
kabin BPA igeren plastikten yapilmis olabilecegini gostermektedir (32).

2.1.2. Bisfenol A’ya Maruziyet Yollari

Bisfenol A, giinlik yasamda biiyiikk oranda maruz kalinan bir kimyasal
maddedir. Oral, dermal ve inhalasyon yolu gibi gesitli sekillerde maruziyet
gerceklesebilmektedir. BPA’nin ana maruziyet kaynaklari olarak gida ambalajlari,
tozlar, dental materyaller, saglik hizmeti ekipmanlari, termal kagitlar, ¢ocuk

oyuncaklari sayilabilir (5).

Bisfenol A igeren gida ambalaj materyallerinden gida igerisine BPA
migrasyonu gergeklesebilmektedir. BPA’nin gidaya migrasyonundaki temel faktor
sicakliktir, gidanin ¢esidi ve gidanin bilesimindeki yag, glukoz, tuz, pH gibi birtakim
faktorler BPA’nin gidanin igerigine migrasyonunu etkileyebilmektedir (33-37).

Bifenol A’nin g¢evredeki mevcudiyeti antropojenik aktivite sonucuna bagh
olmaktadir. Atmosfere yayilimi baslica endiistriyel aktivite sonucu goriilmektedir
(38). Fu ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada asyanin dogusundaki denize
kiyis1 olan sehirlerde ve endiistrilesmis bolgelerde 6zellikle de Hindistan’in

sehirlesmis bolgelerinde 6nemli 6l¢iide atmosferik BPA tayin edilmistir (39).

Bisfenol A gevreye atik sularla da karigabilmektedir. Fabrikalarin atik su aritma
sistemleri ile tam aritma saglanamadigi durumlarda sulara karigmasi halinde su igin
Kirlilik olugturmaktadir (40). Ayrica plastik iceren kati atik depolama sahalarinda
meydana gelen sizintidaki BPA salinimi ¢evresel bir BPA kontaminasyonuna neden
olabilmektedir (41). BPA atik su aritma sistemlerinde meydana gelen atik su aritma
camuru veya kontrolsiiz kat1 atik depolama sahalarinda meydana gelen sizint1 ile
topraga ulasabilmektedir (42). BPA’nin ¢evrede kalici bir kirletici olmadigi yoniinde
deliller mevcuttur. Atmosferde fotooksidasyonu hizli olmakla birlikte toprakta
yartlanma Oomrii 1-10 giindiir. Ancak ¢evrede ¢ok bulunmasi onu 6nemli bir kirletici
konumuna getirmektedir (43). Bunlara ek olarak BPA nehir sularinda kisa siirede
(yarilanma 6mrii 5 giinden az) degrede olabilirken, deniz sularinda bu degredasyon

daha uzun siirede gergeklesebilmektedir (44).



Dis hekimliginde amalgam dolgularin potansiyel toksisitelerinden dolay1 BPA
tiirevleri igeren regine bazli dental dolgular ve kompozitler dis tedavilerinde yer
almaya baglamistir. Bu malzemeler saf BPA yerine, BPA tiirevi maddeler icermesine

ragmen dis operasyonunun ardindan tiikriik sivisinda BPA tespit edilebilmektedir (45).

Bisfenol A’ya dermal yolla maruziyet miimkiin olabilmektedir. Biedermann ve
ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada BPA igeren termal kagidin tutulmasi ile
miirekkepli tarafa temas sonucu ortalama 1,13 pg BPA gecisi gerceklesebilecegi
gosterilmistir (46).

Bisfenol A’ya mesleki maruziyet ise baglica plastik ve termal kagit

endiistrisinde goriilebilmektedir (47).

2.1.3. Bisfenol A’min Organizmadaki Yazgisi

Bisfenol A’nin organizmadaki biyotransformasyonuna iligkin insan ¢alismalari
etik sorunlardan ve BPA’ya tam anlamiyla maruz kalmayan bireyleri belirlemenin gii¢
olmasindan dolay1 zorluk gostermektedir. Bu nedenlerden dolayr BPA’nin
biyotransformasyonuna iliskin sorular hayvan modelleriyle 6zellikle de kemirgenlerle

yapilan ¢alismalarla giderilmeye ¢alisilmistir (48).

Bisfenol A oral yoldan alindiginda gastrointestinal kanaldan kolaylikla
emilerek absorbe olabilmektedir. Portal dolagim ile karacigere geldikten sonra etkin
bir sekilde ilk gegis etkisine ugrar ve neredeyse tamamen glukuronik asit
konjugasyonu ile konjuge olarak BPA- glukuronit (BPAG) konjugati meydana gelir.
Hizli gergeklesen glukuronidasyondan dolayi, az miktarda siilfat konjugasyonu gibi

diger biyotransformasyon reaksiyonlart meydana gelebildigi rapor edilmistir (49, 50).

Bisfenol A- glukuronit’in yarilanma 6mrii 6 saatten azdir ve hizl bir sekilde
idrardan atilir. Mindr metabolit olan BPA-siilfat (BPAS) da idrardan itrah edilerek
organizmadan uzaklastirilir. Her iki konjugatin da endokrin bozucu aktivitesi olmadigi

i¢in bu yolaklar detoksifikasyon yolaklari olarak ifade edilmektedir (51).

Oral alimi takiben BPA’nin 24 saat igerisinde tamamen viicuttan itrahi

gerceklesebilmektedir (49).



Bisfenol A’nin toksikokinetigi insan ve siganlarda farklilik gostermektedir.
Sicanlarda BPA, BPA-glukuronit ve az miktarda BPA-siilfat gseklinde
biyotransformasyona ugrar ve Karacigerden safraya itrah gerceklesir, barsaklarda
konjugatlarin enzimatik yikimi sonucu BPA serbest hale gecer ve BPA sicanlarda
enterohepatik siklusa ugrar. Bundan dolay1r BPA sigcanlarda muhtemel olarak kanda
daha yiiksek miktarlarda bulunabilir ve BPA’nin eliminasyon siiresi de
uzayabilmektedir. Insanlarda ise BPAG enterohepatik siklusa ugramayarak
bobreklerden itrah1 gergeklesmektedir (49, 52). BPA’nin biyotransformasyonu ve
itrah1 Sekil 2.1.’de gosterilmektedir.

2.1.4. Bisfenol A’nin Toksisitesi

Bisfenol A’nin akut toksisitesi oral yoldan diisiik olarak degerlendirilmektedir.
Tablo 2.2.de BPA’nin medyan letal dozlar1 verilmistir. BPA, medyan letal doz
siiflandirilmasina gore sicanlarda intravendz yoldan uygulandiginda “siddetli
toksik™ olarak smiflandirilmaktadir. Ayrica BPA g6z ve solunum yolu irritanidir.

Ciltte ise irritasyona neden olmamaktadir (38, 53-55).

BPA

SU LT/ \JGT

HO 0 HO o
© OH

|
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Idrar ile bobreklerden itrah gerceklesir.

Sekil 2.1. BPA’nin biyotransformasyonu ve itrahi.
UGT: Uridin 5’-difosfo-glukurunozil transferaz SULT: Siilfotransferaz



Tablo 2.2. Bisfenol A’nin medyan letal dozlar1.

Tiir Doz Verilis Yolu
3250 mg/kg viicut agirlig Oral
5000 mg/kg viicut agirligi Oral
3300 — 4100 mg/kg viicut agirhig Oral
Sican -
170 mg/m?® Inhalasyon
841 mg/kg viicut agirlig Intra peritoneal
35.26 mg/kg viicut agirligi Intra venéz
2400 mg/kg viicut agirligt Oral
Fare i i
150 mg/kg viicut agirlig Intra peritoneal
Tavsan 2230 mg/kg viicut agirhigi Dermal

Bisfenol A zayif 6strojenik aktivite gosteren bir ksenodstrojendir. Bu nedenle
endokrin bozucu olarak adlandirilmaktadir (38). Ostradiolden 1000- 10000 kat daha
az affinite ile Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ve Ostrojen reseptorii beta (ERP)’ya
baglanabildigi bilinmektedir (6). Gliniimiizde yapilan galigmalarla beraber BPA’nin
diisiik dozlarda hiicresel cevaplari da degistirebildigi gosterilmistir (6, 56-58).

Gelisme c¢ag1 genellikle endokrin bozucu kimyasallara karsi en hassas
donemlerdir. Ayn1 zamanda bu bilesiklere hassasiyeti artiran baz1 fizyolojik donemler
(gebelik gibi) erigkinlikte olabilmektedir (59). Bundan dolay1 fetiisiin baz1 6strojenik
bilesiklere maruziyeti reprodiiktif organlarin biiyiime ve gelismesinde degisiklige yol

acabilmekte ve bircok hastaliga neden olabilmektedir (60).

Eriskinlikte artmis BPA diizeyi ¢esitli hastaliklar, istenmeyen saglik sorunlari
ve tibbi durumlarla iligkili olabilmektedir. Artan BPA maruziyeti ile beraber diyabet
(61), kardiyovaskiiler hastaliklar (62), karaciger enzimlerinin degisimi, kadinlarda
tekrar eden diistikler ve prematiire dogum sayisinda artis, in vitro fertilizasyon tedavisi
alan kadimnlarda Ostrojen pik seviyesinde azalma, kurtarilan oosit sayisinda azalma,
postmenopozal kadinlarda artmis inflamasyon ve oksidatif stres, erkeklerde azalmis
semen kalitesi, artmis sperm DNA hasari (9) ve olgunlasmamis sperm oraninda artis
ve sperm motilitesinde azalma (63) ile iliski bulunduguna dair raporlar mevcuttur.
Ancak, BPA seviyeleri ve saglik sorunlar1 arasindaki iliskinin nedenselligi tam olarak
kanitlanmamig durumdadir ve yapilan ¢alismalar genellikle ilk adimi1 temsil etmekle

beraber bu konularda daha ¢ok veriye ihtiyag oldugu belirtilmektedir (6).



Bisfenol A’nin organizma {izerinde advers etkilerinin anlagilmasi igin yapilan
in vitro calismalarda deneylerin 1/5’inden fazlasinda non-monotonik doz cevap egrisi
saptanmistir. Bu konuda yapilmis arastirmalarin irdelendigi bir meta analiz
caligmasinda, degerlendirilen c¢alismalarin 1/3’linden fazlasinin uygun sekilde
tasarlanmis ve birden fazla dozun denendigi arastirmalar oldugu belirtilmis; bununla
birlikte non-monotonik doz cevap egrisine isaret eden ¢alismalarin géz ardi edildigi

veya dikkate alinmadig1 vurgulanmistir (64).

Jenkins ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada MMTV-erbB2
transgenik farelerde 0, 2.5, 25, 250, 2500 pg BPA / L igme suyu olarak verilmis ve
farelerin meme bezinde kontrole kiyasla en diisiik dozlar olan 2.5 ve 25 ug BPA/ L
icme suyuna maruz kalan farelerde fare basina tiimor sayisinin belirgin ve anlaml
olarak artis gosterdigi saptanmistir. Ancak yiiksek dozlar olan 250, 2500 ug BPA/ L
dozlarda ise kontrole kiyasla anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bu calisma ile
BPA’nin kanser gelisimi agisindan in vivo non-monotonik doz cevap iliskisi

gosterebilecegi belirtilmistir (65).

Tyl ve ark. (2002) tarafindan BPA’nin 3 kusak reprodiiktif toksisitesini
arastirmak amaciyla Sprague- Dawley sicanlari tizerinde yapilan bir diger arastirmada
erkek ve disi 30 sigana 0,001; 0,02; 0,3; 5; 50 ve 500 mg/kg viicut agirhigl/ giin dozunda
BPA verilmistir. Her iki cinsiyette de kusaklar boyunca diisiik dozda (0,001- 500 mg/
kg/ glin) non-monotonik doz cevap egrisinin goriilmedigi ve BPA’nin normal doz
yanit egrisi gosterdigi ortaya konmustur. Eriskin sistemik toksisite icin NOAEL degeri
5 mg/ kg viicut agirhigl/ giin ve reprodiiktif ve postnatal gelisim toksistesi igin ise
NOAEL degeri 50 mg/ kg viicut agirligl/ giin olarak belirlenmistir. Bu arastirmada
BPA’nin maternal toksisite gostermedigi dozlarda selektif reprodiiktif ve gelisimsel

toksisiteye neden olacak bir madde olmadig ortaya konmustur (66).

Bisfenol A’nin reprodiiktif toksisitesi i¢in Tyl ve ark. (2008) tarafindan
yapilan baska bir calismada ise CD-1 farelerde iki kusak BPA’nin toksisitesi
arastirilmistir. Calismada her bir disi ve erkek grubunda 28 fare kullanilmis ve 17-f3-
estradiol pozitif kontrol ve 0,003; 0,03; 0,3; 5, 50, 600 mg/kg viicut agirligl/ giin
dozunda BPA’ya maruz birakilmistir. Diisiik doz olan 0.003 — 5 mg/ kg viicut agirligi/

giin doz araliginda herhangi bir etki goriilmedigi ve herhangi bir parametrede non-
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monotonik doz egrisi goriilmedigi ortaya konmustur. Sistemik toksisite ile reprodiiktif
ve geligimsel toksisite icin NOEL degeri siganlar icin elde edilen NOEL degerleri ile
ayni bulunmustur. Bu ¢alismada BPA’nin selektif reprodiiktif ve gelisimsel toksisiteye

neden olacak bir madde olmadig ortaya konmustur (67).

Bisfenol A tarafindan olusturulan sitotoksisitenin, intraseliiler enerji seviyesine
bagli olabildigi belirtilmekte ve BPA’nin ATP sentezini mitokondride azalttig
gosterilmektedir. Sonug¢ olarak mitokondri bilesigin 6nemli bir hedefi olarak
goriilmektedir (68). Khan ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Wistar
siganlarinin karacigerlerinde BPA maruziyetinin elektron transportunda islev goren
enzimlerin aktivitesini azalttigi, lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu,
mitokondriyel siiperoksit olusumunu artirdigi, antioksidan siiperoksit dismutaz
aktivitesinde ve total glutatyon seviyelerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(69). Ayrica, detoksifiye edilmemis serbest BPA molekiiliiniin fenoksil radikallerinin
enzimatik ve non-enzimatik olarak ROS’u indiikledigi ¢alismalarla ortaya konmustur
(70-72). Kaur ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir arastirmada, erkek BALB/c
farelerine 1 mg/ kg viicut agirligi/ giin BPA 4 hafta siireyle oral yoldan uygulanmus,
sonucunda testiste ROS ve lipit peroksidasyonu seviyelerinin anlamli diizeyde arttig1
ve sperm konsantrasyonu ve motilitesinde anlamli diizeyde azalma gozlendigi
belirlenmistir (73). BPA’nin sigan ve farelerde ROS olusumunun artis ile oksidatif
hasara yol agtigina ve buna bagl olarak karaciger, bobrek, beyin ve diger organlara

zarar verdigine iliskin ¢alismalar mevcuttur (74-76).

Bisfenol A’nin endokrin bozucu etkilerine bagli olarak veya bu etkilerinden
bagimsiz bir sekilde oksidatif stresi indiiklemeleri ile kanser, reprodiiktif toksisite ve

hastaliklarin gelisimine yol agabilecegi ileri siiriilmektedir (72).

2.1.5. Bisfenol A ve Tiroid

Tiroid hormonlarinin organizmanin normal biiylime, iskelet ve beyin
gelisiminde, lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde, barsaklardan karbonhidratlarin
emiliminde ve metabolik olarak aktif dokularda oksijen tiiketiminin artmasiyla

kalorijenik etkileri mevcuttur (77).
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Tiroid hormonlart hiicrede etkilerini tiroid reseptorleri (TR) araciligiyla
gosterir. Tiroid reseptorleri steroid hormon reseptor sliperfamilyasinin tiyelerindendir.
TRal, TRa2, TRP1, TRP2 olmak iizere c¢ekirdekte 4 tane reseptér proteini
tamimlanmustir. TRB1 hari¢ diger biitiin reseptoérler yaygin bir dagilim gosterirler (78).

Bisfenol A’nin organizmada tiroid hormon sistemini bozucu yonde etki

gosterebilmektedir.

Bisfenol A’nin TR antagonisti olarak transkripsiyonel inhibisyon ile
sonuclanan ko-represor olarak gorev goriir ve ¢ekirdekteki tiroid reseptorlerine T3 iin
baglanmasini azaltmakta oldugu gosterilmistir (17). BPA’nin TR’ye olan affinitesi
ER’ye olan affinitesinden daha azdir, bundan dolayi tiroid hormon etkisini antagonize

etmesi i¢in BPA’nin daha yiiksek konsantrasyonlarda olmasi gerekmektedir (6).

Farelerden elde edilen oligodentrosit prekiirsor hiicrelerinde T3 ile indiiklenen
farklilasmay1r BPA’nin bozabildigi ortaya konmustur (79). BPA’nin ayrica FTC-
238/hTPO rekombinant transgenik insan tiroid folikiiler hiicre hattinda tiroid

peroksidaz (TPO) aktivitesini anlamli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir (80).

Infertilite klinigine bagvurmus 167 erkek ile yiiriitiilen kesitsel epidemiyolojik
bir ¢caligmada idrar BPA konsantrasyonuyla serum TSH seviyesi arasinda zit bir iligki
bulundugu ortaya konmustur (23). Meeker ve ark. (2011) tarafindan ABD’de yapilan
Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Calismasinda (NHANES) eriskinlerde serum
total T4 seviyeleri ve idrar BPA konsantrasyonu arasinda zit bir iligki saptanmistir.
Arastiricilar benzer sekilde, serum TSH seviyeleri ile idrar BPA konsantrasyonu
arasinda zit bir iliskinin oldugunu belirtmis ancak veri calisma igerigine dahil
edilmemistir (11). Chevrier ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
(CHAMACOS) gebelerde serum total T4 seviyeleri ile idrar BPA konsantrasyonu
arasinda zit bir iliski oldugu gosterilmistir. Ayrica erkek yenidoganlarda da serum TSH
seviyeleri ile maternal idrar BPA konsantrasyonu arasinda zit bir iligki ortaya
konmustur. Fakat gebeligin erken donemleri ile karsilastirildiginda bu durum 3.

trimester gibi ge¢ donemde daha belirgin hale geldigi gosterilmistir (81).
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Bisfenol A’nin halojenlenmis tiirevleri olan tetrabromobisfenol A ve
tetraklorobisfenol A tiirevlerinin tiroid agonistik aktiviteye sahip olduklari ancak
BPA’nin agonistik etki gostermedigi tiroid hormona cevap veren sican hipofiz kanser

hiicre hattt GH3’de galisilarak ortaya konmustur (82).

2.2. Selenyum

Selenyum, Isvecli kimyager Jons Jacob Berzelius tarafindan siilfiirik asit
iretimi  sirasinda meydana gelen kalintinin farkedilmesiyle kesfedilmistir.
Cevherlerdeki kalintinin ilk basta telliryum oldugu sanilmis, 1817 yilinda Berzellius
yeni bir elementin varligin1 kesfetmistir. Bu element, Yunan ay tanrigasi olan
Selene’ye ithafen selenyum olarak adlandirilmistir (83). Selenyum, periyodik tabloda
6A grubunda bulunan metalik ve nonmetalik 6zelliklere sahip bir elementtir ve atom
numaras1 78.96’dir. Se dogada ve biyolojik sistemlerde selenat (Se®"), selenit (Se**),
selenid (Se?) ve elementel selenyum (Se°) formlarinda bulunur. Selenit ve selenat

bilesiklerinin tuzlar1 genellikle suda ¢oziiniir (84, 85).

Baslangicta selenyumun yiiksek derecede toksik ve karsinojenik bir element
oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak laboratuvar calismalari sonucunda ve besi hayvam
iiretiminde selenyumun toksik madde olmadig1 sonucuna varilmig, organizma ig¢in
esansiyel etkilerinin oldugu da anlasilmistir. Sonrasinda ise selenyum esansiyel bir

eser element olarak tanimlanmistir (24).

2.2.1. Selenyumun Kaynaklari

Selenyum’un diyetle alinabilecek baslica kaynaklari; deniz firiinleri, et,
karaciger, bobrek gibi i¢ organlar, igme suyu, topragin selenyum igerigi ve formuna
bagli olarak degisen miktarda tahillar ve tohumlar 6nemli selenyum kaynaklari olarak
goriilmektedir (26). Gidalarla alinan baslica selenyum formlari; basta tahillardan
olmak iizere bitkisel kaynaklardan selenometiyonin (SM), yine bitkisel kaynakli
baslica brokoli, sogan, sarimsak gibi bitkilerde bulunan Se-metilselenosistein ve y-
glutamil-Se-metilselenosistein, hayvansal gidalardan selenosistein (SeCys) ve baslica
tuna ve uskumru gibi baliklarda bulunan selenonein ve nadiren de olsa sudan selenat
olarak siralanabilir (86). Selenyum diyetin dogal bir bileseni olmasinin yani sira gida

takviyesi olarak da kullanilmaktadir. SM, selenyumca zengin maya (baglica SM
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icerir), inorganik selenyum formlar1 olan sodyum selenat ve sodyum selenit (SS)
tuzlart halinde gida takviyelerinde yer alabilmektedir (87). Bazi selenyum

bilesiklerinin kimyasal formiilleri Sekil 2.2.’de gosterilmistir.

O @]
e I I
HaC” /Y\OH HSe/YOH
NH,, NH,,
Selenometiyonin Selenosistein
O O
| .o I
_-Se e
o~ 7N
\ONa NaO ONa
Sodyum selenat Sodyum selenit

Sekil 2.2. Bazi selenyum bilesiklerinin kimyasal formiilleri.

Birlesik Krallik (BK)’ta ortalama diyeti temsil eden gidalarla yapilan total
diyet ¢aligmasinda baslica selenyum kaynaklari Sirasiyla; kirmizi ve beyaz et, ekmek
ve tahillar, balik, siit ve siit iiriinleri olarak siralanmaktadir (86). Tiirkiye’de ise bugday
tirinleri iilkenin baslica gidast konumundadir ve kuru diyetin yaklasik %350’sini
olusturmaktadir. Ulkemizde ortalama bir kisi 400 g ekmek tiiketmektedir ve bu da
selenyum agisindan yaklasik 20 pg selenyum alimina karsilik gelmektedir (88).

2.2.2. Selenyumun Organizmadaki Yazgisi
Absorpsiyon:

Selenyum baslica duodenumdan absorbe edilmektedir. SM ve metiyonin ayni
aktif transport mekanizmasi ile absorbe olmaktadir ancak, selenosisteinin transportu
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Selenat ve selenit gibi inorganik selenyum
bilesikleri pasif difiizyonla absorbe olmaktadir (89). SM, selenat ve selenit formlari
kolaylikla, %80’den daha yiiksek oranda oral yoldan absorbe olabilmektedir.
Elementel ve selenid formlar1 ise hemen hemen insolubl olarak adlandirilir veya ¢ok
az absobe edilir (84). Inhalasyon ve dermal yolla da absorpsiyon gergeklesmektedir ve

is yeri maruziyeti agisindan bu maruziyet yollar1 da 6nem arz etmektedir (90).
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Dagihim:

Absorpsiyon gerceklestikten sonra basta albiimin olmak {izere kandaki birgok
farkli protein ile selenyum tasinmaktadir. Selenit eritrositlerde glutatyon (GSH) ve
glutatyon rediiktaz (GR) vasitasiyla hidrojen selenide (H2Se) diintistiiriiliir. Karaciger
ve bobrekte selenyum yliksek miktarda tutulum gostermektedir. Diger tutulum yerleri
de baglica kas ve kan dokusu olmaktadir. Diyetle yeterli alim olmadiginda kas ve
karacigerde selenyum miktari hemen diiserken bobrekte bu durum korunabilmektedir.
Bundan dolayr bobrek selenyum dengesi agisindan 6nemli bir organ olabilir. Kas
dokusu selenyum konsantrasyonu agisindan nispeten az goriinse de viicuttaki kas
kitlesi biiyiikligli disiiniildiiglinde selenyum acisindan kaslar majér depo
kompartmani olarak gérev yapmaktadir. Tiroit, hipofiz, testis, bobrek {istii bezleri gibi
endokrin dokular diger organlara kiyasla yiiksek oranda selenyum igermektedir. Tiim
organlar arasinda gram doku basina selenyum igerigi en yiiksek organin, insan tiroid

bezi oldugu belirtilmektedir (24, 91, 92).

Dokulardaki selenyum tutulumu ile diyetle selenyum alimi arasinda yakin iliski
bulunmustur. Selenyum alimi ve tam kan selenyum seviyesi arasinda pozitif iliski
saptanmistir. Serum ve plazma selenyum seviyesi, tam kan selenyum seviyesinin
%75’ini yansitmaktadir. Bu seviyelerin ge¢mis selenyum alimi ile dogrudan iliskili
oldugu goriilmektedir. Tam olarak diyetle selenyum alimmi ve viicut selenyum
deposunu yansitmasa da serum ve plazma selenyum seviyeleri klinik olarak
organizmadaki selenyum diizeylerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (91).

Biyotransformasyon:

Memeli dokularinda selenit tuzlart GSH ile rediiklenerek hidrojen selenid
(H2Se)’e donistiirtliir. SM, trans-siilfiirasyon reaksiyonu ile SeCys’e doniistiiriiliir,
ayrica dogrudan non-spesifik olarak protein yapiminda kullanilabilir. SeCys ise -
liyaz ile hidrojen selenid ve alanine parcalanir. Bu sekilde selenoprotein prekiirsorii
olan hidrojen selenid havuzu meydana getirilir. Hidrojen selenid ve ATP ile
selenofosfat sentetaz aracilifiyla selenofosfatlara c¢evrilmesi sonucu olusan
selenofosfatlar selenoprotein sentezi i¢in kullanilir. Hidrojen selenid, S-adenozil

metiyonin (SAM) araciligiyla metillenerek organizmada metil selenoller meydana
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getirilir ve organizmadan selenyum uzaklastirilir (93). Selenyumun organizmadaki

biyotransformasyonu Sekil 2.3.’te 6zetlenmistir.

Bitkisel gidalar Hayvansal gidalar k:me suyu veya gida takviyeleri
SM — SeCyS Selenit
Trans- siilfiirasyon
) GSH ile
B-liyaz enzimatik rediiksiyon

HZSe
Hidrojen Selenid

SAM lenofost:
(S-Adenozilmetiyonin) Selenofosfat sentetaz
ATP
CH,SeH AMP+ P; OH
o
O—P=Se
SAM (l)H
Selenofosfat
Nefes ile itrah ¢ == = = = (CH,),Se
edilir. )
SAM
Selenoprotein
o . biyosentezi
Idrar l{e_ itrah g o e (CH.).Se
edilir.

Sekil 2.3. Selenyumun organizmadaki biyotransformasyonu. (93)

ATP: Adenozin trifosfat AMP: Adenozin monofosfat Pi: inorganik fosfat
Eliminasyon:

Selenyumun organizmadan itrah1 baslica idrarla olur. SM hari¢ SeCys, selenat
ve selenitin organizmadaki fazlasi idrarla atilir. Glinliik selenyumun idrarla itrahi,
diyetle selenyum alimi ve plazma selenyum seviyesi ile yakindan iliskilidir. Absorbe
olmayan selenyum fegesle atilir (89). Selenyumun organizmada metilasyonu sonucu
olusan iiriin trimetil selenid, primer konjugasyon iiriiniidiir ve bobrekler vasitasiyla

idrar ile itrah olan konjugattir. Fegesle itrah da miimkiin olabilmektedir. Dimetil
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selenid az miktarda olusan ve maruziyet arttik¢a artan bir konjugattir. Ter ve solunum
yolu aracili olarak atilimi goriilebilir. Selenyumun fazla miktarda maruziyeti ile

nefeste sarimsak kokusu gozlenmektedir (94).

2.2.3. Selenoproteinler

Insan genomunda UGA kodonuna selenosistein eklenmesini belirten 25
selenoprotein geni bulunur. Selenoprotein  mMRNA’sinda UGA kodonu ile
karsilasildiginda, selenosisteinin translasyonel yerlestirilmesi Sec-tRNASISE jle
yapilir. Bu tRNA diger seliiller tRNA larin yaninda onu olagandisi yapan birkag
ozellige sahiptir. Bu tRNA selenosistein tasimaz bunun yerine yapisinda serin igerir.
Enzimatik yolaklarla ATP ile yapisindaki serinin hidroksil grubuna, hidrojen selenit
doénorliigiinde selenosistein protein yapisina dahil olur (95). Selenoprotein sentezinin
yani sira UGA kodonu ayni zamanda stop kodonu olarak iglev gormektedir.
Organizmada selenoprotein biyosentezi i¢in bulunan selenoprotein mRNA’sinda ise
UGA stop kodonu olarak islev gormemektedir. Organizmada selenoprotein
biyosentezi i¢in bulunan selenoprotein mRNA’sinda ise, mRNA’nin translasyone
olamayan boélgelerinde SECIS (Selenosistein yerlestiren sekans)’in bulunmasi

UGA’nin protein yapisina selenosistein yerlestirmesini saglamaktadir (96).

Sayisal sekans analizleri sonucunda insanin tiim genomunda selenoproteinleri
sifreleyen 25 genin varlifi belirlenmistir. Selenyum biyolojik etkisini bir¢ok
selenoprotein  aracilifiyla  gostermektedir.  Selenoproteinlerin  ¢ogu  redoks

regililasyonunda gorev alir (89, 97).

Tanimlanilan ilk selenoprotein memeli glutatyon peroksidaz 1 (GPx1)
enzimidir (98). Giiniimiizde selenoproteinlerin birgok fizyolojik yollara dahil olduklari
bilinse de yeni tanimlanan selenoproteinlerin bircogunun islevleri iyi karakterize

edilememistir (99).

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, peroksitleri rediikler ve hiicreye zarar vermesini
engeller. Vitamin E, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ile birbirine bagimli

olarak calisan bir enzimdir. Bu antioksidan molekiiller/enzimler serbest radikallerin
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olusumunu engeller ve dokularda meydana gelebilecek oksidatif hasari azaltir (100).
Sitozolik glutatyon peroksidaz (GPx1), gastrointestinal glutatyon peroksidaz (GPx2),
plazma glutatyon peroksidaz (GPx3), fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz
(GPx4), olfaktoryal glutatyon peroksidaz (GPx6) GPx familyasinin insanda bulunan
selenoproteinleridir (99).

Tiyoredoksin Rediiktaz

Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR), redoks proteini olan tiyoredoksin (Trx) ve
bunun yani sira endojen ve ekzojen bilesiklerin NADPH bagimli rediiksiyonunu
katalizler. TrxR’ler ayn1 zamanda oksidan hasarina kars1 koruyucu, hiicre biiylime ve
transformasyonunda, askorbatin rediikte forma doniisiimiinde rol oynarlar.
Memelilerde sitozolik tiyoredoksin rediiktaz (TrxR1), mitokondriyal tiyoredoksin
rediiktaz (TrxR2), tiyoredoksin-glutaredoksin rediiktaz (TrxR3) olmak iizere 3 tip
TrxR mevcuttur (97, 101).

Iyodotironin Deiyodinaz

Iyodotironin  deiyodinazlar (DI), tiroid hormon aktivasyonunda ve
deaktivasyonunda dnemli bir enzim ailesidir. Cok az aktif olan tiroksinin (T4) tiroid
hormon reseptorlerinin (TR) ana ligand1 olan triiyodotironin (T3)’e doniigiimii
deiyodinazlar tarafidan katalizlenir (102). T4’iin T3’e periferal doniisiimi, iiretilen
T3’iin %80’ine karsilik gelmektedir. Bu énemli adim tip 1 ve tip 2 DI’ler tarafindan
T4in dis halkanin 5 konumunun deiyodinasyonu ile gergeklestirilerek
katalizlenirken; tip 3 DI, T4 ve T3’iin i¢ halkasinin 5 konumunun deiyodinasyonunu

ile tiroid hormonunun ¢aligmasini inaktive eder (103).

Bu enzimlerin mevcudiyeti tiroid hormonunun etkisinin baglatilmasina veya
durdurulmasina olanak saglar. Ayrica T4’lin kanda dolagan seviyesi sabit olmasina
ragmen dokuya 0zgii ve kronolojik sekilde aktif tiroid hormonu T3’iin intraseliiler

konsantrasyonunun sasirtici bir sekilde akut olarak degisimini saglamaktadir (104).

Selenoprotein P

Selenoprotein P (SelP) plazmadaki total selenyumun yaklasik %350°sini

olusturan, plazmaya sekrete olan ve eksprese edilen bir selenoproteindir (99). SelP
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glikoprotein yapida olup, 10 Selenosistein kalintisi i¢ermektedir. (105). Mevcut
deliller SelP’nin o&zellikle beyin ve testis gibi periferal dokulara selenyum
transportunda ve dokularin selenyum bakimindan sinirli kosullar altinda islevlerinin
korunmasinda Onemli bir rol oynadigin1 ortaya koymaktadir (99). Selenyum
transportunun yani sira oksidan hasarina karsi savunmada hizmet ettigi de ortaya

konmustur (105, 106).

Selenyum alimi azaldiginda, SelP sentezinin GPx sentezinden daha oOnce
azaldig1 gosterilmistir. SelP, plazma veya seliller GPx aktivitesi kadar hassas
oldugundan, insanlarda selenyum seviyesinin biyolojik belirteci olarak SelP’nin daha

Onem arz ettigi belirtilmektedir (100, 107) .

Selenyumun yetigkinler i¢in giinliik diyetle onerilen miktart 55 pg’dir (108).
Selenyum formuna bagli olarak degisebilen bu deger, GPx’1n aktivitesinin maksimum
oldugu, organizmaya yeterli gelecegi deger olarak goriilmiistiir. Ancak, 2005 yilinda
Xia Y ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada bu miktarda SelP’nin
ekspresyonun maksimum olmasi i¢in daha yiliksek miktarda plazma selenyum
seviyelerine ihtiya¢ oldugu gosterilmistir. Bu ¢calismanin sonucuna gore selenyum igin
ongoriilen RDA (Onerilen giinliik alim diizeyi) degerinin daha yiiksek olarak
degistirilmesi gerektigi ve bu konuda revizyon gerekliligi ortaya konmustur (109).

2.2.4. Selenyum ve Tiroid

Normal insan tiroid bezinde selenyum igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
selenoproteinlerin  ¢ogunun tirositlerde ve tiroid bezinde ekspresyonunun
gerceklesmesi sasirtict degildir (110). Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler

ve onlarin islevleri Tablo 2.3.’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler ve onlarin islevleri.

Selenoprotein islevleri

Glutatyon Peroksidaz GPx izozimleri, rediikleyici kosubstrat olarak glutatyonu kullanarak peroksitlerin

degredasyonunu katalizlerler (111).

Sitozolik GPx Oksidatif hasar ve hasarin sonuglarina kars1 hiicreyi korur (112).

Ekstraseliiler GPx Ekstraseliiler ve intraseliler H202’nin  detoksifikasyonunda ve tiroid

hormonlarinin sentezinin regiilasyonunda gorev alir (113, 114).
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Tablo 2.3. (Devam) Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler ve onlarin
islevleri.

Fosfolipit GPx Fosfolipit hidroperoksitleri rediikleyerek membran lipitlerini korur, hiicre sag

kalimi1 kontroliinde ve apoptoz diizenleyici olarak gorev alir (115).

Iyodotironin deiyodinaz | Aktiftiroid hormonu T3 ve inaktif tiroid hormonu reverse T3 olusumunu katalizler

(116).
Tip 1 DI Tiroid bezinde aktif T3 olusumunu katalizler ve sistemik T3 olusumunu saglar
(86, 117).
Tip 2 DI T4’iin T3’e doniisiimiini katalizler ve lokal T3 olusumunu saglar. (118).
Tiyoredoksin rediiktaz Tirositleri peroksit hasarina kars1 korunmasini saglar ve tirositlerde yiiksek oranda

eksprese edilir (119).

TrxR1 Transkripsiyonel faktorlerin aktivitelerinde, hiicre proliferasyonunun ve
apoptozun  kontrolinde gérev alir (86). Hiicresel seviyede baslica

antioksidanlardandir (112).

TrxR2 Hiicre proliferasyonunun regiile eder (112).

Selenoprotein 15 Endoplazmik retikulumda bulunur ve protein katlanmalarinda saperon islevi goren

selenoproteindir (92, 120) .

Yukarida da 6zetlendigi lizere, bir¢cok selenoenzim (glutatyon peroksidazlar ve
tiyoredoksin rediiktazlar) tirositleri oksidatif hasara karsi, giliclii antioksidan
ozellikleriyle korumaktadirlar (121). Ancak, tiroid bezinde, iyot ve selenyum
yetersizliginde H2O. seviyeleri artabilmekte ve antioksidan savunmalar yetersiz
kalabilmektedir. Bunun sonucu olarak da doku harabiyeti, hipotroidizm, nodiil
transformasyonu, guatr ve hatta malign transformasyonlar ger¢eklesebilmektedir (111,
122). Disiik ve yiiksek iyot alimina bagli olarak tirositlerde oksidatif yiik artis
gosterebilmektedir (123). Selenyum, ¢inko, bakir, iyot, vitamin C, vitamin E gibi
mikrobesin Ogeleri tiroid bezinin antioksidan savunmasinda 6nem arz etmektedirler
(92). Ozetle Se eksikligi tiroid hormonu sentezinin azalmasina, tirositlerin oksidatif

hasara acik olmasina ve tiroid homeostazisinin bozulmasina neden olabilmektedir

(116).

2.3. Tiroid

Tiroid anatomik olarak viicutta trakeanin anteriorunda, larinksin inferiorunda
yer alan kelebek seklinde bir endokrin organdir. istmus olarak adlandirilan medyal
bolge, kanat seklindeki sol ve sag loblarla gevrilidir. Tiroid loblarinin her biri
igerisinde, baslica arka yiizeylerinde paratiroid bezleri gdmiilii haldedir. Tiroid bezinin

dokusu ¢ogunlukla tiroid folikiillerinden olugsmaktadir. Folikiiller, kolloid ad1 verilen
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proteince zengin yogun bir sivi ile doldurulmus merkezi bir bosluktan olusan

ekstraseliiler reaksiyon odaciklaridir. Epitelyal folikiiler hiicreler tarafindan ¢evrili

kolloid, tiroid hormonu iiretiminin merkezidir. Kolloid igerisinde yiiksek

konsantrasyonda reaktif oksijen bulunur ve hormon iiretimi i¢in gerekli olan iyodun

organifikasyonu i¢in bu ortam gereklilik arz eder (111, 124). Tiroid hormon

biyosentezi ekstraseliiler alanda ger¢eklesmektedir. Tiroid hormon sentezi 4 asamada

Ozetlenebilir;

1.

Inorganik iyot, tiroid folikiiler hiicrelerine kandan yiiksek verimle, aktif
sodyum iyodiir pompast ile alinarak konsantre edilir. Hiicre igerisinde
konsantre edilen iyodiir folikiiler hiicrelerin membraninda bulunan apikal
yiizeyindeki tiroid peroksidaz enzimi ile serbest iyota okside edilir. Daha sonra
kolloid igindeki tiroglobulin molekiiliiniin bir pargasi olan tirozin kalintilarmin
karbon 3 pozisyonununa iyot katimi ilk iriin monoiyodotirozin (MIT)
meydana gelir. MIT in karbon 5 pozisyonuna yeniden iyot katimi ile

diiyodotirozin (DIT) sentezlenir.

Iki DIT molekiilii daha sonra, dis halkay: olusturan molekiilden alanin yan
zincirinin ¢ikarilmasiyla T4 olusturmak ig¢in oksidatif kondenzasyona ugrar.
MIT ve DIT’1n eter bagi ile kondenzasyon sonucu ayni zamanda T3 ve rT3
sentezlenir. rT3’lin 6nemli biyolojik aktivitesi yoktur ve ¢cok az miktarda <%]1
sentez edilir. T4 ve T3 ise aktif hormonlardir ve yaklasik sirasiyla giinde 80 pg
ve 4 ng kana sekrete edilirler.

Iyodun organifikasyonu ve kondenzasyon reaksiyonlari sirasinda, tirozil
kalintilar1 tirositlerin apikal yiizeyinde tiroglobulin molekiillerine kovalent
olarak bagl kalir. Tiroglobulinler stirekli olarak folikiiler tirositlerden
vezikiiller halinde salgilanan glikoproteinlerdir. Tiroid hormonlari, salgilanana

kadar kolloid i¢erisinde bu halde depolanmis halde kalir.

Tiroid stimiile edici hormon (tirotropin veya TSH)’un etkisiyle kolloid
icerisinde bulunan tiroglobulin-hormon kompleksi folikiiler hiicreler icerisine

endositoz ile absorbe edilir. Proteazlar aracili hidroliz gergeklestikten sonra
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serbest T3 ve T4 hormonlart folikiiler hiicrelerin bazolateral yiizeylerinden

yerel kapillerler araciligiyla basit difiizyon ile kan dolagimina verilir.

T3 ve T4’lin plazmada 1:40 oraninda ve yaklasik %99°u plazma proteinlerine
bagli haldedir. Tiroid hormonlarin1 baglayan plazma proteinleri; albiimin, transtiretin
ve tiroksin baglayict globulindir. T3’iin plazma proteinlerine T4’den daha az
baglanmasi ve tiroid hormon reseptorlerine (TR) daha etkin baglanmasindan dolay1 T3

hem daha hizli etki gosterir hem de T4 ¢ kiyasla yaklasik 3 ila 5 kat daha potenttir.

Deiyodinazlar, karaciger, bobrek gibi perifer dokularda T4’tin T3’e
doniistimiiniin  siirdiiriilmesinden sorumludurlar. Deiyodinasyon ile sadece tiroid

hormonlarinin katabolizmas1 saglanmaz ayn1 zamanda lokal T3 olusumunu saglar.

Tiroid hormonlarmin saliminin kontroliinde hipofizden salinan TSH rol oynar.
TSH, folikiiler hiicrelerdeki bazolateral membran reseptorlerini uyararak; tiroid

hormon sentezini ve hiicrenin iyot aliminin artmasini saglar.

Tiroid hormonlar viicutta yaygin etki gosterirler. Tiroid hormonlari, viicudun
hemen hemen tiim dokularinda bazal metabolizma hizin1 (BMR) (oksijen tiiketiminin
bir 6l¢iisii) arttirir. Kalorijenezde (1s1 liretimi) yer alan spesifik proteinlerin sentezini

uyarirlar ve ayrica protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasini etkilerler.

Tiroid hormonlari, beyin, testisler, 6n hipofiz ve dalak disindaki tiim dokularda
oksijen tiiketimini artirarak viicutta 1s1 artisina neden olur. Bu durum 6zellikle soguk
bir ortamda termoregiilasyon siirecinde 6nem arz eder. Glikojenoliz, glukoneojenez ve
kas, karaciger ve yag hiicrelerinde glukozun utilizasyonunu artirarak direkt veya
katekolaminlere dokularin hassasiyletlerini artirarak indirekt yoldan karbonhidrat
metabolizmasini artirirlar. Yag metabolizmasini da lipolizi ve yag asiti oksidasyonunu
artirarak hizlandirirlar. Proteinlerin yeniden sentezleri ve yikimini artirarak protein
metabolizmasini artirict yonde etkiye sahiplerdir. Santral sinir sisteminin gelisiminde,
kemik biiyiimesi ve olgunlasmasinda esansiyel rolii vardir. Fizyolojik miktarlarda
tiroid hormonu ayrica sinir sistemi, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistem
fonksiyonlarmin diizgiin ¢calismasinda ve ayrica dis, cilt ve sag¢ folikiillerinin diizenli

gelisimi i¢in de gereklidir (125-127).
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2.4. Oksidatif Stres
2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir
ve paramanyetik ozellige sahiplerdir. Molekiiler orbitallerini tamamlamak igin
kolaylikla elektron alabilir ve verebilirler. Asir1 derece reaktif 6zellige sahiplerdir ve
stabil degildirler. Bu bilesikler kolaylikla radikal olmayan bilesiklerle reaksiyon
vererek baska radikallerin olusmasina neden olurlar. Yeni olusan radikal de bagka bir
molekiille etkilesebilir ve boylece devam eden bir zincir reaksiyon gergeklesmesine

neden olur (128, 129).

Organizmada az veya orta seviyelerde reaktif azot bilesikleri (RNS) ve reaktif
oksijen bilesikleri (ROS) insan saglig1 i¢in dnemli roller oynayabilmektedir. Ornegin,
nétrofiller ve makrofajlar gibi fagositik hiicrelerin aktive olmus hallerinde yogun bir
sekilde ROS olusumu gerceklesir. Bu hiicrelerin sahip oldugu oksidazlar sayesinde de
cevresel patojenlere karst hidrojen peroksit, hipoklordz asit, siiperoksit anyonu gibi
radikaller {iretimini gerceklestirir ve depolarlar. Herhangi bir patojen organizmaya
girdiginde patojeni oksidatif patlamaya ugratmak i¢in bunlari salgilarlar (130, 131).
Ayrica, tiroid bezinde tiroid hormon sentezi i¢in hidrojen peroksit kullaniimaktadir
(132). Bir reaktif azot tiiri olan NO’nun organizmada ndrotransmitter, ikincil haberci
ve inflamatuvar belirteci olarak iglevleri vardir. Kan akiginin regiilasyonu, kan basinci
ayarlanmasi, platelet agregasyonunun inhibisyonu gibi 6nemli fizyolojik rolleri
mevcuttur (133). Organizmadaki bu Onemli gorevlerinin yanisira, daha yiiksek
konsantrasyonlarda, serbest radikaller; proteinler, lipitler, niikleik asitler gibi dnemli

biyomolekiilleri olumsuz yonde etkileyebilmektedir (134).

2.4.2. Reaktif Oksijen ve Azot Bilesikleri

Reaktif oksijen bilesikleri (ROS) aerobik organizmalarda normal metabolizma
sirasinda yan iriin olarak olugmaktadir. ROS genis bir terimdir ve hem oksijen
radikallerini hem de radikal olmayan oksijen bilesiklerini igcermektedir. Reaktif azot
bilesikleri (RNS) de radikal nitrik oksit (NO), nitrik dioksiti (NO2") ve radikal
olmayan nitrdz asit (HNO2) gibi bilesikleri igeren benzer ortak bir terimdir (Tablo
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2.4.). Reaktif azot bilesikleri yogun olarak oksijen igerdiklerinden dolay1 tanim olarak
ROS kapsaminda siniflandirilabilmektedir (135-137).

Tablo 2.4. Reaktif oksijen ve azot bilesikleri. (136)

Radikal olanlar Radikal olmayanlar Radikal olanlar Radikal olmayanlar
Siiperoksit, Oy Hidrojen Peroksit, H,O, Nitrik Oksit, NO* Nitroz asit, HNO,
Hidroperoksil, HO, Singlet Oksijen, *O, Nitrik Dioksit, NO.’ Nitrozonyum katyonu, NO*
Hidroksil, OH* Ozon, O3 Nitrat radikali, NO3" Nitroksil anyonu, NO
Peroksil, ROO* Hipokloréz asit, HOCI Peroksinitrit, ONOO"
Alkoksil, RO Peroksinitrit, ONOO Diazot tetraoksit, N,O4
Dinitrojen trioksit, N,O3

R; alkil grubunu temsil etmektedir.

Reaktif oksijen bilesikleri, endojen veya ekzojen kaynaklardan iiretilebilir.
Endojen ROS olusumu; mitokondri, peroksizomlar ve oksijen tiikketiminin yiliksek

oldugu endoplazmik retikulum gibi farkli hiicresel organlarda meydana gelmektedir
(134).

Birgok  ksenobiyotik  organizmaya  girdiginde  biyotransformasyona
ugramaktadir. Bu siiregte meydana gelen oksidasyon reaksiyonlarinda ROS olusumu
go6zlenebilir. Mikrozomal sitokrom P450’ye bagimli monooksijenaz enzim sisteminin,
karaciger hiicresindeki ROS’un baslica iireticilerinden biri oldugu ortaya konmustur
(138). Ekzojen kaynakli ROS olusumuna bir 6rnek olarak; bir herbisit olan paraquatin
alveolar epitel hiicrelerde NADPH’dan elektron almasi sonucu radikal anyonu
meydana gelmesi ve aerobik kosullarda olusan bu radikalin oksijene elektron transferi
sonucu siiperoksit anyonu meydana getirmesi ile goriilen akciger toksisitesi

gosterilebilir (139).

Serbest radikal tiretimi (ROS / RNS) ile antioksidan savunma arasinda bir
dengesizlik durumunda serbest radikaller daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunda
organizmada oksidatif stres meydana gelmektedir (134). Oksidatif stres terimi ilk defa
1985°te Helmut Sies tarafindan “ Prooksidan- antioksidan dengesinin prooksidanlarin
lehine kaymasi sonucu dengenin bozulmasi ™ olarak tanimlanmis olsa da daha sonra

2007°de giincellenerek “ Molekiiler hasara ve/ veya redoks sinyalinin ve kontroliiniin
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bozulmasina neden olan oksidanlarin lehine gelisen, oksidan ve antioksidan

dengesinin bozulmas1” olarak tanimlanmistir (140).

Reaktif oksijen bilesikleri i¢in bu kararli durum seviyesinin kontrolii sadece
tiretimleriyle degil aynm1 zamanda detoksifikasyon sistemleri ile de saglanir. Canli
organizmalar, ROS'u ortadan kaldirmak veya olumsuz etkilerini en aza indirmek i¢in
calisan c¢ok diizeyli ve karmasik antioksidan sisteme sahiptir. Gida veya takviye
tiriinlerin bilesenleri olan bazilar kiigiik molekiil agirlikli antioksidanlar olarak bilinir
ve C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol), antosiyanidinler, polifenoller
bunlara 6rnek olarak verilebilir. Glutatyon ise bunun disindadir ve canli organizmalar
tarafindan sentezlenerek, ROS ile dogrudan etkileserek veya ROS’u detoksifiye eden
enzimlere kofaktor olarak hizmet ederek antioksidan islev goriir. Yiiksek molekiil
agirlikli antioksidanlar veya primer antioksidanlar olarak ise SOD, CAT ve GPx 6rnek

olarak verilebilir (141, 142).

Oksidatif stres hiicrelerde redoks duyarli prosesleri etkileyebilmektedir. Bir¢cok
genin transkripsiyonunu, protein kinazlarin aktivasyonu, intraseliiler Ca?*
konsantrasyonu artig1 gibi siiregleri tetikleyebilmektedir. Ancak ROS tarafindan
olusan siddetli saldir1 daha genis ve onarilamaz hiicre hasarina yol agabilir ve sonucta
nekroz veya apoptoz yoluyla hiicre 6liimii meydana gelebilir. ROS hiicrede coklu
doymamis yag asit zincirlerine saldirarak lipit peroksidasyonu olusumuna, proteinlerin
prolin, lizin, arjinin, treonin aminoasitlerinin yan zincirlerinde oksidasyona neden
olarak protein karbonillerin meydana gelmesine ve DNA oksidasyonuna neden olarak
mutasyon ve aberasyonlarin olusmasina neden olabilmektedir (143, 144). Hiicre igi

ROS olusumu ve ROS’un temizlenmesi Sekil 2.4.’te gosterilmistir.

2.4.3. Lipit Peroksidasyonu

Hiicre icinde ROS’un lipitleri hedef aldig1 bilinmektedir. Membran lipitleri
hedef oldugunda lipit peroksidasyonu gerceklesir. Membranlarda bulunan coklu
doymamig yag asitlerinden bir hidrojen c¢ekilmesi sonucunda karbon merkezli lipit
radikali meydana gelir, ortamdaki oksijenin katilimi ile de lipit peroksil radikalleri
olusumu gerceklesir. Bu reaksiyon zinciri lipit yikim iirlinleri olusana kadar siirer.

Lipit alkolleri, aldehitleri ve malondialdehit gibi kiigiik fragmentler meydana gelir.
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Lipit radikalleri baska lipitleri ve biyomolekiilleri etkiler. Membran yapi biitiinliigii ve
fonksiyonunun bozulmasi plazma ve organel membran permabilitesini artirarak
hiicresel homeostazin bozulmasina neden olabilir. Organellerin ve hiicre dis
membraninin bozulmasi sonucu hiicresel homeostazis bozulur. Her ne kadar lipid
peroksidasyonu, bazi bilesikler i¢in hiicresel hasarin 6nemli bir pargasi olsa da, tim
toksik tepkilerin altinda yatan genel bir mekanizma degildir. Lipit peroksidasyonu
sonucu, malondialdehit (MDA), 4- hidroksinonenal, propanal, hekzanal gibi bir¢ok
aldehit meydana gelir. MDA, 4- hidroksi nonenal basta olmak iizere birgok lipit
peroksidasyonu iriinlerinin toksik bilesikler oldugu bilinmektedir. MDA,
tiyobarbitiirik asitle kolay reaksiyon vermesi acisindan dolayr ¢okg¢a kullanilan,

oksidatif stresin belirlenmesi i¢in popiiler ve glivenilir bir belirteclerden biridir.

ROS kaynaklan
Endojen; NADPH oksidaz, myeloperoksidazlar, nitrik oksit sentaz, ksantin
oksidaz, sitokrom P450, mitokondrival elektron transportu vd.

Ekzojen; Metaller, mikro — nanopartikiiller, UV 151nlan, paraquat, benzen wd.

Non-enzimatik; o- tokoferol, askorbik asit, glutatyon
h vd.

Enzimatik; Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon

peroksidaz vd.

DNA oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, redoks duyarls hiiere 1¢1 sinval degigimi,
apoptoz ve nekroz

Sekil 2.4. Hiicre i¢i ROS olusumu ve ROS’un temizlenmesi. (143, 145-147)

En 6nemli antioksidanlardan biri olan vitamin E, lipitte ¢6zliniir ve hidrofobik
bir kuyruga sahip oldugundan, lipit zarlarinin i¢inde birikme egilimindedir. Burada
elektron dondrii islevi gorerek radikal zincir tepkimesinin yayilmasin1 durdurabilir,
ciinkii lipit peroksil radikalleri ile yaklasik dort kat daha hizli tepki reaksiyona girerek
komsu yag asidi yan zincirlerine reaksiyonun yayilmasini engeller (139, 148-150).
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2.4.4. Glutatyon

Glutatyon (GSH; y-L-glutamil-L-sisteinilglisin), tripeptit yapisinda memeli
hiicrelerinde 12 mM’ye kadar konsantrasyonlarda bulunan hiicresel tiyoldiir (Sekil
2.5.). Antioksidan olarak oOnemli fonksiyonlara sahiptir, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu icin bir reaksiyon ortagidir, izomerizasyon reaksiyonlarinda bir
kofaktordiir ve sisteinin bir depolama ve tasinma seklidir. Ek olarak, glutatyon hiicre
cogalmasi i¢in esastir ve proteinlerin siilthidril gruplarinin rediikte formda kalmasini

saglayarak hiicrenin redoks potansiyelini korur (151).

SH
OH O OH
NH
o)\/ NHWO
O NH5
Sekil 2.5. Glutatyon.

Glutatyon tiyol/ disiilfit redoks potansiyelinin korunmasinda hiicresel tiyol

olarak redoks tamponu islevi géren bilesiktir. Birtakim temel 6zelliklere sahiptir:
1. Antioksidan akvititesinden sorumlu siilthidril grubu icermektedir.

2. Glutamat ve sistein birbirine y-karboksil grubu ile baglandig i¢in proteazlara

kars1 direng gdsterir.

3. Bir¢ok dokuda yiiksek konsantrasyonlarda (milimolar diizeyde) bulunur (143,
152).

Glutatyon peroksidaz, hiicrede temel antioksidan olan tiyol tiirevli GSH
oksidasyonu ile hiicrede H202’nin suya detoksifikasyonunun gerceklestirilmesini
saglar (153). Glutatyon transferaz, kosubstrat olarak GSH’1 kullanarak elektrofilik
ajanlarin detoksifikasyonlarini gergeklestiren 6nemli bir enzimdir. Bu sayede daha az
toksik ve ¢Oziiniirliigl yiiksek bilesik elde edilir (154). GSH hiicrelerde iiretilen, kii¢iik
molekiil agirlikli en 6nemli antioksidan olmakla birlikte, diyetle alinan ve 6nem arz
eden vitamin C ve vitamin E gibi kii¢iik antioksidanlar da vardir; onlarla birlikte

calisarak antioksidan islev goriir. Okside vitamin C’nin rediikte hale gelmesini
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saglayan bilesiklerden biri de GSH’dir; bu sayede hiicrede rediikte halde vitamin C ve
E seviyelerinin korunmasmi saglar (155). GSH organizmada peroksitlerin
rediiksiyonunun yani sira disiilfitler i¢in ana indirgeyici ajandir ve major tiyol
modifiye edici olarak islev goriir. GSH ve GSSG’nin bu rollerine enzimatik olmayan
veya glutaredoksinler (Grx) aracilik eder. Proteinlerin disiilfit yapilarinin rediiksiyonu
endoplazmik retikulumda GSH aracili gergeklesir. Bunlarin yani sira GSH’mn hiicre
icinde dnemli antioksidan olmasini saglayan bir diger husus da elektrofilik ajanlarla
reaksiyon vererek toksisitelerini azaltmasi ve daha c¢Oziiniir hale getirerek
uzaklastirilmasini saglamasidir (156). Hiicrede ROS/ RNS eliminasyonuna yardimci
olarak DNA, lipitlerin ve protein gibi biyomolekiillerin oksidasyona kars1 korunmasini
saglar (157, 158). GSH, ligantlar arasinda ve membrandan metal iyonu taginmasinda
ayrica yapisindaki sistein ile metal homeostazinda 6nemli rol oynamaktadir (157).
Hiicresel GSH seviyesi ve apoptotik sinyal olusumu arasinda bir iliski oldugu
gosterilmis ve hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolakta plazma membran
tagiyicilarin aktivasyonu ile GSH kaybi birbiri ile iligkilendirilmistir. Hiicre i¢ci GSH
kaybi, farkli apoptotik uyaranlara cevap olarak hiicre oliimiiniin ilerlemesinde
meydana gelmektedir. Ayrica, mitojenle aktive olan protein kinazin (MAPK) oksidatif
stresi indiikleyen farkli uyaranlarla aktivasyonunun hiicresel apoptozu tetikledigi
bilinmektedir. GSH’nin MAPK ile iliskili apoptotik yolaklarin redoks
mekanizmalarina katilimi tam olarak anlasilamamaistir, bununla birlikte GSH, hiicre i¢i
redoks homeostazinin kilit bir belirleyicisi ve major bir antioksidan oldugundan

dolayi, hiicresel GSH’nin bir MAPK yolu modiilatérii oldugu diisiiniilebilir (159-161).

GSSG’nin GSH’a ¢evrilmesi hiicrede NADPH bagimli olarak GR ve TrxR
sistemi tarafindan yapilir. GSH / GSSG ifti, subseliiler yapilardan organizma
seviyesine kadar uygun redoks kosullarint koruyan GSH sisteminin redoks
tamponudur goriisii bulunmakla birlikte, biyolojik sistemlerde GSH / GSSG dengesi
bulunmamaktadir ve GSH kullanimindan sonra hizla rejenerasyonu gerceklesmektedir

(156, 162).

GSH eksikligi veya GSH / glutatyon disiilfit oranindaki bir azalma, oksidatif
strese duyarlili@in artmasiyla kendini gosterir ve ortaya ¢ikan hasarin kanser,

parkinson hastalig1 ve alzheimer hastalifi gibi bir¢ok hastalifin patojenezinde rol
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oynadigi digiiniilmektedir. Etanol, sigara, bazi ilaglar (siklofosfamit, parasetamol
gibi), stres, yaslanma siireci gibi faktorler organizmada GSH seviyelerinde azalmaya

neden olabilmektedir (163).

Ozetle GSH, organizmay1 oksidatif hasara karsi korumak {izere c¢alisan

enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir bilesenidir.

2.5. Apoptoz

Apoptoz, belirgin morfolojik 6zelliklere sahip enerji bagimli olarak
gerceklesen biyokimyasal bir mekanizmadir. Apoptoz normal gelisme ve yaslanma
sirasinda ve organizmadaki dokularda hiicre popiilasyonlarinin sayilarini korumak igin
meydana gelir. Ayrica, savunma mekanizmasinda 6rnegin, immiin reaksiyonlarda
veya hiicrelerin hastalik yapici, zararli ajanlara maruziyetinde de meydana gelir.
Apoptoz, doku gelisimi ve homeostazi i¢in dnemli, evrimsel olarak korunmus bir
fizyolojik hiicre o6limi seklidir. Belirgin 6zellikleri; niikleer yogunlagma, hiicre
biiziilmesi ve kabarcik olusumu (blebing) ve etkilenen dokunun inflamatuar

tepkilerinin olmamasi gibi belirgin morfolojik degisikliklerdir (164, 165).

Apoptozda hiicrenin yuvarlaklasmasi, psédopodlarin biiziiliip geri ¢ekilmesi,
hiicresel hacmin kii¢iilmesi (piknozis), kromatin kondenzasyonu, niikleer
fragmentasyon (karyoreksis) meydana gelir. Sitoplazmik organellerde ¢ok az veya hig
hasar yoktur. Hiicre ylizeyinde blebing meydana gelir ve siirecin sonuna kadar
membran biitlin halindedir ve sonug olarak meydana gelen apoptotik cisimler yerlesik
fagositler tarafindan ortadan kaldirilirlar. Nekrozda ise kromatin yogunlagmasi
olmadan, hiicre sismesi ve plazma zar1 yirtilmasi ve organel yapi1 kayb1 meydana gelir.
Hiicresel igerigin ve proinflamatuar molekiillerin salinimina neden olan 6len hiicre
¢evresinde bir iltihaplanmanin indiiklenmesiyle karakterize edilir (Tablo 2.5.) (166-
168).
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Tablo 2.5. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojik ve fonsiyonel farkliliklar. (169)

Apoptoz Nekroz

Aktif bir stirectir. Pasif bir siirectir.

Hiicre kiigiiliir, niikleer kondenzasyon meydana | Hiicre siser.

gelir.

Membran saglamdir. Membran yirtilir.

Inflamasyon yoktur. Inflamasyon meydana gelir.

Evrimsel siirecte korunmus bir yolaktir. Toksik maddeye 6zel biyokimyasal mekanizma

mevcuttur.

Memeli hiicrelerinde ekstrinsik veya oliim reseptorii aracilt ve mitokondriyal
apoptotik yolaklar olmak iizere iki ana apoptoz yolagi mevcuttur. Ekstrinsik yolakta
hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri tarafindan tetiklenen bir dizi reaksiyon sonucu
apoptoz meydana gelirken, intrinsik yolakta mitokondri ve hiicre i¢i 6liim sinyallerinin
tetiklenmesi sonucu meydana gelir. Apoptoz, kaspaz adi verilen bir proteaz familyasi
aracili olarak gercgeklestirilir. Sistein proteazlarin bir iiyesi olan kaspazlar, apoptoza
neden olan sinyal kaskadinda 6nemli rol oynarlar. Apoptotik sinyale maruziyet sonucu
stirekli hiicrede bulunan kaspazlarin zimojen formlar1 proteolitik olarak yikilir ve aktif
hale gelir. Baglatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve 9 gibi) 6zel adaptor veya iskele proteinleri
tizerinde dimerlesmeleriyle aktivasyonlari tetiklenir. Uygulayici kaspazlar olan kaspaz
3, 6 ve 7 seliiler substratlarina saldirabilmeleri i¢in zimojen formlar1 baslatici kaspazlar

tarafindan proteolitik olarak yikilarak aktif hale getirilirler (170-172).

Ekstrinsik yolak TNF siiperfamilyasi ligandlari tarafindan tetiklenir. TNF-a ve
onun prototiplerinden olan FasL, 6liim reseptorii Fas 1, 2, 3, 4’e baglanir ve hiicre
icinde adaptor protein FADD, intraseliiler domain eslesir ve 6liim baslatict sinyal
kompleksi (OBSK) meydana gelir. OBSK tarafindan kaspaz 8’in aktivasyonu
gerceklesir. Kaspaz-8 ekstrinsik yolakla meydana gelen hiicre 6liimiinde esastir ve
aktif kaspaz 8 ayrica bir Bcl-2 familyas: iiyesi olan Bid’in de pargalanmasini
saglayabilir. Bid’in yikilmasi sonucu olusan t-Bid mitokondriden sitokrom c
salinimini artirici 6zellige sahiptir. Bu nedenle kaspaz 8 mitokondriyal yolagin da

aktivasyonunu saglayabilmektedir (173-175).

Intrinsik yolakta mitokondri anahtar rol oynamaktadir. Apoptotik uyari altinda

mitokondriyal membran gecirgenligi degisir ve sitokrom c basta olmak {iizere
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apoptotik faktorlerin sitozole salinimi gergeklesir. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1 (Apaf-1)’e baglanarak Apaf-1 dATP hidrolizi ile beraber heptamerik
kuarternar yapiya kavusur. Apoptozom adi verilen bu kompleks prokaspaz 9’un aktive
olmasini saglar. Kaspaz 9 intrinsik yolagin baslaticisidir. Kaspaz 9’un da kaspaz 3’i
ve kaspaz 7’yi aktive etmesiyle apoptozun uygulanmasi gergeklesir. Sitotoksik ilaglar,
stres sinyali, DNA hasar1 gibi etkenler intrinsik yolag tetikleyebilmektedir (176-178).

Hiicrede apoptozun kontroliinde bcl-2 ve onun familyasina ait proteinler olan
Bcl-x., Bel-w, Al, and Mcl-1 hiicrenin yasaminin devam etmesini saglayarak anti-
apoptotik olarak iglev goriirler. BH3 proteinleri (6rn. bid), bax, bak gibi hiicresel
proteinler de apoptotik yolagin baglamasinda apoptotik proteinlerin salimini

saglayarak gorev alirlar (170).

Apoptotik yolaklardaki disregiilasyonun; kanser, norodejeneratif hastaliklar
(Parkinson, Alzheimer gibi), kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve otoimmiin

hastaliklarin patojenezinde rol alabildigi gosterilmistir (171, 179).

Asin oksidatif stres, nekroz veya apoptozla hiicreyi 6ldiirebilmektedir. Hiicre
i¢ci kaspaz aktivasyonun son safhasindan Once, hiicrenin redoks durumunun asiri
oksidan ¢evrenin meydana gelmesi ve N-asetil sisteinin apoptozu engellemesi bu
kaniy1 desteklemektedir. Ayni sekilde GSH’m hiicreleri oksidatif hasardan
korumasinin yani sira anti-apoptotik etkisi mevcuttur. Deneysel calismalar, azalmis
GSH seviyeleri ile proliferasyonun inhibisyonu ve apoptozun stimiilasyonu arasinda

iliski oldugunu ortaya koymaktadir (180, 181).

Artan kanitlar oksidatif stres ve apoptozun yakindan baglantili fizyolojik
olaylar oldugunu ve bazi kronik hastaliklarin patofizyolojisinde yer aldigini

gostermektedir (180).

Apoptozun belirlenmesinde yontem olarak; morfolojik goriintiileme
yontemleri  (Isik, floresan, faz  kontrast, elektron  mikroskoplariyla),
immiinohistokimyasal (TUNEL, anneksin V, kaspaz 3, M30) yontemler, biyokimyasal

yontemler (akim sitometrisi, agaroz jel elektroforezi, Western blotting), immiinolojik
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(ELISA, florometrik) yontemler ve molekiiler biyoloji yontemleri kullanilmaktadir
(182).

2.6. Bisfenol A ve Tiroid Homeostazina iliskin Calismalar

Bisfenol A’nin tiroid homeostazisi tizerinde olumsuz etkisine iliskin literatiirde
az sayida calisma oldugu goriilmistiir. Calismalarda BPA’nin tiroid {izerine
istenmeyen etkileri ¢esitli mekanizmalar {izerinden degerlendirilmistir. Calismalar ti¢

ayr1 ana bagslik altinda yer verilerek 6zetlenmistir.

2.6.1. In vitro cahismalar

Wu ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada, BPA, triklosan,
triklokarban ve 2,2°.4,4’-tetrabromodifenil eter’in sican folikiiler tiroid FRTL-5
hiicrelerinde hiicrenin iyot alimi, tiroid hormon sentezi ile iligkili genlerin (Scl5a5,
Tpo, Tg, Pax8, Foxel, Nkx2-1) ekspresyonlari ve mikrozomal TPO aktivitesi lizerine
etkileri degerlendirilmistir. MTT canlilik testinde 0,03 — 300 pM konsantrasyon
araliginda 24 ve 48 saat BPA maruziyeti gerceklestirilmistir. BPA’ nin 30 uM altindaki
dozlarda anlamli olarak canliligi azaltmadigi g6zlenmis ve IC30 konsantrasyonu olarak
100 uM belirlenmistir. Sodyum iyodiir estasinimi (NIS) {izerine olan etkisi ise 1, 24
ve 48 saatlik {ic zaman diliminde incelenmistir ve her {i¢ inkiibasyon siiresinde de 10
uM ve tizeri konsantrasyonlarda hiicre i¢ine iyot alinimini azalttifi gézlemlenmistir
(p<0,05). Kinetik caligmalar ile de iyot aliminin non-kompetetif inhibisyon ile
engellendigi gosterilmistir. Tiroid hormon sentezi ile iliskili 3 genin (Scl5a5, Tpo, TQ)
ekspresyonlarindaki degisimler RT-PCR ile degerlendirilmistir ve 6, 24, 48 saat BPA
maruziyeti sonucunda sadece 100 uM BPA konsantrasyonunda Scl5a5 ve Tpo gen
ekspresyonlarinin anlamli 6l¢iide azaldigi, Tg gen ekspresyonunun ise doza baglh
olarak arttig1 gozlenmistir (p<0,05). 6 saatlik maruziyette ise bu degisimler
gbzlenmemistir. Scl5ab, Tpo, Tg’in transkripsiyonel ekspresyonunun regiilasyonunda
gorevli olan Pax8, Foxel, Nkx2-1 transkrisyon faktorlerinin ise gen ekspresyonlarinda
sadece 100 uM BPA konsantrasyonunda Foxel ve Pax8'’in transkripsiyonunda
anlaml artis gdzlenmistir (p<0,05). Sican folikiiler tiroid mikrozomlarindaki TPO
aktivitesi iizerine BPA nin etkisi olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak arastirmacilar,
BPA’nin yiiksek konsantrasyonlarda tiroid hiicrelerine iyot alimini bozmasi ve tiroid

hormon sentezi ile iligkili gen ekspresyonlarinda degisime neden olmasina ragmen,
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insanlardaki kan seviyelerinin nM diizeylerde olmasi nedeniyle bu mekanizmalarin

baslica tiroid bozucu mekanizma olamayacagini ileri siirmiislerdir (183).

Porreca ve ark. (2016) tarafindan FRTL-5 sican folikiiler tiroid hiicresinde
yapilmis baska bir calismada ise diisiik doz BPA (10° M)’nin toksikogenomik
sonuglar1 incelenmistir. Oncelikle BPA’nin 1 ve 3 giinliik maruziyeti sonucunda
strastyla 4 (p<0,01)ve 1.5 kat (p<0,05) ROS artigina neden oldugu belirlenmis, ancak
uzun donem olan 7 giinlilk BPA maruziyetinde ise kontrole kiyasla ROS artis1 anlaml
bulunmamaistir. TUNEL deneyi sonuglarinda ise 24, 48, 72, 96, 120 saatlik diisiik doz
BPA maruziyetinin apoptotik hiicre oranlarinda kontrole kiyasla fark olusturmadigi
bildirilmigtir. Ayn1 sekilde UV-C uygulamasi da yapilmis sadece 24 saatlik UV-C
maruziyeti sonucu apoptotik hiicre orani anlamli olarak artig gostermistir (p<0,05).
UV-C ile beraberinde BPA uygulanmasi sonucunda ise 120 saate kadar apoptotik
hiicre oraninda anlamli artis gézlenmistir (p<0,05). Farkli zamanlarda Comet yontemi
ile kuyruk yogunlugu olgtimleri yapilmis; 6, 48, 96 saatlik diisiik doz BPA uygulamasi
sonucunda hasarli DNA igerigi agisindan kontrolle fark gézlenmemistir. Ancak 6, 48,
96 saatlik UV-C uygulamasi sonucu sadece 6 saatlik UV-C uygulamasi yapilan grupta
anlamli olarak kuyruk yogunlugu artis1 gozlenmistir (p<0,01). Ayn1 zamanlarda diisiik
doz BPA’ya maruz kalmig ve UV-C radyasyona maruz birakilmis hiicrelerde ise
kontrole kiyasla onemli 6lgiide hasarli DNA igerigi bulundugu ortaya konmustur.
Bunlara ek olarak yapilan p21 mRNA seviyeleri 6l¢iimiinde 24, 48, 72, 96, 120 saatlik
inkiibasyonlarda UV-C radyasyonunun p21 mRNA seviyelerinde yavas, sabit artisi
(p<0,001) ve azalarak kontrol seviyelerine doniisii gozlemlenmistir. Ancak, diisiik doz
BPA’ya maruz kalmis ve UV-C radyasyona maruz birakilmis hiicrelerde ise p21 artisi
kontrole kiyasla gozlemlenmemistir. Bu bilgiler 1s18inda BPA'ya maruz kalan
hiicrelerin, UV-C maruziyetinden sonra DNA hasarint etkin bir sekilde tamir
edemedikleri; BPA'ya uzun siire maruz kalmanin dogrudan bir genotoksik aktivite
gostermedigi ancak DNA onariminda yer alan mekanizmalar iizerine etki ederek
genotoksik etkiyi tetikleyen diger bilesigin etkisini arttirdigr diisiiniilmiistiir. Bununla
birlikte, DNA hasar cevabi ve niikleotid eksizyon tamirini de kapsayan COP9
sinyalozomu igerisindeki Cops4, Cops6, Copsb, Cops8, Ddbl ve Atf4, Ddit3 ve Tp53
genlerin mMRNA seviyeleri qRT-PCR ile 7, 14, 21 ve 28 giin BPA maruziyeti sonunda

Olciilmiistiir. Caligilan biitiin genlerde 7 giin ve daha sonrasinda, diisik doz BPA
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maruziyeti sonucunda inhibisyon gézlenmistir (p<0,05). Bu sonug ile 7 giinden daha
uzun siire diisik doz BPA maruziyetinin DNA onarimi {izerinde transkripsiyonu
stabilize edebilecegi sonucuna varmislardir. Bu ¢alisma ile BPA’nin ¢evresel dozuna
maruz kalmanin tirosit transkriptomunu zamana bagli bir sekilde 6nemli Olciide

bozabildigi gosterilmistir (184).

Zheng ve ark. (2017) tarafindan B-CPAP insan folikiiler tiroid karsinoma
hiicresinin kullanildig1 bir diger calismada, BPA ile indiiklenen proliferasyonun
tizerine Icarrin’in koruyucu etkisinin aragtirtlmasi amaglanmustir. Hiicre sayim kiti-8,
WST-8 kullanilarak hiicre canliligi, hiicre akim sitometrisi apoptotik hiicre oranlari,
Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi aktivite tayin kiti kullanilarak tayin edilmistir.
Anti-apoptotik bir protein olan bcl-2 ve hiicre i¢ci DNA ¢ift zincir hasar onarim proteini
olan y-H2AX ekspresyonu ise Western blot ydntemiyle dl¢iilmiistiir. 48 saat 3x107 M
BPA maruziyeti sonucu hiicrenin proliferasyon artisi kontrole kiyasla anlamli diizeyde
farkli bulunmustur (p<0,05). BPA ve kontrol grubunun absorbanslari ise sirasiyla
1,089+0.053 ve 0,935+0.010°dur. 72 saat boyunca diisiik doz BPA maruziyeti sonucu
B-CPAP hiicrelerinin proliferasyonu, 48 saate benzer bir egilim gdstermistir. Ancak
24 saat maruziyet sonucunda kontrol ile diisiik doz BPA’ya maruz kalan grup arasinda
anlaml fark gozlenmemistir. SOD aktivitesi 6l¢iimii sonucunda diisiik doz BPA’ya
maruz kalan grupta kontrole kiyasla enzim aktivitesi anlamli olarak daha diisiik
gozlenmistir (p<0,01). Bel-2 ve y-H2AX ekspresyonu diisiik doz BPA’ya maruz kalan
grupta kontrole kiyasla anlamli artis gostermistir (p<0,01). Bu ¢alisma; diisiik doz
BPA maruziyetinin B-CPAP folikiiler tiroid karsinoma hiicrelerinin proliferasyonunu

artirabildigini ve apoptozu inhibe ettigini ortaya koymustur (185).

Silva ve ark. (2018) tarafindan yapilan BPA maruziyetinin hem in vivo hem de
in vitro olarak tirositlerde hidrojen peroksit iiretimi tizerindeki etkisi ile tiroid hormon
sentezi lizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢calismada; PCCL3 sigcan folikiiler
tiroid hiicresi ve disi Wistar sicanlari kullanilmistir. Caligmanin in vitro kisminda
hiicreler 10°, 1077, 10°, 10° M BPA’ya 24 saat maruz birakilmigtir. Hiicre canliligi
MTT y6ntemiyle test edilmistir. 10" M diisiik doz BPA uygulanan hiicrelerde kontrole
kiyasla hiicre canlihiginin azalmadigi, 107 M diger diisiik doz uygulanan hiicrelerde

hiicre canliligmin anlamli dlgiide arttigi (p<0,05), 103 M yiiksek doz BPA’ya maruz
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kalan hiicrelerde ise hiicre canliliginin anlaml 6l¢iide azaldigi ve bu dozun toksik
konsantrasyon oldugu belirlenmistir (p<0,001). BPA’nin hiicre canliligini artirabilme
veya hiicre Oliimiinii azaltabilme potansiyeline sahip olabilecegi belirtilmistir.
Calismada en diisiik doz olan 10° M BPA nin hiicre canliligmi etkilemedigi ve insan
serumunda bulunan BPA konsantrasyonu araliginda oldugu i¢in deneylerde kullanilan
doz olarak secildigi ifade edilmistir. Sodyum iyodiir estasinimini saglayan Nis mRNA
seviyeleri QRT-PCR ile 6l¢iilmiis ve 10° M BPA’ya maruz kalan hiicrelerde kontrole
kiyasla anlamli olarak Nis mRNA seviyelerinde azalma goriilmiistiir (p<0,05).
Kalsiyum bagimli oksidazlar olan ve tiroid hormon sentezi i¢in gerekli hidrojen
peroksit tliretimini saglayan enzimler olan dual oksidaz 1 ve 2’nin (DUOX1 ve
DUOX?2) ve enzimlerin tam aktivite gostermesi i¢in gerekli olgunlagsma faktorleri olan
DUOXA1 ve DUOXAZ2’nin sirasiyla Duox1, Duox2, Duoxal ve Duoxa2 mRNA
seviyeleri gRT-PCR ile Olglilmiistiir. Sadece kontrole kiyasla Duox2 mRNA
seviyelerinde anlamli artis gozlenmistir (p<0,05). Ekstraseliiler hidrojen peroksit
tiretimi, peroksit/peroksidaz deney kiti ile ¢alisilmis ve kalsiyum bagimli hiicre dist
hidrojen peroksit iiretimi diisiik doz BPA’ya maruz kalan hiicrelerde kontrole kiyasla
belirgin sekilde artmistir (p<0,05). Hidrojen peroksit bir reaktif oksijen bilesigi
oldugundan dolay tiroid hiicrelerine zarar verebilme potansiyeli oldugu i¢in bu kisma
dikkat ¢ekilmistir. Diisiik doz BPA maruziyetinin Tpo ve Nis mRNA seviyeleri etkisi
tizerinde oksidatif stresin roliinii ortaya koymak i¢in hiicrelere N-asetil sistein (NAC)
uygulanmistir. BPA maruziyeti ile azalan Nis ve Tpo mRNA seviyelerinde azalma
gosterilmistir (p<0,05), Ancak BPA ile beraberinde NAC uygulamasi sonucunda Tpo
ve Nis mRNA seviyelerinde BPA ile meydana gelen azalmanin Onlenebildigi
gosterilmistir. Sonug olarak; BPA’nin Nis ve Tpo ekspresyonu tizerindeki inhibe edici
etkisinin oksidatif stresin artmasi ile iligkilendirilebilecegi rapor edilmistir.
Calismadaki in vivo kisminda ise eriskin disi Wistar sicanlar, BPA igin belirlenen
NOAEL deger olan 50 mg/ kg viicut agirligl/ giin degerinden daha diisiik 40 mg/ kg
viicut agirligl/ giin dozunda 15 giinliik BPA’ya maruz birakilmistir. Calisma igin
sicanlarda histopatolojik analizler, tiroid iyot alimi, TPO aktivitesi, serum T3 ve T4
seviyeleri, tiroid dokusunda hidrojen peroksit iiretimi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda tiroid agirliklarinin BPA maruziyeti sonucunda degismedigi, ancak

histolojik analizler sonucunda BPA’ya maruz kalan grupta bir¢ok hipoaktif folikiiller
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oldugu gozlenmistir. Radyoaktif iyot alimi ve TPO aktivitesinin degerlendirilmesi
sonucunda ise BPA maruziyetinin kontrole kiyasla tiroidin iyodiir alimin1 anlamli
derecede diisiirdiigii (p<0,01), ayn1 zamanda TPO aktivitesinde de anlamli derecede
diisiise neden oldugu gosterilmistir (p<0,001). Hidrojen peroksit iiretimi artis1 da
degerlendirilmis ve BPA maruziyeti sonucunda kalsiyum bagimli hidrojen peroksit
tiretiminin kontrole kiyasla anlamli derecede arttigi gosterilmistir (p<0,05).
Aragtirmacilar, tiroid bezinde TPO aktivitesi azaldig1 i¢in meydana gelen hidrojen
peroksit artisginin  oksidatif strese neden olabilecegi seklinde bu sonucu
yorumlamiglardir. Ayrica serum T3, T4 ve si¢anlarin hipofiz dokusundaki B-Tsh
mRNA seviyelerinin dl¢iimleri yapilmistir. flging sekilde BPA’ya maruz kalan
sicanlarin serumlarinda T4 seviyelerinde anlamli artis goriiliirken (p<0,05), T3
seviyelerinde ise anlamli fark bulunmamistir. Artan serum T4'e uyumlu olarak,
BPA’ya maruz kalan sicanlarin hipofizinde f-Tsh mRNA seviyelerinde 6nemli bir
azalma bulunmustur (p<0,05). Arastirmacilar g¢alismanin sonucunda tirositlerin
endokrin bozucu kimyasal olan BPA’ya maruz kalmasinin hem in vivo hem de in vitro
olarak ROS f{iretimini artirabildigini gdstermistir. Ayrica BPA’nin, tiroid hormon
sentezi i¢in iki dnemli adim olan tirositlere iyot alimini ve iyodun organifikasyonunu
saglayan TPO aktivitesini azalttig1 gosterilmistir. Bu etkilerin ise oksidatif stresin
tirositlerde artmasi ile iligkilendirilebilecegini anti- oksidan NAC’m Tpo ve Nis
mRNA seviyelerindeki diisiise karst meydana getirdigi koruyucu etkiden dolay1
oldugu belirtilmistir. BPA’ya maruz kalmanin tirositlerde ROS iiretiminde artmaya
neden olacag ve tirositlerde redoks dengesinin bozulmasi sonucunda oksidatif hasara
yol agabilecegi; buna bagli olarak BPA maruziyetinin tiroid hastaliklar1 agisindan

predispozan bir faktor olabilecegi vurgulanmistir (186).

Gentilcore ve ark. (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada BPA’nin
folikiiler tiroid hiicresi iizerinde etkisi incelenmistir. Calismada model organizma
olarak in vitro FRTL-5 si¢an folikiiler tiroid hiicresi kullanilmistir. Tiroid spesifik
genler ve transkripsiyon faktorleri iizerinde BPA’nin etkisi arastirlmistir.  10° — 10
M konsantrasyon araliginda 24 ve 72 saatlik BPA maruziyetinin FRTL-5 hiicrelerinin
canliligim kontrole kiyasla etkilemedigini bulunmus ve bu konsantrasyon araliginda
BPA’nin non-toksik oldugunu belirtmislerdir. 10° — 10* M BPA konsantrasyon

araliginda tiroid hormon sentezi ile iligkili genler olan TSHr, Nis, Tpo ve Tg
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ekspresyonlarina 24 ve 72 saat maruziyet sonucunda bu genlerin ekspresyonlarina
BPA’nin etkisi incelenmis ve Tpo eskpresyonlarinda goriilen inhibisyon hari¢ diger
genlerin ekspresyonlarinda anlamli artis gézlenmistir (p<0,05). Yine ayni sekilde
tiroid transkripsiyon faktorleri olan Pax8, Nkx2-1, Foxel mRNA seviyelerinde
meydana gelen degisim incelenmis ve 24 saatlik 10° — 10% M BPA maruziyeti
sonucunda genlerin ekspresyonlarinda artis gozlenmistir (p<0,05). Ancak ilging
sekilde 24 saatlik maruziyette U bi¢ciminde doz cevap egrisi goriilmiistiir. 72 saatlik
maruziyette ise sadece Pax8 ve Foxel’in ekspresyonlarinda artis gézlenmistir
(p<0,05). Sonug¢ olarak arastirmacilar tiroid folikiiler hiicre gen ekspresyonunu,
ozellikle tiroid hormonlar1 sentezinde yer alan enzimleri kodlayan genleri etkiledigi
sonucuna varmislardir. Bu etkinin ise baslica gen ekspresyonlarini diizenleyici gorev
goren transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarindaki artistan kaynaklanabilecegini

belirtmislerdir (187).

2.6.2. In vivo ¢alismalar

Zoeller ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada gebelik ve laktasyon
doneminde Sprague- Dawley sicanlarinda 0, 1, 10, and 50 mg/kg BPA viicut agirhigl/
giin dozlarinda gebelik ve laktasyon doneminde disi siganlara uygulanmistir. Disi
sicanlardan elde edilen yavrulardan 4, 8, 15 ve 35. giinlerde disseksiyon ile beyin ve
kan 6rnekleri alinmistir. Kandaki T4 seviyeleri 6l¢iildiigiinde sadece 15. glindeki erkek
ve disi yavrularda uygulanan tiim dozlarda serum T4 seviyelerinin kontrole kiyasla
anlamli olgiide arttigi (p>0,01) ancak, 15. giin disseksiyonuna ugrayan erkek
yavrularda serum TSH seviyeleri a¢isindan gruplar arasinda farklilik olmadig
bildirilmistir. 15. giliniin si¢an beyin gelisimi agisindan énemli olmasindan dolay1 disi
ve erkek yavrularda korteks ve hipokampusta RC3/neurogranin ekspresyonlaria
bakilmistir. Uygulanan tiim dozlarda hipokampusta RC3/neurogranin ekspresyonu
kontrollere kiyasla BPA’ya maruz kalan tiim hayvanlarda anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,01). Sonug olarak BPA’nin TR antagonisti oldugu ve ¢ok daha az
etkin bir sekilde TRa antagonisti oldugu sonucuna varmislardir. Hipofizde bulunan
TRP aracili inhibisyon ile hipofizin feed-back mekanizmasini engelleyerek daha ¢ok
T4 seviyelerinde artisa neden oldugu belirtilmis; hipokampusta artan T4’e cevaben
RC3/ neuroganin ekspresyonlarinda TRa aracili olarak BPA daha az etkin antagonist
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oldugu igin artis goriildiigii seklinde aciklanmistir. Ozetle, bu calisma ile BPA nin
Ostrojenik etkisinden bagimsiz olarak selektif tiroid hormon antagonisti oldugu

gosterilmistir (21).

Zhang ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, BPA’nin tiroid
karsinojenezi lizerine etkisi incelenmistir. Bu amagla model organizma olarak F344
disi Fischer siganlari kullanilmistir. Siganlara tek doz 2800 mg/kg N-bis-(2-
hidroksipropil)nitrozamin (DHPN) verilen ve verilmeyen iki baslica grup olarak
ayrilmis ve 1000 pg/kg Potasyum iyodiir (KI) diyetinde ayrica 250 ve 1000 pg/kg BPA
uygulanmistir. Kontrol gruplari ile birlikte 12 grup olusturulmustur. 64 hafta BPA
maruziyeti gerceklestirilmis ve DHPN + KI + diisiik doz 250 pg/kg BPA uygulanan
grupta anlamli en yiliksek papiller tiroid tiimor insidansi (%50) bulundugu rapor
edilmistir. DHPN + KI + 1000 pg/kg BPA maruziyeti sonucunda ise fokal
hiperplazinin (%100) yogun rastlandigr ve bunlarin da prekanseréz oldugu rapor
edilmistir. Sonu¢ olarak, diisik doz BPA’nin asir1 iyot ve DHPN maruziyeti
sonucunda tiroid karsinoma duyarliligini artirabildigi, ancak DHPN uygulanmayan
gruplarda iyot veya BPA’nin tiroid karsinoma iizerinde bir artisa yol agmadigi
gosterilmistir. BPA’nin DHPN ve Kl ile tiroid karsinojenezini artirdigi ve toksikolojik

olarak non-lineer doz yanit egrisi goriildiigii ortaya konmustur (188).

Chan ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada BPA, tetrabromobisfenol
A ve 22" 4 4'-tetrabromodifenil eter’in tiroid, hipotalamus hipofiz ve tiroid aksinda
gen ekspresyonlari tizerindeki etkilerini incelemek i¢in Danio rerio, zebra balig larva
ve embriyolart kullanilmigtir. Oncelikle medyan letal (LCso) ve efektif (ECso)
konsantrasyonlar belirlenmis ve subletal konsantrasyonlarda ilgilenilen genlerin
ekspresyonlarina bakilmistir. BPA nin LCso ve ECso degerleri sirastyla 8.04 mg/L ve
5.25 mg/L olarak tayin edilmis ve BPA’nin NIS, TG, TPO, TRa, TR, TSHf, and
TTR mRNA seviyelerinden sadece larvalardaki TSHP ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir. Arastirmacilar sonucu zebra baliginda BPA’nin antitiroid 6zelligine

kiyasla 6strojenik 6zelliklerinin daha baskin oldugu seklinde yorumlamislardir (189).

Tan ve ark. (2003) tarafindan BPA ve nonilfenol’iin subakut toksik etkisinin
incelendigi bir bagka calismada, 48 jiivenil erkek Sprague-Dawley siganlarina 29-30
giin 100 mg/kg BPA, nonilfenol ve kombine maruziyet uygulanmistir. Maruziyet
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sonunda si¢anlarin dokular1 hematoksilin ve eozin ile boyanarak 1s1k mikroskobunda
histopatolojik degisimler incelenmistir. Sadece BPA’ya maruz kalan grupta tiroid
agirligi kontrole kiyasla anlamli olarak artis géstermistir (p<0,01). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda BPA ve nonilfenol’e maruz kalan gruplarinin higbirinde tiroid ve
paratiroid kesitinde herhangi bir anormallik veya degisiklik gézlenmemistir. BPA’ nin
sicanlarda belirgin testis ve bobrek dejenerasyonuna yol agtig1 gézlenmis, ayrica ilging
sekilde nonilfenol ve BPA’ nin kombine uygulanmasi, toksik etkilerden organizmanin

daha az etkilenmesine neden olmustur (190).

Heimeier ve ark. (2009) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise T3 bagiml
omurgali gelisimi {izerinde BPA’nin etkisi molekiiler ve morfolojik olarak
incelenmistir. Calismada model organizma olarak premetamorfik Xenopus laevis
yavrulart kullanilmistir. Hayvanlara; 2 nm T3, 1 ve 10 uM BPA kombinasyonlar
seklinde, metamorfoz morfolojisi i¢in uzun dénem 21 giin ve histolojik incelemeler ve
mRNA ekspresyonlarinda meydana gelen degisim icin kisa donem 4 giin maruziyet
gerceklestirilmistir. Kontrole kiyasla ise BPA uygulamasimin her iki dozda da
yavrunun gelisiminde anlamli degisime yol agmadigi gdzlenmistir. Ancak, T3 ve
BPA’ya kombine maruz kalan yavrularda sadece T3’e maruz kalan gruba kiyasla
metamorfozda dnemli dl¢iide gecikme gozlenmistir. Ve bu etkinin doza bagli oldugu
gosterilmistir.  Ayrica BPA’nin T3 varliginda promoter genlerin transkripsiyonel
aktivasyonunu inhibe ettigi ancak T3 yoklugunda transkripsiyonel etkinin ¢ok az
oldugu gosterilmistir (p<0,05). Histolojik incelemelerde de barsaklardaki T3’e
cevaben gelisen remodeling iizerinde T3 maruziyeti sonucu meydana gelen kas
dokusunda ve bag doku tabakalarinda artmis kalinligin, BPA ile beraberinde T3
maruziyeti sonucunda ¢ok az morfolojik degisme ile inhibe edildigi ortaya konmustur.
Sonu¢ olarak, BPA’nin omurgali gelisimi {izerinde T3 aracili olarak ligandin
transkripsiyonel aktivitesini ve T3 ile indiiklenen metamorfozu baskiladigi, Bu
nedenle de BPA’nin metamorfozu inhibe edici etkisinin T3 aracili gergeklestigi ve
gelismekte olan yavrular {izerinde BPA’ nin major etkisinin Ostrojenik yolaklardan

ziyade T3 yolaklari iizerinde gergeklestigi sonucuna ulagilmigtir (191).
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2.6.3. Epidemiyolojik ¢calismalar

Wang ve ark. (2013) tarafindan Cin’de yapilan kesitsel calismada 40 yas ve
istii orta yas ve yash 3394 bireyin idrar BPA, serum tiroid hormonlar1 ve TPO, Tg
antikorlar1 6l¢timii yapilmig ve Cin popiilasyonunda idrar BPA diizeyleri ve tiroid
fonksiyonu arasinda herhangi bir iligkininin olup olmadig1 gosterilmeye ¢aligilmistir.
Calisma sonucunda hem erkek hem de kadinlarda, artan idrar BPA maruziyetine bagh
olarak serum serbest T3 seviyesinin agsamali olarak arttig1 ve serum TSH seviyesinin
asamali olarak azaldig1 ortaya konmustur (p<<0,01). Serum serbest T4, tiroglobulin ve
tiroid peroksidaz antikorlarinda ise BPA maruziyetine bagli olarak agik bir iliski
bulunamamaistir. Ayrica ¢alismada artmig BPA maruziyetinin artmis tiroid fonksiyonu
(hipertiroidi veya subklinik hipertiroidi) ile iliskili oldugu ortaya konmustur. BPA’nin
tiroid fonksiyonu iizerine olan etkisinin otoimmiiniteden kaynaklanmayabilecegini ve
doza bagh olarak TR iizerinde T3 ile stimiile edilen transkripsiyonel aktivitenin
baskilanmasina neden olabilecegi ve bunun da sadece organizma iizerinde BPA’nin
tiroid hormon yetersizligi veya fazlaligi tablosunu taklit edebilecegi, herhangi bir etki

veya hastalik tablosu olusturamayacagi belirtilmistir (192).

Brucker-Davis ve ark. (2011) tarafindan c¢evresel kontaminantlara in utero
maruziyetin kriptorsidik erkeklerin tiroid fonksiyonlar1 {izerine etkisinin incelendigi
prospektif calismada maternal siit ve yenidogan kordon kaninda c¢esitli ¢evresel
Kirletici kimyasallarin 6lgiimleri ile yenidoganlarda serum TSH ve serbest T3, T4
Olctimleri yapilmistir. Calismada maternal siitte BPA oOl¢iimii ise yapilmamistir. 60
kriptorsidik erkek ile bunlarla eslestirilen 76 kontrol arasinda tiroid fonksiyonlari
acisindan herhangi bir fark bulunmamistir. Bundan dolay1 kontrol grubundaki yeni
doganlarin koryon kanlar1 incelendiginde; yenidoganlarin koryon kanlarindaki BPA
konsantrasyonlari ile serum TSH arasinda negatif bir iliski adina i¢in kii¢iik bir egilim
bulunmustur (p = 0.077). Bu calisma gelisme siiresince BPA maruziyetinin tiroid

fonksiyonlarinda azaltict egilim gosterebilecegini ortaya koymaktadir (193).

Wang ve ark. (2012) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise Cin’de epoksi
recinesi tretimi yapan fabrikalarin isgilerinde idrar total BPA konsantrasyonu ve
iscilerin laboratuvar parametreleri incelenmistir. Yapilan kesitsel ¢alismada BPA’ya

mesleki maruziyetin saglik iizerine olumsuz etkileri degerlendirilmistir. 28 is¢iyi
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kapsayan ¢alismada is¢ilerden idrar ve kan numuneleri toplanmis; idrarda total BPA,
mikroalblimin, serumda ise glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT), y- glutamil
transferaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH), total T3 ve T4,
serbest T3 ve T4, TSH ve C- reaktif protein diizeylerine bakilmistir. Iscilerde ortalama
BPA diizeyi 5,56 — 1934,85 ng/ml araliginda, ortalama 55,73 ng/ml bulunmustur.
Paketleme/kirma birimlerinde ¢alisan is¢ilere kiyasla besleme operatdrlerinde anlamli
dlgiide daha yiiksek BPA diizeyleri saptanmistir (p<0,01). Isciler total idrar BPA
konsantrasyonlarina gore yiizdeliklere kabaca {i¢ esit gruba ayrildiktan sonra en
yiiksek idrar total BPA diizeylerine sahip iscilerde, diger iki gruba gére anlamli olarak
yiiksek serbest T3 seviyeleri saptanmistir (p<0,01). Daha sonra yapilan analizlerde
serum serbest T3 seviyeleri ile logaritmik idrar total BPA konsantrasyonu arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir (p=0,002). Serum TSH seviyelerinde azalma goriilse
de istatistiksel anlamli bulunmamisgtir. Caligma sonucunda BPA’ya yiiksek mesleki
maruziyetin, insan tiroidi tizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegini belirtmislerdir

(194).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum Sigma-Aldrich

bromiir (MTT)
Bisfenol A

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi

(DPBS)

Etanol

Florometrik Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Bilesikleri (ROS) Kiti

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Glutatyon kiti

Glutatyon Peroksidaz kiti

Kaspaz-3 Deney Kiti

Kaspaz-8 Deney Kkiti

L-Glutamin Cozeltisi

Penisilin- Streptomisin karigimi

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Cozeltisi
Selenometiyonin (SM)

Sodyum Selenit (SS)

Tiyobarbitiirik asit- reaktif maddeleri (TBARS) Kiti
Tripsin EDTA ¢d6zeltisi

TUNEL deney Kkiti

Sigma Aldrich
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Duchefa Biochemical

Biowest

JT Baker

Sigma Aldrich
Biowest

Cayman Chemical
Cayman Chemical
MyBioSource
Abcam

Biowest

Biowest

Biowest

USP

Sigma Aldrich
Cayman Chemical
Sigma

Roche



3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

96 kuyu igeren plak

Biyolojik giivenlik kabini

Buzdolab1
Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Enjektor filtresi (0,22 Mikron por agiklig1)
Hassas terazi

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25, 75 cm?)
Inkiibator (CO2’li)

Invert mikroskop

Kryo tiip

Laboratuvar Tipi Kirik Buz Yapma Cihazi
Lamel

Neubauer Lam1

Otoklav

Otomatik Pipet (1-10 ul, 10- 100 pl, 20- 200 pl, 100- 1000

ul, 1 —5ml)

Otomatik Pipet uglar1 (1,10 ul, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl, 1

—5ml)
Santrifiij Cihaz1

Spektrofotometre

Grenier Bio-One,
Nest

Holten Lamin Air
Model 1,2
Arcelik

Arcelik

Revco, Legaci
MES mp Minipure,
mes08/Termo
Scientific

Merck

Mettler Toledo,
XS105

Corning, Isolab
Heraeus
Instruments,
Funvtion Line
Leica

Grenier Bio-One
Scotsman AF100
Isolab

Marienfeld

Niive NC40M
Eppendorf, Isolab

Eppendorf, True-
Line

Heraeus, Hettich,
Rotofix 32A
Molecular Devices,
SprektraMax M2
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Steril Santrifiij Tiipleri Grenier Bio-One

Steril Serolojik Pipetler(5, 10, 25 ml) Grenier Bio-One

Su banyosu Memmert, Edelstaht
Rostfrei

Vorteks LMS, Mixer Uzusio
VTX-3000L

3.3. Calismada Kullamilan Hiicre Hatti

Calismada insan tiroid kanseri (B-CPAP) hiicre hatti kullanilmistir. Insan
papiller tiroid kanseri hiicre hattt Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DMSZ® ACC273)’den satin alimustir.

3.4. Caismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Bisfenol A Cozeltisinin Hazirlanmasi

BPA (29 mq) hassas terazide tartilmigtir. 100 ul DMSO’da ¢oziildiikten sonra,
bu ¢ozeltiden 20 pl alinmis ve 5 ml besi yerinde ¢oziilerek ara stok hazirlanmistir. Besi
yeri ile ara stok c¢ozeltisi seyreltilerek hiicrelere uygulanacak BPA ¢o6zeltisi
hazirlanmistir. Nihai olarak elde edilen 10 - 600 pM araligindaki BPA ¢ozeltileri
hiicrelere uygulanmistir. BPA  ¢ozeltileri  %0,1 DMSO’dan daha diisiik
konsantrasyonlarda DMSO icermektedir. Her deney Oncesinde taze olarak

hazirlanmastir.

3.4.2. Selenometiyonin ve Sodyum Selenit Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sodyum Selenit Cozeltisi:

Sodyum selenit (Na2SeOs) (8,6 mg) hassas terazide tartilmisve 5 ml besi
yerinde ¢oziilerek 10000 upM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
¢ozeltisi besi yeri ile seyreltilerek 10, 20, 30, 40, 50 nM sodyum selenit ¢ozeltileri
uygun doz belirlenmesi amaciyla denenmistir. GPX aktivite olglimii yOntemi
kullanilarak uygun sodyum selenit dozu belirlenmistir. Her deney 6ncesi ¢ozelti taze

olarak hazirlanmistir.
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Selenometiyonin Cozeltisi:

Selenometiyonin (CsH1:NO2Se) (9,8 mg) hassas terazide tartilmis ve 5 ml besi
yerinde ¢oziilerek 10000 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
¢ozeltisi besi yeri ile seyreltilerek 2,5; 5; 10; 20; 30; 35 uM selenometiyonin ¢ozeltileri
uygun doz belirlenmesi amaciyla denenmistir. GPx aktivite Ol¢iimii yOntemi
kullanilarak uygun selenometiyonin dozu belirlenmistir. Her deney dncesi ¢ozelti taze

olarak hazirlanmistir.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogalmasini saglamak icin kullanilan besi yeri karigimi, 500 ml
RPMI, 56 ml FBS(%10), 5 ml (%1) penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin

eklenerek hazirlanmistir. +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.

3.4.4. B-CPAP Hiicrelerinin Lizis Isleminde Kullanilan Cézeltiler
Lizis Tampon Cozeltisi:

CelLytic™ MT Memeli dokusu lizis/ekstraksiyon reaktifi kullanilmistir.
Proteinler ile minimal girisime neden olan diisiik konsantrasyonlarda deterjan, bisin

ve 150 mM NaCl igerir. +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Proteaz inhibitorii:

Aprotinin, bestatin, E-64, 16peptin, pepstatin A igerir. Bu proteaz inhibitorleri
serin, sistein, aspartik proteaz ve aminopeptidazlari inhibe eder. -20 °C’de derin

dondurucuda saklanir.

Proteaz inhibitor Kokteyli:

100 ml Lizis Tamponu ¢ozeltisi igerisine 1 ml Proteaz inhibitdrii eklenerek

hazirlanmstir.

3.45. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Dimetil Siilfoksit:

Dimetil siilfoksit (C2HeOS) yogunlugu 1,1 g/ml olan ugucu bir sividir. Oda

sicakliginda amber renkli siselerde muhafaza edilmistir.
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3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum bromiir Cozeltisi:

0,5 mg/ml konsantrasyonda 3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 25
Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢06zeltisi hazirlamak i¢in 15 mg MTT hassas
terazide tartildiktan sonra, 30 ml besi yerinde ¢ozlilmesi ile hazirlanmistir. Hazirlanan

MTT ¢ozeltisi 1s1ktan korunarak saklanmistir, 24 saat dayaniklidir.

3.4.6. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesi Tayini Icin Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu:

Kit igerisinde 3 ml deney tamponu (10X) bulunmaktadir. 27 ml su ile
seyreltilerek nihai ¢ozelti hazirlanmistir. Nihai ¢6zelti 5 mM EDTA igeren 50 mM
Tris-HCl (pH 7,6) tamponudur. +4 °C’de buzdolabinda saklandiginda 6 ay
dayaniklidir.

Ornek Tamponu:

Kit icerisinde 2 ml 6rnek tamponu (10X) bulunmaktadir. 2 ml 6rnek tamponu
18 ml su ile seyreltilerek 5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA igeren igeren 50 mM Tris-
HCI, (pH 7,6) nihai 6rnek tamponu hazirlanmistir. GPx kontrol ¢ozeltisini ve GPx
orneklerini seyreltmek i¢in kullanilir. +4 °C’de buzdolabinda saklandiginda 1 aya

kadar dayaniklidir.

Glutatyon Peroksidaz Kontrolii:

Kit igerisinde 50 pl sig1r eritrosit GPx’1 bulunmaktadir. Enzimin 10 pl’si bagka
bir viale aktarilmis ve 490 pl nihai 6rnek tamponu ile seyreltilmistir. Seyreltilmis
enzim dakikada ortalama 0,051 absorbans birimi azalmaya neden olur ve 4 saat iginde

kullanilmalidir. Enzim -20 °C’de saklanmalidir.

Ko — Substrat Karisimi:

Kit liyofilize toz halde Glutatyon rediiktaz, Glutatyon, NADPH icermektedir.
Her bir vial 6 ml deiyonize su ile ¢oziilmiistiir. Sulandirilarak hazir hale gelen reaktif

25 °C’de deney siiresince bekletilir. +4 °C’de 2 giin dayaniklidir.
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Kiimen Hidroperoksit:

Kit igerisinde 2,5 ml kiimen hidroperoksit bulunmaktadir. Kit icerisinde

verildigi gibi kullanima hazir bir reaktiftir. -20°C’de saklanmalidir.

3.4.7. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
QuantiPro Tamponu QA:

Reaktif QA 0,2 M NaOH igerisinde sodyum tartarat, sodyum karbonat ve
sodyum bikarbonattan olusan 250 ml’lik bir ¢ozeltidir (pH 11,25). Protein tayin Kiti

i¢erisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

QuantiPro Bisinkoninik Asit QB:

Reaktif QB, %4’lik 250 ml (pH 8,5) bisinkoninik asit (BCA) ¢ozeltisidir.
Protein tayin kiti i¢erisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Bakar (II) Siilfat Cozeltisi:

% 4’lik 12 ml bakir (IT) siilfat pentahidrat ¢ozeltisidir. Protein tayin Kiti

igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Protein Stok ve Standart Cozeltileri:

1 mP’lik ampullerde 0,15 M NaCl igerisinde 1 mg/ml sigir serum albiimini
(BSA), koruyucu olarak da %0,05 oranda sodyum azid igeren ¢dzelti bulunmaktadir.
Bu ¢ozelti stok protein ¢ozeltisi olarak kullanilmaktadir. Stok protein ¢ozeltisi distile
su ile seyreltilerek 0 ug/ml (kor), 0,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 ug/ml, 20 pg/ml, 30 ug/ml,

50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda protein standart ¢ozeltileri hazirlanmustir.
3.4.8. Reaktif Oksijen Bilesikleri Tayininde Kullanilan Cozeltiler
ROS tayin reaktifi:
Kit igersinde 1 vial ROS tayin reaktifi bulunmaktadir. Kit icerisindeki bulunan
DMSO ile seyreltilerek hazirlanmistir. -20 °C’de 1 ay dayaniklidir.

Dimetil Siilfoksit:

Kit igerisinde 0,1 ml DMSO bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir.
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Deney Tamponu:

Kit igerisinde 20 ml deney tamponu bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir

ve kitin son kullanma tarihine kadar -20 °C’de dayaniklidir.

Master Reaksiyon Karisimi:

20 ul ROS tayin reaktifi ve 10 ml deney tamponu iceren karisim ¢ozeltisidir.

Taze hazirlanmustir. 2 saat icerisinde kullanilmasi 6nerilmektedir.

3.4.9. Total Glutatyon (GSH) Tayininde Kullanilan Cozeltiler
2-(N-Morfolin) Etansiilfonik Asit Tamponu (2X):

2-(N-Morfolin) etansiilfonik asit (MES), 0,1 M fosfat, 2mM EDTA (pH 6,0)
icermektedir. 60 ml MES tamponu (2X), 60 ml deiyonize su ile seyreltilerek

hazirlanmistir.

Okside Glutatyon Stok ve Standart Cozeltileri:

Kitte MES tamponu igerisinde 2 ml 25 uM okside glutatyon (GSSG)
bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir. 0-4 °C’de buzdolabinda saklandiginda 1 y1l
dayaniklidir. GSSG standart ¢ozeltileri; sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 ul
GSSG stok ¢ozeltisinden alinarak, sirasiyla 500, 495, 490, 480, 460, 380, 340 ul 1X
MES tampon ¢ozeltisi ile seyreltilmesi ile hazirlanmistir. Sonug olarak 0 pM, 0,25
uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM konsantrasyonlarda GSSG standart

¢oOzeltileri hazirlanmustir.

Ko-Faktor Karisimi:

Kit icerisinde liyofilize toz halinde NADP+ ve glukoz-6-fosfat icermektedir.
Kullanmadan 6nce kuru toz 0,5 ml deiyonize suda ¢oziiliir. 0-4 °C’de buzdolabinda

saklandiginda 2 hafta dayaniklidir.

Enzim Karisimi:

Kit igerisinde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri
tampon ¢ozelti igerisinde (0,2 ml) bulunmaktadir. Hazirlanan 1X MES tampon
¢oOzeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilmistir. 0-4 °C’de buzdolabinda saklandiginda 2
hafta dayaniklidar.
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5,5°- ditiyo- bis-2- nitrobenzoik asit Cozeltisi:

Kit igerisinde liyofilize toz halde 5,5’- ditiyo- bis-(2- nitrobenzoik) asit
(DTNB, Ellman reaktifi) bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce vial i¢erisindeki liyofilize
toz 0,5 ml distile su ile ¢ozlilmiistiir. Sulandirilmis reaktif ¢ozeltisi 10 dakika igerisinde

kullanilmalidir.

3.4.10. Lipit Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Cézeltiler
Tiyobarbitiirik Asit Cozeltisi:

Kit igerisinde 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunmaktadir. Renk reaktifini

hazirlamak i¢in kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Asetik Asit Cozeltisi:

Kit igerisindeki bir vialde 20 ml konsantre asetik asit bulunmaktadir. 40 ml
asetik asit 160 ml deniyonize su ile seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in
kullanilmistir. Seyreltilerek hazirlanan nihai asetik asit ¢ozeltisi oda sicakliginda 3 ay

dayaniklidir.

Sodyum Hidroksit:

Kit i¢erisinde bulunan 20 ml sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi (10X), 180 ml
deiyonize su ile seyreltilerek hazirlanan nihai ¢ozelti, renk reaktifi hazirlamak i¢in

kullanilir.

Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri:

Kit igerisinde kullanima hazir halde 500 uM malondialdehit (MDA) stok
cozeltisi igermektedir. 250 pl MDA stok ¢ozeltisi 750 pl distile su ile seyreltilerek 125
UM ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ara stok ¢ozeltisinin seyrelterek 0 uM (kor),
0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5 pM, 10 uM, 25 puM, 50 puM, 75 uM

konsantrasyonlarinda MDA standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi:

Kit igerisinde kullanima hazir halde sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi

bulunmaktadir.
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Renk Reaktifi:

Tiyobarbitiirik asitin (530 mg), daha 6nceden hazirlanmis olan seyreltilmis
asetik asit ¢ozeltisinde (50 ml) ve seyreltilmis sodyum hidroksit ¢6zeltisi (50 ml)

icinde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir. Cozelti 24 saat dayaniklidir.

3.4.11. TUNEL Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Enzim Cozeltisi:

Kit igerisinde terminal deoksiniikleotidil transferaz buzagi timusundan elde

edilen ¢6zelti bulunmaktadir. -20 °C’de saklanir.

Label Cozeltisi:

Reaksiyon tamponunda hazirlanmis niikleotit karisimi igeren ¢ozeltidir. -20

°C’de saklanir.

TUNEL Reaksiyon Cozeltisi:

50 ul enzim ¢ozeltisi ve 450 pl label ¢ozeltisi karistirilarak kullanima hazir hale

getirilmistir. Deney sirasinda taze hazirlanmalidir ve buz igerisinde tutulmalidir.

3.4.12. Kaspaz 3 Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu:

Kit i¢erisinde 30 ml yikama tamponu, 750 ml’ye deiyonize su ile seyreltilerek

hazir hale getilmistir.

Standart Cozeltileri:

Kit igerisinde 20 ng/ml konsantrasyonda kaspaz 3 antikor ¢ozeltisi
bulunmaktadir. Standart diliisyon ¢ozeltileri kullanilarak 0, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25,

2.5, 5 ve 10 ng/ml konsantrasyonlarda standart antikor ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Primer Antikor Diliisyon Cozeltisi:

Kit igerisinde kullanima hazir halde primer antikor diliisyon ¢ozeltisi

bulunmaktadir. +4 °C’de muhafaza edilmektedir.
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Primer Antikor Cozeltisi:

Biotin isaretli antikor ylizde bir oraninda primer antikor diliisyon ¢ozeltisi

seyreltilerek hazirlanarak kullanilmistir.

Sekonder Antikor Diliisyon Cozeltisi:

Kit icerisinde kullanima hazir halde primer antikor diliisyon ¢d6zeltisi

bulunmaktadir. +4 °C’de muhafaza edilmektedir.

Sekonder Antikor Cozeltisi:

HRP- Streptavidin konjuge antikor yiizde bir oraninda primer antikor diliisyon

cozeltisi seyreltilerek hazirlanarak kullanilmistir.

TMB Substrat Cozeltisi:

Kit icerisinde kullanima hazir halde TMB substrat ¢ozeltisi bulunmaktadir.

+4 °C’de muhafaza edilmektedir.

Durdurma Cozeltisi:

Kit igerisinde kullanima hazir halde durdurma ¢ozeltisi bulunmaktadir. +4 °C’de

muhafaza edilmektedir.

3.4.13. Kaspaz 8 Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu:

Kit igerisinde 30 ml yikama tamponu kullanima hazir halde yer almaktadir.
Kullanilmadan once oda sicakliginda bekletilir. -20 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmektedir.

Kaspaz 8 Substrati (200X):

Kullanilmadan 6nce kaspaz 8 substratinin oda sicakliginda erimesi saglanir.
Yapilacak her bir deney sayisi kadar gereken substrat tiiplere boliindiikten sonra -20
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmektedir. Tekrarli dondur ¢6z isleminden

kacinilmalidir.
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Deney Yiikleme Soliisyonu:

50 ul kaspaz 8 substrati, 10 ml deney tamponunda pipetle iyice karistirilarak
hazirlanir. Deney i¢in daha az miktarda hazirlanmasi durumunda kaspaz 8 substrati

1:200 oraninda deney tamponu ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.4.14. Istkk Mikroskobu Incelemelerinde Kullanilan Cézeltiler
0,1 M Fosfat Tamponu:

Hazirlanilan 20 ml NaoHPO4 ¢ozeltisi ile 80 ml NaH2POg4 ¢ozeltisi karigtirilir
ve 1:1 oraninda 100 ml distile su ile seyreltilir. Cozeltinin pH’si 7,42ye ayarlandiktan
sonra tampon c¢ozelti olarak fiksasyon sonrasinda yikama islemleri i¢in kullanilir.

Cozelti +4 °C’de 4 ay dayaniklidir.

Dortlii Plastik Karisim Cozeltisi:

20 ml paraldehit, 22 ml DMSA, 1,1 ml BDMA, 0,5 ml DBP 60 °C’ye 1sitilmi1s

beher iginde sira ile karistirilarak hazirlanmistir.

Metilen Mavisi Cozeltisi:

1 g metilen mavisi ve 1 g NaBHjs tartildiktan sonra 100 ml deiyonize suda
coziilerek %1, a/ h metilen mavisi ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Azur II Cozeltisi:

1 g Azur II tartildiktan sonra 100 ml deniyonize suda ¢oziilerek %1, a/ h azur
IT ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Metilen Mavisi — Azur 11 ¢ozeltisi:

Hazirlanilan metilen mavisi ve azur II ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak 100
ml ¢Ozelti hazirlanmustir.

9%02,5’lik Glutaraldehit Cozeltisi:

Ticari olarak hazir halde temin edilen % 25 glutaraldehit akoz ¢ozeltisi, 1/10

oraninda seyreltilerek 100 ml %2.5’lik glutaraldehit ¢6zeltisi hazirlanmistir.
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%2’lik Agar Cozeltisi:
12.5 ml distile su igerisine, 0.25 g agar konularak bir erlende hazirlanmistir.

Erlen su banyosunda iyice 1sitilmistir. Agar, seffaf olarak su icerisinde dagilincaya

kadar kaynar suda tutulmus ve ardindan etiive konulmustur.

3.5. Yontemler
3.5.1. In vitro Hiicre Kiiltiirii

Calismada insan papiller tiroid kanseri hiicre hatti (B-CPAP) kullanilmigtir
(Sekil 3.5.). Hiicreler; %1 Penisilin — Streptomisin, 2 mM L- Glutamin ve % 10 FBS
iceren RPMI 1640 besiyerinde, 75 ve 25 cm? kiiltiir flasklarinda, 37 °C’de % 100 nemli
%5 CO2’li ortam kosullarinda kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin uygun araliklarla besi yeri
degisimi yapilmis ve hiicreler kiiltiir flasklarinda yeterli yogunluga gelince

pasajlanarak ¢ogaltimlar: saglanmstir.

Sekil 3.1. B-CPAP hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii.
3.5.2. Calisma Gruplan

1. Kontrol grubu: Bir uygulama yapilmamus hiicre hatlari

2. BPA grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu BPA igin bulunan IC3zp dozu
olan 302 uM BPA uygulanan hiicre hatlar1

3. Selenometiyonin grubu: 30 uM Selenometiyonin (SM) uygulanan hiicre

hatlari
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4. Sodyum selenit grubu: 20 nM Sodyum selenit (SS) uygulanan hiicre

hatlari

5. BPA + SM grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu bulunan ICzo dozu BPA

ve 30 uM selenometiyonin uygulanan hiicre hatlar

6. BPA + SS grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu bulunan 302 uM BPA ve
20 nM SS uygulanan hiicre hatlar1

3.5.3. Hiicrelerin Coziilmesi ve Dondurulmasi
Hiicrelerin Coziilmesi:

Derin dondurucuda (-80 °C) kryo tiip i¢erisinde bulunan hiicreler ¢ikarilmistir

ve buzun lizerine alinmistir.
Su banyosunda (37 °C) kryo tiip 1sitilarak hiicrelerin ¢6ziilmesi saglanmuistir.

Kryo tiip icerisinde bulunan hiicre slispansiyonu steril 15 ml’lik bir santrifiij

tiipline alinmugtir.

. Tip igerisine osmotik soktan kacinmak icin yavasca taze besi yeri ilavesi

yapilmistir.

. Hiicreleri DMSO’lu ortamdan uzaklastirmak i¢in 1000 devir/dakika, 5 dakika

stire ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda DMSO igeren siipernatant pipetle cekilerek atilir ve

pellete taze besi yeri ilave edilmistir.

. Pellet igerisindeki hiicreler taze besi yeri i¢erisinde pipetaj yapilarak siispande

edilmis ve yeni kiiltiir flaskina transfer edilmistir.
. Invert mikroskopta hiicreler kontrol edilmistir..

. Kiiltiir flasklar igerisindeki hiicreler 37 °C’de % 100 nemli %5 CO2’li etiivde

inkiibe edilmistir.
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Hiicrelerin Dondurulmasi:

Mikroskop altinda hiicrelerin kiiltiir flaski icerisinde yeterli yogunluga
geldikleri goriildiigiinde daha sonraki testler i¢in kullanilmak iizere

dondurulup, donmus hiicreler -80 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

Dondurma iglemi 6ncesinde gerekli olan dondurma ¢ozeltisi, %70 RPMI, %20

FBS ve %10 DMSO oranlarinda 1 ml ¢6zelti hazirlanmastir.
Kiiltiir flasklar1 inkiibatérden alinir ve besi yeri bir pipet yardimiyla ¢ekilmistir.

D-PBS ile yikama yapilirarak kiiltiir flaski igerisinde kalan besi yerleri

uzaklastirilmistir.

Kiiltiir flaski igerisine 3 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilir ve hiicreler 3-5

dakika inkiibatorde tutulmustur.

Hiicrelerin tutunduklar1 yerden kalktiklar1 mikroskopta gozlendikten sonra

kiiltiir flaski lizerine 5 ml besi yeri ilave edilmistir.

Siispande hale gelen hiicreler ve besi yeri ortami Steril santrifiij tiipiine

aktarilirmasi ardindan 1200 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi sonrasi slipernatant kismi atilmistir.

Daha sonra pellet 1 ml daha 6nce hazirlanan dondurma c¢ozeltisi igerisinde

yavasca pipetaj yapilarak dagitilmistir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonu, etiketinde hiicre bilgilerini igeren bir kryo tiip

igerisine alinmuistir.

Kryo tiip 24 saat +4 °C’de bekletilmistir.

24 saatin sonunda kryo tiip saklamak i¢in -80 °C’ye konulmustur.

3.5.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiir flaski icerisinde hiicrelerin durumu her giin gozlenmistir.
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2. Hiicrelerin kiiltiir flaski igerisinde yeterli yogunluga ulasmalari halinde

hiicreler boliinebilecek duruma gelmislerdir.
3. Kiiltiir flask igerisindeki besi yeri pipet yardimiyla ¢ekilmistir.
4. Flaska tutunmus haldeki hiicreler 3 ml D-PBS ile 2 defa yikanmustir.

5. Yikama igleminden sonra hiicrelerin kalkmasini saglamak i¢in flaska 3 ml

Tripsin-EDTA karisimi ilave edilerek 3-5 dakika inkiibatorde tutulmustur.

6. Hiicrelerin tutundugu yerden kalktig1 151k mikroskobunda goriildiikten sonra 5

ml besi yeri flaska eklenmistir.

7. Siispande halde olan hiicreler ve besi yeri ortami steril santrifiij tiipiine

aktarilmistir, ardindan 1200 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir.

8. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant kismi atilmigtir. Daha sonra pellet yeterli

miktarda besi yerinde homojen dagilacak sekilde siispande edilmistir.
9. Besi yeri igerisindeki hiicreler kiiltiir flasklarina ekilmistir.

10. Daha sonra kiiltiir flasklar1 iizerine hiicre tipi, tarih, pasaj sayisi, kullanilan besi
yeri gibi bilgileri yazildiktan sonra inkiibasyon i¢in 37 °C’de % 100 nemli %5

CO2’li etiiv igerisine konulmustur.

3.5.5. Hiicre Sayim islemi

Canli hiicrelerin Tripan Mavisi ile sayilmasi islemidir. Negatif yiiklii Tripan
mavisi canli hiicrelerin i¢ine giremezken, Olii hiicreler boya ile boyanmaktadir.
Hiicrelerin boyaya gerekenden daha uzun siire maruziyet etmemesine dikkat edilerek

de olasi1 yanlis hiicre sayimi gibi hatalardan kaginilmistir.

Hiicre Sayim Islemi Basamaklar:

1. Kiiltiir flaskina tutunmus hiicreler 151k mikroskobu altinda hiicre yogunlugu

yoniinden incelenmis ve daha sonra besi yeri ortami1 uzaklastirilmistir.

2. Flaska tutunmus haldeki hiicreler 3 ml D-PBS ile 2 defa yikanmustir.
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Yikama igleminden sonra hiicrelerin kalkmasini saglamak icin flaska 3 ml

Tripsin-EDTA karigimi ilave edilerek 3-5 dakika inkiibatorde tutulmustur.

Hiicrelerin tutundugu yerden kalktig1 1s1k mikroskobunda goriildiikten sonra 5

ml besi yeri flaska eklenmistir.

Stispande halde olan hiicreler ve besi yeri ortami steril santrifiij tilipline

aktartlmistir, ardindan 1200 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi sonras1 siipernatant kismi atilmistir. Daha sonra pellet 10 ml

besi yerinde homojen dagilacak sekilde siispande edilmistir.

Hiicre siispansiyonundan 50 pl steril bir eppendorf tlipe alinmistir. Ardindan
tizerine 50 pl tripan mavisi (%0,4) ¢ozeltisi eklenerek, pipet yardimiyla

siispande edilmistir.

Boya ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanan hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre
sayim lamu {izerine, lamin her iki tarafina da 10 pl hiicre siispansiyonu olacak
sekilde lam 1ile lamelin arasindan enjekte edilerek sayim islemine
hazirlanmigtir. Lamin stte 4 altta 4 olmak lizere toplamda 8 ayri karesi
icindeki hiicreler, karelerin kenar kismindaki ¢izgilere degen hiicreler harig,
151k mikroskobunda sayilmustir. islem sonrasinda sayilmis hiicre sayisinin
ortalamasi alinmistir. Daha sonra ml’deki canli hiicre sayisina asagidaki formiil

ile gegilmistir (Formtil 3.1.).

Sayilan toplam hiicre sayist
8

x seyreltme faktori x 10 000/ml (31)

Canl1 hiicre konsantrasyonu hesabindan sonra besi yeri ile gerekli seyreltmeler

yapilarak 96 kuyucuklu plaklara hiicreler ekilmistir.

Plaklara ekilen hiicreler gece boyu inkiibasyona birakilarak, hiicrelerin

tutunmasi ve ¢ogalmasi saglanmustir.

3.5.6. B-CPAP Hiicrelerinin Lizisi ve Fraksiyonlanmasi

Yeterli yogunlukta hiicreye sahip olan kiiltiir flasklarmma test maddeleri

uygulanarak, etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda
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kiiltiir flasklarina tripsin-EDTA eklenerek hiicreler tutunduklart yerlerden
kaldirilmistir.  Tripsin-EDTA eklenmesinin ardindan hiicrelere besi yeri

eklenmistir.

. Taze hazirlanan proteaz inhibitor kokteyli iceren lizis tampon ¢dzeltisi ile

hiicreler lize edilmistir.

Kontrol, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS’den olusan her bir hiicre grubuna
800 pl lizis tamponu eklenmistir. Hazirlanan lizat ikiye ayrilarak eppendorf
tiiplerine almmustir. ilk grup icin 3500 devir/dakika hizda, ikinci grup igin
13000 devir/dakika hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiiplerdeki

slipernatantlar toplanarak -80 °C’de derin dondurucuda saklanmastir.

3.5.7. B-CPAP Hiicrelerinde 3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5-
Difeniltetrazolyum bromiir Yoéntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5— Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) maddesi

kullanilarak gerceklestirilen, metabolik aktivitenin Olgiimiine dayali olan hiicre

biiylimesi ve canliliginin spektrofotometrik bir metodla 6l¢giilmesi esasina dayali bir

testtir. Canli hiicrelerde metabolik aktivite ile tetrazolyum halkas1 acildig1 i¢in canli

hiicrelerin tanimlandig1 bir testtir.

Yontemde esas olarak, proliferasyona ugrayan hiicrelerde artan dehidrogenaz

aktivitesi ile sar1 renkli tetrazolyum tuzu, mor renkli formazan kristallerine doniisiir.

Formazan kristallerinin dimetil siilfoksitli ortamda ¢6ziilmesi ile de olusan rengin

siddetinin kolorimetrik olarak spektrofotometrede 570 nm’de Ol¢iilmesi esasina
dayanir (195).

Yontemin Uygulamsi:

1. Hicreler belirli sayida kuyucuklara ekildikten sonra, besi yerinde 24 saat

inkiibasyona birakilarak tutunmalar1 saglanmaistir.

2. Steril ortamda biyolojik giivenlik kabininde besi yerleri uzaklastirilmistir.
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Hiicrelere besi yeri igerisinde hazirlanmig, 10 — 600 uM konsantrasyon
araliginda BPA c¢ozeltisi uygulanmistir. Calisma gruplarinda hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢in SS, SM ve BPA ¢ozeltileri 20 nM, 30 uM ve
302 uM konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmistir. SS ve SM
konsantrasyonlari, GPx1 aktivitesi 6l¢iimii yapilarak maksimum GPx1

aktivitesini saglayan konsantrasyon olarak belirlenmistir.
Kontrol grubu olarak ise hiicrelere sadece besi yeri uygulanmistir.

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda BPA ve Selenyum bilesiklerine maruz
kalan kuyucuklardaki ¢ozeltiler uzaklastirilir ve her bir kuyucuga daha

onceden hazirlanan 0,5 mg/ml MTT ¢o6zeltisinden 100 pl eklenir.
3 saat etiiv icerisinde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilir. Hiicre igerisinde
olusan formazan kristallerini hiicre dis1 ortama ¢ikarilmasi ve ¢oziilmesi

icin 150 ul DMSO ilave edilmis ve ¢alkalayicida 5 — 10 dk ¢alkalanmustir.
96’11 plaktaki kuyucuklarin absorbanslar1 570 nm’de 6l¢iilmiistiir.

MTT cozeltisi 1518a hassas bir madde oldugundan dolayr deney karanlik

ortamda gergeklestirilmistir.

Kontrol grubunun absorbans degerlerinin ortalamasi, %100 canlilik olarak
kabul edilmistir. Karsilagtirilmali olarak 1Cs3 ve [Cso degerleri

hesaplanmustir.

Bu c¢alisma 4 kez tekrarlanarak, elde edilen sonuglarin ortalamalari

hesaplanmastir.

/@ Mitokondriyel rediiktazlar 7\

N — -N
O - O
N=N

-N
=N S
N
\E_Z/ NADH, NADPH s

Sekil 3.2. Metabolik aktivite ile canli hiicrelerde MTT’nin formazan

kristallerine doniisiim metabolizmasi.
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Hiicre Canhliginin Hesabi:

Kontrol grubundaki hiicrelerin canlilig1 %100 olarak kabul edilmis, diger hiicre

gruplarinin canliligi kontrole kiyasla % canlilik olarak hesaplanmistir (Formiil 3.2.)

X Calisma gruplarimin absorbans degeri ortalamast

%Canliltk = 100 (3.2.)

Kontrol grubunun absorbans degeri ortalamast
3.5.8. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi:

Uygulanan bu yontemde kiimen hidroperoksitin GPx1 vasitasiyla ortamdaki
glutatyonun kullanilmasi ile rediiklenmesi, okside glutatyonlarin olusumu ve bu
okside glutatyonun ortamdaki Glutatyon rediiktaz ve NADPH vasitasiyla serbest
glutatyona doniistimii sirasinda ortamdaki NADPH’1n oksidasyonu sonucu 340 nm’de
NADPH’a bagli absorbans degerinin azalmasi 6l¢iilmektedir. Ortamda GPx aktivitesi
sinirl oldugu zaman bu absorbanstaki azalma dogrudan GPx aktivitesi ile oransaldir

(Sekil 3.7.) (196).

OH GPx
O/ OH
+ 2GSH —m8M8™ + GSSG + H,O

GR
GSSG + NADPH + HY —— 2GSH + NADP*

\ \

340 nm’ de absorbans verir. Reaksiyon sonucunda NADP™
olustuk¢a 340 nm’ de absorbans
diiser.

Sekil 3.3. GPx aktivite 6l¢iimii deneyinin esasi.
Yontemin Uygulanisi:

1. Enzimatik olmayan kuyucuklara (3 kuyucuk) 120 ul deney tamponu ve 50 ul

ko-substrat karigimi eklenmistir.

2. Pozitif kontrol kuyucuklarina (3 kuyucuk) 100 pul deney tamponu, 50 pl ko-

substrat karigimi ve 20 pl diliie edilmis GPx kontrolii eklenmistir.
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3. Ornek kuyucuklarma 100 pl deney tamponu 50 pl ko-substrat karisimi ve
kontrol B-CPAP hiicre lizati, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS maruziyet
gruplarinin B-CPAP hiicre lizatlarindan ve 20 pl eklemistir.

4. Kullanilan biitiin kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon
baslatilmistir. 96 kuyucuklu plak birka¢ saniye ¢alkalanarak reaktifin karisimi

saglanmistir.

5. En az 5 zaman noktasi elde etmek kosulu ile 340 nm’de dakikada bir kez ve 5

dakika boyunca absorbans azalmasi spektrofotometrede dl¢lilmiistiir.

Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Glutatyon Peroksidaz 1 aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir
(Formiil 3.3.).

AA340
€340

GPx aktivitesi (nmol / ml / dakika) = ( )x Diliisyon faktori (3.3)
AA340= Absorbans degisimi

€340: 0,00373 uM™* NADPH spesifik ekstinksiyon katsayisi

Diliisyon faktorii: Ornek hacminin, kuyucuklardaki nihai hacme orani

3.5.9. Protein Miktarimn Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Alkali ortamda Cu?* - protein kompleksi olusumu ardindan Cu?*’nin Cu'*’e
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bu rediiksiyon islemi baslica protein molekiilii
igerisinde bulunan sistein, tirozin, triptofan amino asitlerince gergeklestirilir.
Indirgenen bakir miktar1 mevcut protein ile orantilidir. Rediiksiyon sonucu olusan
Cul* ile BCA alkali ortamda mavi-mor renkli BCA-Cu'* kompleksini meydana
getirirler. Olusan rengin siddeti protein miktariyla orantilidir ve spektrofotomekrik
olarak 6l¢iilmektedir (197).

Yontemin Uygulamsi:

1. Hiicre lizatlar1 1/100 oraninda deiyonize su ile seyreltilmistir.
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2. Kuyucuklara sigir serum albiimini ile hazirlanan protein standart ¢ozeltileri,
kontrol B-CPAP hiicre lizati, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS maruziyet
gruplarinin B-CPAP hiicre lizatlarindan 150 pl eklenmistir.

3. 7 ml QA tampon ¢ozeltisi, 7 ml QB tampon ¢6zeltisi ve 280 ul bakir (I1) siilfat

¢ozeltisinden olusan ¢aligsma ¢ozeltisi, her bir kuyucuga 150 ul eklenmistir.

4. Plak, calkalayicida 5 dakika calkalandiktan sonra etiivde 37 °C’de 2 saat

inkiibe edilmistir.

5. Plaktaki kuyucuklarin absorbans degerleri 562 nm’de spektrofotometrede

Olclilmiistiir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi:

Protein standartlarinin konsantrasyonlar1 ve deney sonucundaki elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak standart egri elde edilmis; bu egri kullanmilarak
orneklerdeki protein miktar1 hesaplanmistir. Daha sonra diliisyon faktorii ile ¢arpilarak

gruplardaki protein miktarlari belirlenmistir (Sekil 3.4.).

1,4

y =0,0122x + 0,0153
12 R2=0,9949 _.-"®

o o
o ©
h

Absorbans (562 nm)

o
~
¢ g

0 20 40 60 80 100 120
Protein (ng/ml)

Sekil 3.4. Protein standart egrisi.
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3.5.10. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Floresan olmayan bir prob olan 5- ve 6- Kklorometil-2",7"-
diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’in canli hiicreler tarafindan yesil
floresans veren 2°,7’-diklorofloresein (CM-DCF) ’e doniistiiriilmesi ve olusan
floresans yogunlugun olgiilmesi (Aeksitasyon= 640 nm, Aemisyon= 675 nm) esasina
dayanmaktadir. Florometrik Hiicre i¢i ROS kiti ile hiicrelerde 1 saatlik inkiibasyon
sonucu hiicrelerde meydana gelen hiicre i¢i reaktif oksijen bilesikleri (6zellikle
hidroksil OH" ve siiperoksit O™ radikalleri) diizeyinin tespiti i¢in hassas ve tek agsamali
florometrik bir analiz miimkiin olmaktadir. Reaktif oksijen bilesikleri sitoplazma
igerisinde bulunan florojenik bir sensorle reaksiyon gergeklestirerek, ortamda bulunan
reaktif oksijen bilesikleri ile orantili miktarda florometrik iiriin meydana gelmesini

saglar (198).
Yontemin Uygulanisi:
1. Kitigerisindeki biitlin reaktifler 6nce oda sicakligina getirilmistir.

2. ROS tayin reaktifi 40 pl DMSO ile ¢oziilerek 500X nihai ROS tayin reaktifi

hazirlanmstir.

3. 96 kuyucuklu siyah hiicre kiiltiir plagina, 90 ul besi yeri igerisine hiicreler

ekilmistir.

4. Dabha sonra hiicrelere uygulanacak olan SM, SS, BPA, BPA+ SS BPA+ SM
test maddelerinin 10 kat1 (10X) konsantrasyonlarinda besi yeri igerisinde

¢ozeltiler hazirlanmistir.

5. Hazirlanan 10X test maddesi igeren c¢ozeltileri her kuyucuktaki hiicreler
tizerine 10 pl eklenmistir. Kontrol grubu hiicrelerinin kuyucuklarina ise sadece

10 pl besi yeri eklenmistir.

6. Hiicre kiiltiir plag1 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde bekletilmistir.
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7. Hazirlanan 500X ROS tayin reaktifinden 20 pl alinarak 10 ml deney tamponu

igerisinde ¢oziilerek master reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

8. Plaktaki her bir kuyucuk igerisine 100 ul master reaksiyon karisimi

eklenmistir.

9. Hiicre kiiltiir plagi 30 dakika — 1 saat aralifinda 37 °C’de inkiibatorde
bekletilmistir.

10. Ardindan kuyucuklarin floresanst (Aeksitasyon=640 nm, Aemisyon=675 nm)

Olciilmiistiir.

ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kontrol hiicrelerinin iirettigi hiicre i¢i ROS miktar1 %100 olarak kabul edilerek,
diger hiicrelerin tirettigi ROS miktar1 kontrole kiyasla % ROS olarak hesaplanmigtir.

3.5.11. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Yontem, DTNB’nin GR ile katalizlenen reaksiyon sonucunda, sar1 renkli 5-
tiyo-2-nitrobenzoik asite (TNB) doniigmesinin sonucu olarak meydana gelen sari
rengin siddetinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Okside
glutatyonun (GSSG) GR ile rediiklenmesi sonucu olusan serbest glutatyon (GSH)
DTNB ile disiilfiir GSTNB olusturur. GR, GSH’yi serbestlestirmek i¢in olusan
distilfiir GSTNB indirgenir ve TNB iiretilir (Sekil 3.8.). Olusan TNB absorbansi 414
nm’de sprektrofotometrede odlgiiliir (199). Ornekteki GSH diizeyi karsilastiriimali

olarak bu yontemle belirlenebilmektedir.

Glutatyon Redlktaz

GSSG 2 GSH

TNB GSH DTNB
Glutatyon | Rediiktaz X
GSTNB TNB

Sekil 3.5. Glutatyon dongiisii.
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Yontemin Uygulanisi:

1. Kuyucuklara 50 pl hazirlanan GSSG standart ¢ozeltileri eklenmistir.

2. Kuyucuklara kontrol B-CPAP hiicre lizati, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS
maruziyet gruplarinin B-CPAP hiicre lizatlarindan 50 pl eklemistir.

3. 20 mP’lik bir vialde igerisine 11,25 ml MES tamponu, 0,45 ml kofaktor
karisimi, 2,1 ml enzim karisimi, 2,3 ml distile su ve 0,45 ml DTNB eklenmis

ve karistirilarak deney kokteyli hazirlanmistir.

4. Kuyucuklarin her birine taze olarak hazirlanmis deney kokteylinden 150 pl

eklenmistir.

5. Ardindan hiicre kiiltiir plag: ¢calkalayicida 1siktan korunarak 25 dakika inkiibe

edilmistir.

6. Plaktaki kuyucuklarin absorbans degerleri 414 nm’de spektrofotometrede

Olgtilmiistiir.

Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Standart ¢ozelti (GSSG) konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri ile
olusturulan standart egrisi kullanilarak orneklerdeki total GSH konsantrasyonlar

hesaplanmistir(Sekil 3.6.). Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.6. GSSG standart egrisi.
3.5.12. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Malondialdehit, lipit peroksidasyonu sonucu dogal olarak meydana gelen bir
triindiir. Hiicre icinde oksidatif stres sonucu meydana gelen lipit peroksitlerin
stabiliteleri diistiktiir ve lipit peroksitler MDA gibi reaktif karbonil gruplari i¢ceren bir
seri kompleks bilesikleri olusturmak iizere dekompoze olurlar. Yontemin ¢alismasi
ise, MDA ve tiyobarbitiirik asit (TBA) 90- 100 °C sicaklikta ve asidik ortamda
reaksiyonu ile olusan MDA- TBA kompleksinin renk siddettinin kolorimetrik olarak
530- 540 nm’de dlglilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.9.) (200).

Yontemin Uygulanisi:

1. Hazirlanmis MDA standart ¢ozeltileri ve hiicre lizatlar1 5 ml’lik cam tiiplere
100 pul eklenmistir. Ardindan her tiipe 100 ul sodyum dodesil siilfat (SDS)

cozeltisi eklenerek hizlica karigtirilmastir.
2. Her cam tiipe 4 ml hazirlanmis renk reaktifi eklenerek karistirilmistir.

3. Cam tiipler su banyosunda 100 °C’de bir saat boyunca bekletilmistir. Bir saat
sonunda cam tiipler kaynayan sudan hizla alinarak buzda 10 dakika

inkiibasyona birakilmistir.
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4. Cam tiipler santrifiijde 3500 devir/dakika, 10 dakika siire ile santrifiij

edilmisgtir.

5. Cam tiiplerin her birinden 150 pl alinarak 96 kuyucuklu plak igerisine

eklenmistir.

6. Plaktaki kuyucuklarin absorbans degerleri 530 nm’de 6l¢tilmiistiir.

S OH N._ SH
H H i \I/N\ "o \\(

+ 2 INH > N s N +2 H,O
OMD O/ N/gs X oS 5 2
H OH OH
MDA TBA MDA-TBA Kompleksi

Sekil 3.7. MDA — TBA kompleksi olusumu.
Malondialdehit Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Standartlarin ve 6rneklerin absorbans degerlerinin ortalamasi hesaplanmigtir.
Standartlardaki MDA konsantrasyonuna karsi absorbans degerleri i¢in standart egri
elde edilmistir. MDA diizeyleri uM cinsinden hesaplanmistir. Sonuc¢lar nmol/mg

protein cinsinden verilmistir (Sekil 3.8.).

0,035
0,03 e
€ 0,025
iuo?, 0,02 y = 0,0004x + 0,0006
” R? = 0,9946
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2
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Sekil 3.8. MDA standart egrisi.
3.5.13. Mikroskobik incelemeler

Kontrol, BPA, SM, SS ve BPA ile birlikte SS veya SM uygulanan hiicre

gruplan kiltiir flask1 icerisinde 24 saat bekletilmistir. Daha sonra hiicrelerin faz
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kontrast ~ mikroskobunda  goriintiileri ~ alinarak ~ morfolojik  degisimleri
degerlendirilmistir. Gorlintiileme i¢in Leica DFC280 mikroskop kullanilmistir. Isik
mikroskobu incelemeri i¢in hiicreler glutaraldehit ¢ozeltisinde fikse edildikten sonra
Azur Il ve metilen mavisi ile inkiibe edilmis, hiicrelerin boyanmasi

gerceklestirilmistir. Isik mikroskobunda morfolojik degisimler degerlendirilmistir.

3.5.14. TUNEL Analizi

Kontrol grubu ile BPA, sodyum selenit ve selenometiyonin uygulanan
gruplardaki apoptotik hiicreler, In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Kkiti
kullanilarak TUNEL (terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP ¢entik ug

isaretleme) yontemi ile belirlenmistir.

TUNEL Analizinin Yapihsi:

1. 50 000 hiicre/kuyu olmak iizere 12 kuyu iceren lamlara ekimi yapilmstir.
2. 24 saat boyunca hiicreler tutunmasi i¢in inkiibe edilmistir.

3. Tutunan hiicreler lizerine test maddeleri ve kontrol grubu igin besi yeri

uygulanmistir.

4. 24 saat boyunca test maddeleri ve besi yeri maruziyeti i¢in inkiibasyonda

bekletilmistir.

5. Hiicreler %4’liikk paraformaldehit ¢ozeltisi ile 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon isleminden sonra 3 kez 5’er dakika siire ile D-PBS ¢ozelitisi ile

yikama islemi yapilmistir.

7. Permeabilizasyon ¢ozeltisi (%0,1 Triton X-100) ile 5 dakika buz iizerinde
inkiibasyon gerceklestirilmistir.

8. Hiicreler 3 kez 5’er dakika D-PBS c¢ozeltisi ile yikandiktan sonra isaretleme
basamagina ge¢ilmistir. Reaksiyon karigim ¢ozeltisi, 450 pl label ¢ozeltisi ve

50 pl enzim c¢ozeltisi karigtirilarak hazirlanmis ve tim kuyulara 100 pl
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reaksiyon karisimi (negatif kontrol olarak 100 pl label ¢ozeltisi konulur) ilave

eedilmistir. 37 °C’de nemli inkiibatérde 1 saat inkiibasyon gerc¢eklestirilir.

9. Inkiibasyon isleminin ardindan hiicreler 3 kez 5’er dakika D-PBS ¢ozeltisi ile

yikanmistir.

10. Yikama igleminin ardindan hiicrelerin ¢ekirdek boyanmasinin gergeklesmesi
amaciyla hiicreler DAPI (3,3’- Diaminobenzidin) ile 1 dakika muamele

edilmistir. Hemen sonrasinda distile su ile yitkama islemi gergeklestirilmistir.

11. Yikamanin ardindan hiicreler floresans gdomme ortami igerisine kapatilmis ve
DFC7000T dijital kamera (Leica; Wetzlar, Almanya) ile bagli floresans
mikroskopta (Leica DM6B) hiicrelerin degerlendirmesi yapilmistir.

Degerlendirme Islemi:

Her bir ¢alisma grubu i¢in 5 alanda 40X’lik bir biiyiitme ile TUNEL pozitif
olarak degerlendirilen apoptotik hiicreler sayilmistir. Apoptotik hiicre sayilari %

olarak gruplar arasinda karsilastirilmistir. Deney 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.5.15. Kaspaz 3 Diizeylerinin Olciimii
Yontemin Esasi:

Kitin igerisinde kaspaz 3 monoklonal antikor ile kaplanmis plak
bulunmaktadir. Tayin edici antikor olarak biotin isaretli ploklonal antikor
kullanilmaktadir. Standartlar ve 6rneklerin antikor kapl plakta inkiibasyonu sonucu
antikorlarla kaplanma gerceklestirilir. Kapli antikorun tayini biotin isaretli poliklonal
antikor ile yapilir. Yikama isleminden sonra HRP- konjuge streptavidin ile
konjugasyon gergeklestirilir. Yine yapilan yikama islemi sonrasinda renklendirmek
icin TMB substrat kullanilir. Olusan mavi renk asidik ortam saglanarak durdurma
¢ozeltisi ile sariya doniistiiriilir. Olusan rengin siddeti 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Olglilmesi  esasina dayanmaktadir. Olusan rengin siddeti

orneklerdeki test edilen faktor ile pozitif korelasyon gostermektedir.
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Yontemin uygulanisi:

Hazirlanan kaspaz 3 standart ¢ozeltileri ve B-CPAP hiicre lizatlar1 kuyucuklara

eklenmistir.
Islem sonras1 37 °C etiivde 90 dakika inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda plak icerikleri bosaltilmis ve kuyucuklar 2 defa yitkama

tamponu ile yitkanmistir.

Biyotin isaretli primer antikor, primer antikor seyreltme c¢ozeltisi ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢o6zelti her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde kuyucuklara

eklenmistir. Ardindan 1 saat 37 °C etiivde inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonras1 plak icerikleri bosaltilmis ve kuyucuklar 3 defa yikama

tamponu ile yikanmustir.

HRP- Streptavidin konjugat sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme

cozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmagtir.

Hazirlanan ¢6zelti her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde kuyucuklara
eklenmistir. Ardindan 30 dakika 37 °C etiivde inkiibasyon gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon sonras1 plak igerikleri bosaltilmis ve kuyucuklar 5 defa yikama

tamponu ile yikanmistir.

Ardindan her bir kuyucuga 90 pl TMB substrat ilavesi yapilir. TMB substrat
ilavesinden sonra plak bir folyo ile kapatilir ve 20 dakika 37 °C’de etiivde
inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Siirenin sonunda her bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢6zeltisi ilave edilir. Rengin
sartya donmesinin ardindan hemen olusan rengin siddeti 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrede ol¢iilmiistiir.
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Kaspaz 3 Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kaspaz 3 diizeylerinin hesaplanmasinda Molecular Devices - Softmax®
programindan yararlanilmistir. Standartlarin, orneklerin ve kontrol gruplarinin
programda tanimlanmasinin ardindan onlarin absorbans degerleri girilmistir. Program
icerisinde bulunan lineer dogrusal grafik yontemi kullanilarak konsantrasyona karsi
standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir (Sekil 3.9.). Standart
egriden yararlanilarak o6rnek ve kontroldeki kaspaz 3 diizeyleri hesaplanmistir.

Sonuglar ng/ml cinsinden verilmistir.

18 y=0,1745x +0,0237
L6 R2=0,9972 .

14
1,2

Absorbans
®

0,8
0,6

02 | -

0 e
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.9. Kaspaz 3 standart egrisi.
3.5.16. Kaspaz 8 Aktivitesinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Kitin igerisinde baslatict  kaspazlardan kaspaz 8’in  aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilabilen florojenik indikatér olan IETD-R110 substrati
bulunmaktadir. Sistein proteaz olan kaspaz 8 aktivitesiyle substratin yikimi sonucu
meydana gelen florofor R110’un (yesil floresans) salinmasi sonucu olusan floresan

yogunlugun (Aeksitasyon= 490 nm, Aemisyon= 525 nm) dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir.
Yontemin uygulamsi:

1. 20 000 hiicre/ 90 ul/ kuyu olmak tizere hiicreler 96 kuyucuklu siyah plak

igerisine ekimi gerceklestirilmistir.
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2. Kor igin kuyucuklara hiicre ekimi yapilmadan sadece 90 pl besi yeri ekimi

yapilmustir.

3. Hiicrelerin tutunmasi i¢in gece boyu 37 °C, %5 COz ‘li ortamda inkiibasyona

brrakilmistir.

4. Daha sonra hiicrelere uygulanacak olan SM, SS, BPA, BPA+ SS, BPA+ SM
test maddelerinin 10 kati (10X) konsantrasyonlarinda DPBS igerisinde

cozeltileri hazirlanmustir.

5. Hazirlanan 10X test maddesi iceren cozeltileri her kuyucuktaki hiicreler
iizerine 10 pl eklenmistir. Kontrol grubu hiicreleri ve kor icin kuyucuklara

sadece 10 ul DPBS eklenmistir.

6. Siyah 96’1 plak icerisindeki hiicreler apoptozun indiiksiyonu igin 4 saat

boyunca 37 °C’de %5 CO: ‘li ortamda inkiibasyona birakilmistir.
7. Kit igerisindeki biitiin reaktifler 6nce oda sicakligina getirilmistir.

8. Apoptoz indiiksiyonu saglandiktan sonra 25 ul kaspaz 8 substrati, 5 ml deney

tamponunda ¢oziilerek deney ylikleme soliisyonu hazirlanmigtir.
9. Her bir kuyucuga 100 pl deney yiikleme soliisyonu eklenmistir.
10. 1 saat boyunca plak 1siktan korunacak sekilde oda sicakliginda bekletilmistir.

11. Ardindan kuyucuklarin floresansi (Aeksitisyon= 490 nm, Aemisyon= 525 nm)

Olctilmiistiir.

Kaspaz 8 Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Kor okumanin floresans degeri diger yapilan tiim okumalardan ¢ikarilmistir.
Orneklerin kaspaz aktivitesi; drneklerin floresansi ile kontroliin floresansi oranlanarak
meydana gelen artisin veya azalisin kontrole gore oransal olarak degisimi ile ifade

edilmistir.
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3.5.17. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi SPSS 17.0 (Chicago, IL) programi
kullanilmistir. Ttim gruplardan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi Kruskal-Wallis
varyans analizi ile yapilmig ve gruplar arasindaki fark Student t testi kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmis, p<0,05 istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.



73

4. BULGULAR
4.1. Sitotoksisitenin belirlenmesi

B-CPAP hiicreleri BPA’ya 10- 600 uM konsantrasyon araliginda 24 saat maruz
birakilarak BPA’nin MTT yontemiyle hiicre canliligi iizerine etkisi incelenmistir.
Deney ti¢ farkli zamanda, iki tekrar ile gergeklestirilmistir. Hiicre canlilig1 test maddesi
BPA’ya maruziyetin gerceklesmedigi kontrol hiicrelerine gore % canlilik olarak
belirlenmistir. Deney sonucunda hiicre canliliginda %350 inhibisyona neden olan
konsantrasyon (medyan inhibitor konsantrasyon, ICso) ve %30 inhibisyona neden olan
konsantrasyon (ICso) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.1. ; Tablo 4.2. ; Sekil 4.1. ;
Sekil 4.2.)

Tablo 4.1. BPA uygulanan B-CPAP hiicrelerinin canliligi.

Uygulanan BPA
e () Hiicre Canlihig (%)
10 uM 110,43
25 uM 105,41
100 uM 111,25
200 uM 90,29
250 uM 79,49
300 uM 81,59
350 uM 50,79
400 uM 59,38
450 uM 41,80
500 uM 42,78
550 uM 41,35
600 uM 20,52

Sonuglar ii¢ farkli zamanda ve giin i¢i iki tekrarla yapilan ¢aligmalarin ortalama degeri olup; li¢ farkli
giinde yapilan degerlerden elde edilen ortalama hiicre canlilig1 verilmistir.

Tablo 4.2. B-CPAP hiicrelerinde BPA’nin IC3o ve ICso degerleri.
BPA (uM)

1C30 302
I1Cso 436
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Sekil 4.1. B-CPAP hiicre canliligi izerine BPA’nin (10-600 uM) etkisi.
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Sekil 4.2. B-CPAP hiicre canlilig izerine BPA’nin (10-600 uM) etkisi.
4.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Hiicrelere uygulanacak SM ve SS dozlarinin belirlenmesi amaciyla farkl
konsantrasyonlarda SM ve SS uygulanan B-CPAP hiicrelerinde GPx1 aktivitesi
Ol¢iilmiis ve maksimum GPx1 aktivitesine yol acan SM ve SS konsantrasyonlari
belirlenmistir.(Sekil 4.3. ; Sekil 4.4. ; Tablo 4.3. ; Tablo 4.4.) B-CPAP hiicrelerinde 24
saat inkiibasyon sonucu maksimum GPx1 aktivitesi saglayan SM konsantrasyonu 30
uM ve SS konsantrasyonu ise 20 nM olarak belirlenmistir. BPA toksisitesine karst SM

ve SS’in koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda hiicrelere,
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maksimum GPx aktivitesi goriilen bu dozlarda SM ve SS 24 saat Oncesinden

uygulanmigtir.

Tablo 4.3. Selenometiyonin uygulanan B-CPAP hiicrelerinde GPx aktivitesi.

Selenometiyonin GPx 1 aktivitesi
konsantrasyonu (uM) (nmol/dak/mg protein)
0 0,109246
2,5 0,454262
5 0,14932
10 0,110608
20 0,415823
30 0,852606
35 0,625
GPx1 AKTIVITESI
0,9
%‘ 0,8
207
=06
£os
S 04
20,3
c
< 0.2
& 01
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
SM Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.3. Selenometiyonin uygulanan B-CPAP hiicrelerinde GPx aktivitesi.
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Tablo 4.4. Sodyum selenit uygulanan B-CPAP hiicrelerinde GPx aktivitesi.

Sodyum selenit -
GPx 1 aktivitesi
konsantrasyonu :
(nmol/dak/mg protein)
(nM)
0 0,109246
20 1,122849
30 0,463213
40 0,047898
GPx1 AKTIVITESI
1,2
=
g 1
o
20,8
£
206
2
204
X 02
O
0
0 10 20 30 40 50
SS Konsantrasyon (nM)

Sekil 4.4. Sodyum selenit uygulanan B-CPAP hiicrelerinde GPx aktivitesi.
4.3. Deney Gruplarinda Hiicre Canhliklarinin Belirlenmesi

B-CPAP hiicrelerine 1C3o konsantrasyonu olarak tayin edilen 302 uM BPA,
maksimum GPx aktivitesi goriilen konsantrasyonlarda 20 nM SS, 30 uM SM
uygulanmistir. Selenyum bilesikleri ve BPA kombine maruziyeti i¢in hiicreler 24 saat
oncesinde selenyum bilesikleri ile inkiibe edilmistir. Daha sonra ¢alisma gruplarinda;
selenyum bilesikleri, BPA ve kombine maruziyetin hiicre canlilig1 tizerine etkisi MTT
yontemiyle incelenmistir. Deney gruplarinin hiicre canliliklari, selenyum bilesikleri ve
BPA uygulanmayan kontrol hiicrelerine gore % canlilik olarak belirlenmistir. Kontrole
oranla ¢alisma gruplarinda hiicre canliliklar1 Tablo 4.5. ve Sekil 4.5.’de verilmistir.
SM uygulanan grupta kontrol grubuna oranla anlamli bir artis gézlenmezken, SS

uygulanan grupta hiicre canliligit %36,81 oraninda ve istatistiksel olarak anlamli
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diizeyde artis gostermistir (p<0,05). BPA uygulamasi ile hiicre canliligi %78,73
bulunmus ve kontrol grubuna oranla hiicre canliliginindaki bu azalmanin 6nemli
diizeyde (p<0,05) oldugu belirlenmistir. BPA ile birlikte SS uygulanmasi ile koruyucu
bir etki gézlenmis ve hiicre canliliginin kontrol grubu diizeyine gelmesi (%104)
saglanmigtir. BPA+SM gruplarinda ise hiicre canliliginda tek basina BPA grubuna
oranla bir artis (%4,42) gorlilmekle birlikte, bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 gozlenmistir.

Tablo 4.5. Calisma gruplarinda hiicre canliligi.

Calisma Gruplar Hiicre Canlihig1 (%)
Kontrol 1002
SS 136,81°
SM 104,42
BPA 78,73°
BPA+SS 104,122
BPA+SM 82,79¢

Sonuglar ii¢ farkli zamanda ve giin i¢i iki tekrarla yapilan ¢aligmalarin ortalama degeri olup; ti¢ farkl
giinde yapilan degerlerden elde edilen ortalama hiicre canlilig1 verilmistir.
3.5.¢ Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden anlaml dlgiide farklidir (p<0,05).

HUCRE CANLILIGI

tun

BPA+SS  BPA+SM

e o N
A O © O N A O ©
O © ©O & o o o o

N
o

Hiicre Canlihig1 (Kontrole oranla %)

o

Sekil 4.5. Deney gruplarinda B-CPAP hiicre canlilig1.

Tim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢ Aym {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamli 6lgiide farklidir (p<0,05).



4.4, Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarinda belirlenen hiicre ici ROS kontrole kiyasla % ROS olarak
hesaplanmistir. Hiicre i¢i ROS diizeyleri Tablo 4.6. ve Sekil 4.6’da verilmistir. BPA
ve BPA+SM gruplarinda kontrole kiyasla sirastyla %9,3 ve %9,5 oraninda ve anlamli
diizeyde hiicre i¢i ROS artig1 gézlenmistir (p<0,05). BPA+SS ve BPA+SM gruplarinda

ROS diizeylerinin BPA grubuna oranla farkli olmadigi saptanmistir (p>0,05).

Tablo 4.6. Hiicre i¢i ROS diizeyleri.

ROS olusumu
Calisma Gruplan
(kontrole gore %)
SS 97,2+ 7,7°

SM 93,4 + 13,62

BPA 109,5 + 8,2°
BPA+SS 96,1 + 24,3%
BPA+SM 109,3 + 25,6P

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a5 Ay {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden anlamli 8l¢iide farklidir (p<0,05).

HUCRE iCi ROS OLUSUMU

160,0
_140,0 b
S ab
 120,0 a a a b
o
£ 100,0
2
S 800
g 60,0
1%2]
3 40,0

20,0

0,0

K ss SM BPA SS+BPA  SM+BPA

Sekil 4.6. Hiicre i¢i ROS diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
&b Ayni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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4.5. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarina ait total GSH diizeyleri Tablo 4.7. ve Sekil 4.7.’de
verilmistir. BPA grubuna ait total GSH diizeylerinin kontrol grubuna oranla %30,6
oraninda ve anlamli diizeyde azaldig1 saptanmistir (p<0,05). Ancak, SS ve SM ile
herhangi bir koruyucu etki gézlenmemis; BPA+SS ve BPA+ SM grubunda total GSH
diizeylerinde kontrol grubuna oranla sirastyla %38 ve %39.8 azalma belirlenmistir.
BPA+SS ve BPA+SM gruplarinda BPA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

Tablo 4.7. Total glutatyon diizeyleri.

Glutatyon Diizeyleri
Calisma Gruplar .
(nmol/mg protein)
Kontrol 130,74 + 12,9%
SS 115,81 + 10,5%
SM 140,63 + 8,77°
BPA 90,646 + 14,7
BPA+SS 78,629 + 25,2°
BPA+SM 81,001 +9,99¢

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

ab.¢.d Ayny iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden anlamli dlgiide farklidir (p<0,05).
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GLUTATYON DUZEYLERI
160

ab b

140 ac

120 cd cd

100 I d
K SS SM BPA

BPA+SS BPA+SM

B O
o O

GSH (nmol/mg protein)
(0]
o

N
o

o

Sekil 4.7. Total glutatyon diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢.d Ayny iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamh 6lgiide farklidir (p<0,05).

4.6. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Calisma gruplarina ait MDA diizeyleri Tablo 4.8. ve Sekil 4.8.”de verilmistir.
Kontrole kiyasla MDA diizeylerinde SM ve BPA gruplarinda sirasiyla 1.5 ve 1.8 kat
anlaml diizeyde artis saptanmistir (p<0,05). BPA+SS ve BPA+SM gruplarinda, BPA
grubuna oranla MDA diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma

gozlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.8. Malondialdehit diizeyleri.

Calisma Gruplari Malondialdehit dﬁz_eylel‘i
(nmol/mg protein)

Kontrol 1,10£0,1°
SS 0.99+0,12
sM 1,6120,1%
BPA 2,03+0,4°
BPA+SS 1.1620.3%
BPA+SM 1,112£0,3%

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a.b.¢ Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamli dl¢iide farklidir (p<0,05).
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MALONDIALDEHIT DUZEYLERI

b
bc
ac ac
a
| i i
0 I I
K SS SM BPA

BPA+SS BPA+SM

N
(6]

N

MDA (nmol/mg protein)
A o

o
[$,]

Sekil 4.8. Malondialdehit diizeyleri.

Tim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢ Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamli dl¢iide farklidir (p<0,05).

4.7. Mikroskobik Bulgular
4.7.1. Faz Kontrast Mikroskobu Bulgulari

Faz kontrast mikroskop altinda incelenen kontrol grubunda, B-CPAP tiroid
karsinoma hiicre hattina ait hiicreler tutunan ve monolayer halinde iireyen 1gsi hiicreler
olarak izlenmistir. SS uygulamasi sonrasi igsi hiicrelerin arttigi gézlenmistir. SM
uygulanan hiicrelerin kontrol grubuna benzer goriiniimde oldugu belirlenmistir. BPA
uygulanan grupta tutunan igsi hiicrelerin azaldigi, flask yiizeyi ile baglantilarin
koparmis yuvarlak hiicrelerin arttig1 izlenmistir. Bu grupta tutunan igsi hiicrelerin
kontrol grubundaki hiicrelere gore daha kiiclik, dar sitoplazmali ve sitoplazmadan
uzanan ince uzun uzantilarinin oldugu gézlenmistir. Ince uzun sitoplazmik uzantilari
ile komsu hiicreler ile baglant1 yapmaya caligsan hiicrelerin yani sira ¢evresinde parlak
refle veren cok sayida hiicrenin flask yiizeyinden baglantisin1 koparip ayrilmis

yuvarlak hiicreler oldugu saptanmuistir.

BPA+SS veya BPA+SM uygulanan gruplarda BPA’dakine benzer sekilde

cevresinde parlak refle veren flask yiizeyinden baglantisin1 koparmis yuvarlak
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B-CPAP hiicreleri ve ince sitoplazmik uzantili igsi B-CPAP hiicreleri izlenmistir. Bu

gruplarda BPA’ya gore daha fazla hiicre bulundugu goézlenmistir (Sekil 4.9.).

y N <

Sekil 4.9. B-CPAP tiroid karsinom hiicre hattina ait hiicrelere BPA ve/veya selenyum
bilesikleri uygulamasi sonras1 morfolojik degisiklikler.

Sodyum selenit uygulanan grupta tutunan B-CPAP hiicre sayisi artmistir. BPA
uygulanan grupta tutunan hiicre sayist belirgin olarak azalmistir. BPA+SS veya
BPA+SM uygulanan gruplarda BPA’ya gore daha fazla hiicre izlenmistir. A- Kontrol,
B- SS, C- SM, D- BPA, E- BPA+ SS, F- BPA+ SM X10.

4.7.2. Isik Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubuna ait orneklerin 151k mikroskopta incelemesinde B-CPAP
hiicrelerinin 6kromatik ¢ekirdek ile belirgin ¢ekirdekgikleri izlenmistir. Cekirdek
sitoplazma orani ¢ekirdek yoniinde artmis oldugu gozlenmistir. incelenen kesitlerde
birkag tane mitotik sekil gézlenmistir. (Sekil 4.10.A). SS ve SM uygulanan gruplarin
kontrol grubuna benzer gériiniime Sahip oldugu belirlenmis ve bu gruplarda da mitotik
figtirler gézlenmistir (Sekil 4.10.B. , Sekil 4.10.C.). SS grubunda daha fazla mitotik

sekil saptanmustir.

Bisfenol A uygulanan grupta hiicre sayisinin azaldigi gozlenmistir. Cift
¢ekirdekli hiicrelerin yanisira dejenere olmus nekrotik hiicreler ve hiicre artiklari
izlenmistir (Sekil 4.10.D). BPA+SS uygulanan grupta c¢ift c¢ekirdekli biiyiik
sitoplazmali (sitoplazmik boliinmeyi tamamlayamamig) B-CPAP hiicrelerinin yanisira

sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler ayrica nekrotik hiicreler ve kondanse
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¢ekirdekli apoptotik hiicreler gozlenmistir (Sekil 4.10.E). BPA+SM uygulanan grupta

kondanse ¢ekirdekli hiicreler ve dejenere hiicreler izlenmistir (4.10.F.).

B RO TR AL A,
Dot (X TR "'0'/%'&';

: .

) @
§

:

Sekil 4.10. B-CPAP tiroid karsinom hiicre hattina ait hiicrelere BPA ve/veya selenyum
bilesikleri uygulamasi sonrasi 151k mikroskop goriintiileri.

Kontrol ve sodyum selenit uygulanan grupta mitotik figiirler (ok).

BPA uygulanan grupta dejenere hiicreler izlenmektedir. BPA+SS uygulanan grupta
cift ¢ekirdekli biiyiikk sitoplazmali B-CPAP hiicreleri yanisira sitoplazmasinda
vakuoller igeren hiicreler ayrica nekrotik hiicreler ve kondanse cekirdekli apoptotik
hiicreler gozlenmektedir. BPA+SM uygulanan grupta kondanse ¢ekirdekli hiicreler ve
dejenere hiicreler izlenmektedir. A- Kontrol, B- Sodyum selenit, C- Selenomethionin,
D- BPA , E- BPA+ Sodyum selenit F- BPA+ Selenomethionin uygulamasi X10.
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4.8. Apoptotik Analizler
4.8.1. TUNEL Analizi

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in yapilan TUNEL analizinde kontrol
grubuna ait B-CPAP hiicrelerinde ortalama %47,2 TUNEL pozitif hiicre saptanmustir.
SS ve SM gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayist %38,8 ve %?36,6’dir. BPA
uygulanan grupta %76,5 iken, SS+BPA ve SM+BPA gruplarinda sirasiyla ortalama
%48,2; ve %37,3 TUNEL pozitif hiicre saptanmistir. BPA grubunda kontrole kiyasla
TUNEL pozitif hiicre sayis1 yaklasik 1.6 kat fazladir (p<0,05). BPA ile birlikte SS ve
SM uygulanmasi koruyucu bir etki gozlenmistir. (Sekil 4.11. ; Sekil 4.12.).

APOPTOTIK HUCRE ORANLARI
90

80
70

b

60 ac : acd c
50 d
40
30
20
10

0

K SS SM BPA

BPA-SS BPA-SM

TUNEL pozitif hiicre yiizdesi (%)

Sekil 4.11. Deney gruplarinda apoptotik hiicre yiizdeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.c.d Ayny iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden anlamli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Kontrol

Sekil 4.12. Deney gruplarinda apoptotik hiicreler.

Kontrol grubu ve deney gruplarina ait B-CPAP hiicrelerinde DAPI ile ¢ekirdekler
mavi, TUNEL pozitif hiicreler FITC ile yesil izlenmektedir. (X400)
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4.8.2. Kaspaz 3 Diizeyleri

Kaspaz 3 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerin sonuglari Tablo 4.9.
ve Sekil 4. 13.’de gosterilmistir. BPA grubundaki kaspaz 3 diizeylerinin kontrol
grubuna oranla 1,4 kat yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05). BPA+SS gruplarinda
BPA grubuna gore bir fark saptanmazken, BPA+SM grubunda anlamli bir azalma

oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.9. Kaspaz 3 diizeyleri.

Calisma Gruplar: Kaspaz 3 Diize)-'leri
(ng/ mg protein)

Kontrol 0,473+0,016°

SS 0,473+0,0612

SM 0,403+0,038"

BPA 0,670+0,033¢¢
BPA+SS 0,572+0,047%
BPA+SM 0,469+0,0212

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.c.d.e Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlamh &lgiide farklidir (p<0,05).

KASPAZ 3 DUZEYLERI

0,8 ce
0,7 de
[
% 0,6 a abd ab
S 05 b
=
> 0,4
=
™ 0,3
N
20,2
V;

0,1

0
K SS SM BPA BPA+SS BPA+SM

Sekil 4.13. Kaspaz 3 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.cde Ayny issel harfleri tasimayan degerler birbirinden anlaml lgiide farklidir (p<0,05).
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4.8.3. Kaspaz 8 Aktiviteleri

Kaspaz 8 aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneyin sonuglar1 Tablo 4.10.
ve Sekil 4.14.°de verilmistir. Calisma gruplarindaki kaspaz 8 aktivitesi kontrol
grubuna oranla katlar1 seklinde ifade edilmistir. BPA grubunda kontrole oranla 5,4
katlik istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur (p<0,05). BPA ile birlikte hem
SS hem de SM uygulamasinin, kaspaz 8 aktivitesinde BPA’nin neden oldugu artis1

onledigi ve koruyucu bir rol oynadig1 gézlenmistir.

Tablo 4.10. Kaspaz 8 Aktiviteleri.

Kaspaz 8 Aktivitesi
Calisma Gruplan
(Kontrole gore oransal degisim)

SS 1,010,06°

SM 1,01+0,22

BPA 5,38+0,22P
BPA+SS 1,5240,13¢
BPA+SM 1,86+0,05¢

Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde kontrol hiicrelerinde kaspaz 8 aktivitesi 1 olarak kabul edilmis
ve diger gruplarin kaspaz 8 aktiviteleri kontrole gore kat artisi seklinde hesaplanmistir. Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

ab.c.d Ayny iissel harfleri tasrmayan degerler birbirinden anlamli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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DENEY GRUPLARININ KASPAZ 8
AKTIVITELERI

6 b

Kaspaz 8 Aktivitesi (Kontrole gore oransal degisim)
w

d
c
a a a
| . . -
0
K SS SM B

PA SS+BPA SM+BPA

Sekil 4.14. Kaspaz 8 Aktivitesi.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢.d Ayn {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden anlaml &l¢iide farklidir (p<0,05).

Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde kontrol hiicrelerinde kaspaz 8 aktivitesi 1 olarak kabul edilmis
ve diger gruplarin kaspaz 8 aktiviteleri kontrole gore kat artigi1 seklinde hesaplanmuistir.
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5. TARTISMA

Bisfenol A, Ostrojenik aktivite gosterildigi bilinen sentetik bir kimyasal
maddedir. Ostrojenik aktivite gdstermesine ragmen sentetik dstrojen preparatlarinin
icerisinde yer almamistir. Daha sonra ticari amagla iiretilen epoksi reginelerinin ve
polikarbonat plastiklerin tiretimiyle kullanima girmistir (28, 29). Plastizer olarak bu
yaygin kullanimi BPA’y1 diinya genelinde en yaygin lretilen ve kullanilan sentetik

bilesiklerden biri haline gelmistir (201).

Bisfenol A’ya giinliik yasamda biiyiikk oranda maruz kalinabilmektedir (5).
Genel popiilasyonun BPA’ya maruziyeti agirlikli olarak gida ve su ile gerceklesir.
Gida ve su kontaminasyonu nedeniyle BPA biyolojik drneklerde de (6zellikle idrar ve
kan) yaygin olarak bulunur. BPA ve metabolitlerinin idrarla atilimlarinin
degerlendirildigi ¢aligsmalarin sonucglari, ABD’de 0,16 pg/kg viicut agirhigl/ giin;
Japonya’da ise 0,04-0,08 pg/kg viicut agirhigi/giin BPA maruziyeti gergeklestigi
sonucunu vermektedir (202). Ug aylik yenidoganlarda BPA maruziyetinin 0,2 pg/kg
viicut agirhigi/gilin, 6-12 aylik bebeklerde ise 13 pg/kg viicut agirligi/giin BPA alimi
gerceklestigi tahmin edilmektedir. Yenidogan ve bebeklerde eriskinlere gore daha
yiiksek maruziyetin olmasinin nedenleri arasinda bu yas gruplarinin 6zellikle oral
yolla plastik oyuncaklara maruziyeti, viicut agirligina gore daha yiiksek gida ve su

tilketimleri ve daha sik solumalar1 sayilabilir (2, 203).

Bir¢ok kaynaktan ger¢eklesen maruziyet sonucunda, biyolojik sivilarda artan
BPA maruziyeti giiniimiizde ¢esitli hastaliklar, saglik sorunlar1 ve patolojik durumlar
ile iliskilendirilmektedir. Bunlara 6rnek olarak obezite, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kadin ve erkek infertilitesi, erken ergenlik, meme ve prostat kanseri gibi
endokrin sisteme bagli gelisen kanserler ve polikistik over sendromu (PKOS) dahil

olmak iizere gesitli hastalik ve durumlar verilebilir (5, 61, 62).

Tiroid bir¢ok endokrin bozucunun etkilerine kars1 hassas bir organdir. BPA’nin
birgok organ ve sistem iizerinde etkisinin yanisira, tiroid lizerinde de endokrin bozucu
olarak davranabildigi ve TR antagonisti oldugu gosterilmistir. Organizmanin fiziksel
ve kognitif fonksiyonlari i¢in tiroid bezinin normal ¢alismasi1 6nemlidir. BPA’ya basta

bebek ve ¢ocuklar olmak iizere toplum genelinin yaygin maruziyeti diistiniildiigiinde
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BPA’nin tiroid {izerindeki etkilerinin yeteri kadar arastirilmadigi ve BPA’nin olasi

tiroid toksisitesi lizerinde literatiirde ¢ok az ¢alisma oldugu goriilmiistiir (7, 17, 204).

Selenyum esansiyel bir eser elementtir. Selenyum diizeylerinin diisiik olmasi,
farkli kanser tipleri ve kalp hastaligi gibi ¢esitli hastaliklarin riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir. Artmig ROS ve RNS sonucu meydana gelen oksidatif ve nitrozatif
strese kars1 organizmanin korunmasinda antioksidan selenoproteinlerin 6nemli rolleri
oldugu bilinmektedir (97, 99, 101, 111-114, 205). Tiroid bezi, gram doku basina en
yiiksek selenyum igerigine sahip bir organdir ve selenoproteinlerin bir¢ogunun
tirositlerde eksprese oldugu bilinmektedir. Bu selenoproteinlerden GPx ve TrxR
tirositleri oksidatif hasara kars1 6nemli 6l¢iide koruyan antioksidan enzimlerdir (24,

110, 121).

Selenyumun esansiyel bir element olmasinin yani sira toksik bir eser element
oldugu da bilinmektedir. Belirli dozlarda selenyum hiicre biiyiimesini ve hiicre
proliferasyonunu artirabilir; ancak bazi durumlarda ise apoptoz ve/veya nekrozu
indiikleyebilir. Selenyumun hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri spesifik kimyasal formu
ve konsantrasyonuna bagli olarak degisebilir. Yiiksek selenyumun diizeylerinin
protein tiyol gruplarmmin oksidasyonuna, c¢apraz baglanmasma ve sonucta hiicre
Olimiine yol acan ROS olusumunu tetikleyebildigi bilinmektedir. Baz1 selenyum
bilesiklerinin tiyol gruplarmin oksidasyonu ve siiperoksit olusumuna yol agarak
oksidatif stresi indiikleyebilecegi, mitokondriyal islev kaybma yol agabilecegi,
sitokrom c gibi bazi proapoptotik proteinlerin mitokondriden sitozole salinimini
baslatabilecegi ve takiben apoptoz olusturabilecegine dair sonuclar elde edilmistir
(206).

Sunulan bu tez caligmasi kapsaminda endokrin bozucu o6zelligi bilinen
BPA’nin B-CPAP hiicre hattina olasi toksik etkileri ve selenyum bilesikleri SM ve
SS’in  BPA toksisitesine karsi olast koruyucu etkinligi kontrol grubu ile
karsilastirilmali olarak incelenmistir. B-CPAP hiicrelerine uygulanan selenyum
bilesiklerinin dozu selenyum bagimli bir antioksidan bir enzim olan GPx’in
maksimum aktivite gosterdigi konsantrasyonlar olarak belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda BPA’nin sitotoksik etkileri incelenmis; olusan ROS IC3p ve 1Cso

dozlarinda degerlendirilmis, meydana gelen sitopatolojik degisiklikler 151k
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mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu ile belirlenmis; TUNEL yontemi ile kaspaz 3
ve 8 aktivite/diizeyleriyle apoptotik  degisiklikler — degerlendirilmis  ve
oksidan/antioksidan parametreler Olclilmiistiir; tiim sonuglar gruplar arasi

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

5.1. Hiicre Canhihig:

Bisfenol A’nin tiroid hiicre canlilig1 lizerine etkisi ile ilgili literatiirde az sayida
calisma bulunmaktadir. Calismalar incelendiginde farkli tiroid hiicre hatlarinin
kullanildigi, farkli dozlarin segildigi ve farkli inkiibasyon siirelerinde ¢aligmalarin

yiritildigi goriillmektedir. B-CPAP hiicre hattinda ise sinirli ¢galisma bulunmaktadir.

Zheng ve ark. (2017) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada BPA’nin B-
CPAP hiicre canlilig1 tizerine etkisi WST-8 kiti kullanilarak incelenmis ve 48 saat 300
nM (diistik doz) BPA maruziyetinin %116 oraninda, anlamli 6l¢iide hiicre canliligini
artirdig1 gosterilmistir (p<0,05). Ayn1 konsantrasyonda BPA’ya 72 saat maruziyet de
48 saate benzer bir egilim gdstermis ancak, 24 saat maruziyet sonucunda kontrol ile
anlaml bir fark bulunmamistir (185). Sunulan tez ¢alismasinda ise, B-CPAP hiicre
hattinda 24 saat BPA maruziyeti gerceklestirilmis ve en diisliik doz olarak test edilen
10 uM BPA konsantrasyonunda %110 oraninda anlamli 6l¢iide hiicre canlilig1 artisi
goriilmiistiir (p<0,05). Bu sonugclar diisiik doz BPA’nin hiicre canliliini artirabildigini

gostermektedir.

Wu ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 24 saat 0,03-300 uM
konsantrasyon araliginda si¢an folikiiler tiroid hiicre hattinda (FRTL-5) BPA
maruziyeti gergeklestirilmis; BPA’nin 30 uM’1n altindaki dozlarda 24 saat inkiibasyon
sonrast hiicre canliligin1 azaltmadigi ve ICzo konsantrasyonunun 100 uM oldugu
belirlenmistir (183). Sunulan tez ¢alismasinda ise B-CPAP hiicre hattinda BPA’nin
100 uM ve alt1 konsantrasyonlarda hiicre canliligini azaltmadig1 gézlenmis olup, 1Czo
konsantrasyonu 302 uM olarak belirlenmistir. Silva ve ark. (2018) tarafindan yapilan
bir ¢alismada sigan folikiiler tiroid hiicre hattinda (PCCL3) hiicreler 10, 107, 10°®,
10° M BPA’ya 24 saat maruz birakilmis ve hiicre canlilign MTT ydntemiyle
belirlenmistir. 10° M diisiik doz BPA uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla hiicre

canliligmin azalmadigi, 107 M diger diisiik doz uygulanan hiicrelerde hiicre
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canliliginm anlaml 6lgiide arttigi (p<0,05), 10 M yiiksek doz BPA’ya maruz kalan
hiicrelerde ise hiicre canliliginin anlamli 6l¢iide azaldigi ve bu dozun toksik
konsantrasyon oldugu belirtilmistir (p<0,001) (186). Sunulan tez ¢alismasinda ise, B-
CPAP hiicrelerine 10-600 uM konsantrasyon araliginda BPA uygulanmis ve 10, 25,
100 uM konsantrasyonlarda hiicre canliliginda artis belirlenmis ve uygulanan diger
konsantrasyonlarda (200-600 uM) ise hiicre canliliginda azalma gergeklestigi
goriilmiistiir. Gentilcore ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, FRTL-5 sigan
folikiiler tiroid hiicrelerine 10°-~10" M konsantrasyon araliginda 24 ve 72 saatlik BPA
maruziyeti sonucunda hiicre canliligt MTT testi ile degerlendirilmis ve bu
konsantrasyon araliklarinda hiicre canliligimin azalmadigi ve bu doz araliginda
BPA’nin non-toksik oldugunu belirlenmistir. Bu arastiricilar sitotoksik bir etki
gostermeyen dozlarda BPA’nin tiroid homeostazinda rol oynayan gen ekspresyonlari

tizerinde etkili olabilecegini gostermislerdir (187).

Tez kapsaminda kullanilan selenyum bilesiklerinin (SS ve SM) tiroid hiicre
canlilig1 iizerine etkisi ile ilgili literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Caligmalar
incelendiginde farkl: tiroid hiicre hatlarinda ¢aligildigi, uygulanan doz araliklarinin
farkli oldugu ve inkiibasyon siirelerinin farklilik gosterdigi goriilmektedir. Nettore ve
ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, FRTL-5 sigan folikiiler tiroid hiicre
hattinda 100- 500 nM konsantrasyon araliginda ve 24-96 saat inkiibasyon siirelerinde
maruziyet ile SS’nin hiicre iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla selenyumca
fakir besiyerinde bulunan hiicrelere 100 nM SS uygulanmis ve kontrole kiyasla toplam
hiicre sayis1 ve morfolojisi degisimi incelenmistir. Sonug olarak, SS’nin toplam hiicre
sayisint artirdigi (p<0,05) ve hiicre biiylimesini stimiile ettigi gosterilmistir. Ayni
inkiibasyon siirelerinde 500 nM SS uygulanan hiicrelerde ise; hiicre canlilig1 artis1
selenyumca fakir besiyerinde {iireyen kontrole kiyasla anlamli olgiide farkli
bulunmamustir (p>0,05) (207). Sunulan tez ¢alismasinda maksimum GPx aktivitesini
saglayan SS konsantrasyonunda (20 nM), kontrole oranla %36,8 oraninda hiicre

canlili1 artmistir (p<0,05).

Kato ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada SM; WRO, ARO, NPA,
FRO tiroid hiicre hatlarina 50, 100, 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmis ve tiim

konsantrasyonlarda SM maruziyeti sonucu toplam hiicre sayilarinda azalmaya neden
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oldugu belirtilmistir. Calismada 150 uM maksimum sitostatik doz ile 24, 48, 72 saatlik
SM maruziyetinin tiim hiicre hatlarinda toplam hiicre sayilarinda anlamli derecede
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (p<0,05) (208). Sunulan tez g¢alismasinda
maksimum GPx aktivitisini saglayan ve sitostatik olmadigr belirlenen SM
konsantrasyonunda (30 uM), kontrol hiicrelere gére SM grubunda %4,4 oraninda
hiicre canlilig1 artmistir (p>0,05). Elde ettigimiz sonuglar ve Kato ve ark. (2009)’nin
sonuglart karsilastirildiginda; yiiksek, supranutrisyonel konsantrasyonlarda SM’in
sitostatik etki gosterebildigi, ancak diisiik konsantrasyonlarda ayni etkinin goriilmedigi

sonucuna varilabilir.

Bisfenol A ve selenyum bilesiklerine birlikte maruziyetin hiicre canlilig
tizerindeki etkilerinin belirlendigi herhangi bir calismaya literatiirde rastlanmamis
olup, sunulan tez calismasinda MTT yontemiyle selenyum bilesikleri olan SM ve SS
ile 24 saat pre-inkiibasyon gerceklestirilmis hiicrelerde, BPA’nin hiicre canlilig
tizerine olan etkisi incelenmistir. IC3p konsantrasyonda BPA maruziyeti sonucunda SS
ile pre-inkiibe edilmis hiicrelerde, hiicre canliliginda kontrole oranla anlamli artig
bulunmamistir (p>0,05). Ancak, aynt durum SM ile pre-inkiibe edilmis ve BPA
uygulanan hiicrelerde belirlenememis ve bu hiicrelerin canliligi kontrole kiyasla
anlaml o6l¢iide az bulunmustur (p<0,05). Bu durumda, SS’in BPA’nin olusturdugu
sitotoksik etkiye karst SM’e gore daha 1yi bir koruyucu oldugu sdylenebilir.

5.2. Oksidatif Stres
5.2.1. ROS indiiksiyonu

Bisfenol A'min indiikledigi intraseliler ROS firetimi, floresan problar
kullanilarak ¢ok sayida hiicre tipinde ve dozlarla incelenmistir (71, 184, 209, 210).
Diklorodihidrofloresein diasetat (DCFDA) ve benzer floresan problar, hiicre BPA’ya
maruz kaldiktan sonra hiicre i¢i peroksit ve siliperoksit olusumunu dolayli 6lgmede
sikga tercih edilirler. Ancak, bu problar spesifik olarak olusan radikal tiiriiniin
belirlenmesinde kullanilamazlar. BPA gibi endokrin bozucularla yapilan ¢alismalarda,
ROS diizeylerindeki degisimler, hiicre tipine ve hiicrelerdeki hormon reseptorlerinin

durumuna bagl olarak 6nemli dlgiide degisebilmektedir (72) .
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Porreca ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir galismada FRTL-5 sigan folikiiler
tiroid hiicrelerinde diisiik doz (10° M) BPA'nin 1 ve 3 giin maruziyet sonrasinda
kontrole gore sirasiyla 4 (p<0,01) ve 1,5 kat (p<0,05) ROS artisina neden oldugu;
ancak 7 gilinlik BPA maruziyetinde ise kontrole kiyasla ROS artisinin anlamh
olmadigi belirlenmistir (184). Silva ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir arastirmada
PCCL3 sican folikiiler tiroid hiicrelerinde diisiik doz 10° M BPA’nin 24 saat hiicrelere
maruziyeti sonucunda Amplex Red metoduyla yapilan kalsiyum bagimli hidrojen
peroksit tiretiminde kontrole kiyasla anlamli artis gozlenmistir (p<0,05) (186).
Sunulan tez ¢caligmasinda kullanilan kitin 6zelligine bagli olarak 302 uM BPA’nin B-
CPAP hiicrelerine 1 saat uygulanmasi sonrasinda kontrole kiyasla %10’luk istatistiksel

olarak anlaml artig gézlenmistir (p<0,05).

Selenyumun koruyucu etkisinin, selenoproteinlerin katalitik domainin aktif
bolgesinde bulunan selenosisteinin  antioksidan islevi ile gergeklesebildigi
belirtilmektedir. Antioksidan selenoproteinler, hiicre i¢i redoks durumunu ve bunun
sonucunda hiicre i¢indeki normal fizyolojik siire¢leri koruyabilmektedirler. Normal
selenyum diizeylerinin, asir1t ROS ve RNS {iiretimine kars1 6nemli derecede koruyucu
olabilecegi birgok calisma ile gosterilmistir (205). Ancak, tam aksine selenyumun
suprafizyolojik dozlarda hiicre ici ROS olusumunu artabildigi; hiicrenin yasamsal
olarak elzem proteinlerinin tiyol gruplarinda capraz baglanabildigi ve sonugta
apoptotik hiicre oliimiine neden olabildigi bilinmektedir. Sonu¢ olarak, selenyum
farkli dozlarda organizmada hem prooksidan hem de antioksidan etki
gosterebilmektedir (211). Nitekim, Shen ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir
calismada 10 uM SS’in HepG2 hiicre hattinda ROS olusumunu anlamli derecede
artirdigl, hiicrede GSH deplesyonuna neden oldugu gosterilmistir (p<0,05) (212).
Suzuki ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, A-549 hiicre hattinda 50 uM
SM ve 2,5 uM SS’in 48 saat maruziyeti sonucunda kontrole kiyasla ROS seviyelerinde
artis gozlenmistir. 3 mM N-asetil sistein ile kombine uygulamalarda ise SS ve SM
maruziyeti sonucu meydana gelen ROS seviyelerinde anlamli azalma goriilmiistiir
(p<0,05) (213). Sunulan tez ¢alismasinda SS ve SM maruziyetin sonucunda sirasiyla
%2,75 ve %6,6 oranlarinda meydana gelen ROS seviyelerindeki azalma kontrolden
farkli bulunmamistir (p>0,05). Ayrica, SS ve SM ile 24 saat pre-inkiibe edilmis

hiicrelerde BPA maruziyeti sonucunda meydana gelen ROS diizeylerindeki azalma,
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BPA grubuna oranla farkli bulunmamistir (p>0,05). SS ve SM’in intraseliiler ROS
seviyeleri acisindan koruculugu uygulanan doz ve inkiibasyon siiresinde

gbozlenmemistir.

5.2.2. Total Glutatyon Diizeyleri

Glutatyon, hiicrelerde en yiiksek miktarda bulunan diisiik molekiil agirliklt bir
tiyol bilesigidir. GSH, hiicreleri oksidatif hasardan ve elektrofilik 6zellige sahip
ksenobiyotiklerden korur; ayn1 zamanda redoks homeostazinin korunmasinda kritik
rol oynar (155). Organizmada GSH diizeylerinde meydana gelen degisimler hiicredeki
redoks dengesinin bozulmasiyla sonuglanabilir. Biyolojik sistemlerde oksidatif stresin

belirteci olarak GSH/GSSG orani kullanilabilir (215).

Ge ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada TM4 fare Sertoli
hiicrelerinde 10 nM ve 10 uM BPA’nin 24 saatlik maruziyeti degerlendirilmistir. 10
nM BPA uygulamasindan sonra GSH diizeylerinde anlamli 6lciide artis gozlenirken,
10 uM BPA maruziyetinden sonra GSH diizeylerinde anlamli Gl¢iide azalma
gozlenmistir (p<0,05) (215). Xin ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir diger caligmada
ise 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarda 24 saatlik BPA maruziyeti sonrasinda INS-1
hiicrelerinde GSH diizeylerinin tiim konsantrasyonlarda anlamli 6l¢lide azaldig
saptanmugtir (p<0,05) (209). BPA maruziyeti ile tiroid dokusu veya tiroid hiicrelerinde
GSH diizeylerindeki degisikligin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Calismamizda, BPA grubunda total GSH diizeylerinde kontrole kiyasla %30,6
diizeyinde ve istatistik olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Bu degisiklik
BPA maruziyetinin tiroid hiicrelerinde GSH deplesyonuna yol actigin1 gostermekte ve

olas1 bir oksidatif stres varligini da desteklemektedir.

Tiroid dokusunda selenyum bilesiklerinin uygulanmasit sonucu GSH
diizeylerindeki degisikliklerin incelendigi in vivo bazi ¢alismalar bulunmakla birlikte,
in vitro olarak tiroid hiicre hatlarindaki degisikliklerin irdelendigi herhangi bir calisma
saptanamamigtir. Bununla birlikte farkli hiicre hatlarinda smirli sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Zhong ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada LNCaP hiicre
hatlar1 kullanilmis, hiicrelere kisa donem (24 saat) ve uzun dénem (6 ay boyunca) 0.5,

1,5; 2; 2,5 uM konsantrasyonlarda SS uygulanmistir. 0,5 ve 1 uM konsantrasyonlarda



96

SS uygulamasi ile 24 saat sonunda GSH diizeylerinde anlamli artis gozlenirken, 2 ve
2.5 pM konsantrasyonlarda SS maruziyeti ile GSH diizeyleri azalmistir (p<0,05).
Uzun donem SS uygulamasi ile 0,5 ve 1,5 uM konsantrasyonlarda GSH seviyelerinde
azalma gozlenirken, 2 ve 2,5 uM konsantrasyonlarda artis gézlenmistir (p<0,05).
GSSG diizeylerinde ise 24 saat SS maruziyeti sonucunda 1,5, 2 ve 2,5 uM
konsantrasyonlarda anlamli artis gdzlenirken, uzun donem maruziyet sonucunda doz
artttkca GSSG diizeylerinde anlamli artis gozlenmistir (p<0,05). Calismanin sonunda
akut ve kronik SS uygulamasinin GSH diizeylerinde farkli degisimlere yol agabilecegi
belirtilmistir (216). Shen ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada HepG2
hiicrelerine 24 saat boyunca 10 uM SS uygulanmistir ve GSH diizeylerinde anlamli
olglide azalma goriildiigi belirtilmistir (p<0,05) (217). Shen ve ark. (1999) tarafindan
yapilan bagska bir ¢alismada yine HepG2 hiicrelerine 1-25 uM araliginda SS; 12, 24,
48 saat uygulanmistir. Zaman ve doza bagli olarak artan sekilde GSH diizeylerinde
anlamli derecede azalma belirlenmistir (p<0,05). 24 ve 48 saat SS maruziyeti
sonucunda ise, GSSG diizeylerinde anlamli Sl¢iide azalma gozlenmistir (p<0,05)
(212). Calismamizda kontrole kiyasla SS uygulanan hiicrelerde GSH diizeylerinde

%11 oraninda azalma gdzlenmis; ancak bu azalma anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Selenometiyonin ve metiyonin ayni1 aktif transport mekanizmasiyla
duodenumdan absorbe olmaktadir (89). Metiyonin, GSH sentezine transssiilfiirasyon
yolu ile katilabilmektedir. Transsiilfiirasyon yolu, GSH sentezi i¢in metiyoninin
kullanimina olanak saglamaktadir. Transsiilfiirasyon ile gerekli olan sistein,
metiyoninden sentezlenerek GSH sentezine katilir. Karaciger, metiyoninin GSH
prekiirsorii  etkin  bir sekilde kullanilmasini saglamakta olan en yiliksek
transsulfiirasyon aktivitesine sahip organdir (218). Sunulan tez ¢alismasinda, SM
grubunda kontrole oranla GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmamamakla
birlikte %8 oraninda artis goriilmesi, intraselliiler GSH sentezinde SM metiyonine

benzer sekilde islev gordiigii icin gerceklesmis olabilir (p>0,05).

Calismamizda SS ve SM ile pre-inkiibe edilmis hiicrelerde BPA maruziyeti
sonucunda GSH diizeylerinde, kontrole kiyasla anlamli 6l¢iide azalma gozlenmistir
(p<0,05). BPA grubuna gore ise, BPA+SS ve BPA+SM kombine gruplarda sirasiyla

%13 ve %11 oraninda azalma goézlenmistir. Ancak, bu azalma anlamli degildir
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(p>0,05). BPA maruziyetine sonucu gelisen GSH diizeylerinde azalmanin selenyum
bilesikleriyle hiicrelerin muamelesi sonucu artan GPx aktivitesine bagli olarak bir
detoksifikasyon islevinin artis1 nedeniyle ortaya ciktigi diisiiniilebilir. Literatiirde
tiroid hiicrelerinde BPA ile birlikte SS, SM maruziyeti sonrasinda GSH diizeylerinin
Olciildiigli herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Baska hiicre hatlarinda ise sinirli

calisma bulunmaktadir (212,216,217).

5.2.3. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu genel olarak serbest radikaller gibi oksidanlarin karbon
karbon ¢ift bagi igeren lipitlere ve 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirmalari
ile baslayan bir siirectir. Lipit peroksidasyonu sonucunda lipit peroksitler, sekonder
veya son triinler olan MDA, 4-hidroksinonenal ve hekzenal gibi birgok aldehit
meydana gelir. Lipit peroksidasyonunun asiri gerceklesmesi durumunda, meydana
gelen oksidatif hasar hiicrenin onarim kapasitesini agar ve hiicrede apoptoz ve nekroz
indiiklenebilir. MDA, lipit peroksidasyonunun en bilinen iiriinlerinden biridir ve hiicre
membran hasarinin belirteci olarak kullanilmaktadir (150, 219, 220) Literatiirde BPA,
SS ve SM maruziyeti sonucunda lipit peroksidasyonunun degerlendirildigi sinirl

sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Leem ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir caligmada mezensimal kemik kok
hiicrelerinde (hBMC) 18 saat boyunca 100 uM ve 250 uM BPA maruziyeti sonucunda
MDA diizeylerinde doza baglh artis gézlenmis ve 250 uM BPA uygulanan grupta
MDA diizeylerinde yaklasik 12 kat anlamli 6lgiide artis oldugu bulunmustur (221).
Moon ve ark. (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise, HepG2 hiicrelerinin
100 nM BPA’ya maruziyeti sonucunda 2. 6. ve 12. saatlerde MDA diizeylerinde artig
meydana getirdigi gézlenmistir (222). Calismamizda kontrole kiyasla BPA grubunda
MDA diizeylerinde 1,8 kat anlamli dlgiide artis bulunmustur. BPA maruziyetinin

hiicre membran hasarina yol acarak hiicre homeostazini bozabilecegi diisiiniilebilir.

Farkl1 hiicre hatlarinda SS ve SM pre-inkiibasyonunun oksidatif strese kars1
koruyucu roliiniin degerlendirildigi ¢esitli calismalar bulunmaktadir (25). Bu
caligmalarda farkli kimyasal maddeler ile indiiklenen lipit peroksidasyona karsi

koruyucu etkisi de gosterilmistir. Bununla birlikte, tiroid hiicre hatlarinda BPA ile
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indiiklenen lipit peroksidasyona karsi selenyum bilesiklerinin koruyucu roliiniin
incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamuistir. Sunulan tez ¢alismasinda, BPA maruziyeti
ile artan lipit peroksidasyonda gerek SS gerekse SM uygulamasinin etkiyi azaltici rolii
gosterilmistir. Kontrole kiyasla, BPA+SS ve BPA+SM kombine gruplarda MDA
diizeylerinde kontrole kiyasla farklilik bulunmamistir (p>0,05). BPA+SS ve BPA+SM
gruplarinda MDA diizeyleri, BPA grubuna kiyasla sirasiyla %43 ve %45 oranlarinda
anlaml olarak azalmistir (p<0,05). Bu sonuclar, BPA ile indiiklenen oksidatif stres
varligina isaret etmekte; selenyum bilesiklerinin antioksidan etkisine bagli olarak BPA
toksisitesini azaltabilecegini ve 6zelikle hiicre membraninin hasarina karsi koruyucu

olabilecegini gostermektedir.

5.3. Mikroskobik incelemeler
5.3.1. Isik Mikroskobu Incelemeleri

Calisma kapsaminda degerlendirilen kontrol grubu B-CPAP hiicrelerinde
okromatik ¢ekirdek ile belirgin ¢ekirdekcikleri izlenmistir. Cekirdek sitoplazma orani
cekirdek yoniinde artmis oldugu gozlenmistir. Alinan kesitlerde yapilan incelemelerde
birka¢ mitotik figiir belirlenmistir. SS ve SM gruplarindaki hiicrelerde kontrole benzer
goriiniim kaydedilmis ve bu gruplarda da, SS grubunda daha fazla olmak {izere mitotik

figtirler gortilmustiir.

BPA uygulanan B-CPAP hiicrelerinde yapilan 151tk mikroskobu
incelemelerinde hiicre sayisinin azaldigr gézlenmis; aym1 zamanda cift ¢ekirdekli
hiicrelerin yani sira dejenere olmus nekrotik hiicreler ve hiicre artiklari izlenmistir.
BPA+SS wuygulanan hiicrelerde ¢ift ¢ekirdekli biiyiik sitoplazmali; sitoplazmik
boliinmeyi tamamlayamamais hiicrelerin yanisira sitoplazmada vakuoller igeren, ayrica
nekrotik hiicreler ve kondanse cekirdekli apoptotik hiicreler gozlenmistir. BPA+SM
uygulanan hiicrelerde ise, kondanse ¢ekirdekli hiicreler ve dejenere hiicreler
izlenmistir. Selenyum uygulamasinin BPA’nin hiicrelerdeki olasi toksik etkisine kars1
hiicrede meydana gelen dejenerasyonu ve yapisal degisiklilere kars1 koruyucu etki

gosterdigi ifade edilebilir.

Literatiirde tiroid hiicrelerinde BPA maruziyeti sonucu yapilmis sitopatolojik

incelemeler iceren calisma bulunmamasina karsin, tiroid dokusunda yapilmisg
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histopatolojik incelemeler igceren g¢alismalar sinirli sayidadir. Silva ve ark. (2018)
tarafindan yapilan ¢alismada, Wistar siganlarin 40 mg/kg viicut agirligi/giin oral 15
giinliik BPA maruziyeti sonucunda tiroid agirliklarinin kontrole oranla bir degisiklik
gostermedigi belirlenmis; ancak histopatolojik incelemelerde BPA’ya maruz kalan
grubun tiroid dokusunda birgok hipoaktif folikiiliin oldugu gézlenmistir (186). Tan ve
ark. (2003) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 48 jiivenil erkek Sprague-Dawley
sigan 29-30 giin boyunca 100 mg/kg viicut agirligi/giin oral yoldan BPA’ya maruz
birakilmigtir. Uygulama siiresinin sonunda yapilan histopatolojik incelemelerde
kontrol grubuna kiyasla BPA ya maruz kalan grupta tiroid kesitlerinde herhangi bir
anomali veya degisiklik gozlenmemistir. Ancak, BPA’ya maruz kalan grupta kontrole
kiyasla tiroid agirliklarinda anlamli artis bulunmustur (p<0,01) (190). BPA’nin tiroid

hiicre ve dokusu tizerine etkisiyle ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.4. Apoptotik Parametreler (TUNEL, Kaspaz 3, Kaspaz 8)

TUNEL metodu, DNA zincir kiriklarin1 enzimatik olarak isaretlenmesini
saglayarak endoniiklaz yikim iirlinlerini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Terminal
transferaz DNA zincirlerinin 3’ucunda dUTP ile isaretlenmesini saglar. Isaretlenmis
dUTP, c¢esitli problar sayesinde 151k, floresan mikroskop veya akim sitometrisi
kullanilarak apoptotik hiicrenin tayin edilmesine olanak saglar. Tek bir hiicrenin
floresan mikroskop ile tayinine olanak saglayacak kadar hassas bir yontemdir. Bu
yontem, DNA onarim ve gen transkripsiyon siirecinde olan hiicrelerde ve nekrotik
hiicrelerde hatali pozitif sonuca neden olabileceginden beraberinde bagka bir test ile

apoptozu degerlendirmek gerekebilir (165).

Kaspazlar ¢ekirdek, golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum, mitokondri, hiicre
baglantilar1 ve hiicre iskeletini iceren hiicresel yapilari proteolitik olarak pargalamak
icin apoptoz siirecinde etkin bir bigimde yer alan sistein proteazlardir. Normal
hiicrelerde zimojen formda (pro-kaspaz olarak) bulunurlar; ancak hiicre apoptik

sinyale cevaben hizl1 bir sekilde aktif proteazlara donistiiriiliirler (223).

Tiroid hiicrelerinde BPA’nin apoptotik etkinligi tizerine bilimsel literatiirde
siirli sayida galisma bulunmaktadir (184, 185). Zheng ve ark. (2017) tarafindan
yapilan c¢alismada B-CPAP hiicrelerinde diisiik doz (300 nM) BPA maruziyeti
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sonucunda Annexin V yontemiyle akim sitometrisi kullanilarak apoptoz
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda apoptotik hiicre oran1 %22,4 iken, BPA’ya
maruz kalan hiicrelerde bu oran %19,3 olarak bulunmustur ve sonugta BPA’nin
anlamli diizeyde apoptotik hiicre oranini azalttigi belirlenmistir (p<0,05) (185).
Porreca ve ark. (2016) tarafindan yapilan baska bir diger ¢alismada ise TUNEL
analizinde FTRL-5 folikiiler tiroid hiicrelerinde 24, 48, 72, 96 ve 120 saatlik 10° M
BPA uygulamasi sonucunda kontrole oranla apoptotik hiicre yiizdelerinde fark
goriilmemistir (p>0,05). Hiicrelere ayrica UV-C uygulamasi da yapilmis, sadece 24
saat inkiibasyonu sonrasinda meydana gelen UV-C maruziyeti sonunda kontrole
kiyasla apoptotik hiicre yiizdesinde anlamli olarak artig goriilmiistiir (p<0,05). Yine
ayni dozlarda ve inkiibasyon siirelerinde BPA maruziyeti sonunda hiicrelere UV-C
maruziyeti gergeklestirilmistir. BPA maruziyeti sonunda meydana gelen UV-C
uygulamasi sonucunda ise, 120 saate kadar olan tiim inkiibasyon siirelerinde UV-C ve
BPA’ya kombine bir sekilde maruz kalmis grupta apoptotik hiicre yiizdelerinde
kontrole kiyasla anlamli Ol¢iide artis gozlenmistir (p<0,05) (184). Sunulan tez
calismasinda yapilan TUNEL analizinde ise kontrol grubuna ait hiicrelerde ortalama
%47,2 apoptotik hiicre yilizdesi saptanmistir. BPA grubunda ise kontrole kiyasla 1,6
kat fazla (%76,5 oraninda) anlamli 6l¢tide yiliksek apoptotik hiicre yiizdesi saptanmistir
(p<0,05). Calismalar karsilastirildiginda, sitotoksik konsantrasyonlarda BPA’nin
apoptozu tetikleyebilecegi ancak diisiik dozda ise bu etkinin goriilemeyebilecegini
sOylenebilir. Nitekim, sunulan tez calismasinda yapilan MTT testinde diisiik doz

BPA’nin hiicre canliligin artirdig1 gézlenmistir.

Tiroid, birim kiitle basina en yiiksek selenyum igerigine sahip organdir.
Bununla birlikte tiroid bezinde tiroid hormon biyosentezi siirecinde, folikiiler hiicreler
tarafindan {iiretilen asir1 hidrojen peroksit ve diger ROS hasarna karsi hiicreleri
korunmasinda TrxR ve GPx gibi hiicrenin redoks kontroliinii saglayan ve antioksidan
savunmada rol alan selenoproteinler burada 6nemli rol oynarlar (110). Selenyumun
nutrisyonel dozlarda hiicre yagam dongiisiinii modiile ettigi, ancak yetersizliginde ise
hiicre yasaminin ve hiicre yasam siklusunun olumsuz etkilendigine dair kanitlar
bulunmaktadir (224-226). Tiroid hiicrelerinde selenyum bilesiklerinin apoptotik
yolaklar lizerine etkisi ile ilgili siirli sayida g¢alisma bulunmaktadir (207,227).

Selenyum bilesiklerinin yiiksek konsantrasyonlarda ROS olusumunu artirdigi ve
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apoptozu indiikledigi ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (212,213,228). Demelash ve ark.
(2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada domuz tiroid dokusundan alinan primer
hiicrelerde hidrojen peroksitin tiroid hiicre 6liimii iizerine etkisi incelenmistir. GPx
aktivitesinin normal diizeylerde goriildiigli selenit konsantrasyonlarmin 10-100 nM
araliginda oldugu belirlenmistir. Hidrojen peroksit ile indiiklenen kaspaz 3
aktivasyonuna karsi, farkli serum ve selenit konsantrasyonlarinin hidrojen peroksit ile
indiiklenen kaspaz 3 aktivasyonuna kars1 koruyucu rolii degerlendirilmistir. Hiicreler
bes giin siire ile selenyum igermeyen; %5 veya %0,5 serum i¢ceren medyumlarda ve 10
ve 100 nM selenit igeren %0,5 serum i¢ceren medyumlarda biiyiitiilmiistiir. Hiicreler
bes gilinlin sonunda 8 saat boyunca 0-400 uM araliginda hidrojen peroksite maruz
birakilmistir. Hidrojen peroksitin diisiik serum igeren medyumdaki hiicrelerde doza
bagimli olarak kaspaz 3 aktivitesini arttig1 gozlenmistir. Ancak, diisiik serum icerigine
(%0,5) ragmen 10 ve 100 nM selenyum ile suplemente edilmis medyumlardaki
hiicrelerde hidrojen peroksit ile doz bagimli olarak indiiklenen kaspaz 3 aktivitesinde
diisiisler meydana geldigi gozlenmistir (227). Nettore ve ark. (2017) tarafindan yapilan
calismada ise, sigan folikiiler tiroid FRTL-5 hiicrelerinde selenitin apoptotik sinyal ve
mekanizmalar iizerindeki etkisi incelenmistir. Hiicreler100 nM sodyum selenit iceren
medyum igerisinde 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. 100 nM selenite 24 saat
maruz kalan hiicrelerde p53, 48 saat maruz kalan hiicrelerde ise Bim proapoptotik
genlerinin mRNA ekspresyonlarinda azalma goézlenmistir (p<<0,05). 48 ve 72 saat
sonunda hiicrelerde NF-kB ve 72 saat sounda Bcl-2 antiapoptotik genlerin mRNA
ekspresyonlarinda artis gézlenmistir (p<0,05). Ayrica hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca 500 nM selenit ile pre-inkiibe edilmis ve 24 saat sonunda 2 pg/ml tunikamisin
iceren veya icermeyen gruplar olusturulmustur. Tunikamisin ile kontrole kiyasla artan
kaspaz 3/7 aktivitesinde artiglar belirlenmistir (p<0,05). Tunikamisin ile birlikte 96
saat 500 nM selenit ile yapilan pre-inkiibasyon sonucunda ise, sadece tunikamisin
uygulanan hiicrelere gore kaspaz3/7 aktivitesinde anlamli 6l¢iide azalma gosterilmistir
(p<0,05) (207). Erkekoglu ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, AS52
hiicreleri 10 nM SS ve 10 uM SM ile 24 saat pre-inkiibe edilmesi sonrasinda hiicreler
24 saat 25 uM 3,5-dimetilaminofenole (DM AP) maruz birakilmistir. Sadece SS ve SM
uygulanan hiicrelerde kaspaz 3 ve 8 aktivitesi kontrol grubundan farkli bulunmamustir.

Sadece DMAP uygulanan hiicrelerde ise kontrole kiyasla anlamli dlgiide yiiksek
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kaspaz 3 ve 8 aktivitesi gortiilmiistiir (p<0,05). 24 saat SM veya SS ile pre-inkiibasyona
burakilan hiicrelerde ise, DMAP uygulanmasindan sonra kaspaz 3 ve 8 aktivitesi

kontrol diizeylerinde bulunmustur (25).

Zhou ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada LLC-PK1 hiicreleri 5,10,
20 uM selenit ve 500 uM N-asetil sistein ile yarim saat pre-inkiibe edilmistir. Daha
sonra 20 uM kadmiyum (Cd) ile 12 saat inkiibasyon ger¢eklestirilmistir ve kaspaz 3
ve 9 aktiviteleri degerlendirilmistir. Sadece Cd’ye maruz kalan grupla
karsilastirildiginda, selenit uygulanan gruplarda, kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinde doz
bagimli ve anlamli 6lgiide azalma gozlenmistir (p<0,01). Kadmiyum maruziyeti
sonucunda kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinde anlamli dlgiide artis gdzlenmistir. En yiiksek
doz (20 uM) selenite maruz kalan grupta maksimum etki saptanmistir. N-asetil sistein
pre-inkiibasyonu ile de kaspaz 3 ve 9 aktiviteslerinde anlamli Ol¢lide azalma
gbzlenmistir (p<0,05). Bu c¢alisma ile Cd maruziyeti sonucu olusan oksidatif stresin
kaspaz aktivasyonuna yol acgabilecegi ve selenyum bilesiklerinin de antioksidan
ozelligiyle Cd ile iliskili kaspaz aktivasyonunu baskilayict 6zellige sahip olabilecegi

ortaya konmustur (229).

Miranda ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, sigirdan elde
edilen meme epitel hiicrelerinde 100 uM hidrojen peroksit ile indiiklenen apoptoz
lizerine selenometiyoninin (10-50 nM) etkinligi incelenmistir. 24, 48 ve 72 saat
stiresince hidrojen peroksite maruz kalan grupta zamana bagli apoptotik hiicrelerde
artig gézlenmistir. Kombine SM ve hidrojen peroksit igeren medyumlarda ise TUNEL
pozitif hiicrelerde, uygulama yapilan tiim zamanlarda anlamli azalma gézlenmistir ve
SM’in maksimum etkinligi 24 saatte gézlenmistir. Sonugta, SM’in primer sigir meme
epitelyal hiicresinde hidrojen peroksitle indiiklenen oksidatif stres kaynakli apoptoza

kars1 koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (230).

Tiroid hiicrelerinde BPA’nin indiikledigi apoptotik degisikliklerde selenyum

bilesiklerinin etkisinin degerlendirildigi bir ¢alisma bulunamamustir.

Sunulan tez calismasinda kaspaz 3 diizeyleri Sl¢iimii sonucunda kontrol
grubuna kiyasla BPA grubunda 1,4 kat anlaml artis gézlenmistir (p<0,05). BPA+SS

ve BPA+SM gruplarinda selenyum bilesikleriyle yapilan pre-inkiibasyon sonucunda
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BPA grubuna gore kaspaz 3 diizeylerinde azalma gozlenmistir. BPA+SM grubunda bu
azalma anlamli olarak bulunmus (p<0,05) ve kaspaz 3 diizeylerinin kontrol
seviyelerine diistiigli gozlenmistir. Kaspaz 8 aktivitesi ise BPA’ya maruz kalan
hiicrelerde kontrole oranla 5,4 kat artmistir. Hiicrelerin SS ve SM ile pre-inkiibe
edilmesi ardindan BPA’ya maruz kalmalar1 kaspaz 8 aktivitesinde anlamli olciide
azalma saglamistir (p<0,05). Sonucta, SS ve SM pre-inkiibasyonunun apoptoz
tizerindeki etkilerine bakilacak olursa, kontrole oranla anlamli degisiklik meydana
getirmedigi ve kullanilan dozlarin toksik olmadigi sdylenebilir. Caligsma igerisindeki
TUNEL, kaspaz 3 ve 8 bulgulart birbiriyle ve literatiirle uyumlu bulunmustur.
Folikiiler tiroid hiicrelerinde, nutrisyonel dozlarda selenyum bilesiklerinin hiicre

6limii ve apoptozu modiile ettigi sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda B-CPAP hiicre hattinda BPA’nin neden olabilecegi
olasi toksik etkiler ve ayn1 zamanda selenyum bilesiklerinin (SM ve SS) olusan toksik
etkilere karst olast korucu rolii degerlendirilmistir. Degerlendirme kapsaminda
sitotoksisite, oksidatif stres, antioksidan statiideki degisiklikler, hiicre morfolojisinde

meydana gelen degisiklikler ve apoptoz yer almaktadir.

1. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in MTT yontemiyle BPA’nin IC3z0 ve 1Cso
degerleri hesaplanmistir. B-CPAP hiicre hattinda BPA i¢in 436 uM ICso degeri, 302
uM 1Czo degeri bulunmustur. Diisiik doz maruziyetini yansitmak amaciyla ¢alisma
gruplarinda BPA i¢in belirlenen IC3 degeri olan 302 pM konsantrasyonda

calisiimastir.

2. Hiicrelere uygulanacak SM ve SS konsantrasyonlarini belirlemek igin
B-CPAP hiicre hattinda GPx aktivitesi 6l¢iimii yapilmistir. Hiicrelerde SM i¢in 30 uM,
SS i¢in 20 nM konsantrasyonlarda maksimum GPx aktivitesi gdzlenmistir.
Nutrisyonel selenyum alimini yansitabilecek bu dozlarda bilesikler koruyucu amagla

test edilmistir.

3. Olusturulan deney gruplarinda hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in MTT
yontemi uygulanmistir, BPA grubuna kiyasla BPA+SS grubunda hiicre canlilig
anlaml artig gostermis (p<<0,05) ve kontrol diizeylerine ulasmistir. BPA+SM grubunda

ise hiicre canliligit BPA grubuna gore anlamli artis géstermemistir.

4. Hiicre i¢ci ROS diizeyleri BPA ve BPA+SM grubunda kontrole kiyasla
strastyla %9,5 ve %9,3 oraninda anlaml 6lciide yiliksek bulunmustur (p<0,05). BPA
ile SS veya SM uygulamasi hiicre ici ROS diizeyinde anlamli bir degisime yol
acmamuistir (p>0,05). Selenyum bilesiklerinin inkiibasyon siiresinin arttirilmasi ile etki

gozlenebilir.

5. Total GSH diizeylerinde, BPA maruziyeti ile anlamli o6lgiide azalma
gbzlenmis; ancak SM ve SS bilesiklerinin koruyucu bir etkisi saptanamamistir.
Selenyum bilesikleri maruziyeti ile beraberinde goriilen bu azalmanin artan GPx

aktivitesine bagl detoksifikasyon amaclh gelistigi diisliniilmektedir.
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6. Malondialdehit diizeylerinin BPA grubunda kontrole kiyasla sirasiyla 1.8 kat
anlamli 6lgiide arttig1 gozlenmistir (p<0,05). BPA grubunda gerek SS gerekse SM pre-
inkiibasyonu ile BPA grubuna kiyasla MDA diizeylerinde anlamli azalma gozlenmistir
(p<0,05) ve kontrol diizeylerine ulagsmistir. Bu durumda BPA ile artan lipit
peroksidasyonunun selenyum bilesiklerinin antioksidan etki gostererek azalttigi

sOylenebilir.

7. Isik mikroskobu incelemeleri sonucunda, BPA uygulanan grupta yapilan
daha az sayida ve dejenere olmus nekrotik hiicreler ve hiicre artiklar1 gézlenmistir.
BPA+SS ve BPA+SM gruplarindaki hiicrelerde yapilan faz kontrast mikroskop
incelemelerinde BPA grubuna gore daha fazla sayida hiicre bulundugu gézlenmistir.

Elde edilen bu sonuclar MTT deneyi sonuglariyla uyum arz etmektedir.

8. Apoptotik hiicreleri tayin etmek icin yapilan TUNEL analizi sonucunda,
BPA grubunda kontrole kiyasla 1.6 kat fazla anlamli derecede yiiksek TUNEL pozitif
hiicre saptanmustir (p<<0,05). BPA grubuna kiyasla BPA+SM ve BPA+SS gruplarinda
anlamli derecede az TUNEL pozitif hiicre saptanmstir (p<0,05). Bu durumda BPA ile
indiiklenen apoptozun selenyum bilesiklerinin azalttigi goriilmektedir. SS ve SM
gruplarinda kontrolden daha az TUNEL pozitif hiicre saptanmistir. Hiicrede selenyum
ile beraberinde artan antioksidan aktivitenin hiicrenin sagkaliminda énemli oldugu

distiniilmektedir.

9. Apoptotik aktivitenin degerlendirilmesi i¢in yapilan kaspaz 3 diizeylerinin
belirlenmesi ve kaspaz 8§ aktivitesinin Ol¢limiine iliskin, BPA grubunda kaspaz 3
diizeylerinde 1.4 kat ve kaspaz 8 aktivitesinde 5.4 kat artis gézlenmistir (p<0,05). SM
grubunda kontrole kiyasla kaspaz 3 diizeylerinde ve kaspaz 8 aktivitesinde azalma
gozlenmistir ancak sadece kaspaz 3 diizeylerinde meydana gelen azalma anlaml
bulunmustur (p<0,05). SS grubunda ise kontrole kiyasla kaspaz 3 diizeylerinde ve
kaspaz 8 aktivitesinde fark gézlenmemistir (p>0,05). BPA grubuna kiyasla BPA+SS
ve BPA+SM gruplarinin kaspaz 3 diizeylerinde ve kaspaz 8§ aktivitelerinde azalma
gozlenmistir. Sonuglarla ilgili olarak BPA’nin hem intrinsik yolagi hem de ekstrinsik
yolagin uyarilmasini saglayarak apoptozu indiikledigi soylenilebilir. Buradaki
bulgular TUNEL analiziyle uyum arz etmektedir. Bu sonuglar ile SS ve SM

uygulamasiin hiicrede antioksidan aktiviteyi artirarak, BPA’nin muhtemel olarak
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hiicrede oksidatif stresi artirmasi sonucu gelistigi diisiiniillen apoptozu inhibe

edebildigi ortaya konmustur.

Sonug olarak elde edilen bulgular, ¢evresel, mesleki ve giindelik yasamda
¢okca maruz kalman bir endokrin bozucu olan BPA’nin B-CPAP hiicrelerinde
oksidatif stres olusumuna, hiicre i¢i ROS diizeylerinde ve lipit peroksidasyonda artiga
ve total GSH diizeylerinde azalmaya yol actigini gostermektedir. Ayrica, BPA’nin bu
hiicrelerde sitopatolojik degisimlere ve apoptoza neden oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan, selenyum bilesiklerinin BPA ile olusan oksidan/antioksidan hasara karst
muhtemelen temas siiresinin kisaligina bagli olarak kismi bir koruma sagladigi; BPA
ile indiiklenen sitopatolojik degisikleri ve apoptozu azaltabilecegi, goOriilmistiir.
BPA’nin B-CPAP hiicrelerinde yol agtigi oksidatif stresin, bu hiicrelerde BPA
toksisitesi altinda yatan mekanizmalardan biri oldugu sonucuna varilmistir. Inorganik
ve organik selenyum bilesiklerinin ise, tiroid hiicrelerinde antioksidan islevleriyle
BPA toksisitesine karsi kismi olarak koruyucu etkilerinin  olabilecegi

diistiniilmektedir.
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