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ÖZET 

Tan, E. Tiroid Hücrelerinde Bisfenol A’nın Toksik Etkileri ve Selenyum 

Bileşiklerinin Koruyucu Rolünün Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Toksikoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, 

Ankara, 2019.  Bisfenol A (BPA) polikarbonatların ve epoksi reçinelerinin üretiminde 

kullanılan bir kimyasal maddedir. İnsanlar, bu maddeye gündelik yaşamda oral, 

inhalasyon ve dermal yolla yaygın olarak maruz kalır. Östrojenik etkileri olduğu; 

endokrin bozucu bir madde olarak değerlendirildiği bildirilmektedir. Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda BPA’nın tiroid bezinin homeostazını ve tiroid hormon üretimini 

etkileyebildiği ve tiroid hormon reseptörleriyle etkileşebildiği belirlenmiştir. Tiroid, 

birim ağırlık başına böbrekle birlikte selenyum içeriği en yüksek olan dokudur. 

Selenyum başlıca diyetle alınan esansiyel bir eser elementtir. Tiroid hormon 

sentezinde görev alan deiyodinazların yapısında bulunur. Ayrıca, yapısında bulunduğu 

antioksidan selenoproteinler ile tiroid bezini oksidatif strese karşı korur. Organik ve 

inorganik formdaki selenyum bileşiklerinin fizyolojik dozlarda alımı, organizmada 

birçok kimyasalın oluşturduğu zararlı etkilere karşı koruyucu olabilir. Sunulan bu tez 

çalışmasında, BPA’nın insan papiller tiroid kanseri hücre hattı (B-CPAP) üzerindeki 

toksik etkileri ve BPA toksisitesi üzerinde selenyumun suplemantasyonunun modifiye 

edici etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. BPA’nın B-CPAP hücrelerinde 

oluşturduğu sitopatolojik değişiklikler, sitototoksisite, oksidan/antioksidan 

parametreler ve apoptoz değerlendirilmiş; BPA ile birlikte inorganik selenyum 

(sodyum selenit, SS) ve organik selenyum (selenometionin, SM) uygulamasının olası 

koruyucu rolü belirlenmiştir. Elde edilen bulgular, BPA’nın B-CPAP hücrelerinde 

oksidatif stres oluşumuna, hücre içi ROS düzeylerinde ve lipit peroksidasyonda artışa 

ve total glutatyon (GSH) düzeylerinde azalmaya yol açtığını göstermektedir. Ayrıca, 

BPA’nın bu hücrelerde sitopatolojik değişimlere ve apoptoza neden olduğu 

belirlenmiştir. Selenyum bileşiklerinin ise, bu hücrelerde BPA ile indüklenen 

sitopatolojik değişikleri, oksidan/antiosidan statü değişimlerini ve apoptozu 

azaltabileceği yönünde bulgular elde edilmiştir. BPA’nın B-CPAP hücrelerinde yol 

açtığı oksidatif stresin,  bu hücrelerde BPA toksisitesi altında yatan mekanizmalardan 

biri olduğu sonucuna varılmıştır. İnorganik ve organik selenyum bileşiklerinin ise, 

tiroid hücrelerinde antioksidan işlevleriyle BPA toksisitesine karşı kısmi olarak 

koruyucu etkilerinin olabileceği gözlenmiştir. 

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

hattı 

Bu tez çalışması Hacettepe Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından 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. GİRİŞ 

 Bisfenol A (BPA) plastikleri sertleştirme amacıyla plastik materyale eklenen 

fenol yapısında bir kimyasal maddedir. Plastik monomeri olarak yemek kapları, bebek 

biberonları, yapıştırıcılar, boya tozları ve diş hekimliğinde dolgu maddesi olarak 

kullanılır (1, 2). BPA, günümüzde dünya genelinde en çok üretilen kimyasal 

maddelerden biridir; her yıl 6 milyar pounddan fazla üretildiği bildirilmektedir. 

Çevrede yaygın olarak bulunduğu bilinmekte ve başlıca maruziyetin diyet ve su ile 

olduğu belirtilmektedir. Ayrıca, otomobil, elektronik eşya, spor malzemeleri, CD ve 

DVD kaplama işlerinde çalışanlarda mesleki maruziyetin de söz konusu olduğu 

bilinmektedir (3, 4).  

 Günlük yaşamda BPA’ya oral, dermal ve inhalasyon yolu gibi çeşitli yollardan 

yaygın şekilde maruziyet gerçekleşebilir (5). BPA endokrin bozucu olarak bilinen ve 

endokrin bez fonksiyonları üzerinde, üretilen hormonun sentezinden metabolizmasına 

ve reseptöre bağlanmasına kadar değişen farklı basamaklarda etki gösterebilen bir 

kimyasal maddedir (6, 7). BPA’ya maruz kalmanın kardiyovasküler hastalıklar, 

diyabet, tiroid fonksiyonu, obezite, üreme ve gelişimsel olumsuz sağlık sorunları ile 

bağlantısına ilişkin çeşitli çalışmalar mevcuttur (8-15). 

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin tiroid hormon metabolizması üzerine 

etkileri yönünden yapılan tüm çalışmalarda kesin bir ilişki kurmak mümkün 

olamamıştır. Bununla birlikte, ileri sürülen bazı mekanizmalar üzerinde durulmaktadır 

(16). Tiroid bezine toksik etkileri olduğu belirtilen maddeler, dolaşımdaki tiroid 

hormon miktarlarını etkileyebilmekte ve kolloid miktarındaki azalma, hipertrofik veya 

hiperplastik görünüm gibi tiroid histolojisinde değişimler meydana getirebilmektedir. 

Çeşitli çevresel kimyasal maddelerin tiroid hormon analoğu gibi davrandığı veya tiroid 

reseptörlerine bağlanarak tiroid hormon sinyallerini bozabildiği belirtilmektedir (17-

19). 

 Bisfenol A maruziyetinin tiroid dokusu ve homeostazı üzerindeki etkilerini 

değerlendiren çalışmalar sınırlıdır ve sonuçlarının çelişkili olduğu gözlenmiştir. 

Bundan dolayı BPA maruziyeti ve tiroid fonksiyonu arasındaki ilişki daha 

doğrulanmamıştır. Ancak, BPA’nın tiroid reseptörlerine zayıf bağlar ile bağlanarak T3 
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antagonisti gibi davrandığı ve tiroid reseptörleri aracılı transkripsiyonel aktiviteyi 

inhibe edebildiği belirtilmiştir. Gen düzeyindeki çalışmalarda ise Nkx2.1, paired box 

8 (Pax8) proteinleri ve tiroid hormon sentezinde görev alan Tpo (Tiroid peroksidaz, 

NIS ve tiroglobulin (TG) genlerinin transkripsiyonlarında BPA maruziyeti ile artış 

gözlendiği saptanmıştır (6, 18, 20). 

 Gebe sıçanlara BPA uygulaması sonucu, doğan yavruların 15. gün total T4 

seviyelerinde kontrol grubuna göre artış olduğu, ancak 35. günde bu değerlerin 

normale döndüğü gözlenmiştir (21). Diğer taraftan, BPA’nın tiroid hormon 

reseptörlerine bağlanabildiği ve tiroid hormon reseptör kaynaklı gen ekspresyonunun 

baskılanmasına neden olabileceği gösterilmiştir (22). BPA’nın tiroid hormon 

reseptörlerinin transkripsiyonunu genomik olmayan bir mekanizma ile baskıladığı 

bildirilmiştir.  

 İnsanlarda BPA’nın tiroid hormonları üzerine etkisi konusunda yeteri kadar 

çalışma yoktur. Mevcut çalışmalar BPA maruziyeti ile tiroid hormonlarında gözlenen 

değişimler arasında bir ilişkiyi düşündürmektedir (11, 23). 

 Tiroid, birim ağırlık başına selenyum içeriği en yüksek olan dokudur. 

Selenyum başlıca diyetle alınan esansiyel bir eser elementtir. Aktif tiroid hormon 

sentezinde görev alan deiyodinazların yapısında bulunur. Ayrıca, yapısında bulunduğu 

antioksidan selenoproteinler ile tiroid bezini oksidatif strese karşı korur. Organik ve 

inorganik formdaki selenyum bileşiklerinin fizyolojik dozlarda alımı, organizmada 

birçok kimyasalın oluşturduğu zararlı etkilere karşı koruyucu olabilir (24-26). 

 Bu bilgiler ışığında planlanan bu tez çalışmasında, endokrin bozucu etkileri ile 

ön plana çıkan BPA’ya maruziyetin tiroid hücresinde oluşturabileceği sitotoksisite, 

sitopatolojik ve apoptotik değişikliklerin irdelenmesi; ayrıca bu etkilerin oluşumunda 

rolü olabileceği düşünülen oksidatif stres varlığının hücre içi reaktif oksijen bileşikleri 

(ROS) oluşumu, lipit peroksidasyonu ve total glutatyon düzeylerindeki değişikliklerin 

izlenmesi ile incelenmesi amaçlanmıştır.  

 Tiroid bezi için önemli bir esansiyel element olan ve antioksidan etkileri ile ön 

plana çıkan selenyum bileşiklerinin bu olası toksik etkiler üzerinde koruyucu rolünün 



3 
 

değerlendirilmesi tezin bir diğer amacını oluşturmaktadır. Elde edilecek verilerin BPA 

maruziyetinin tiroid bezi ve tiroid homeostazı üzerindeki etkilerinin aydınlatılmasında 

ve bu etkilerin ortadan kaldırılması için geliştirilecek önleyici yaklaşımların 

geliştirilmesinde yararlı olacağı düşünülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Bisfenol A 

 Bisfenol A (BPA) ilk defa Rus kimyager Alexandr Dianin tarafından 1891’de 

keşfedilmiş, daha sonra 1905 yılında Theodor Zincke tarafından sentez edilmiştir (27). 

Dodds ve Lawson (28) tarafından 1936 yılında yapılan bir çalışmada ovariektomi 

yapılmış sıçanlarda östrojenik aktivite gösterdiği saptanmıştır. BPA sentetik östrojen 

preparatı olarak kullanıma girmemesine rağmen 1940’lı yıllarda ticari amaçla ilk defa 

epoksi reçinelerinin yapımında kullanılmaya başlanmıştır ve 1957’de BPA’nın 

polimerleştirilmesiyle sentezlenen sert plastik olan polikarbonatların keşfiyle de 

birçok alanda cam ve çeliğin yerini almaya başlamıştır (29). BPA’nın fizikokimyasal 

özellikleri ve kimyasal formülü Tablo 2.1.’de gösterilmiştir.  

Tablo 2.1. Bisfenol A’nın fizikokimyasal özellikleri ve kimyasal formülü. (30) 

                     

 

 

 

 

 

 

 

        

* 25 °C'de oda sıcaklığında 

2.1.1. Bisfenol A’nın Kullanım Alanları 

 Bisfenol A sanayide polikarbonatların ve epoksi reçinelerinin üretiminde ara 

ürün olarak kullanılmaktadır. Nihai ürün olarak yapışkanların, koruyucu kaplamaların, 

boya tozlarının, otomotiv lenslerinin, cam parlatıcıların, kompakt disklerin, termal 

kâğıtların, optik lenslerin, kâğıt kaplamaların, alev geciktiricilerin, yapı 

malzemelerinin, boyaların bileşiminde, elektrik ve elektronik parçaların kaplamasında 

yer almaktadır (1). Gıdalarda ise BPA, polikarbonatın sert ve şeffaf yapıda olmasından 

dolayı plastik tabak, bardak, meşrubat şişeleri, bebek biberonu gibi birçok yiyecek 

Kimyasal formülü 

 

Kimyasal okunuşu (IUPAC) 4-[2-(4-hidroksifenil)propan-2-il]fenol 

Molekül ağırlığı 228.291 g/mol 

Erime noktası 152-153 °C 

Kaynama noktası 250-252 °C 

Çözünürlüğü  300 mg/L suda* 

Özkütlesi 1.193 g/cm3* 

Partisyon katsayısı (logP) 3.32 

Ayrışma sabiti (pKa) 9.6 

Renk ve görünüm Beyaz kar tanesi 
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kaplarının yapımında ve epoksi reçinesi ise yiyecek ve içecek teneke ve varillerin 

koruyucu iç kaplamasında yer almaktadır (31). Plastik kaplarda bulunan “7” kodu, 

kabın BPA içeren plastikten yapılmış olabileceğini göstermektedir (32). 

2.1.2. Bisfenol A’ya Maruziyet Yolları  

 Bisfenol A, günlük yaşamda büyük oranda maruz kalınan bir kimyasal 

maddedir. Oral, dermal ve inhalasyon yolu gibi çeşitli şekillerde maruziyet 

gerçekleşebilmektedir. BPA’nın ana maruziyet kaynakları olarak gıda ambalajları, 

tozlar, dental materyaller, sağlık hizmeti ekipmanları, termal kâğıtlar, çocuk 

oyuncakları sayılabilir (5).  

 Bisfenol A içeren gıda ambalaj materyallerinden gıda içerisine BPA 

migrasyonu gerçekleşebilmektedir. BPA’nın gıdaya migrasyonundaki temel faktör 

sıcaklıktır, gıdanın çeşidi ve gıdanın bileşimindeki yağ, glukoz, tuz, pH gibi birtakım 

faktörler BPA’nın gıdanın içeriğine migrasyonunu etkileyebilmektedir (33-37). 

 Bifenol A’nın çevredeki mevcudiyeti antropojenik aktivite sonucuna bağlı 

olmaktadır. Atmosfere yayılımı başlıca endüstriyel aktivite sonucu görülmektedir 

(38). Fu ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada asyanın doğusundaki denize 

kıyısı olan şehirlerde ve endüstrileşmiş bölgelerde özellikle de Hindistan’ın 

şehirleşmiş bölgelerinde önemli ölçüde atmosferik BPA tayin edilmiştir (39).  

 Bisfenol A çevreye atık sularla da karışabilmektedir. Fabrikaların atık su arıtma 

sistemleri ile tam arıtma sağlanamadığı durumlarda sulara karışması halinde su için 

kirlilik oluşturmaktadır (40). Ayrıca plastik içeren katı atık depolama sahalarında 

meydana gelen sızıntıdaki BPA salınımı çevresel bir BPA kontaminasyonuna neden 

olabilmektedir (41). BPA atık su arıtma sistemlerinde meydana gelen atık su arıtma 

çamuru veya kontrolsüz katı atık depolama sahalarında meydana gelen sızıntı ile 

toprağa ulaşabilmektedir (42). BPA’nın çevrede kalıcı bir kirletici olmadığı yönünde 

deliller mevcuttur. Atmosferde fotooksidasyonu hızlı olmakla birlikte toprakta 

yarılanma ömrü 1-10 gündür. Ancak çevrede çok bulunması onu önemli bir kirletici 

konumuna getirmektedir (43). Bunlara ek olarak BPA nehir sularında kısa sürede 

(yarılanma ömrü 5 günden az) degrede olabilirken, deniz sularında bu degredasyon 

daha uzun sürede gerçekleşebilmektedir (44). 
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 Diş hekimliğinde amalgam dolguların potansiyel toksisitelerinden dolayı BPA 

türevleri içeren reçine bazlı dental dolgular ve kompozitler diş tedavilerinde yer 

almaya başlamıştır. Bu malzemeler saf BPA yerine, BPA türevi maddeler içermesine 

rağmen diş operasyonunun ardından tükrük sıvısında BPA tespit edilebilmektedir (45). 

 Bisfenol A’ya dermal yolla maruziyet mümkün olabilmektedir. Biedermann ve 

ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada BPA içeren termal kâğıdın tutulması ile 

mürekkepli tarafa temas sonucu ortalama 1,13 µg BPA geçişi gerçekleşebileceği 

gösterilmiştir (46). 

 Bisfenol A’ya mesleki maruziyet ise başlıca plastik ve termal kâğıt 

endüstrisinde görülebilmektedir (47).  

2.1.3. Bisfenol A’nın Organizmadaki Yazgısı 

 Bisfenol A’nın organizmadaki biyotransformasyonuna ilişkin insan çalışmaları 

etik sorunlardan ve BPA’ya tam anlamıyla maruz kalmayan bireyleri belirlemenin güç 

olmasından dolayı zorluk göstermektedir. Bu nedenlerden dolayı BPA’nın 

biyotransformasyonuna ilişkin sorular hayvan modelleriyle özellikle de kemirgenlerle 

yapılan çalışmalarla giderilmeye çalışılmıştır (48).   

 Bisfenol A oral yoldan alındığında gastrointestinal kanaldan kolaylıkla 

emilerek absorbe olabilmektedir. Portal dolaşım ile karaciğere geldikten sonra etkin 

bir şekilde ilk geçiş etkisine uğrar ve neredeyse tamamen glukuronik asit 

konjugasyonu ile konjuge olarak BPA- glukuronit (BPAG) konjugatı meydana gelir. 

Hızlı gerçekleşen glukuronidasyondan dolayı, az miktarda sülfat konjugasyonu gibi 

diğer biyotransformasyon reaksiyonları meydana gelebildiği rapor edilmiştir (49, 50). 

 Bisfenol A- glukuronit’in yarılanma ömrü 6 saatten azdır ve hızlı bir şekilde 

idrardan atılır. Minör metabolit olan BPA-sülfat (BPAS) da idrardan itrah edilerek 

organizmadan uzaklaştırılır. Her iki konjugatın da endokrin bozucu aktivitesi olmadığı 

için bu yolaklar detoksifikasyon yolakları olarak ifade edilmektedir (51). 

  Oral alımı takiben BPA’nın 24 saat içerisinde tamamen vücuttan itrahı 

gerçekleşebilmektedir (49).  
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 Bisfenol A’nın toksikokinetiği insan ve sıçanlarda farklılık göstermektedir. 

Sıçanlarda BPA, BPA-glukuronit ve az miktarda BPA-sülfat şeklinde 

biyotransformasyona uğrar ve karaciğerden safraya itrah gerçekleşir, barsaklarda 

konjugatların enzimatik yıkımı sonucu BPA serbest hale geçer ve BPA sıçanlarda 

enterohepatik siklusa uğrar. Bundan dolayı BPA sıçanlarda muhtemel olarak kanda 

daha yüksek miktarlarda bulunabilir ve BPA’nın eliminasyon süresi de 

uzayabilmektedir. İnsanlarda ise BPAG enterohepatik siklusa uğramayarak 

böbreklerden itrahı gerçekleşmektedir (49, 52). BPA’nın biyotransformasyonu ve 

itrahı Şekil 2.1.’de gösterilmektedir.  

2.1.4. Bisfenol A’nın Toksisitesi 

 Bisfenol A’nın akut toksisitesi oral yoldan düşük olarak değerlendirilmektedir. 

Tablo 2.2.’de BPA’nın medyan letal dozları verilmiştir. BPA, medyan letal doz 

sınıflandırılmasına göre sıçanlarda intravenöz yoldan uygulandığında  “şiddetli 

toksik” olarak sınıflandırılmaktadır. Ayrıca BPA göz ve solunum yolu irritanıdır. 

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

                                                           BPA 

    

 

 

 

  

  

  

 

Şekil 2.1. BPA’nın biyotransformasyonu ve itrahı. 

UGT: Uridin 5´-difosfo-glukurunozil transferaz SULT: Sülfotransferaz    

 

 

UGT SULT 

İdrar ile böbreklerden itrah gerçekleşir.     
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Tablo 2.2. Bisfenol A’nın medyan letal dozları. 

Tür Doz Veriliş Yolu 

Sıçan 

3250 mg/kg vücut ağırlığı Oral 

5000 mg/kg vücut ağırlığı Oral 

3300 – 4100 mg/kg vücut ağırlığı Oral 

170 mg/m3  İnhalasyon 

841 mg/kg vücut ağırlığı İntra peritoneal 

35.26 mg/kg vücut ağırlığı İntra venöz 

Fare 
2400 mg/kg vücut ağırlığı Oral 

150 mg/kg vücut ağırlığı İntra peritoneal 

Tavşan 2230 mg/kg vücut ağırlığı Dermal 

 Bisfenol A zayıf östrojenik aktivite gösteren bir ksenoöstrojendir. Bu nedenle 

endokrin bozucu olarak adlandırılmaktadır (38). Östradiolden 1000- 10000 kat daha 

az affinite ile östrojen reseptörü alfa (ERα) ve östrojen reseptörü beta (ERβ)’ya 

bağlanabildiği bilinmektedir (6). Günümüzde yapılan çalışmalarla beraber BPA’nın 

düşük dozlarda hücresel cevapları da değiştirebildiği gösterilmiştir (6, 56-58). 

 Gelişme çağı genellikle endokrin bozucu kimyasallara karşı en hassas 

dönemlerdir. Aynı zamanda bu bileşiklere hassasiyeti artıran bazı fizyolojik dönemler 

(gebelik gibi) erişkinlikte olabilmektedir (59). Bundan dolayı fetüsün bazı östrojenik 

bileşiklere maruziyeti reprodüktif organların büyüme ve gelişmesinde değişikliğe yol 

açabilmekte ve birçok hastalığa neden olabilmektedir (60). 

 Erişkinlikte artmış BPA düzeyi çeşitli hastalıklar, istenmeyen sağlık sorunları 

ve tıbbi durumlarla ilişkili olabilmektedir. Artan BPA maruziyeti ile beraber diyabet 

(61), kardiyovasküler hastalıklar (62), karaciğer enzimlerinin değişimi, kadınlarda 

tekrar eden düşükler ve prematüre doğum sayısında artış, in vitro fertilizasyon tedavisi 

alan kadınlarda östrojen pik seviyesinde azalma, kurtarılan oosit sayısında azalma, 

postmenopozal kadınlarda artmış inflamasyon ve oksidatif stres, erkeklerde azalmış 

semen kalitesi, artmış sperm DNA hasarı (9) ve olgunlaşmamış sperm oranında artış 

ve sperm motilitesinde azalma (63) ile ilişki bulunduğuna dair raporlar mevcuttur. 

Ancak, BPA seviyeleri ve sağlık sorunları arasındaki ilişkinin nedenselliği tam olarak 

kanıtlanmamış durumdadır ve yapılan çalışmalar genellikle ilk adımı temsil etmekle 

beraber bu konularda daha çok veriye ihtiyaç olduğu belirtilmektedir (6). 
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 Bisfenol A’nın organizma üzerinde advers etkilerinin anlaşılması için yapılan 

in vitro çalışmalarda deneylerin 1/5’inden fazlasında non-monotonik doz cevap eğrisi 

saptanmıştır. Bu konuda yapılmış araştırmaların irdelendiği bir meta analiz 

çalışmasında,  değerlendirilen çalışmaların 1/3’ünden fazlasının uygun şekilde 

tasarlanmış ve birden fazla dozun denendiği araştırmalar olduğu belirtilmiş; bununla 

birlikte non-monotonik doz cevap eğrisine işaret eden çalışmaların göz ardı edildiği 

veya dikkate alınmadığı vurgulanmıştır (64). 

 Jenkins ve ark. (2011) tarafından yapılan bir çalışmada MMTV-erbB2 

transgenik farelerde 0, 2.5, 25, 250, 2500 µg BPA / L içme suyu olarak verilmiş ve 

farelerin meme bezinde kontrole kıyasla en düşük dozlar olan 2.5 ve 25 µg BPA/ L 

içme suyuna maruz kalan farelerde fare başına tümör sayısının belirgin ve anlamlı 

olarak artış gösterdiği saptanmıştır. Ancak yüksek dozlar olan 250, 2500 µg BPA/ L 

dozlarda ise kontrole kıyasla anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Bu çalışma ile 

BPA’nın kanser gelişimi açısından in vivo non-monotonik doz cevap ilişkisi 

gösterebileceği belirtilmiştir (65).  

 Tyl ve ark. (2002) tarafından BPA’nın 3 kuşak reprodüktif toksisitesini 

araştırmak amacıyla Sprague- Dawley sıçanları üzerinde yapılan bir diğer araştırmada 

erkek ve dişi 30 sıçana 0,001; 0,02; 0,3; 5; 50 ve 500 mg/kg vücut ağırlığı/ gün dozunda 

BPA verilmiştir. Her iki cinsiyette de kuşaklar boyunca düşük dozda (0,001- 500 mg/ 

kg/ gün) non-monotonik doz cevap eğrisinin görülmediği ve BPA’nın normal doz 

yanıt eğrisi gösterdiği ortaya konmuştur. Erişkin sistemik toksisite için NOAEL değeri 

5 mg/ kg vücut ağırlığı/ gün ve reprodüktif ve postnatal gelişim toksistesi için ise 

NOAEL değeri 50 mg/ kg vücut ağırlığı/ gün olarak belirlenmiştir. Bu araştırmada 

BPA’nın maternal toksisite göstermediği dozlarda selektif reprodüktif ve gelişimsel 

toksisiteye neden olacak bir madde olmadığı ortaya konmuştur (66). 

 Bisfenol A’nın reprodüktif toksisitesi için Tyl ve ark. (2008)  tarafından 

yapılan başka bir çalışmada ise CD-1 farelerde iki kuşak BPA’nın toksisitesi 

araştırılmıştır. Çalışmada her bir dişi ve erkek grubunda 28 fare kullanılmış ve 17-β-

estradiol pozitif kontrol ve 0,003; 0,03; 0,3; 5, 50, 600 mg/kg vücut ağırlığı/ gün 

dozunda BPA’ya maruz bırakılmıştır. Düşük doz olan 0.003 – 5 mg/ kg vücut ağırlığı/ 

gün doz aralığında herhangi bir etki görülmediği ve herhangi bir parametrede non-
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monotonik doz eğrisi görülmediği ortaya konmuştur. Sistemik toksisite ile reprodüktif 

ve gelişimsel toksisite için NOEL değeri sıçanlar için elde edilen NOEL değerleri ile 

aynı bulunmuştur. Bu çalışmada BPA’nın selektif reprodüktif ve gelişimsel toksisiteye 

neden olacak bir madde olmadığı ortaya konmuştur (67). 

 Bisfenol A tarafından oluşturulan sitotoksisitenin, intraselüler enerji seviyesine 

bağlı olabildiği belirtilmekte ve BPA’nın ATP sentezini mitokondride azalttığı 

gösterilmektedir. Sonuç olarak mitokondri bileşiğin önemli bir hedefi olarak 

görülmektedir (68). Khan ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalışmada Wistar 

sıçanlarının karaciğerlerinde BPA maruziyetinin elektron transportunda işlev gören 

enzimlerin aktivitesini azalttığı, lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu, 

mitokondriyel süperoksit oluşumunu artırdığı, antioksidan süperoksit dismutaz 

aktivitesinde ve total glutatyon seviyelerinde azalmaya neden olduğu gösterilmiştir 

(69). Ayrıca, detoksifiye edilmemiş serbest BPA molekülünün fenoksil radikallerinin 

enzimatik ve non-enzimatik olarak ROS’u indüklediği çalışmalarla ortaya konmuştur 

(70-72). Kaur ve ark.  (2018) tarafından yapılan bir araştırmada, erkek BALB/c 

farelerine 1 mg/ kg vücut ağırlığı/ gün BPA 4 hafta süreyle oral yoldan uygulanmış, 

sonucunda testiste ROS ve lipit peroksidasyonu seviyelerinin anlamlı düzeyde arttığı 

ve sperm konsantrasyonu ve motilitesinde anlamlı düzeyde azalma gözlendiği 

belirlenmiştir (73). BPA’nın sıçan ve farelerde ROS oluşumunun artışı ile oksidatif 

hasara yol açtığına ve buna bağlı olarak karaciğer, böbrek, beyin ve diğer organlara 

zarar verdiğine ilişkin çalışmalar mevcuttur (74-76).  

 Bisfenol A’nın endokrin bozucu etkilerine bağlı olarak veya bu etkilerinden 

bağımsız bir şekilde oksidatif stresi indüklemeleri ile kanser, reprodüktif toksisite ve 

hastalıkların gelişimine yol açabileceği ileri sürülmektedir (72). 

2.1.5. Bisfenol A ve Tiroid  

 Tiroid hormonlarının organizmanın normal büyüme, iskelet ve beyin 

gelişiminde, lipit metabolizmasının düzenlenmesinde, barsaklardan karbonhidratların 

emiliminde ve metabolik olarak aktif dokularda oksijen tüketiminin artmasıyla 

kalorijenik etkileri mevcuttur (77). 
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 Tiroid hormonları hücrede etkilerini tiroid reseptörleri (TR) aracılığıyla 

gösterir. Tiroid reseptörleri steroid hormon reseptör süperfamilyasının üyelerindendir. 

TRα1, TRα2, TRβ1, TRβ2 olmak üzere çekirdekte 4 tane reseptör proteini 

tanımlanmıştır. TRβ1 hariç diğer bütün reseptörler yaygın bir dağılım gösterirler (78). 

 Bisfenol A’nın organizmada tiroid hormon sistemini bozucu yönde etki 

gösterebilmektedir. 

 Bisfenol A’nın TR antagonisti olarak transkripsiyonel inhibisyon ile 

sonuçlanan ko-represör olarak görev görür ve çekirdekteki tiroid reseptörlerine T3’ün 

bağlanmasını azaltmakta olduğu gösterilmiştir (17). BPA’nın TR’ye olan affinitesi 

ER’ye olan affinitesinden daha azdır, bundan dolayı tiroid hormon etkisini antagonize 

etmesi için BPA’nın daha yüksek konsantrasyonlarda olması gerekmektedir (6). 

 Farelerden elde edilen oligodentrosit prekürsör hücrelerinde T3 ile indüklenen 

farklılaşmayı BPA’nın bozabildiği ortaya konmuştur (79). BPA’nın ayrıca FTC-

238/hTPO rekombinant transgenik insan tiroid foliküler hücre hattında tiroid 

peroksidaz (TPO) aktivitesini anlamlı ölçüde azalttığı gösterilmiştir (80).  

 İnfertilite kliniğine başvurmuş 167 erkek ile yürütülen kesitsel epidemiyolojik 

bir çalışmada idrar BPA konsantrasyonuyla serum TSH seviyesi arasında zıt bir ilişki 

bulunduğu ortaya konmuştur (23).  Meeker ve ark. (2011)  tarafından ABD’de yapılan 

Ulusal Sağlık ve Beslenme İnceleme Çalışmasında (NHANES) erişkinlerde serum 

total T4 seviyeleri ve idrar BPA konsantrasyonu arasında zıt bir ilişki saptanmıştır. 

Araştırıcılar benzer şekilde, serum TSH seviyeleri ile idrar BPA konsantrasyonu 

arasında zıt bir ilişkinin olduğunu belirtmiş ancak veri çalışma içeriğine dahil 

edilmemiştir (11). Chevrier ve ark. (2013) tarafından yapılan bir diğer çalışmada 

(CHAMACOS) gebelerde serum total T4 seviyeleri ile idrar BPA konsantrasyonu 

arasında zıt bir ilişki olduğu gösterilmiştir. Ayrıca erkek yenidoğanlarda da serum TSH 

seviyeleri ile maternal idrar BPA konsantrasyonu arasında zıt bir ilişki ortaya 

konmuştur. Fakat gebeliğin erken dönemleri ile karşılaştırıldığında bu durum 3. 

trimester gibi geç dönemde daha belirgin hale geldiği gösterilmiştir (81). 
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 Bisfenol A’nın halojenlenmiş türevleri olan tetrabromobisfenol A ve 

tetraklorobisfenol A türevlerinin tiroid agonistik aktiviteye sahip oldukları ancak 

BPA’nın agonistik etki göstermediği tiroid hormona cevap veren sıçan hipofiz kanser 

hücre hattı GH3’de çalışılarak ortaya konmuştur (82). 

2.2. Selenyum 

 Selenyum, İsveçli kimyager Jöns Jacob Berzelius tarafından sülfürik asit 

üretimi sırasında meydana gelen kalıntının farkedilmesiyle keşfedilmiştir. 

Cevherlerdeki kalıntının ilk başta tellüryum olduğu sanılmış, 1817 yılında Berzellius 

yeni bir elementin varlığını keşfetmiştir. Bu element, Yunan ay tanrıçası olan 

Selene’ye ithafen selenyum olarak adlandırılmıştır (83). Selenyum, periyodik tabloda 

6A grubunda bulunan metalik ve nonmetalik özelliklere sahip bir elementtir ve atom 

numarası 78.96’dır. Se doğada ve biyolojik sistemlerde selenat (Se6+), selenit (Se4+), 

selenid (Se2-) ve elementel selenyum (Se0) formlarında bulunur. Selenit ve selenat 

bileşiklerinin tuzları genellikle suda çözünür (84, 85). 

 Başlangıçta selenyumun yüksek derecede toksik ve karsinojenik bir element 

olduğu düşünülmüştür. Ancak laboratuvar çalışmaları sonucunda ve besi hayvanı 

üretiminde selenyumun toksik madde olmadığı sonucuna varılmış, organizma için 

esansiyel etkilerinin olduğu da anlaşılmıştır. Sonrasında ise selenyum esansiyel bir 

eser element olarak tanımlanmıştır (24). 

2.2.1. Selenyumun Kaynakları 

 Selenyum’un diyetle alınabilecek başlıca kaynakları; deniz ürünleri, et, 

karaciğer, böbrek gibi iç organlar, içme suyu, toprağın selenyum içeriği ve formuna 

bağlı olarak değişen miktarda tahıllar ve tohumlar önemli selenyum kaynakları olarak 

görülmektedir (26). Gıdalarla alınan başlıca selenyum formları; başta tahıllardan 

olmak üzere bitkisel kaynaklardan selenometiyonin (SM), yine bitkisel kaynaklı 

başlıca brokoli, soğan, sarımsak gibi bitkilerde bulunan Se-metilselenosistein ve γ-

glutamil-Se-metilselenosistein, hayvansal gıdalardan selenosistein (SeCys) ve başlıca 

tuna ve uskumru gibi balıklarda bulunan selenonein ve nadiren de olsa sudan selenat 

olarak sıralanabilir (86). Selenyum diyetin doğal bir bileşeni olmasının yanı sıra gıda 

takviyesi olarak da kullanılmaktadır. SM, selenyumca zengin maya (başlıca SM 
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içerir), inorganik selenyum formları olan sodyum selenat ve sodyum selenit (SS) 

tuzları halinde gıda takviyelerinde yer alabilmektedir (87). Bazı selenyum 

bileşiklerinin kimyasal formülleri Şekil 2.2.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.2. Bazı selenyum bileşiklerinin kimyasal formülleri. 

 Birleşik Krallık (BK)’ta ortalama diyeti temsil eden gıdalarla yapılan total 

diyet çalışmasında  başlıca selenyum kaynakları sırasıyla; kırmızı ve beyaz et, ekmek 

ve tahıllar, balık, süt ve süt ürünleri olarak sıralanmaktadır (86). Türkiye’de ise buğday 

ürünleri ülkenin başlıca gıdası konumundadır ve kuru diyetin yaklaşık %50’sini 

oluşturmaktadır. Ülkemizde ortalama bir kişi 400 g ekmek tüketmektedir ve bu da 

selenyum açısından yaklaşık 20 µg selenyum alımına karşılık gelmektedir (88). 

2.2.2. Selenyumun Organizmadaki Yazgısı 

 Absorpsiyon: 

 Selenyum başlıca duodenumdan absorbe edilmektedir. SM ve metiyonin aynı 

aktif transport mekanizması ile absorbe olmaktadır ancak, selenosisteinin transportu 

hakkında çok az şey bilinmektedir. Selenat ve selenit gibi inorganik selenyum 

bileşikleri pasif difüzyonla absorbe olmaktadır (89). SM, selenat ve selenit formları 

kolaylıkla, %80’den daha yüksek oranda oral yoldan absorbe olabilmektedir. 

Elementel ve selenid formları ise hemen hemen insolubl olarak adlandırılır veya çok 

az absobe edilir (84). İnhalasyon ve dermal yolla da absorpsiyon gerçekleşmektedir ve 

iş yeri maruziyeti açısından bu maruziyet yolları da önem arz etmektedir (90). 
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Dağılım: 

 Absorpsiyon gerçekleştikten sonra başta albümin olmak üzere kandaki birçok 

farklı protein ile selenyum taşınmaktadır. Selenit eritrositlerde glutatyon (GSH) ve 

glutatyon redüktaz (GR) vasıtasıyla hidrojen selenide (H2Se) dünüştürülür. Karaciğer 

ve böbrekte selenyum yüksek miktarda tutulum göstermektedir. Diğer tutulum yerleri 

de başlıca kas ve kan dokusu olmaktadır. Diyetle yeterli alım olmadığında kas ve 

karaciğerde selenyum miktarı hemen düşerken böbrekte bu durum korunabilmektedir. 

Bundan dolayı böbrek selenyum dengesi açısından önemli bir organ olabilir. Kas 

dokusu selenyum konsantrasyonu açısından nispeten az görünse de vücuttaki kas 

kitlesi büyüklüğü düşünüldüğünde selenyum açısından kaslar majör depo 

kompartmanı olarak görev yapmaktadır. Tiroit, hipofiz, testis, böbrek üstü bezleri gibi 

endokrin dokular diğer organlara kıyasla yüksek oranda selenyum içermektedir. Tüm 

organlar arasında gram doku başına selenyum içeriği en yüksek organın, insan tiroid 

bezi olduğu belirtilmektedir (24, 91, 92).   

 Dokulardaki selenyum tutulumu ile diyetle selenyum alımı arasında yakın ilişki 

bulunmuştur. Selenyum alımı ve tam kan selenyum seviyesi arasında pozitif ilişki 

saptanmıştır. Serum ve plazma selenyum seviyesi, tam kan selenyum seviyesinin 

%75’ini yansıtmaktadır. Bu seviyelerin geçmiş selenyum alımı ile doğrudan ilişkili 

olduğu görülmektedir. Tam olarak diyetle selenyum alımını ve vücut selenyum 

deposunu yansıtmasa da serum ve plazma selenyum seviyeleri klinik olarak 

organizmadaki selenyum düzeylerinin değerlendirilmesinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (91).   

Biyotransformasyon: 

 Memeli dokularında selenit tuzları GSH ile redüklenerek hidrojen selenid 

(H2Se)’e dönüştürülür. SM, trans-sülfürasyon reaksiyonu ile SeCys’e dönüştürülür, 

ayrıca doğrudan non-spesifik olarak protein yapımında kullanılabilir. SeCys ise β-

liyaz ile hidrojen selenid ve alanine parçalanır. Bu şekilde selenoprotein prekürsörü 

olan hidrojen selenid havuzu meydana getirilir. Hidrojen selenid ve ATP ile 

selenofosfat sentetaz aracılığıyla selenofosfatlara çevrilmesi sonucu oluşan 

selenofosfatlar selenoprotein sentezi için kullanılır. Hidrojen selenid, S-adenozil 

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

biyotransformasyonu Şekil 2.3.’te özetlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.3. Selenyumun organizmadaki biyotransformasyonu. (93) 
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selenid az miktarda oluşan ve maruziyet arttıkça artan bir konjugattır. Ter ve solunum 

yolu aracılı olarak atılımı görülebilir. Selenyumun fazla miktarda maruziyeti ile 

nefeste sarımsak kokusu gözlenmektedir  (94). 

2.2.3. Selenoproteinler 

 İnsan genomunda UGA kodonuna selenosistein eklenmesini belirten 25 

selenoprotein geni bulunur. Selenoprotein mRNA’sında UGA kodonu ile 

karşılaşıldığında, selenosisteinin translasyonel yerleştirilmesi Sec-tRNA[Ser]Sec ile 

yapılır. Bu tRNA diğer selüler tRNA ların yanında onu olağandışı yapan birkaç 

özelliğe sahiptir. Bu tRNA selenosistein taşımaz bunun yerine yapısında serin içerir. 

Enzimatik yolaklarla ATP ile yapısındaki serinin hidroksil grubuna, hidrojen selenit 

dönorlüğünde selenosistein protein yapısına dahil olur (95). Selenoprotein sentezinin 

yanı sıra UGA kodonu aynı zamanda stop kodonu olarak işlev görmektedir. 

Organizmada selenoprotein biyosentezi için bulunan selenoprotein mRNA’sında ise 

UGA stop kodonu olarak işlev görmemektedir. Organizmada selenoprotein 

biyosentezi için bulunan selenoprotein mRNA’sında ise, mRNA’nın translasyone 

olamayan bölgelerinde SECIS (Selenosistein yerleştiren sekans)’in bulunması 

UGA’nın protein yapısına selenosistein yerleştirmesini sağlamaktadır (96). 

 Sayısal sekans analizleri sonucunda insanın tüm genomunda selenoproteinleri 

şifreleyen 25 genin varlığı belirlenmiştir. Selenyum biyolojik etkisini birçok 

selenoprotein aracılığıyla göstermektedir. Selenoproteinlerin çoğu redoks 

regülasyonunda görev alır (89, 97). 

 Tanımlanılan ilk selenoprotein memeli glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) 

enzimidir (98). Günümüzde selenoproteinlerin birçok fizyolojik yollara dahil oldukları 

bilinse de yeni tanımlanan selenoproteinlerin birçoğunun işlevleri iyi karakterize 

edilememiştir (99).  

 Glutatyon Peroksidaz 

 Glutatyon peroksidaz, peroksitleri redükler ve hücreye zarar vermesini 

engeller. Vitamin E, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ile birbirine bağımlı 

olarak çalışan bir enzimdir. Bu antioksidan moleküller/enzimler serbest radikallerin 
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oluşumunu engeller ve dokularda meydana gelebilecek oksidatif hasarı azaltır (100). 

Sitozolik glutatyon peroksidaz (GPx1), gastrointestinal glutatyon peroksidaz (GPx2), 

plazma glutatyon peroksidaz (GPx3), fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz 

(GPx4), olfaktöryal glutatyon peroksidaz (GPx6) GPx familyasının insanda bulunan 

selenoproteinleridir (99). 

Tiyoredoksin Redüktaz 

 Tiyoredoksin redüktazlar (TrxR), redoks proteini olan tiyoredoksin (Trx) ve 

bunun yanı sıra endojen ve ekzojen bileşiklerin NADPH bağımlı redüksiyonunu 

katalizler. TrxR’ler aynı zamanda oksidan hasarına karşı koruyucu, hücre büyüme ve 

transformasyonunda, askorbatın redükte forma dönüşümünde rol oynarlar.  

Memelilerde sitozolik tiyoredoksin redüktaz (TrxR1), mitokondriyal tiyoredoksin 

redüktaz (TrxR2), tiyoredoksin-glutaredoksin redüktaz (TrxR3) olmak üzere 3 tip 

TrxR mevcuttur (97, 101). 

İyodotironin Deiyodinaz 

 İyodotironin deiyodinazlar (Dİ), tiroid hormon aktivasyonunda ve 

deaktivasyonunda önemli bir enzim ailesidir. Çok az aktif olan tiroksinin (T4) tiroid 

hormon reseptörlerinin (TR) ana ligandı olan triiyodotironin (T3)’e dönüşümü 

deiyodinazlar tarafıdan katalizlenir (102). T4’ün T3’e periferal dönüşümü, üretilen 

T3’ün %80’ine karşılık gelmektedir. Bu önemli adım tip 1 ve tip 2 Dİ’ler tarafından 

T4’ün dış halkanın 5’ konumunun deiyodinasyonu ile gerçekleştirilerek 

katalizlenirken; tip 3 Dİ,  T4 ve T3’ün iç halkasının 5 konumunun deiyodinasyonunu 

ile tiroid hormonunun çalışmasını inaktive eder (103). 

 Bu enzimlerin mevcudiyeti tiroid hormonunun etkisinin başlatılmasına veya 

durdurulmasına olanak sağlar. Ayrıca T4’ün kanda dolaşan seviyesi sabit olmasına 

rağmen dokuya özgü ve kronolojik şekilde aktif tiroid hormonu T3’ün intraselüler 

konsantrasyonunun şaşırtıcı bir şekilde akut olarak değişimini sağlamaktadır (104). 

Selenoprotein P 

 Selenoprotein P (SelP) plazmadaki total selenyumun yaklaşık %50’sini 

oluşturan, plazmaya sekrete olan ve eksprese edilen bir selenoproteindir (99). SelP 
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glikoprotein yapıda olup, 10 Selenosistein kalıntısı içermektedir. (105). Mevcut 

deliller SelP’nin özellikle beyin ve testis gibi periferal dokulara selenyum 

transportunda ve dokuların selenyum bakımından sınırlı koşullar altında işlevlerinin 

korunmasında önemli bir rol oynadığını ortaya koymaktadır (99). Selenyum 

transportunun yanı sıra oksidan hasarına karşı savunmada hizmet ettiği de ortaya 

konmuştur (105, 106). 

 Selenyum alımı azaldığında, SelP sentezinin GPx sentezinden daha önce 

azaldığı gösterilmiştir. SelP, plazma veya selüler GPx aktivitesi kadar hassas 

olduğundan,  insanlarda selenyum seviyesinin biyolojik belirteci olarak SelP’nin daha 

önem arz ettiği belirtilmektedir (100, 107) .  

 Selenyumun yetişkinler için günlük diyetle önerilen miktarı 55 µg’dır (108). 

Selenyum formuna bağlı olarak değişebilen bu değer, GPx’ın aktivitesinin maksimum 

olduğu, organizmaya yeterli geleceği değer olarak görülmüştür. Ancak, 2005 yılında 

Xia Y ve ark. (2005) tarafından yapılan bir çalışmada bu miktarda SelP’nin 

ekspresyonun maksimum olması için daha yüksek miktarda plazma selenyum 

seviyelerine ihtiyaç olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmanın sonucuna göre selenyum için 

öngörülen RDA (Önerilen günlük alım düzeyi) değerinin daha yüksek olarak 

değiştirilmesi gerektiği ve bu konuda revizyon gerekliliği ortaya konmuştur (109). 

2.2.4. Selenyum ve Tiroid  

 Normal insan tiroid bezinde selenyum içeriğinin yüksek olması nedeniyle 

selenoproteinlerin çoğunun tirositlerde ve tiroid bezinde ekspresyonunun 

gerçekleşmesi şaşırtıcı değildir (110). Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler 

ve onların işlevleri Tablo 2.3.’te özetlenmiştir. 

Tablo 2.3. Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler ve onların işlevleri. 

Selenoprotein İşlevleri 

Glutatyon Peroksidaz GPx izozimleri, redükleyici kosubstrat olarak glutatyonu kullanarak peroksitlerin 

degredasyonunu katalizlerler (111). 

Sitozolik GPx Oksidatif hasar ve hasarın sonuçlarına karşı hücreyi korur (112). 

Ekstraselüler GPx Ekstraselüler ve intraselüler H2O2’nin detoksifikasyonunda ve tiroid 

hormonlarının sentezinin regülasyonunda görev alır (113, 114). 



19 
 

Tablo 2.3. (Devam) Tiroid bezinde eksprese edilen selenoproteinler ve onların 

işlevleri. 

Fosfolipit GPx Fosfolipit hidroperoksitleri redükleyerek membran lipitlerini korur, hücre sağ 

kalımı kontrolünde ve apoptoz düzenleyici olarak görev alır (115). 

İyodotironin deiyodinaz Aktif tiroid hormonu T3 ve inaktif tiroid hormonu reverse T3 oluşumunu katalizler 

(116). 

Tip 1 Dİ  Tiroid bezinde aktif T3 oluşumunu katalizler ve sistemik T3 oluşumunu sağlar 

(86, 117). 

Tip 2 Dİ T4’ün T3’e dönüşümünü katalizler ve lokal T3 oluşumunu sağlar. (118). 

Tiyoredoksin redüktaz Tirositleri peroksit hasarına karşı korunmasını sağlar ve tirositlerde yüksek oranda 

eksprese edilir (119).  

TrxR1 Transkripsiyonel faktörlerin aktivitelerinde, hücre proliferasyonunun ve 

apoptozun kontrolünde görev alır (86). Hücresel seviyede başlıca 

antioksidanlardandır (112). 

TrxR2 Hücre proliferasyonunun regüle eder (112). 

Selenoprotein 15 Endoplazmik retikulumda bulunur ve protein katlanmalarında şaperon işlevi gören 

selenoproteindir (92, 120) . 

 Yukarıda da özetlendiği üzere, birçok selenoenzim (glutatyon peroksidazlar ve 

tiyoredoksin redüktazlar) tirositleri oksidatif hasara karşı, güçlü antioksidan 

özellikleriyle korumaktadırlar (121). Ancak, tiroid bezinde, iyot ve selenyum 

yetersizliğinde H2O2 seviyeleri artabilmekte ve antioksidan savunmalar yetersiz 

kalabilmektedir. Bunun sonucu olarak da doku harabiyeti, hipotroidizm, nodül 

transformasyonu, guatr ve hatta malign transformasyonlar gerçekleşebilmektedir (111, 

122). Düşük ve yüksek iyot alımına bağlı olarak tirositlerde oksidatif yük artış 

gösterebilmektedir (123). Selenyum, çinko, bakır, iyot, vitamin C, vitamin E gibi 

mikrobesin ögeleri tiroid bezinin antioksidan savunmasında önem arz etmektedirler 

(92). Özetle Se eksikliği tiroid hormonu sentezinin azalmasına, tirositlerin oksidatif 

hasara açık olmasına ve tiroid homeostazisinin bozulmasına neden olabilmektedir 

(116). 

2.3. Tiroid 

 Tiroid anatomik olarak vücutta trakeanın anteriorunda, larinksin inferiorunda 

yer alan kelebek şeklinde bir endokrin organdır. İstmus olarak adlandırılan medyal 

bölge, kanat şeklindeki sol ve sağ loblarla çevrilidir. Tiroid loblarının her biri 

içerisinde, başlıca arka yüzeylerinde paratiroid bezleri gömülü haldedir. Tiroid bezinin 

dokusu çoğunlukla tiroid foliküllerinden oluşmaktadır. Foliküller, kolloid adı verilen 
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proteince zengin yoğun bir sıvı ile doldurulmuş merkezi bir boşluktan oluşan 

ekstraselüler reaksiyon odacıklarıdır. Epitelyal foliküler hücreler tarafından çevrili 

kolloid, tiroid hormonu üretiminin merkezidir. Kolloid içerisinde yüksek 

konsantrasyonda reaktif oksijen bulunur ve hormon üretimi için gerekli olan iyodun 

organifikasyonu için bu ortam gereklilik arz eder (111, 124). Tiroid hormon 

biyosentezi ekstraselüler alanda gerçekleşmektedir. Tiroid hormon sentezi 4 aşamada 

özetlenebilir; 

1. İnorganik iyot, tiroid foliküler hücrelerine kandan yüksek verimle, aktif 

sodyum iyodür pompası ile alınarak konsantre edilir. Hücre içerisinde 

konsantre edilen iyodür foliküler hücrelerin membranında bulunan apikal 

yüzeyindeki tiroid peroksidaz enzimi ile serbest iyota okside edilir. Daha sonra 

kolloid içindeki tiroglobulin molekülünün bir parçası olan tirozin kalıntılarının 

karbon 3 pozisyonununa iyot katımı ilk ürün monoiyodotirozin (MIT) 

meydana gelir. MIT’ın karbon 5 pozisyonuna yeniden iyot katımı ile 

diiyodotirozin (DIT) sentezlenir. 

2. İki DIT molekülü daha sonra, dış halkayı oluşturan molekülden alanin yan 

zincirinin çıkarılmasıyla T4 oluşturmak için oksidatif kondenzasyona uğrar. 

MIT ve DIT’ın eter bağı ile kondenzasyon sonucu aynı zamanda T3 ve rT3 

sentezlenir. rT3’ün önemli biyolojik aktivitesi yoktur ve çok az miktarda <%1 

sentez edilir. T4 ve T3 ise aktif hormonlardır ve yaklaşık sırasıyla günde 80 µg 

ve 4 µg kana sekrete edilirler.  

3. İyodun organifikasyonu ve kondenzasyon reaksiyonları sırasında, tirozil 

kalıntıları tirositlerin apikal yüzeyinde tiroglobulin moleküllerine kovalent 

olarak bağlı kalır. Tiroglobulinler sürekli olarak foliküler tirositlerden 

veziküller halinde salgılanan glikoproteinlerdir. Tiroid hormonları, salgılanana 

kadar kolloid içerisinde bu halde depolanmış halde kalır.  

4. Tiroid stimüle edici hormon (tirotropin veya TSH)’un etkisiyle kolloid 

içerisinde bulunan tiroglobulin-hormon kompleksi foliküler hücreler içerisine 

endositoz ile absorbe edilir. Proteazlar aracılı hidroliz gerçekleştikten sonra 
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serbest T3 ve T4 hormonları foliküler hücrelerin bazolateral yüzeylerinden 

yerel kapillerler aracılığıyla basit difüzyon ile kan dolaşımına verilir.  

 T3 ve T4’ün plazmada 1:40 oranında ve yaklaşık %99’u plazma proteinlerine 

bağlı haldedir. Tiroid hormonlarını bağlayan plazma proteinleri; albümin, transtiretin 

ve tiroksin bağlayıcı globulindir. T3’ün plazma proteinlerine T4’den daha az 

bağlanması ve tiroid hormon reseptörlerine (TR) daha etkin bağlanmasından dolayı T3 

hem daha hızlı etki gösterir hem de T4’e kıyasla yaklaşık 3 ila 5 kat daha potenttir. 

 Deiyodinazlar, karaciğer, böbrek gibi perifer dokularda T4’ün T3’e 

dönüşümünün sürdürülmesinden sorumludurlar. Deiyodinasyon ile sadece tiroid 

hormonlarının katabolizması sağlanmaz aynı zamanda lokal T3 oluşumunu sağlar.  

 Tiroid hormonlarının salımının kontrolünde hipofizden salınan TSH rol oynar. 

TSH, foliküler hücrelerdeki bazolateral membran reseptörlerini uyararak; tiroid 

hormon sentezini ve hücrenin iyot alımının artmasını sağlar.   

 Tiroid hormonları vücutta yaygın etki gösterirler.  Tiroid hormonları, vücudun 

hemen hemen tüm dokularında bazal metabolizma hızını (BMR) (oksijen tüketiminin 

bir ölçüsü) arttırır. Kalorijenezde (ısı üretimi) yer alan spesifik proteinlerin sentezini 

uyarırlar ve ayrıca protein, karbonhidrat ve yağ metabolizmasını etkilerler.  

 Tiroid hormonları, beyin, testisler, ön hipofiz ve dalak dışındaki tüm dokularda 

oksijen tüketimini artırarak vücutta ısı artışına neden olur. Bu durum özellikle soğuk 

bir ortamda termoregülasyon sürecinde önem arz eder. Glikojenoliz, glukoneojenez ve 

kas, karaciğer ve yağ hücrelerinde glukozun utilizasyonunu artırarak direkt veya 

katekolaminlere dokuların hassasiyletlerini artırarak indirekt yoldan karbonhidrat 

metabolizmasını artırırlar. Yağ metabolizmasını da lipolizi ve yağ asiti oksidasyonunu 

artırarak hızlandırırlar. Proteinlerin yeniden sentezleri ve yıkımını artırarak protein 

metabolizmasını artırıcı yönde etkiye sahiplerdir. Santral sinir sisteminin gelişiminde, 

kemik büyümesi ve olgunlaşmasında esansiyel rolü vardır. Fizyolojik miktarlarda 

tiroid hormonu ayrıca sinir sistemi, kardiyovasküler ve gastrointestinal sistem 

fonksiyonlarının düzgün çalışmasında ve ayrıca diş, cilt ve saç foliküllerinin düzenli 

gelişimi için de gereklidir (125-127). 
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2.4. Oksidatif Stres 

2.4.1. Serbest Radikaller 

 Serbest radikaller dış orbitallerinde eşleşmemiş elektrona sahip moleküllerdir 

ve paramanyetik özelliğe sahiplerdir. Moleküler orbitallerini tamamlamak için 

kolaylıkla elektron alabilir ve verebilirler. Aşırı derece reaktif özelliğe sahiplerdir ve 

stabil değildirler. Bu bileşikler kolaylıkla radikal olmayan bileşiklerle reaksiyon 

vererek başka radikallerin oluşmasına neden olurlar. Yeni oluşan radikal de başka bir 

molekülle etkileşebilir ve böylece devam eden bir zincir reaksiyon gerçekleşmesine 

neden olur (128, 129). 

 Organizmada az veya orta seviyelerde reaktif azot bileşikleri (RNS) ve reaktif 

oksijen bileşikleri (ROS) insan sağlığı için önemli roller oynayabilmektedir. Örneğin, 

nötrofiller ve makrofajlar gibi fagositik hücrelerin aktive olmuş hallerinde yoğun bir 

şekilde ROS oluşumu gerçekleşir. Bu hücrelerin sahip olduğu oksidazlar sayesinde de 

çevresel patojenlere karşı hidrojen peroksit, hipokloröz asit, süperoksit anyonu gibi 

radikaller üretimini gerçekleştirir ve depolarlar. Herhangi bir patojen organizmaya 

girdiğinde patojeni oksidatif patlamaya uğratmak için bunları salgılarlar (130, 131). 

Ayrıca, tiroid bezinde tiroid hormon sentezi için hidrojen peroksit kullanılmaktadır 

(132). Bir reaktif azot türü olan NO’nun organizmada nörotransmitter, ikincil haberci 

ve inflamatuvar belirteci olarak işlevleri vardır. Kan akışının regülasyonu, kan basıncı 

ayarlanması, platelet agregasyonunun inhibisyonu gibi önemli fizyolojik rolleri 

mevcuttur (133). Organizmadaki bu önemli görevlerinin yanısıra,  daha yüksek 

konsantrasyonlarda, serbest radikaller; proteinler, lipitler, nükleik asitler gibi önemli 

biyomolekülleri olumsuz yönde etkileyebilmektedir (134). 

2.4.2. Reaktif Oksijen ve Azot Bileşikleri 

 Reaktif oksijen bileşikleri (ROS) aerobik organizmalarda normal metabolizma 

sırasında yan ürün olarak oluşmaktadır. ROS geniş bir terimdir ve hem oksijen 

radikallerini hem de radikal olmayan oksijen bileşiklerini içermektedir. Reaktif azot 

bileşikleri (RNS) de radikal nitrik oksit (NO•), nitrik dioksiti (NO2
•) ve radikal 

olmayan nitröz asit (HNO2) gibi bileşikleri içeren benzer ortak bir terimdir (Tablo 
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2.4.). Reaktif azot bileşikleri yoğun olarak oksijen içerdiklerinden dolayı tanım olarak 

ROS kapsamında sınıflandırılabilmektedir (135-137). 

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

Radikal olanlar Radikal olmayanlar Radikal olanlar Radikal olmayanlar 

Süperoksit, O2
-• Hidrojen Peroksit, H2O2 Nitrik Oksit, NO• Nitröz asit, HNO2 

Hidroperoksil, HO2
• Singlet Oksijen, 1O2 Nitrik Dioksit, NO2

• Nitrözonyum katyonu, NO+ 

Hidroksil, OH• Ozon, O3 Nitrat radikali, NO3
• Nitroksil anyonu, NO- 

Peroksil, ROO• Hipokloröz asit, HOCl  Peroksinitrit, ONOO- 

Alkoksil, RO• Peroksinitrit, ONOO-  Diazot tetraoksit, N2O4 

Dinitrojen trioksit, N2O3 

R; alkil grubunu temsil etmektedir.  

 Reaktif oksijen bileşikleri, endojen veya ekzojen kaynaklardan üretilebilir. 

Endojen ROS oluşumu; mitokondri, peroksizomlar ve oksijen tüketiminin yüksek 

olduğu endoplazmik retikulum gibi farklı hücresel organlarda meydana gelmektedir 

(134).  

 Birçok ksenobiyotik organizmaya girdiğinde biyotransformasyona 

uğramaktadır. Bu süreçte meydana gelen oksidasyon reaksiyonlarında ROS oluşumu 

gözlenebilir. Mikrozomal sitokrom P450’ye bağımlı monooksijenaz enzim sisteminin, 

karaciğer hücresindeki ROS’un başlıca üreticilerinden biri olduğu ortaya konmuştur 

(138). Ekzojen kaynaklı ROS oluşumuna bir örnek olarak; bir herbisit olan paraquatın 

alveolar epitel hücrelerde NADPH’dan elektron alması sonucu radikal anyonu 

meydana gelmesi ve aerobik koşullarda oluşan bu radikalin oksijene elektron transferi 

sonucu süperoksit anyonu meydana getirmesi ile görülen akciğer toksisitesi 

gösterilebilir (139).  

 Serbest radikal üretimi (ROS / RNS) ile antioksidan savunma arasında bir 

dengesizlik durumunda serbest radikaller daha yüksek konsantrasyonlarda olduğunda 

organizmada oksidatif stres meydana gelmektedir (134). Oksidatif stres terimi ilk defa 

1985’te Helmut Sies tarafından “ Prooksidan- antioksidan dengesinin prooksidanların 

lehine kayması sonucu dengenin bozulması ” olarak tanımlanmış olsa da daha sonra 

2007’de güncellenerek “ Moleküler hasara ve/ veya redoks sinyalinin ve kontrolünün 
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bozulmasına neden olan oksidanların lehine gelişen, oksidan ve antioksidan 

dengesinin bozulması” olarak tanımlanmıştır (140).  

 Reaktif oksijen bileşikleri için bu kararlı durum seviyesinin kontrolü sadece 

üretimleriyle değil aynı zamanda detoksifikasyon sistemleri ile de sağlanır. Canlı 

organizmalar, ROS'u ortadan kaldırmak veya olumsuz etkilerini en aza indirmek için 

çalışan çok düzeyli ve karmaşık antioksidan sisteme sahiptir. Gıda veya takviye 

ürünlerin bileşenleri olan bazıları küçük molekül ağırlıklı antioksidanlar olarak bilinir 

ve C vitamini (askorbik asit), E vitamini (α-tokoferol), antosiyanidinler, polifenoller 

bunlara örnek olarak verilebilir. Glutatyon ise bunun dışındadır ve canlı organizmalar 

tarafından sentezlenerek, ROS ile doğrudan etkileşerek veya ROS’u detoksifiye eden 

enzimlere kofaktör olarak hizmet ederek antioksidan işlev görür. Yüksek molekül 

ağırlıklı antioksidanlar veya primer antioksidanlar olarak ise SOD, CAT ve GPx örnek 

olarak verilebilir (141, 142). 

 Oksidatif stres hücrelerde redoks duyarlı prosesleri etkileyebilmektedir. Birçok 

genin transkripsiyonunu, protein kinazların aktivasyonu, intraselüler Ca2+ 

konsantrasyonu artışı gibi süreçleri tetikleyebilmektedir. Ancak ROS tarafından 

oluşan şiddetli saldırı daha geniş ve onarılamaz hücre hasarına yol açabilir ve sonuçta 

nekroz veya apoptoz yoluyla hücre ölümü meydana gelebilir. ROS hücrede çoklu 

doymamış yağ asit zincirlerine saldırarak lipit peroksidasyonu oluşumuna, proteinlerin 

prolin, lizin, arjinin, treonin aminoasitlerinin yan zincirlerinde oksidasyona neden 

olarak protein karbonillerin meydana gelmesine ve DNA oksidasyonuna neden olarak 

mutasyon ve aberasyonların oluşmasına neden olabilmektedir (143, 144). Hücre içi 

ROS oluşumu ve ROS’un temizlenmesi Şekil 2.4.’te gösterilmiştir. 

2.4.3. Lipit Peroksidasyonu 

 Hücre içinde ROS’un lipitleri hedef aldığı bilinmektedir. Membran lipitleri 

hedef olduğunda lipit peroksidasyonu gerçekleşir. Membranlarda bulunan çoklu 

doymamış yağ asitlerinden bir hidrojen çekilmesi sonucunda karbon merkezli lipit 

radikali meydana gelir, ortamdaki oksijenin katılımı ile de lipit peroksil radikalleri 

oluşumu gerçekleşir. Bu reaksiyon zinciri lipit yıkım ürünleri oluşana kadar sürer. 

Lipit alkolleri, aldehitleri ve malondialdehit gibi küçük fragmentler meydana gelir. 
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Lipit radikalleri başka lipitleri ve biyomolekülleri etkiler. Membran yapı bütünlüğü ve 

fonksiyonunun bozulması plazma ve organel membran permabilitesini artırarak 

hücresel homeostazın bozulmasına neden olabilir. Organellerin ve hücre dış 

membranının bozulması sonucu hücresel homeostazis bozulur. Her ne kadar lipid 

peroksidasyonu, bazı bileşikler için hücresel hasarın önemli bir parçası olsa da, tüm 

toksik tepkilerin altında yatan genel bir mekanizma değildir. Lipit peroksidasyonu 

sonucu, malondialdehit (MDA), 4- hidroksinonenal, propanal, hekzanal gibi birçok 

aldehit meydana gelir. MDA, 4- hidroksi nonenal başta olmak üzere birçok lipit 

peroksidasyonu ürünlerinin toksik bileşikler olduğu bilinmektedir. MDA, 

tiyobarbitürik asitle kolay reaksiyon vermesi açısından dolayı çokça kullanılan, 

oksidatif stresin belirlenmesi için popüler ve güvenilir bir belirteçlerden biridir. 

 

Şekil 2.4. Hücre içi ROS oluşumu ve ROS’un temizlenmesi. (143, 145-147) 

 En önemli antioksidanlardan biri olan vitamin E, lipitte çözünür ve hidrofobik 

bir kuyruğa sahip olduğundan, lipit zarlarının içinde birikme eğilimindedir. Burada 

elektron donörü işlevi görerek radikal zincir tepkimesinin yayılmasını durdurabilir, 

çünkü lipit peroksil radikalleri ile yaklaşık dört kat daha hızlı tepki reaksiyona girerek 

komşu yağ asidi yan zincirlerine reaksiyonun yayılmasını engeller (139, 148-150).   
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2.4.4. Glutatyon 

 Glutatyon (GSH; γ-L-glutamil-L-sisteinilglisin), tripeptit yapısında memeli 

hücrelerinde 12 mM’ye kadar konsantrasyonlarda bulunan hücresel tiyoldür (Şekil 

2.5.). Antioksidan olarak önemli fonksiyonlara sahiptir, ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonu için bir reaksiyon ortağıdır, izomerizasyon reaksiyonlarında bir 

kofaktördür ve sisteinin bir depolama ve taşınma şeklidir. Ek olarak, glutatyon hücre 

çoğalması için esastır ve proteinlerin sülfhidril gruplarının redükte formda kalmasını 

sağlayarak hücrenin redoks potansiyelini korur (151).  

 

Şekil 2.5. Glutatyon. 

 Glutatyon tiyol/ disülfit redoks potansiyelinin korunmasında hücresel tiyol 

olarak redoks tamponu işlevi gören bileşiktir. Birtakım temel özelliklere sahiptir: 

1. Antioksidan akvititesinden sorumlu sülfhidril grubu içermektedir.  

2. Glutamat ve sistein birbirine γ-karboksil grubu ile bağlandığı için proteazlara 

karşı direnç gösterir.  

3. Birçok dokuda yüksek konsantrasyonlarda (milimolar düzeyde) bulunur (143, 

152). 

 Glutatyon peroksidaz, hücrede temel antioksidan olan tiyol türevli GSH 

oksidasyonu ile hücrede H2O2’nin suya detoksifikasyonunun gerçekleştirilmesini 

sağlar (153). Glutatyon transferaz, kosubstrat olarak GSH’ı kullanarak elektrofilik 

ajanların detoksifikasyonlarını gerçekleştiren önemli bir enzimdir. Bu sayede daha az 

toksik ve çözünürlüğü yüksek bileşik elde edilir (154). GSH hücrelerde üretilen, küçük 

molekül ağırlıklı en önemli antioksidan olmakla birlikte, diyetle alınan ve önem arz 

eden vitamin C ve vitamin E gibi küçük antioksidanlar da vardır; onlarla birlikte 

çalışarak antioksidan işlev görür. Okside vitamin C’nin redükte hale gelmesini 
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sağlayan bileşiklerden biri de GSH’dır; bu sayede hücrede redükte halde vitamin C ve 

E seviyelerinin korunmasını sağlar (155). GSH organizmada peroksitlerin 

redüksiyonunun yanı sıra disülfitler için ana indirgeyici ajandır ve majör tiyol 

modifiye edici olarak işlev görür. GSH ve GSSG’nin bu rollerine enzimatik olmayan 

veya glutaredoksinler (Grx) aracılık eder. Proteinlerin disülfit yapılarının redüksiyonu 

endoplazmik retikulumda GSH aracılı gerçekleşir. Bunların yanı sıra GSH’ın hücre 

içinde önemli antioksidan olmasını sağlayan bir diğer husus da elektrofilik ajanlarla 

reaksiyon vererek toksisitelerini azaltması ve daha çözünür hale getirerek 

uzaklaştırılmasını sağlamasıdır (156). Hücrede ROS/ RNS eliminasyonuna yardımcı 

olarak DNA, lipitlerin ve protein gibi biyomoleküllerin oksidasyona karşı korunmasını 

sağlar (157, 158). GSH, ligantlar arasında ve membrandan metal iyonu taşınmasında 

ayrıca yapısındaki sistein ile metal homeostazında önemli rol oynamaktadır (157). 

Hücresel GSH seviyesi ve apoptotik sinyal oluşumu arasında bir ilişki olduğu 

gösterilmiş ve hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolakta plazma membran 

taşıyıcıların aktivasyonu ile GSH kaybı birbiri ile ilişkilendirilmiştir. Hücre içi GSH 

kaybı, farklı apoptotik uyaranlara cevap olarak hücre ölümünün ilerlemesinde 

meydana gelmektedir. Ayrıca, mitojenle aktive olan protein kinazın (MAPK) oksidatif 

stresi indükleyen farklı uyaranlarla aktivasyonunun hücresel apoptozu tetiklediği 

bilinmektedir. GSH’nin MAPK ile ilişkili apoptotik yolakların redoks 

mekanizmalarına katılımı tam olarak anlaşılamamıştır, bununla birlikte GSH, hücre içi 

redoks homeostazının kilit bir belirleyicisi ve majör bir antioksidan olduğundan 

dolayı, hücresel GSH’nin bir MAPK yolu modülatörü olduğu düşünülebilir (159-161).  

 GSSG’nin GSH’a çevrilmesi hücrede NADPH bağımlı olarak GR ve TrxR 

sistemi tarafından yapılır. GSH / GSSG çifti, subselüler yapılardan organizma 

seviyesine kadar uygun redoks koşullarını koruyan GSH sisteminin redoks 

tamponudur görüşü bulunmakla birlikte, biyolojik sistemlerde GSH / GSSG dengesi 

bulunmamaktadır ve GSH kullanımından sonra hızla rejenerasyonu gerçekleşmektedir   

(156, 162).  

 GSH eksikliği veya GSH / glutatyon disülfit oranındaki bir azalma, oksidatif 

strese duyarlılığın artmasıyla kendini gösterir ve ortaya çıkan hasarın kanser, 

parkinson hastalığı ve alzheimer hastalığı gibi birçok hastalığın patojenezinde rol 



28 
 

oynadığı düşünülmektedir. Etanol, sigara, bazı ilaçlar (siklofosfamit, parasetamol 

gibi), stres, yaşlanma süreci gibi faktörler organizmada GSH seviyelerinde azalmaya 

neden olabilmektedir (163). 

 Özetle GSH, organizmayı oksidatif hasara karşı korumak üzere çalışan 

enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sisteminin önemli bir bileşenidir. 

2.5. Apoptoz 

 Apoptoz, belirgin morfolojik özelliklere sahip enerji bağımlı olarak 

gerçekleşen biyokimyasal bir mekanizmadır. Apoptoz normal gelişme ve yaşlanma 

sırasında ve organizmadaki dokularda hücre popülasyonlarının sayılarını korumak için 

meydana gelir. Ayrıca, savunma mekanizmasında örneğin, immün reaksiyonlarda 

veya hücrelerin hastalık yapıcı, zararlı ajanlara maruziyetinde de meydana gelir. 

Apoptoz, doku gelişimi ve homeostazı için önemli, evrimsel olarak korunmuş bir 

fizyolojik hücre ölümü şeklidir. Belirgin özellikleri; nükleer yoğunlaşma, hücre 

büzülmesi ve kabarcık oluşumu (blebing) ve etkilenen dokunun inflamatuar 

tepkilerinin olmaması gibi belirgin morfolojik değişikliklerdir (164, 165). 

 Apoptozda hücrenin yuvarlaklaşması, psödopodların büzülüp geri çekilmesi, 

hücresel hacmin küçülmesi (piknozis), kromatin kondenzasyonu, nükleer 

fragmentasyon (karyoreksis) meydana gelir. Sitoplazmik organellerde çok az veya hiç 

hasar yoktur. Hücre yüzeyinde blebing meydana gelir ve sürecin sonuna kadar 

membran bütün halindedir ve sonuç olarak meydana gelen apoptotik cisimler yerleşik 

fagositler tarafından ortadan kaldırılırlar. Nekrozda ise kromatin yoğunlaşması 

olmadan, hücre şişmesi ve plazma zarı yırtılması ve organel yapı kaybı meydana gelir. 

Hücresel içeriğin ve proinflamatuar moleküllerin salınımına neden olan ölen hücre 

çevresinde bir iltihaplanmanın indüklenmesiyle karakterize edilir (Tablo 2.5.) (166-

168). 
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Tablo 2.5. Apoptoz ve nekroz arasındaki morfolojik ve fonsiyonel farklılıklar. (169) 

Apoptoz Nekroz 

Aktif bir süreçtir. Pasif bir süreçtir. 

Hücre küçülür, nükleer kondenzasyon meydana 

gelir. 

Hücre şişer. 

Membran sağlamdır. Membran yırtılır. 

İnflamasyon yoktur. İnflamasyon meydana gelir. 

Evrimsel süreçte korunmuş bir yolaktır. Toksik maddeye özel biyokimyasal mekanizma 

mevcuttur. 

 Memeli hücrelerinde ekstrinsik veya ölüm reseptörü aracılı ve mitokondriyal 

apoptotik yolaklar olmak üzere iki ana apoptoz yolağı mevcuttur. Ekstrinsik yolakta 

hücre yüzeyindeki ölüm reseptörleri tarafından tetiklenen bir dizi reaksiyon sonucu 

apoptoz meydana gelirken, intrinsik yolakta mitokondri ve hücre içi ölüm sinyallerinin 

tetiklenmesi sonucu meydana gelir. Apoptoz, kaspaz adı verilen bir proteaz familyası 

aracılı olarak gerçekleştirilir. Sistein proteazların bir üyesi olan kaspazlar, apoptoza 

neden olan sinyal kaskadında önemli rol oynarlar. Apoptotik sinyale maruziyet sonucu 

sürekli hücrede bulunan kaspazların zimojen formları proteolitik olarak yıkılır ve aktif 

hale gelir. Başlatıcı kaspazlar (kaspaz 8 ve 9 gibi) özel adaptör veya iskele proteinleri 

üzerinde dimerleşmeleriyle aktivasyonları tetiklenir. Uygulayıcı kaspazlar olan kaspaz 

3, 6 ve 7 selüler substratlarına saldırabilmeleri için zimojen formları başlatıcı kaspazlar 

tarafından proteolitik olarak yıkılarak aktif hale getirilirler (170-172).  

 Ekstrinsik yolak TNF süperfamilyası ligandları tarafından tetiklenir. TNF-α ve 

onun prototiplerinden olan FasL, ölüm reseptörü Fas 1, 2, 3, 4’e bağlanır ve hücre 

içinde adaptör protein FADD, intraselüler domain eşleşir ve ölüm başlatıcı sinyal 

kompleksi (ÖBSK) meydana gelir. ÖBSK tarafından kaspaz 8’in aktivasyonu 

gerçekleşir. Kaspaz-8 ekstrinsik yolakla meydana gelen hücre ölümünde esastır ve 

aktif kaspaz 8 ayrıca bir Bcl-2 familyası üyesi olan Bid’in de parçalanmasını 

sağlayabilir. Bid’in yıkılması sonucu oluşan t-Bid mitokondriden sitokrom c 

salınımını artırıcı özelliğe sahiptir. Bu nedenle kaspaz 8 mitokondriyal yolağın da 

aktivasyonunu sağlayabilmektedir (173-175).  

 İntrinsik yolakta mitokondri anahtar rol oynamaktadır. Apoptotik uyarı altında 

mitokondriyal membran geçirgenliği değişir ve sitokrom c başta olmak üzere 
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apoptotik faktörlerin sitozole salınımı gerçekleşir. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive 

edici faktör-1 (Apaf-1)’e bağlanarak Apaf-1 dATP hidrolizi ile beraber heptamerik 

kuarternar yapıya kavuşur. Apoptozom adı verilen bu kompleks prokaspaz 9’un aktive 

olmasını sağlar. Kaspaz 9 intrinsik yolağın başlatıcısıdır. Kaspaz 9’un da kaspaz 3’ü 

ve kaspaz 7’yi aktive etmesiyle apoptozun uygulanması gerçekleşir. Sitotoksik ilaçlar, 

stres sinyali, DNA hasarı gibi etkenler intrinsik yolağı tetikleyebilmektedir (176-178). 

 Hücrede apoptozun kontrolünde bcl-2 ve onun familyasına ait proteinler olan 

Bcl-xL, Bcl-w, A1, and Mcl-1 hücrenin yaşamının devam etmesini sağlayarak anti-

apoptotik olarak işlev görürler. BH3 proteinleri (örn. bid), bax, bak gibi hücresel 

proteinler de apoptotik yolağın başlamasında apoptotik proteinlerin salımını 

sağlayarak görev alırlar (170).  

 Apoptotik yolaklardaki disregülasyonun; kanser, nörodejeneratif hastalıklar 

(Parkinson, Alzheimer gibi), kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve otoimmün 

hastalıkların patojenezinde rol alabildiği gösterilmiştir (171, 179). 

 Aşırı oksidatif stres, nekroz veya apoptozla hücreyi öldürebilmektedir. Hücre 

içi kaspaz aktivasyonun son safhasından önce, hücrenin redoks durumunun aşırı 

oksidan çevrenin meydana gelmesi ve N-asetil sisteinin apoptozu engellemesi bu 

kanıyı desteklemektedir. Aynı şekilde GSH’ın hücreleri oksidatif hasardan 

korumasının yanı sıra anti-apoptotik etkisi mevcuttur. Deneysel çalışmalar, azalmış 

GSH seviyeleri ile proliferasyonun inhibisyonu ve apoptozun stimülasyonu arasında 

ilişki olduğunu ortaya koymaktadır (180, 181).  

 Artan kanıtlar oksidatif stres ve apoptozun yakından bağlantılı fizyolojik 

olaylar olduğunu ve bazı kronik hastalıkların patofizyolojisinde yer aldığını 

göstermektedir (180). 

 Apoptozun belirlenmesinde yöntem olarak; morfolojik görüntüleme 

yöntemleri (Işık, floresan, faz kontrast, elektron mikroskoplarıyla), 

immünohistokimyasal (TUNEL, anneksin V, kaspaz 3, M30) yöntemler, biyokimyasal 

yöntemler (akım sitometrisi, agaroz jel elektroforezi, Western blotting), immünolojik 
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(ELISA, florometrik) yöntemler ve moleküler biyoloji yöntemleri kullanılmaktadır 

(182). 

2.6. Bisfenol A ve Tiroid Homeostazına İlişkin Çalışmalar 

 Bisfenol A’nın tiroid homeostazisi üzerinde olumsuz etkisine ilişkin literatürde 

az sayıda çalışma olduğu görülmüştür. Çalışmalarda BPA’nın tiroid üzerine 

istenmeyen etkileri çeşitli mekanizmalar üzerinden değerlendirilmiştir. Çalışmalar üç 

ayrı ana başlık altında yer verilerek özetlenmiştir.  

2.6.1. In vitro çalışmalar 

 Wu ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalışmada, BPA, triklosan, 

triklokarban ve 2,2’,4,4’-tetrabromodifenil eter’in sıçan foliküler tiroid FRTL-5 

hücrelerinde hücrenin iyot alımı, tiroid hormon sentezi ile ilişkili genlerin (Scl5a5, 

Tpo, Tg, Pax8, Foxe1, Nkx2-1) ekspresyonları ve mikrozomal TPO aktivitesi üzerine 

etkileri değerlendirilmiştir. MTT canlılık testinde 0,03 – 300 µM konsantrasyon 

aralığında 24 ve 48 saat BPA maruziyeti gerçekleştirilmiştir. BPA’nın 30 µM altındaki 

dozlarda anlamlı olarak canlılığı azaltmadığı gözlenmiş ve IC30 konsantrasyonu olarak 

100 µM belirlenmiştir. Sodyum iyodür eştaşınımı (NIS) üzerine olan etkisi ise 1, 24 

ve 48 saatlik üç zaman diliminde incelenmiştir ve her üç inkübasyon süresinde de 10 

µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre içine iyot alınımını azalttığı gözlemlenmiştir 

(p<0,05). Kinetik çalışmalar ile de iyot alımının non-kompetetif inhibisyon ile 

engellendiği gösterilmiştir. Tiroid hormon sentezi ile ilişkili 3 genin (Scl5a5, Tpo, Tg) 

ekspresyonlarındaki değişimler RT-PCR ile değerlendirilmiştir ve 6, 24, 48 saat BPA 

maruziyeti sonucunda sadece 100 µM BPA konsantrasyonunda Scl5a5 ve Tpo gen 

ekspresyonlarının anlamlı ölçüde azaldığı, Tg gen ekspresyonunun ise doza bağlı 

olarak arttığı gözlenmiştir (p<0,05). 6 saatlik maruziyette ise bu değişimler 

gözlenmemiştir. Scl5a5, Tpo, Tg’in transkripsiyonel ekspresyonunun regülasyonunda 

görevli olan Pax8, Foxe1, Nkx2-1 transkrisyon faktörlerinin ise gen ekspresyonlarında 

sadece 100 µM BPA konsantrasyonunda Foxe1 ve Pax8’in transkripsiyonunda 

anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). Sıçan foliküler tiroid mikrozomlarındaki TPO 

aktivitesi üzerine BPA’nın etkisi olmadığı gösterilmiştir. Sonuç olarak araştırmacılar, 

BPA’nın yüksek konsantrasyonlarda tiroid hücrelerine iyot alımını bozması ve tiroid 

hormon sentezi ile ilişkili gen ekspresyonlarında değişime neden olmasına rağmen, 
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insanlardaki kan seviyelerinin nM düzeylerde olması nedeniyle bu mekanizmaların 

başlıca tiroid bozucu mekanizma olamayacağını ileri sürmüşlerdir (183).  

 Porreca ve ark. (2016) tarafından FRTL-5 sıçan foliküler tiroid hücresinde 

yapılmış başka bir çalışmada ise düşük doz BPA (10-9 M)’nın toksikogenomik 

sonuçları incelenmiştir. Öncelikle BPA’nın 1 ve 3 günlük maruziyeti sonucunda 

sırasıyla 4 (p<0,01)ve 1.5 kat (p<0,05) ROS artışına neden olduğu belirlenmiş, ancak 

uzun dönem olan 7 günlük BPA maruziyetinde ise kontrole kıyasla ROS artışı anlamlı 

bulunmamıştır. TUNEL deneyi sonuçlarında ise 24, 48, 72, 96, 120 saatlik düşük doz 

BPA maruziyetinin apoptotik hücre oranlarında kontrole kıyasla fark oluşturmadığı 

bildirilmiştir. Aynı şekilde UV-C uygulaması da yapılmış sadece 24 saatlik UV-C 

maruziyeti sonucu apoptotik hücre oranı anlamlı olarak artış göstermiştir (p<0,05). 

UV-C ile beraberinde BPA uygulanması sonucunda ise 120 saate kadar apoptotik 

hücre oranında anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). Farklı zamanlarda Comet yöntemi 

ile kuyruk yoğunluğu ölçümleri yapılmış; 6, 48, 96 saatlik düşük doz BPA uygulaması 

sonucunda hasarlı DNA içeriği açısından kontrolle fark gözlenmemiştir. Ancak 6, 48, 

96 saatlik UV-C uygulaması sonucu sadece 6 saatlik UV-C uygulaması yapılan grupta 

anlamlı olarak kuyruk yoğunluğu artışı gözlenmiştir (p<0,01). Aynı zamanlarda düşük 

doz BPA’ya maruz kalmış ve UV-C radyasyona maruz bırakılmış hücrelerde ise 

kontrole kıyasla önemli ölçüde hasarlı DNA içeriği bulunduğu ortaya konmuştur. 

Bunlara ek olarak yapılan p21 mRNA seviyeleri ölçümünde 24, 48, 72, 96, 120 saatlik 

inkübasyonlarda UV-C radyasyonunun p21 mRNA seviyelerinde yavaş, sabit artışı 

(p<0,001) ve azalarak kontrol seviyelerine dönüşü gözlemlenmiştir. Ancak, düşük doz 

BPA’ya maruz kalmış ve UV-C radyasyona maruz bırakılmış hücrelerde ise p21 artışı 

kontrole kıyasla gözlemlenmemiştir. Bu bilgiler ışığında BPA'ya maruz kalan 

hücrelerin, UV-C maruziyetinden sonra DNA hasarını etkin bir şekilde tamir 

edemedikleri; BPA'ya uzun süre maruz kalmanın doğrudan bir genotoksik aktivite 

göstermediği ancak DNA onarımında yer alan mekanizmalar üzerine etki ederek 

genotoksik etkiyi tetikleyen diğer bileşiğin etkisini arttırdığı düşünülmüştür. Bununla 

birlikte, DNA hasar cevabı ve nükleotid eksizyon tamirini de kapsayan COP9 

sinyalozomu içerisindeki Cops4, Cops6, Cops5, Cops8, Ddb1 ve Atf4, Ddit3 ve Tp53 

genlerin mRNA seviyeleri qRT-PCR ile 7, 14, 21 ve 28 gün BPA maruziyeti sonunda 

ölçülmüştür. Çalışılan bütün genlerde 7 gün ve daha sonrasında, düşük doz BPA 
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maruziyeti sonucunda inhibisyon gözlenmiştir (p<0,05). Bu sonuç ile 7 günden daha 

uzun süre düşük doz BPA maruziyetinin DNA onarımı üzerinde transkripsiyonu 

stabilize edebileceği sonucuna varmışlardır. Bu çalışma ile BPA’nın çevresel dozuna 

maruz kalmanın tirosit transkriptomunu zamana bağlı bir şekilde önemli ölçüde 

bozabildiği gösterilmiştir (184).  

 Zheng ve ark. (2017) tarafından B-CPAP insan foliküler tiroid karsinoma 

hücresinin kullanıldığı bir diğer çalışmada,  BPA ile indüklenen proliferasyonun 

üzerine Icarrin’in koruyucu etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Hücre sayım kiti-8, 

WST-8 kullanılarak hücre canlılığı, hücre akım sitometrisi apoptotik hücre oranları, 

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi aktivite tayin kiti kullanılarak tayin edilmiştir. 

Anti-apoptotik bir protein olan bcl-2 ve hücre içi DNA çift zincir hasar onarım proteini 

olan γ-H2AX ekspresyonu ise Western blot yöntemiyle ölçülmüştür. 48 saat 3x10-7 M 

BPA maruziyeti sonucu hücrenin proliferasyon artışı kontrole kıyasla anlamlı düzeyde 

farklı bulunmuştur (p<0,05). BPA ve kontrol grubunun absorbansları ise sırasıyla 

1,089±0.053 ve 0,935±0.010’dur. 72 saat boyunca düşük doz BPA maruziyeti sonucu 

B-CPAP hücrelerinin proliferasyonu, 48 saate benzer bir eğilim göstermiştir. Ancak 

24 saat maruziyet sonucunda kontrol ile düşük doz BPA’ya maruz kalan grup arasında 

anlamlı fark gözlenmemiştir. SOD aktivitesi ölçümü sonucunda düşük doz BPA’ya 

maruz kalan grupta kontrole kıyasla enzim aktivitesi anlamlı olarak daha düşük 

gözlenmiştir (p<0,01). Bcl-2 ve γ-H2AX ekspresyonu düşük doz BPA’ya maruz kalan 

grupta kontrole kıyasla anlamlı artış göstermiştir (p<0,01). Bu çalışma; düşük doz 

BPA maruziyetinin B-CPAP foliküler tiroid karsinoma hücrelerinin proliferasyonunu 

artırabildiğini ve apoptozu inhibe ettiğini ortaya koymuştur (185).  

 Silva ve ark. (2018) tarafından yapılan BPA maruziyetinin hem in vivo hem de 

in vitro olarak tirositlerde hidrojen peroksit üretimi üzerindeki etkisi ile tiroid hormon 

sentezi üzerindeki etkisinin değerlendirildiği bir çalışmada; PCCL3 sıçan foliküler 

tiroid hücresi ve dişi Wistar sıçanları kullanılmıştır. Çalışmanın in vitro kısmında 

hücreler 10-9, 10-7, 10-5, 10-3 M BPA’ya 24 saat maruz bırakılmıştır. Hücre canlılığı 

MTT yöntemiyle test edilmiştir. 10-9 M düşük doz BPA uygulanan hücrelerde kontrole 

kıyasla hücre canlılığının azalmadığı, 10-7 M diğer düşük doz uygulanan hücrelerde 

hücre canlılığının anlamlı ölçüde arttığı (p<0,05), 10-3 M yüksek doz BPA’ya maruz 
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kalan hücrelerde ise hücre canlılığının anlamlı ölçüde azaldığı ve bu dozun toksik 

konsantrasyon olduğu belirlenmiştir (p<0,001). BPA’nın hücre canlılığını artırabilme 

veya hücre ölümünü azaltabilme potansiyeline sahip olabileceği belirtilmiştir. 

Çalışmada en düşük doz olan 10-9 M BPA’nın hücre canlılığını etkilemediği ve insan 

serumunda bulunan BPA konsantrasyonu aralığında olduğu için deneylerde kullanılan 

doz olarak seçildiği ifade edilmiştir. Sodyum iyodür eştaşınımını sağlayan Nis mRNA 

seviyeleri qRT-PCR ile ölçülmüş ve 10-9 M BPA’ya maruz kalan hücrelerde kontrole 

kıyasla anlamlı olarak Nis mRNA seviyelerinde azalma görülmüştür (p<0,05). 

Kalsiyum bağımlı oksidazlar olan ve tiroid hormon sentezi için gerekli hidrojen 

peroksit üretimini sağlayan enzimler olan dual oksidaz 1 ve 2’nin (DUOX1 ve 

DUOX2) ve enzimlerin tam aktivite göstermesi için gerekli olgunlaşma faktörleri olan 

DUOXA1 ve DUOXA2’nin sırasıyla Duox1, Duox2, Duoxa1 ve Duoxa2 mRNA 

seviyeleri qRT-PCR ile ölçülmüştür. Sadece kontrole kıyasla Duox2 mRNA 

seviyelerinde anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). Ekstraselüler hidrojen peroksit 

üretimi, peroksit/peroksidaz deney kiti ile çalışılmış ve kalsiyum bağımlı hücre dışı 

hidrojen peroksit üretimi düşük doz BPA’ya maruz kalan hücrelerde kontrole kıyasla 

belirgin şekilde artmıştır (p<0,05). Hidrojen peroksit bir reaktif oksijen bileşiği 

olduğundan dolayı tiroid hücrelerine zarar verebilme potansiyeli olduğu için bu kısma 

dikkat çekilmiştir. Düşük doz BPA maruziyetinin Tpo ve Nis mRNA seviyeleri etkisi 

üzerinde oksidatif stresin rolünü ortaya koymak için hücrelere N-asetil sistein (NAC) 

uygulanmıştır. BPA maruziyeti ile azalan Nis ve Tpo mRNA seviyelerinde azalma 

gösterilmiştir (p<0,05), Ancak BPA ile beraberinde NAC uygulaması sonucunda Tpo 

ve Nis mRNA seviyelerinde BPA ile meydana gelen azalmanın önlenebildiği 

gösterilmiştir. Sonuç olarak; BPA’nın Nis ve Tpo ekspresyonu üzerindeki inhibe edici 

etkisinin oksidatif stresin artması ile ilişkilendirilebileceği rapor edilmiştir. 

Çalışmadaki in vivo kısmında ise erişkin dişi Wistar sıçanlar, BPA için belirlenen 

NOAEL değer olan 50 mg/ kg vücut ağırlığı/ gün değerinden daha düşük 40 mg/ kg 

vücut ağırlığı/ gün dozunda 15 günlük BPA’ya maruz bırakılmıştır. Çalışma için 

sıçanlarda histopatolojik analizler, tiroid iyot alımı, TPO aktivitesi, serum T3 ve T4 

seviyeleri, tiroid dokusunda hidrojen peroksit üretimi değerlendirilmiştir. Çalışma 

sonucunda tiroid ağırlıklarının BPA maruziyeti sonucunda değişmediği, ancak 

histolojik analizler sonucunda BPA’ya maruz kalan grupta birçok hipoaktif foliküller 
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olduğu gözlenmiştir. Radyoaktif iyot alımı ve TPO aktivitesinin değerlendirilmesi 

sonucunda ise BPA maruziyetinin kontrole kıyasla tiroidin iyodür alımını anlamlı 

derecede düşürdüğü (p<0,01), aynı zamanda TPO aktivitesinde de anlamlı derecede 

düşüşe neden olduğu gösterilmiştir (p<0,001). Hidrojen peroksit üretimi artışı da 

değerlendirilmiş ve BPA maruziyeti sonucunda kalsiyum bağımlı hidrojen peroksit 

üretiminin kontrole kıyasla anlamlı derecede arttığı gösterilmiştir (p<0,05). 

Araştırmacılar, tiroid bezinde TPO aktivitesi azaldığı için meydana gelen hidrojen 

peroksit artışının oksidatif strese neden olabileceği şeklinde bu sonucu 

yorumlamışlardır. Ayrıca serum T3, T4 ve sıçanların hipofiz dokusundaki β-Tsh 

mRNA seviyelerinin ölçümleri yapılmıştır. İlginç şekilde BPA’ya maruz kalan 

sıçanların serumlarında T4 seviyelerinde anlamlı artış görülürken (p<0,05), T3 

seviyelerinde ise anlamlı fark bulunmamıştır. Artan serum T4'e uyumlu olarak, 

BPA’ya maruz kalan sıçanların hipofizinde β-Tsh mRNA seviyelerinde önemli bir 

azalma bulunmuştur (p<0,05). Araştırmacılar çalışmanın sonucunda tirositlerin 

endokrin bozucu kimyasal olan BPA’ya maruz kalmasının hem in vivo hem de in vitro 

olarak ROS üretimini artırabildiğini göstermiştir. Ayrıca BPA’nın, tiroid hormon 

sentezi için iki önemli adım olan tirositlere iyot alımını ve iyodun organifikasyonunu 

sağlayan TPO aktivitesini azalttığı gösterilmiştir. Bu etkilerin ise oksidatif stresin 

tirositlerde artması ile ilişkilendirilebileceğini anti- oksidan NAC’ın Tpo ve Nis 

mRNA seviyelerindeki düşüşe karşı meydana getirdiği koruyucu etkiden dolayı 

olduğu belirtilmiştir. BPA’ya maruz kalmanın tirositlerde ROS üretiminde artmaya 

neden olacağı ve tirositlerde redoks dengesinin bozulması sonucunda oksidatif hasara 

yol açabileceği; buna bağlı olarak BPA maruziyetinin tiroid hastalıkları açısından 

predispozan bir faktör olabileceği vurgulanmıştır (186).  

 Gentilcore ve ark. (2013) tarafından yapılan başka bir çalışmada BPA’nın 

foliküler tiroid hücresi üzerinde etkisi incelenmiştir. Çalışmada model organizma 

olarak in vitro FRTL-5 sıçan foliküler tiroid hücresi kullanılmıştır. Tiroid spesifik 

genler ve transkripsiyon faktörleri üzerinde BPA’nın etkisi araştırılmıştır.   10-9 – 10-4 

M konsantrasyon aralığında 24 ve 72 saatlik BPA maruziyetinin FRTL-5 hücrelerinin 

canlılığını kontrole kıyasla etkilemediğini bulunmuş ve bu konsantrasyon aralığında 

BPA’nın non-toksik olduğunu belirtmişlerdir. 10-9 – 10-4 M BPA konsantrasyon 

aralığında tiroid hormon sentezi ile ilişkili genler olan TSHr, Nis, Tpo ve Tg 
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ekspresyonlarına 24 ve 72 saat maruziyet sonucunda bu genlerin ekspresyonlarına 

BPA’nın etkisi incelenmiş ve Tpo eskpresyonlarında görülen inhibisyon hariç diğer 

genlerin ekspresyonlarında anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). Yine aynı şekilde 

tiroid transkripsiyon faktörleri olan Pax8, Nkx2-1, Foxe1 mRNA seviyelerinde 

meydana gelen değişim incelenmiş ve 24 saatlik 10-9 – 10-4 M BPA maruziyeti 

sonucunda genlerin ekspresyonlarında artış gözlenmiştir (p<0,05). Ancak ilginç 

şekilde 24 saatlik maruziyette U biçiminde doz cevap eğrisi görülmüştür. 72 saatlik 

maruziyette ise sadece Pax8 ve Foxe1’in ekspresyonlarında artış gözlenmiştir 

(p<0,05). Sonuç olarak araştırmacılar tiroid foliküler hücre gen ekspresyonunu, 

özellikle tiroid hormonları sentezinde yer alan enzimleri kodlayan genleri etkilediği 

sonucuna varmışlardır. Bu etkinin ise başlıca gen ekspresyonlarını düzenleyici görev 

gören transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonlarındaki artıştan kaynaklanabileceğini 

belirtmişlerdir (187).  

2.6.2. In vivo çalışmalar 

  Zoeller ve ark. (2005) tarafından yapılan bir çalışmada gebelik ve laktasyon 

döneminde Sprague- Dawley sıçanlarında 0, 1, 10, and 50 mg/kg BPA vücut ağırlığı/ 

gün dozlarında gebelik ve laktasyon döneminde dişi sıçanlara uygulanmıştır. Dişi 

sıçanlardan elde edilen yavrulardan 4, 8, 15 ve 35. günlerde disseksiyon ile beyin ve 

kan örnekleri alınmıştır. Kandaki T4 seviyeleri ölçüldüğünde sadece 15. gündeki erkek 

ve dişi yavrularda uygulanan tüm dozlarda serum T4 seviyelerinin kontrole kıyasla 

anlamlı ölçüde arttığı (p>0,01) ancak, 15. gün disseksiyonuna uğrayan erkek 

yavrularda serum TSH seviyeleri açısından gruplar arasında farklılık olmadığı 

bildirilmiştir. 15. günün sıçan beyin gelişimi açısından önemli olmasından dolayı dişi 

ve erkek yavrularda korteks ve hipokampusta RC3/neurogranin ekspresyonlarına 

bakılmıştır. Uygulanan tüm dozlarda hipokampusta RC3/neurogranin ekspresyonu 

kontrollere kıyasla BPA’ya maruz kalan tüm hayvanlarda anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuştur (p<0,01). Sonuç olarak BPA’nın TRβ antagonisti olduğu ve çok daha az 

etkin bir şekilde TRα antagonisti olduğu sonucuna varmışlardır. Hipofizde bulunan 

TRβ aracılı inhibisyon ile hipofizin feed-back mekanizmasını engelleyerek daha çok 

T4 seviyelerinde artışa neden olduğu belirtilmiş; hipokampusta artan T4’e cevaben 

RC3/ neuroganin ekspresyonlarında TRα aracılı olarak BPA daha az etkin antagonist 
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olduğu için artış görüldüğü şeklinde açıklanmıştır. Özetle, bu çalışma ile BPA’nın 

östrojenik etkisinden bağımsız olarak selektif tiroid hormon antagonisti olduğu 

gösterilmiştir (21).  

 Zhang ve ark. (2017) tarafından yapılan bir diğer çalışmada, BPA’nın tiroid 

karsinojenezi üzerine etkisi incelenmiştir. Bu amaçla model organizma olarak F344 

dişi Fischer sıçanları kullanılmıştır. Sıçanlara tek doz 2800 mg/kg N-bis-(2-

hidroksipropil)nitrozamin (DHPN) verilen ve verilmeyen iki başlıca grup olarak 

ayrılmış ve 1000 µg/kg Potasyum iyodür (KI) diyetinde ayrıca 250 ve 1000 µg/kg BPA 

uygulanmıştır. Kontrol grupları ile birlikte 12 grup oluşturulmuştur. 64 hafta BPA 

maruziyeti gerçekleştirilmiş ve DHPN + KI + düşük doz 250 µg/kg BPA uygulanan 

grupta anlamlı en yüksek papiller tiroid tümör insidansı (%50) bulunduğu rapor 

edilmiştir. DHPN + KI + 1000 µg/kg BPA maruziyeti sonucunda ise fokal 

hiperplazinin (%100) yoğun rastlandığı ve bunların da prekanseröz olduğu rapor 

edilmiştir. Sonuç olarak, düşük doz BPA’nın aşırı iyot ve DHPN maruziyeti 

sonucunda tiroid karsinoma duyarlılığını artırabildiği, ancak DHPN uygulanmayan 

gruplarda iyot veya BPA’nın tiroid karsinoma üzerinde bir artışa yol açmadığı 

gösterilmiştir. BPA’nın DHPN ve KI ile tiroid karsinojenezini artırdığı ve toksikolojik 

olarak non-lineer doz yanıt eğrisi görüldüğü ortaya konmuştur (188). 

 Chan ve ark. (2012) tarafından yapılan bir çalışmada BPA, tetrabromobisfenol 

A ve 2,2′,4,4′-tetrabromodifenil eter’in tiroid, hipotalamus hipofiz ve tiroid aksında 

gen ekspresyonları üzerindeki etkilerini incelemek için Danio rerio, zebra balığı larva 

ve embriyoları kullanılmıştır. Öncelikle medyan letal (LC50) ve efektif (EC50) 

konsantrasyonlar belirlenmiş ve subletal konsantrasyonlarda ilgilenilen genlerin 

ekspresyonlarına bakılmıştır. BPA’nın LC50 ve EC50 değerleri sırasıyla 8.04 mg/L ve 

5.25 mg/L olarak tayin edilmiş ve BPA’nın  NIS, TG, TPO, TRα, TRβ, TSHβ, and 

TTR mRNA seviyelerinden sadece larvalardaki TSHβ ekspresyonunu artırdığı 

gösterilmiştir. Araştırmacılar sonucu zebra balığında BPA’nın antitiroid özelliğine 

kıyasla östrojenik özelliklerinin daha baskın olduğu şeklinde yorumlamışlardır (189).  

 Tan ve ark. (2003) tarafından BPA ve nonilfenol’ün subakut toksik etkisinin 

incelendiği bir başka çalışmada, 48 jüvenil erkek Sprague-Dawley sıçanlarına 29-30 

gün 100 mg/kg BPA, nonilfenol ve kombine maruziyet uygulanmıştır. Maruziyet 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/danio-rerio
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sonunda sıçanların dokuları hematoksilin ve eozin ile boyanarak ışık mikroskobunda 

histopatolojik değişimler incelenmiştir. Sadece BPA’ya maruz kalan grupta tiroid 

ağırlığı kontrole kıyasla anlamlı olarak artış göstermiştir (p<0,01). Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında BPA ve nonilfenol’e maruz kalan gruplarının hiçbirinde tiroid ve 

paratiroid kesitinde herhangi bir anormallik veya değişiklik gözlenmemiştir. BPA’nın 

sıçanlarda belirgin testis ve böbrek dejenerasyonuna yol açtığı gözlenmiş, ayrıca ilginç 

şekilde nonilfenol ve BPA’nın kombine uygulanması, toksik etkilerden organizmanın 

daha az etkilenmesine neden olmuştur (190). 

 Heimeier ve ark. (2009) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise T3 bağımlı 

omurgalı gelişimi üzerinde BPA’nın etkisi moleküler ve morfolojik olarak 

incelenmiştir. Çalışmada model organizma olarak premetamorfik Xenopus laevis 

yavruları kullanılmıştır. Hayvanlara; 2 nm T3, 1 ve 10 µM BPA kombinasyonlar 

şeklinde, metamorfoz morfolojisi için uzun dönem 21 gün ve histolojik incelemeler ve 

mRNA ekspresyonlarında meydana gelen değişim için kısa dönem 4 gün maruziyet 

gerçekleştirilmiştir. Kontrole kıyasla ise BPA uygulamasının her iki dozda da 

yavrunun gelişiminde anlamlı değişime yol açmadığı gözlenmiştir. Ancak, T3 ve 

BPA’ya kombine maruz kalan yavrularda sadece T3’e maruz kalan gruba kıyasla 

metamorfozda önemli ölçüde gecikme gözlenmiştir. Ve bu etkinin doza bağlı olduğu 

gösterilmiştir.  Ayrıca BPA’nın T3 varlığında promoter genlerin transkripsiyonel 

aktivasyonunu inhibe ettiği ancak T3 yokluğunda transkripsiyonel etkinin çok az 

olduğu gösterilmiştir (p<0,05). Histolojik incelemelerde de barsaklardaki T3’e 

cevaben gelişen remodeling üzerinde T3 maruziyeti sonucu meydana gelen kas 

dokusunda ve bağ doku tabakalarında artmış kalınlığın, BPA ile beraberinde T3 

maruziyeti sonucunda çok az morfolojik değişme ile inhibe edildiği ortaya konmuştur. 

Sonuç olarak, BPA’nın omurgalı gelişimi üzerinde T3 aracılı olarak ligandın 

transkripsiyonel aktivitesini ve T3 ile indüklenen metamorfozu baskıladığı, Bu 

nedenle de BPA’nın metamorfozu inhibe edici etkisinin T3 aracılı gerçekleştiği ve 

gelişmekte olan yavrular üzerinde BPA’nın majör etkisinin östrojenik yolaklardan 

ziyade T3 yolakları üzerinde gerçekleştiği sonucuna ulaşılmıştır (191). 
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2.6.3. Epidemiyolojik çalışmalar 

 Wang ve ark. (2013) tarafından Çin’de yapılan kesitsel çalışmada 40 yaş ve 

üstü orta yaş ve yaşlı 3394 bireyin idrar BPA, serum tiroid hormonları ve TPO, Tg 

antikorları ölçümü yapılmış ve Çin popülasyonunda idrar BPA düzeyleri ve tiroid 

fonksiyonu arasında herhangi bir ilişkininin olup olmadığı gösterilmeye çalışılmıştır. 

Çalışma sonucunda hem erkek hem de kadınlarda, artan idrar BPA maruziyetine bağlı 

olarak serum serbest T3 seviyesinin aşamalı olarak arttığı ve serum TSH seviyesinin 

aşamalı olarak azaldığı ortaya konmuştur (p<0,01). Serum serbest T4, tiroglobulin ve 

tiroid peroksidaz antikorlarında ise BPA maruziyetine bağlı olarak açık bir ilişki 

bulunamamıştır. Ayrıca çalışmada artmış BPA maruziyetinin artmış tiroid fonksiyonu 

(hipertiroidi veya subklinik hipertiroidi) ile ilişkili olduğu ortaya konmuştur. BPA’nın 

tiroid fonksiyonu üzerine olan etkisinin otoimmüniteden kaynaklanmayabileceğini ve 

doza bağlı olarak TR üzerinde T3 ile stimüle edilen transkripsiyonel aktivitenin 

baskılanmasına neden olabileceği ve bunun da sadece organizma üzerinde BPA’nın 

tiroid hormon yetersizliği veya fazlalığı tablosunu taklit edebileceği, herhangi bir etki 

veya hastalık tablosu oluşturamayacağı belirtilmiştir (192).  

 Brucker-Davis ve ark. (2011) tarafından çevresel kontaminantlara in utero 

maruziyetin kriptorşidik erkeklerin tiroid fonksiyonları üzerine etkisinin incelendiği 

prospektif çalışmada maternal süt ve yenidoğan kordon kanında çeşitli çevresel 

kirletici kimyasalların ölçümleri ile yenidoğanlarda serum TSH ve serbest T3, T4 

ölçümleri yapılmıştır. Çalışmada maternal sütte BPA ölçümü ise yapılmamıştır. 60 

kriptorşidik erkek ile bunlarla eşleştirilen 76 kontrol arasında tiroid fonksiyonları 

açısından herhangi bir fark bulunmamıştır. Bundan dolayı kontrol grubundaki yeni 

doğanların koryon kanları incelendiğinde; yenidoğanların koryon kanlarındaki BPA 

konsantrasyonları ile serum TSH arasında negatif bir ilişki adına için küçük bir eğilim 

bulunmuştur (p = 0.077). Bu çalışma gelişme süresince BPA maruziyetinin tiroid 

fonksiyonlarında azaltıcı eğilim gösterebileceğini ortaya koymaktadır (193). 

 Wang ve ark. (2012) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise Çin’de epoksi 

reçinesi üretimi yapan fabrikaların işçilerinde idrar total BPA konsantrasyonu ve 

işçilerin laboratuvar parametreleri incelenmiştir. Yapılan kesitsel çalışmada BPA’ya 

mesleki maruziyetin sağlık üzerine olumsuz etkileri değerlendirilmiştir. 28 işçiyi 
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kapsayan çalışmada işçilerden idrar ve kan numuneleri toplanmış; idrarda total BPA, 

mikroalbümin, serumda ise glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT), γ- glutamil 

transferaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH), total T3 ve T4, 

serbest T3 ve T4, TSH ve C- reaktif protein düzeylerine bakılmıştır. İşçilerde ortalama 

BPA düzeyi 5,56 – 1934,85 ng/ml  aralığında, ortalama 55,73 ng/ml bulunmuştur. 

Paketleme/kırma birimlerinde çalışan işçilere kıyasla besleme operatörlerinde anlamlı 

ölçüde daha yüksek BPA düzeyleri saptanmıştır (p<0,01).  İşçiler total idrar BPA 

konsantrasyonlarına göre yüzdeliklere kabaca üç eşit gruba ayrıldıktan sonra en 

yüksek idrar total BPA düzeylerine sahip işçilerde, diğer iki gruba göre anlamlı olarak 

yüksek serbest T3 seviyeleri saptanmıştır (p<0,01). Daha sonra yapılan analizlerde 

serum serbest T3 seviyeleri ile logaritmik idrar total BPA konsantrasyonu arasında 

pozitif korelasyon saptanmıştır (p=0,002). Serum TSH seviyelerinde azalma görülse 

de istatistiksel anlamlı bulunmamıştır. Çalışma sonucunda BPA’ya yüksek mesleki 

maruziyetin, insan tiroidi üzerinde olumsuz etkilere neden olabileceğini belirtmişlerdir 

(194).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il) – 2,5 – Difeniltetrazolyum 

bromür (MTT) 

Sigma-Aldrich 

Bisfenol A         Sigma Aldrich 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Duchefa Biochemical 

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Çözeltisi 

(DPBS) 

Biowest 

Etanol JT Baker 

Florometrik Hücre içi Reaktif Oksijen Bileşikleri (ROS) kiti Sigma Aldrich 

Fötal Sığır Serumu (FBS) Biowest 

Glutatyon kiti Cayman Chemical 

Glutatyon Peroksidaz kiti Cayman Chemical 

Kaspaz-3 Deney kiti MyBioSource 

Kaspaz-8 Deney kiti Abcam 

L-Glutamin Çözeltisi  Biowest 

Penisilin- Streptomisin karışımı Biowest 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Çözeltisi                          Biowest 

Selenometiyonin (SM) USP 

Sodyum Selenit (SS)                                                                                            Sigma Aldrich 

Tiyobarbitürik asit- reaktif maddeleri (TBARS) kiti   Cayman Chemical 

Tripsin EDTA çözeltisi Sigma 

TUNEL deney kiti Roche 
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3.2. Kullanılan Araç ve Gereçler 

96 kuyu içeren plak  Grenier Bio-One, 

Nest 

Biyolojik güvenlik kabini Holten Lamin Air 

Model 1,2 

Buzdolabı Arçelik 

Derin dondurucu (-20°C) Arçelik 

Derin dondurucu (-80°C) Revco, Legaci 

Distile su cihazı MES mp Minipure, 

mes08/Termo 

Scientific 

Enjektör filtresi (0,22 Mikron por açıklığı) Merck 

Hassas terazi Mettler Toledo, 

XS105 

Hücre kültür flaskları (25, 75 cm2) Corning, Isolab 

İnkübatör (CO2’li) Heraeus 

Instruments, 

Funvtion Line 

İnvert mikroskop Leica 

Kryo tüp Grenier Bio-One 

Laboratuvar Tipi Kırık Buz Yapma Cihazı Scotsman AF100 

Lamel Isolab 

Neubauer Lamı Marienfeld 

Otoklav Nüve NC40M 

Otomatik Pipet (1-10 µl, 10- 100 µl, 20- 200 µl, 100- 1000 

µl, 1 – 5 ml) 

Eppendorf, Isolab 

Otomatik Pipet uçları (1,10 µl, 10 – 200 µl, 100 – 1000 µl, 1 

– 5 ml) 

Eppendorf, True-

Line 

Santrifüj Cihazı Heraeus, Hettich, 

Rotofix 32A 

Spektrofotometre Molecular Devices, 

SprektraMax M2 
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Steril Santrifüj Tüpleri  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. Çalışmada Kullanılan Hücre Hattı 

 Çalışmada insan tiroid kanseri (B-CPAP) hücre hattı kullanılmıştır. İnsan 

papiller tiroid kanseri hücre hattı Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DMSZ® ACC273)’den satın alınmıştır.  

3.4. Çalışmada Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

3.4.1. Bisfenol A Çözeltisinin Hazırlanması 

 BPA (29 mg) hassas terazide tartılmıştır. 100 µl DMSO’da çözüldükten sonra, 

bu çözeltiden 20 µl alınmış ve 5 ml besi yerinde çözülerek ara stok hazırlanmıştır. Besi 

yeri ile ara stok çözeltisi seyreltilerek hücrelere uygulanacak BPA çözeltisi 

hazırlanmıştır. Nihai olarak elde edilen 10 - 600 µM aralığındaki BPA çözeltileri 

hücrelere uygulanmıştır. BPA çözeltileri %0,1 DMSO’dan daha düşük 

konsantrasyonlarda DMSO içermektedir. Her deney öncesinde taze olarak 

hazırlanmıştır. 

3.4.2. Selenometiyonin ve Sodyum Selenit Çözeltilerinin Hazırlanması 

Sodyum Selenit Çözeltisi: 

            Sodyum selenit (Na2SeO3) (8,6 mg) hassas terazide tartılmışve 5 ml besi 

yerinde çözülerek 10000 µM ana stok çözeltisi hazırlanmıştır. Hazırlanan ana stok 

çözeltisi besi yeri ile seyreltilerek 10, 20, 30, 40, 50 nM sodyum selenit çözeltileri 

uygun doz belirlenmesi amacıyla denenmiştir. GPx aktivite ölçümü yöntemi 

kullanılarak uygun sodyum selenit dozu belirlenmiştir. Her deney öncesi çözelti taze 

olarak hazırlanmıştır.  
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Selenometiyonin Çözeltisi: 

            Selenometiyonin (C5H11NO2Se) (9,8 mg) hassas terazide tartılmış ve 5 ml besi 

yerinde çözülerek 10000 µM ana stok çözeltisi hazırlanmıştır. Hazırlanan ana stok 

çözeltisi besi yeri ile seyreltilerek 2,5; 5; 10; 20; 30; 35 µM selenometiyonin çözeltileri 

uygun doz belirlenmesi amacıyla denenmiştir. GPx aktivite ölçümü yöntemi 

kullanılarak uygun selenometiyonin dozu belirlenmiştir. Her deney öncesi çözelti taze 

olarak hazırlanmıştır. 

3.4.3. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

 Hücrelerin çoğalmasını sağlamak için kullanılan besi yeri karışımı, 500 ml 

RPMI, 56 ml FBS(%10), 5 ml (%1) penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin 

eklenerek hazırlanmıştır. +4 °C’de buzdolabında saklanmıştır.  

3.4.4. B-CPAP Hücrelerinin Lizis İşleminde Kullanılan Çözeltiler 

Lizis Tampon Çözeltisi:  

CelLyticTM MT Memeli dokusu lizis/ekstraksiyon reaktifi kullanılmıştır. 

Proteinler ile minimal girişime neden olan düşük konsantrasyonlarda deterjan, bisin 

ve 150 mM NaCl içerir. +4°C’de buzdolabında muhafaza edilmiştir. 

Proteaz inhibitörü: 

Aprotinin, bestatin, E-64, löpeptin, pepstatin A içerir. Bu proteaz inhibitörleri 

serin, sistein, aspartik proteaz ve aminopeptidazları inhibe eder. -20 °C’de derin 

dondurucuda saklanır. 

Proteaz İnhibitör Kokteyli: 

100 ml Lizis Tamponu çözeltisi içerisine 1 ml Proteaz inhibitörü eklenerek 

hazırlanmıştır. 

3.4.5. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) 

Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanılan Çözeltiler  

Dimetil Sülfoksit: 

            Dimetil sülfoksit (C2H6OS) yoğunluğu 1,1 g/ml olan uçucu bir sıvıdır. Oda 

sıcaklığında amber renkli şişelerde muhafaza edilmiştir. 
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3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) – 2,5 – Difeniltetrazolyum bromür Çözeltisi: 

            0,5 mg/ml konsantrasyonda 3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) – 2,5 – 

Difeniltetrazolyum bromür (MTT) çözeltisi hazırlamak için 15 mg MTT hassas 

terazide tartıldıktan sonra, 30 ml besi yerinde çözülmesi ile hazırlanmıştır. Hazırlanan 

MTT çözeltisi ışıktan korunarak saklanmıştır, 24 saat dayanıklıdır.   

3.4.6. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesi Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 

Deney Tamponu: 

 Kit içerisinde 3 ml deney tamponu (10X) bulunmaktadır. 27 ml su ile 

seyreltilerek nihai çözelti hazırlanmıştır. Nihai çözelti 5 mM EDTA içeren 50 mM 

Tris-HCl (pH 7,6) tamponudur. +4 °C’de buzdolabında saklandığında 6 ay 

dayanıklıdır. 

Örnek Tamponu: 

 Kit içerisinde 2 ml örnek tamponu (10X) bulunmaktadır. 2 ml örnek tamponu 

18 ml su ile seyreltilerek 5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA içeren içeren 50 mM Tris-

HCl, (pH 7,6) nihai örnek tamponu hazırlanmıştır. GPx kontrol çözeltisini ve GPx 

örneklerini seyreltmek için kullanılır. +4 °C’de buzdolabında saklandığında 1 aya 

kadar dayanıklıdır. 

Glutatyon Peroksidaz Kontrolü: 

 Kit içerisinde 50 µl sığır eritrosit GPx’i bulunmaktadır. Enzimin 10 µl’si başka 

bir viale aktarılmış ve 490 µl nihai örnek tamponu ile seyreltilmiştir. Seyreltilmiş 

enzim dakikada ortalama 0,051 absorbans birimi azalmaya neden olur ve 4 saat içinde 

kullanılmalıdır. Enzim -20 °C’de saklanmalıdır.  

Ko – Substrat Karışımı: 

 Kit liyofilize toz halde Glutatyon redüktaz, Glutatyon, NADPH içermektedir. 

Her bir vial 6 ml deiyonize su ile çözülmüştür. Sulandırılarak hazır hale gelen reaktif 

25 °C’de deney süresince bekletilir. +4 °C’de 2 gün dayanıklıdır. 

 



46 
 

Kümen Hidroperoksit: 

 Kit içerisinde 2,5 ml kümen hidroperoksit bulunmaktadır. Kit içerisinde 

verildiği gibi kullanıma hazır bir reaktiftir. -20°C’de saklanmalıdır. 

3.4.7. Protein Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

QuantiPro Tamponu QA: 

Reaktif QA 0,2 M NaOH içerisinde sodyum tartarat, sodyum karbonat ve 

sodyum bikarbonattan oluşan 250 ml’lik bir çözeltidir (pH 11,25). Protein tayin kiti 

içerisinde kullanıma hazır halde bulunmaktadır.  

QuantiPro Bişinkoninik Asit QB: 

Reaktif QB, %4’lük 250 ml (pH 8,5) bişinkoninik asit (BCA) çözeltisidir. 

Protein tayin kiti içerisinde kullanıma hazır halde bulunmaktadır. 

Bakır (II) Sülfat Çözeltisi: 

% 4’lük 12 ml bakır (II) sülfat pentahidrat çözeltisidir. Protein tayin kiti 

içerisinde kullanıma hazır halde bulunmaktadır. 

Protein Stok ve Standart Çözeltileri: 

1 ml’lik ampullerde 0,15 M NaCl içerisinde 1 mg/ml sığır serum albümini 

(BSA), koruyucu olarak da %0,05 oranda sodyum azid içeren çözelti bulunmaktadır. 

Bu çözelti stok protein çözeltisi olarak kullanılmaktadır. Stok protein çözeltisi distile 

su ile seyreltilerek 0 µg/ml (kör), 0,5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml, 30 µg/ml, 

50 µg/ml ve 100 µg/ml konsantrasyonlarda protein standart çözeltileri hazırlanmıştır.  

3.4.8. Reaktif Oksijen Bileşikleri Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

ROS tayin reaktifi: 

 Kit içersinde 1 vial ROS tayin reaktifi bulunmaktadır. Kit içerisindeki bulunan 

DMSO ile seyreltilerek hazırlanmıştır. -20 °C’de 1 ay dayanıklıdır.  

Dimetil Sülfoksit: 

 Kit içerisinde 0,1 ml DMSO bulunmaktadır. Kullanıma hazır haldedir. 
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Deney Tamponu: 

 Kit içerisinde 20 ml deney tamponu bulunmaktadır. Kullanıma hazır haldedir 

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

Master Reaksiyon Karışımı: 

 20 µl ROS tayin reaktifi ve 10 ml deney tamponu içeren karışım çözeltisidir. 

Taze hazırlanmıştır. 2 saat içerisinde kullanılması önerilmektedir. 

3.4.9. Total Glutatyon (GSH) Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

2-(N-Morfolin) Etansülfonik Asit Tamponu (2X): 

2-(N-Morfolin) etansülfonik asit (MES), 0,1 M fosfat, 2mM EDTA (pH 6,0) 

içermektedir. 60 ml MES tamponu (2X), 60 ml deiyonize su ile seyreltilerek 

hazırlanmıştır.    

Okside Glutatyon Stok ve Standart Çözeltileri: 

Kitte MES tamponu içerisinde 2 ml 25 µM okside glutatyon (GSSG) 

bulunmaktadır. Kullanıma hazır haldedir. 0-4 °C’de buzdolabında saklandığında 1 yıl 

dayanıklıdır. GSSG standart çözeltileri;  sırasıyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 µl 

GSSG stok çözeltisinden alınarak, sırasıyla 500, 495, 490, 480, 460, 380, 340 µl 1X 

MES tampon çözeltisi ile seyreltilmesi ile hazırlanmıştır. Sonuç olarak 0 µM, 0,25 

µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM, 6 µM, 8 µM konsantrasyonlarda GSSG standart 

çözeltileri hazırlanmıştır.  

Ko-Faktör Karışımı: 

Kit içerisinde liyofilize toz halinde NADP+ ve glukoz-6-fosfat içermektedir. 

Kullanmadan önce kuru toz 0,5 ml deiyonize suda çözülür. 0-4 °C’de buzdolabında 

saklandığında 2 hafta dayanıklıdır.  

Enzim Karışımı: 

Kit içerisinde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon redüktaz enzimleri 

tampon çözelti içerisinde (0,2 ml) bulunmaktadır. Hazırlanan 1X MES tampon 

çözeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilmiştir. 0-4 °C’de buzdolabında saklandığında 2 

hafta dayanıklıdır. 
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5,5’- ditiyo- bis-2- nitrobenzoik asit Çözeltisi: 

Kit içerisinde liyofilize toz halde 5,5’- ditiyo- bis-(2- nitrobenzoik) asit 

(DTNB, Ellman reaktifi) bulunmaktadır. Kullanmadan önce vial içerisindeki liyofilize 

toz 0,5 ml distile su ile çözülmüştür. Sulandırılmış reaktif çözeltisi 10 dakika içerisinde 

kullanılmalıdır.  

3.4.10. Lipit Peroksidasyonu Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

Tiyobarbitürik Asit Çözeltisi: 

 Kit içerisinde 2 g tiyobarbitürik asit (TBA) bulunmaktadır. Renk reaktifini 

hazırlamak için kullanıma hazır halde bulunmaktadır. 

Asetik Asit Çözeltisi: 

 Kit içerisindeki bir vialde 20 ml konsantre asetik asit bulunmaktadır. 40 ml 

asetik asit 160 ml deniyonize su ile seyreltilir ve renk reaktifi hazırlamak için 

kullanılmıştır. Seyreltilerek hazırlanan nihai asetik asit çözeltisi oda sıcaklığında 3 ay 

dayanıklıdır.  

Sodyum Hidroksit: 

 Kit içerisinde bulunan 20 ml sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisi (10X), 180 ml 

deiyonize su ile seyreltilerek hazırlanan nihai çözelti, renk reaktifi hazırlamak için 

kullanılır. 

Malondialdehit Stok ve Standart Çözeltileri: 

 Kit içerisinde kullanıma hazır halde 500 µM malondialdehit (MDA) stok 

çözeltisi içermektedir. 250 µl MDA stok çözeltisi 750 µl distile su ile seyreltilerek 125 

µM ara stok çözeltisi hazırlanmıştır. Ara stok çözeltisinin seyrelterek 0 µM (kör), 

0,625 µM, 1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM 

konsantrasyonlarında MDA standart çözeltileri hazırlanmıştır. 

Sodyum Dodesil Sülfat Çözeltisi:  

 Kit içerisinde kullanıma hazır halde sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisi 

bulunmaktadır. 
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Renk Reaktifi: 

 Tiyobarbitürik asitin (530 mg), daha önceden hazırlanmış olan seyreltilmiş 

asetik asit çözeltisinde (50 ml) ve seyreltilmiş sodyum hidroksit çözeltisi (50 ml) 

içinde çözülmesi ile hazırlanmıştır. Çözelti 24 saat dayanıklıdır.  

3.4.11. TUNEL Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

Enzim Çözeltisi: 

 Kit içerisinde terminal deoksinükleotidil transferaz buzağı timusundan elde 

edilen çözelti bulunmaktadır. -20 °C’de saklanır. 

Label Çözeltisi: 

 Reaksiyon tamponunda hazırlanmış nükleotit karışımı içeren çözeltidir. -20 

°C’de saklanır. 

TUNEL Reaksiyon Çözeltisi: 

 50 µl enzim çözeltisi ve 450 µl label çözeltisi karıştırılarak kullanıma hazır hale 

getirilmiştir. Deney sırasında taze hazırlanmalıdır ve buz içerisinde tutulmalıdır. 

3.4.12. Kaspaz 3 Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

Yıkama Tamponu: 

 Kit içerisinde 30 ml yıkama tamponu, 750 ml’ye deiyonize su ile seyreltilerek 

hazır hale getilmiştir.  

Standart Çözeltileri: 

 Kit içerisinde 20 ng/ml konsantrasyonda kaspaz 3 antikor çözeltisi 

bulunmaktadır. Standart dilüsyon çözeltileri kullanılarak 0, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 

2.5, 5 ve 10 ng/ml konsantrasyonlarda standart antikor çözeltileri hazırlanmıştır. 

Primer Antikor Dilüsyon Çözeltisi: 

 Kit içerisinde kullanıma hazır halde primer antikor dilüsyon çözeltisi 

bulunmaktadır. +4 °C’de muhafaza edilmektedir.  
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Primer Antikor Çözeltisi: 

 Biotin işaretli antikor yüzde bir oranında primer antikor dilüsyon çözeltisi 

seyreltilerek hazırlanarak kullanılmıştır. 

Sekonder Antikor Dilüsyon Çözeltisi: 

 Kit içerisinde kullanıma hazır halde primer antikor dilüsyon çözeltisi 

bulunmaktadır. +4 °C’de muhafaza edilmektedir. 

Sekonder Antikor Çözeltisi: 

 HRP- Streptavidin konjuge antikor yüzde bir oranında primer antikor dilüsyon 

çözeltisi seyreltilerek hazırlanarak kullanılmıştır. 

TMB Substrat Çözeltisi: 

 Kit içerisinde kullanıma hazır halde TMB substrat çözeltisi bulunmaktadır.    

+4 °C’de muhafaza edilmektedir. 

Durdurma Çözeltisi: 

Kit içerisinde kullanıma hazır halde durdurma çözeltisi bulunmaktadır. +4 °C’de 

muhafaza edilmektedir. 

3.4.13. Kaspaz 8 Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanılan Çözeltiler 

Deney Tamponu: 

 Kit içerisinde 30 ml yıkama tamponu kullanıma hazır halde yer almaktadır. 

Kullanılmadan önce oda sıcaklığında bekletilir. -20 °C’de derin dondurucuda 

muhafaza edilmektedir. 

Kaspaz 8 Substratı (200X): 

 Kullanılmadan önce kaspaz 8 substratının oda sıcaklığında erimesi sağlanır. 

Yapılacak her bir deney sayısı kadar gereken substrat tüplere bölündükten sonra -20 

°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmektedir. Tekrarlı dondur çöz işleminden 

kaçınılmalıdır.  
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Deney Yükleme Solüsyonu: 

 50 µl kaspaz 8 substratı, 10 ml deney tamponunda pipetle iyice karıştırılarak 

hazırlanır.  Deney için daha az miktarda hazırlanması durumunda kaspaz 8 substratı 

1:200 oranında deney tamponu ile seyreltilerek hazırlanmıştır. 

3.4.14. Işık Mikroskobu İncelemelerinde Kullanılan Çözeltiler 

0,1 M Fosfat Tamponu: 

  Hazırlanılan 20 ml Na2HPO4 çözeltisi ile 80 ml NaH2PO4 çözeltisi karıştırılır 

ve 1:1 oranında 100 ml distile su ile seyreltilir. Çözeltinin pH’si 7,42’ye ayarlandıktan 

sonra tampon çözelti olarak fiksasyon sonrasında yıkama işlemleri için kullanılır. 

Çözelti +4 °C’de 4 ay dayanıklıdır. 

Dörtlü Plastik Karışım Çözeltisi: 

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

beher içinde sıra ile karıştırılarak hazırlanmıştır.  

Metilen Mavisi Çözeltisi: 

 1 g metilen mavisi ve 1 g NaBH4 tartıldıktan sonra 100 ml deiyonize suda 

çözülerek %1, a/ h metilen mavisi çözeltisi  hazırlanmıştır. 

Azur II Çözeltisi: 

 1 g Azur II tartıldıktan sonra 100 ml deniyonize suda çözülerek %1, a/ h azur 

II çözeltisi hazırlanmıştır. 

Metilen Mavisi – Azur II çözeltisi: 

 Hazırlanılan metilen mavisi ve azur II çözeltileri 1:1 oranında karıştırılarak 100 

ml çözelti hazırlanmıştır. 

%2,5’lik Glutaraldehit Çözeltisi: 

 Ticari olarak hazır halde temin edilen % 25 glutaraldehit aköz çözeltisi, 1/10 

oranında seyreltilerek 100 ml %2.5’lik glutaraldehit çözeltisi hazırlanmıştır. 
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%2’lik Agar Çözeltisi: 

 12.5 ml distile su içerisine, 0.25 g agar konularak bir erlende hazırlanmıştır. 

Erlen su banyosunda iyice ısıtılmıştır. Agar, şeffaf olarak su içerisinde dağılıncaya 

kadar kaynar suda tutulmuş ve ardından etüve konulmuştur.  

3.5. Yöntemler 

3.5.1. In vitro Hücre Kültürü  

Çalışmada insan papiller tiroid kanseri hücre hattı (B-CPAP) kullanılmıştır 

(Şekil 3.5.). Hücreler; %1 Penisilin – Streptomisin, 2 mM L- Glutamin ve % 10 FBS 

içeren RPMI 1640 besiyerinde, 75 ve 25 cm2 kültür flasklarında, 37 °C’de % 100 nemli 

%5 CO2’li ortam koşullarında kültür edilmiştir. Hücrelerin uygun aralıklarla besi yeri 

değişimi yapılmış ve hücreler kültür flasklarında yeterli yoğunluğa gelince 

pasajlanarak çoğaltımları sağlanmıştır.   

 

Şekil 3.1. B-CPAP hücrelerinin mikroskop altındaki görüntüsü. 

3.5.2. Çalışma Grupları 

1. Kontrol grubu:  Bir uygulama yapılmamış hücre hatları  

2. BPA grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu BPA için bulunan IC30 dozu 

olan 302 µM BPA uygulanan hücre hatları 

3. Selenometiyonin grubu: 30 µM Selenometiyonin (SM) uygulanan hücre 

hatları 
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4. Sodyum selenit grubu: 20 nM Sodyum selenit (SS) uygulanan hücre 

hatları 

5. BPA + SM grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu bulunan IC30 dozu BPA 

ve 30 µM selenometiyonin uygulanan hücre hatları 

6. BPA + SS grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu bulunan 302 µM BPA ve 

20 nM SS uygulanan hücre hatları 

3.5.3. Hücrelerin Çözülmesi ve Dondurulması  

Hücrelerin Çözülmesi: 

1. Derin dondurucuda (-80 °C) kryo tüp içerisinde bulunan hücreler çıkarılmıştır 

ve buzun üzerine alınmıştır. 

2. Su banyosunda (37 °C) kryo tüp ısıtılarak hücrelerin çözülmesi sağlanmıştır. 

3. Kryo tüp içerisinde bulunan hücre süspansiyonu steril 15 ml’lik bir santrifüj 

tüpüne alınmıştır. 

4. Tüp içerisine osmotik şoktan kaçınmak için yavaşça taze besi yeri ilavesi 

yapılmıştır. 

5. Hücreleri DMSO’lu ortamdan uzaklaştırmak için 1000 devir/dakika, 5 dakika 

süre ile santrifüj edilmiştir.  

6. Santrifüj sonrasında DMSO içeren süpernatant pipetle çekilerek atılır ve 

pellete taze besi yeri ilave edilmiştir. 

7. Pellet içerisindeki hücreler taze besi yeri içerisinde pipetaj yapılarak süspande 

edilmiş ve yeni kültür flaskına transfer edilmiştir. 

8. İnvert mikroskopta hücreler kontrol edilmiştir.. 

9. Kültür flaskları içerisindeki hücreler 37 °C’de % 100 nemli %5 CO2’li etüvde 

inkübe edilmiştir. 
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Hücrelerin Dondurulması: 

1. Mikroskop altında hücrelerin kültür flaskı içerisinde yeterli yoğunluğa 

geldikleri görüldüğünde daha sonraki testler için kullanılmak üzere 

dondurulup, donmuş hücreler -80 °C’de derin dondurucuda saklanmıştır. 

2. Dondurma işlemi öncesinde gerekli olan dondurma çözeltisi, %70 RPMI, %20 

FBS ve %10 DMSO oranlarında 1 ml çözelti hazırlanmıştır. 

3. Kültür flaskları inkübatörden alınır ve besi yeri bir pipet yardımıyla çekilmiştir. 

4. D-PBS ile yıkama yapılırarak kültür flaskı içerisinde kalan besi yerleri 

uzaklaştırılmıştır. 

5. Kültür flaskı içerisine 3 ml Tripsin-EDTA çözeltisi ilave edilir ve hücreler 3-5 

dakika inkübatörde tutulmuştur. 

6. Hücrelerin tutundukları yerden kalktıkları mikroskopta gözlendikten sonra 

kültür flaskı üzerine 5 ml besi yeri ilave edilmiştir. 

7. Süspande hale gelen hücreler ve besi yeri ortamı steril santrifüj tüpüne 

aktarılırması ardından 1200 devirde 5 dakika santrifüj edilmiştir. 

8. Santrifüj işlemi sonrası süpernatant kısmı atılmıştır. 

9. Daha sonra pellet 1 ml daha önce hazırlanan dondurma çözeltisi içerisinde 

yavaşça pipetaj yapılarak dağıtılmıştır. 

10. Hazırlanan hücre süspansiyonu, etiketinde hücre bilgilerini içeren bir kryo tüp 

içerisine alınmıştır. 

11. Kryo tüp 24 saat +4 °C’de bekletilmiştir. 

12. 24 saatin sonunda kryo tüp saklamak için -80 °C’ye konulmuştur. 

3.5.4. Hücrelerin Pasajlanması 

1. Kültür flaskı içerisinde hücrelerin durumu her gün gözlenmiştir. 
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2. Hücrelerin kültür flaskı içerisinde yeterli yoğunluğa ulaşmaları halinde 

hücreler bölünebilecek duruma gelmişlerdir. 

3. Kültür flaskı içerisindeki besi yeri pipet yardımıyla çekilmiştir. 

4. Flaska tutunmuş haldeki hücreler 3 ml D-PBS ile 2 defa yıkanmıştır.  

5. Yıkama işleminden sonra hücrelerin kalkmasını sağlamak için flaska 3 ml 

Tripsin-EDTA karışımı ilave edilerek 3-5 dakika inkübatörde tutulmuştur. 

6. Hücrelerin tutunduğu yerden kalktığı ışık mikroskobunda görüldükten sonra 5 

ml besi yeri flaska eklenmiştir. 

7. Süspande halde olan hücreler ve besi yeri ortamı steril santrifüj tüpüne 

aktarılmıştır, ardından 1200 devirde 5 dakika santrifüj edilmiştir.   

8. Santrifüj işlemi sonrası süpernatant kısmı atılmıştır. Daha sonra pellet yeterli 

miktarda besi yerinde homojen dağılacak şekilde süspande edilmiştir. 

9. Besi yeri içerisindeki hücreler kültür flasklarına ekilmiştir. 

10. Daha sonra kültür flaskları üzerine hücre tipi, tarih, pasaj sayısı, kullanılan besi 

yeri gibi bilgileri yazıldıktan sonra inkübasyon için 37 °C’de % 100 nemli %5 

CO2’li etüv içerisine konulmuştur. 

3.5.5. Hücre Sayımı İşlemi 

 Canlı hücrelerin Tripan Mavisi ile sayılması işlemidir. Negatif yüklü Tripan 

mavisi canlı hücrelerin içine giremezken, ölü hücreler boya ile boyanmaktadır. 

Hücrelerin boyaya gerekenden daha uzun süre maruziyet etmemesine dikkat edilerek 

de olası yanlış hücre sayımı gibi hatalardan kaçınılmıştır.   

Hücre Sayımı İşlemi Basamakları: 

1. Kültür flaskına tutunmuş hücreler ışık mikroskobu altında hücre yoğunluğu 

yönünden incelenmiş ve daha sonra besi yeri ortamı uzaklaştırılmıştır. 

2. Flaska tutunmuş haldeki hücreler 3 ml D-PBS ile 2 defa yıkanmıştır.  
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3. Yıkama işleminden sonra hücrelerin kalkmasını sağlamak için flaska 3 ml 

Tripsin-EDTA karışımı ilave edilerek 3-5 dakika inkübatörde tutulmuştur. 

4. Hücrelerin tutunduğu yerden kalktığı ışık mikroskobunda görüldükten sonra 5 

ml besi yeri flaska eklenmiştir. 

5. Süspande halde olan hücreler ve besi yeri ortamı steril santrifüj tüpüne 

aktarılmıştır, ardından 1200 devirde 5 dakika santrifüj edilmiştir.   

6. Santrifüj işlemi sonrası süpernatant kısmı atılmıştır. Daha sonra pellet 10 ml 

besi yerinde homojen dağılacak şekilde süspande edilmiştir.  

7. Hücre süspansiyonundan 50 µl steril bir eppendorf tüpe alınmıştır. Ardından 

üzerine 50 µl tripan mavisi (%0,4) çözeltisi eklenerek, pipet yardımıyla 

süspande edilmiştir.  

8. Boya çözeltisi ile seyreltilerek hazırlanan hücre süspansiyonu Neubauer hücre 

sayım lamı üzerine, lamın her iki tarafına da 10 µl hücre süspansiyonu olacak 

şekilde lam ile lamelin arasından enjekte edilerek sayım işlemine 

hazırlanmıştır. Lamın üstte 4 altta 4 olmak üzere toplamda 8 ayrı karesi 

içindeki hücreler, karelerin kenar kısmındaki çizgilere değen hücreler hariç, 

ışık mikroskobunda sayılmıştır. İşlem sonrasında sayılmış hücre sayısının 

ortalaması alınmıştır. Daha sonra ml’deki canlı hücre sayısına aşağıdaki formül 

ile geçilmiştir (Formül 3.1.). 

𝑚𝑙′𝑑𝑒𝑘𝑖 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤 =  
𝑆𝑎𝑦𝚤𝑙𝑎𝑛 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤

8
𝑥 𝑠𝑒𝑦𝑟𝑒𝑙𝑡𝑚𝑒 𝑓𝑎𝑘𝑡ö𝑟ü 𝑥 10 000/𝑚𝑙              (3.1.) 

 

9. Canlı hücre konsantrasyonu hesabından sonra besi yeri ile gerekli seyreltmeler 

yapılarak 96 kuyucuklu plaklara hücreler ekilmiştir. 

10. Plaklara ekilen hücreler gece boyu inkübasyona bırakılarak, hücrelerin 

tutunması ve çoğalması sağlanmıştır.  

3.5.6. B-CPAP Hücrelerinin Lizisi ve Fraksiyonlanması 

1. Yeterli yoğunlukta hücreye sahip olan kültür flasklarına test maddeleri 

uygulanarak, etüvde 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 24 saatin sonunda 
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kültür flasklarına tripsin-EDTA eklenerek hücreler tutundukları yerlerden 

kaldırılmıştır. Tripsin-EDTA eklenmesinin ardından hücrelere besi yeri 

eklenmiştir.  

2. Taze hazırlanan proteaz inhibitör kokteyli içeren lizis tampon çözeltisi ile 

hücreler lize edilmiştir.  

3. Kontrol, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS’den oluşan her bir hücre grubuna 

800 µl lizis tamponu eklenmiştir. Hazırlanan lizat ikiye ayrılarak eppendorf 

tüplerine alınmıştır. İlk grup için 3500 devir/dakika hızda, ikinci grup için 

13000 devir/dakika hızda santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda tüplerdeki 

süpernatantlar toplanarak -80 °C’de derin dondurucuda saklanmıştır.  

3.5.7. B-CPAP Hücrelerinde 3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5– 

Difeniltetrazolyum bromür Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5– Difeniltetrazolyum bromür (MTT) maddesi 

kullanılarak gerçekleştirilen, metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı olan hücre 

büyümesi ve canlılığının spektrofotometrik bir metodla ölçülmesi esasına dayalı bir 

testtir. Canlı hücrelerde metabolik aktivite ile tetrazolyum halkası açıldığı için canlı 

hücrelerin tanımlandığı bir testtir.  

 Yöntemde esas olarak, proliferasyona uğrayan hücrelerde artan dehidrogenaz 

aktivitesi ile sarı renkli tetrazolyum tuzu, mor renkli formazan kristallerine dönüşür. 

Formazan kristallerinin dimetil sülfoksitli ortamda çözülmesi ile de oluşan rengin 

şiddetinin kolorimetrik olarak spektrofotometrede 570 nm’de ölçülmesi esasına 

dayanır (195). 

Yöntemin Uygulanışı: 

1. Hücreler belirli sayıda kuyucuklara ekildikten sonra, besi yerinde 24 saat 

inkübasyona bırakılarak tutunmaları sağlanmıştır. 

2. Steril ortamda biyolojik güvenlik kabininde besi yerleri uzaklaştırılmıştır. 
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3. Hücrelere besi yeri içerisinde hazırlanmış, 10 – 600 µM konsantrasyon 

aralığında BPA çözeltisi uygulanmıştır. Çalışma gruplarında hücre 

canlılığının belirlenmesi için SS, SM ve BPA çözeltileri 20 nM, 30 µM ve 

302 µM konsantrasyonlarda hücrelere uygulanmıştır. SS ve SM 

konsantrasyonları, GPx1 aktivitesi ölçümü yapılarak maksimum GPx1 

aktivitesini sağlayan konsantrasyon olarak belirlenmiştir.  

4. Kontrol grubu olarak ise hücrelere sadece besi yeri uygulanmıştır. 

5. 24 saat inkübasyon süresi sonunda BPA ve Selenyum bileşiklerine maruz 

kalan kuyucuklardaki çözeltiler uzaklaştırılır ve her bir kuyucuğa daha 

önceden hazırlanan 0,5 mg/ml MTT çözeltisinden 100 µl eklenir.  

6. 3 saat etüv içerisinde inkübasyona bırakılmıştır. 

7. İnkübasyon süresi sonunda MTT çözeltisi uzaklaştırılır. Hücre içerisinde 

oluşan formazan kristallerini hücre dışı ortama çıkarılması ve çözülmesi 

için 150 µl DMSO ilave edilmiş ve çalkalayıcıda 5 – 10 dk çalkalanmıştır. 

8. 96’lı plaktaki kuyucukların absorbansları 570 nm’de ölçülmüştür.  

9. MTT çözeltisi ışığa hassas bir madde olduğundan dolayı deney karanlık 

ortamda gerçekleştirilmiştir. 

10. Kontrol grubunun absorbans değerlerinin ortalaması, %100 canlılık olarak 

kabul edilmiştir. Karşılaştırılmalı olarak IC30 ve IC50 değerleri 

hesaplanmıştır. 

11. Bu çalışma 4 kez tekrarlanarak, elde edilen sonuçların ortalamaları 

hesaplanmıştır.  

 

 

 

Şekil 3.2. Metabolik aktivite ile canlı hücrelerde MTT’nin formazan                             

         kristallerine dönüşüm metabolizması. 

Mitokondriyel redüktazlar 

NADH, NADPH 
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Hücre Canlılığının Hesabı:  

 Kontrol grubundaki hücrelerin canlılığı %100 olarak kabul edilmiş, diğer hücre 

gruplarının canlılığı kontrole kıyasla % canlılık olarak hesaplanmıştır (Formül 3.2.)  

%𝐶𝑎𝑛𝑙𝚤𝑙𝚤𝑘 = 100 𝑋 
Ç𝑎𝑙𝚤ş𝑚𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑙𝑎𝑟𝚤𝑛𝚤𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖 𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑎𝑚𝑎𝑠𝚤

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑔𝑟𝑢𝑏𝑢𝑛𝑢𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖 𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑎𝑚𝑎𝑠𝚤
             (3.2.)  

3.5.8. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Ölçümü 

 Yöntemin Esası: 

 Uygulanan bu yöntemde kümen hidroperoksitin GPx1 vasıtasıyla ortamdaki 

glutatyonun kullanılması ile redüklenmesi, okside glutatyonların oluşumu ve bu 

okside glutatyonun ortamdaki Glutatyon redüktaz ve NADPH vasıtasıyla serbest 

glutatyona dönüşümü sırasında ortamdaki NADPH’ın oksidasyonu sonucu 340 nm’de 

NADPH’a bağlı absorbans değerinin azalması ölçülmektedir. Ortamda GPx aktivitesi 

sınırlı olduğu zaman bu absorbanstaki azalma doğrudan GPx aktivitesi ile oransaldır 

(Şekil 3.7.) (196). 

 

                                 Şekil 3.3. GPx aktivite ölçümü deneyinin esası. 

Yöntemin Uygulanışı: 

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

ko-substrat karışımı eklenmiştir.  

2. Pozitif kontrol kuyucuklarına (3 kuyucuk) 100 µl deney tamponu, 50 µl ko-

substrat karışımı ve 20 µl dilüe edilmiş GPx kontrolü eklenmiştir. 
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3. Örnek kuyucuklarına 100 µl deney tamponu 50 µl ko-substrat karışımı ve 

kontrol B-CPAP hücre lizatı, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS maruziyet 

gruplarının B-CPAP hücre lizatlarından ve 20 µl eklemiştir.  

4. Kullanılan bütün kuyucuklara 20 µl kümen hidroperoksit eklenerek reaksiyon 

başlatılmıştır. 96 kuyucuklu plak birkaç saniye çalkalanarak reaktifin karışımı 

sağlanmıştır. 

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

dakika boyunca absorbans azalması spektrofotometrede ölçülmüştür.  

Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Hesaplanması: 

 Glutatyon Peroksidaz 1 aktivitesi aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır 

(Formül 3.3.). 

𝐺𝑃𝑥 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒𝑠𝑖 (𝑛𝑚𝑜𝑙 ∕  𝑚𝑙 ∕ 𝑑𝑎𝑘𝑖𝑘𝑎) = (
𝛥𝐴340

Ɛ340
) 𝑥 𝐷𝑖𝑙ü𝑠𝑦𝑜𝑛 𝑓𝑎𝑘𝑡ö𝑟ü                       (3.3.) 

ΔA340=  Absorbans değişimi 

Ɛ340: 0,00373 µM-1 NADPH spesifik ekstinksiyon katsayısı    

Dilüsyon faktörü: Örnek hacminin, kuyucuklardaki nihai hacme oranı 

3.5.9. Protein Miktarının Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 Alkali ortamda Cu2+ - protein kompleksi oluşumu ardından Cu2+’nin Cu1+’e 

indirgenmesi esasına dayanmaktadır. Bu redüksiyon işlemi başlıca protein molekülü 

içerisinde bulunan sistein, tirozin, triptofan amino asitlerince gerçekleştirilir.                             

İndirgenen bakır miktarı mevcut protein ile orantılıdır. Redüksiyon sonucu oluşan 

Cu1+ ile BCA alkali ortamda mavi-mor renkli BCA-Cu1+ kompleksini meydana 

getirirler. Oluşan rengin şiddeti protein miktarıyla orantılıdır ve spektrofotomekrik 

olarak ölçülmektedir (197). 

Yöntemin Uygulanışı: 

1. Hücre lizatları 1/100 oranında deiyonize su ile seyreltilmiştir.  



61 
 

2. Kuyucuklara sığır serum albümini ile hazırlanan protein standart çözeltileri, 

kontrol B-CPAP hücre lizatı, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS maruziyet 

gruplarının B-CPAP hücre lizatlarından 150 µl eklenmiştir.  

3. 7 ml QA tampon çözeltisi, 7 ml QB tampon çözeltisi ve 280 µl bakır (II) sülfat 

çözeltisinden oluşan çalışma çözeltisi, her bir kuyucuğa 150 µl eklenmiştir.  

4. Plak, çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandıktan sonra etüvde 37 °C’de 2 saat 

inkübe edilmiştir.  

5. Plaktaki kuyucukların absorbans değerleri 562 nm’de spektrofotometrede 

ölçülmüştür.  

Protein Miktarının Hesaplanması: 

 Protein standartlarının konsantrasyonları ve deney sonucundaki elde edilen 

absorbans değerleri kullanılarak standart eğri elde edilmiş; bu eğri kullanılarak 

örneklerdeki protein miktarı hesaplanmıştır. Daha sonra dilüsyon faktörü ile çarpılarak 

gruplardaki protein miktarları belirlenmiştir (Şekil 3.4.). 

 

Şekil 3.4. Protein standart eğrisi. 
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3.5.10. Hücre İçi Reaktif Oksijen Bileşiklerinin Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 Floresan olmayan bir prob olan 5- ve 6- klorometil-2´,7´-

diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’ın canlı hücreler tarafından yeşil 

floresans veren 2´,7´-diklorofloresein (CM-DCF) ’e dönüştürülmesi ve oluşan 

floresans yoğunluğun ölçülmesi (λeksitasyon= 640 nm, λemisyon= 675 nm) esasına 

dayanmaktadır. Florometrik Hücre içi ROS kiti ile hücrelerde 1 saatlik inkübasyon 

sonucu hücrelerde meydana gelen hücre içi reaktif oksijen bileşikleri (özellikle 

hidroksil OH• ve süperoksit O2
-• radikalleri) düzeyinin tespiti için hassas ve tek aşamalı 

florometrik bir analiz mümkün olmaktadır. Reaktif oksijen bileşikleri sitoplazma 

içerisinde bulunan florojenik bir sensörle reaksiyon gerçekleştirerek, ortamda bulunan 

reaktif oksijen bileşikleri ile orantılı miktarda florometrik ürün meydana gelmesini 

sağlar (198). 

Yöntemin Uygulanışı:  

1. Kit içerisindeki bütün reaktifler önce oda sıcaklığına getirilmiştir. 

2. ROS tayin reaktifi 40 µl DMSO ile çözülerek 500X nihai ROS tayin reaktifi 

hazırlanmıştır.  

3. 96 kuyucuklu siyah hücre kültür plağına, 90 µl besi yeri içerisine hücreler 

ekilmiştir. 

4. Daha sonra hücrelere uygulanacak olan SM, SS, BPA, BPA+ SS, BPA+ SM 

test maddelerinin 10 katı (10X) konsantrasyonlarında besi yeri içerisinde 

çözeltiler hazırlanmıştır. 

5. Hazırlanan 10X test maddesi içeren çözeltileri her kuyucuktaki hücreler 

üzerine 10 µl eklenmiştir. Kontrol grubu hücrelerinin kuyucuklarına ise sadece 

10 µl besi yeri eklenmiştir.  

6. Hücre kültür plağı 30 dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletilmiştir. 
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7. Hazırlanan 500X ROS tayin reaktifinden 20 µl alınarak 10 ml deney tamponu 

içerisinde çözülerek master reaksiyon karışımı hazırlanmıştır.  

8. Plaktaki her bir kuyucuk içerisine 100 µl master reaksiyon karışımı 

eklenmiştir.  

9. Hücre kültür plağı 30 dakika – 1 saat aralığında 37 °C’de inkübatörde 

bekletilmiştir. 

10. Ardından kuyucukların floresansı (λeksitasyon=640 nm, λemisyon=675 nm) 

ölçülmüştür. 

ROS Düzeylerinin Hesaplanması: 

 Kontrol hücrelerinin ürettiği hücre içi ROS miktarı %100 olarak kabul edilerek, 

diğer hücrelerin ürettiği ROS miktarı kontrole kıyasla % ROS olarak hesaplanmıştır.  

3.5.11. Total Glutatyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 Yöntem, DTNB’nin GR ile katalizlenen reaksiyon sonucunda, sarı renkli 5-

tiyo-2-nitrobenzoik asite (TNB) dönüşmesinin sonucu olarak meydana gelen sarı 

rengin şiddetinin spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Okside 

glutatyonun (GSSG) GR ile redüklenmesi sonucu oluşan serbest glutatyon (GSH) 

DTNB ile disülfür GSTNB oluşturur. GR, GSH’yi serbestleştirmek için oluşan 

disülfür GSTNB indirgenir ve TNB üretilir (Şekil 3.8.). Oluşan TNB absorbansı 414 

nm’de sprektrofotometrede ölçülür (199). Örnekteki GSH düzeyi karşılaştırılmalı 

olarak bu yöntemle belirlenebilmektedir.  

 

 

 

 

Şekil 3.5. Glutatyon döngüsü. 

 

Glutatyon Redüktaz 

Glutatyon   Redüktaz 
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Yöntemin Uygulanışı: 

1. Kuyucuklara 50 µl hazırlanan GSSG standart çözeltileri eklenmiştir. 

2. Kuyucuklara kontrol B-CPAP hücre lizatı, BPA, SS, SM, BPA+SM, BPA+SS 

maruziyet gruplarının B-CPAP hücre lizatlarından 50 µl eklemiştir.   

3. 20 ml’lik bir vialde içerisine 11,25 ml MES tamponu, 0,45 ml kofaktör 

karışımı, 2,1 ml enzim karışımı, 2,3 ml distile su ve 0,45 ml DTNB eklenmiş 

ve karıştırılarak deney kokteyli hazırlanmıştır.  

4. Kuyucukların her birine taze olarak hazırlanmış deney kokteylinden 150 µl 

eklenmiştir. 

5. Ardından hücre kültür plağı çalkalayıcıda ışıktan korunarak 25 dakika inkübe 

edilmiştir.  

6. Plaktaki kuyucukların absorbans değerleri 414 nm’de spektrofotometrede 

ölçülmüştür.   

Total Glutatyon Düzeylerinin Hesaplanması: 

 Standart çözelti (GSSG)  konsantrasyonlarına karşı absorbans değerleri ile 

oluşturulan standart eğrisi kullanılarak örneklerdeki total GSH konsantrasyonları 

hesaplanmıştır(Şekil 3.6.). Sonuçlar nmol/mg protein cinsinden verilmiştir. 
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Şekil 3.6. GSSG standart eğrisi. 

3.5.12. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 Malondialdehit, lipit peroksidasyonu sonucu doğal olarak meydana gelen bir 

üründür. Hücre içinde oksidatif stres sonucu meydana gelen lipit peroksitlerin 

stabiliteleri düşüktür ve lipit peroksitler MDA gibi reaktif karbonil grupları içeren bir 

seri kompleks bileşikleri oluşturmak üzere dekompoze olurlar. Yöntemin çalışması 

ise, MDA ve tiyobarbitürik asit (TBA) 90- 100 °C sıcaklıkta ve asidik ortamda 

reaksiyonu ile oluşan MDA- TBA kompleksinin renk şiddettinin kolorimetrik olarak 

530- 540 nm’de ölçülmesi esasına dayanmaktadır (Şekil 3.9.) (200). 

Yöntemin Uygulanışı: 

1. Hazırlanmış MDA standart çözeltileri ve hücre lizatları 5 ml’lik cam tüplere 

100 µl eklenmiştir. Ardından her tüpe 100 µl sodyum dodesil sülfat (SDS) 

çözeltisi eklenerek hızlıca karıştırılmıştır. 

2. Her cam tüpe 4 ml hazırlanmış renk reaktifi eklenerek karıştırılmıştır. 

3. Cam tüpler su banyosunda 100 °C’de bir saat boyunca bekletilmiştir. Bir saat 

sonunda cam tüpler kaynayan sudan hızla alınarak buzda 10 dakika 

inkübasyona bırakılmıştır. 
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4. Cam tüpler santrifüjde 3500 devir/dakika, 10 dakika süre ile santrifüj 

edilmiştir. 

5. Cam tüplerin her birinden 150 µl alınarak 96 kuyucuklu plak içerisine 

eklenmiştir. 

6. Plaktaki kuyucukların absorbans değerleri 530 nm’de ölçülmüştür. 

                                   

 

         MDA                   TBA                                  MDA-TBA Kompleksi 

Şekil 3.7. MDA – TBA kompleksi oluşumu.   

Malondialdehit Düzeylerinin Hesaplanması: 

 Standartların ve örneklerin absorbans değerlerinin ortalaması hesaplanmıştır. 

Standartlardaki MDA konsantrasyonuna karşı absorbans değerleri için standart eğri 

elde edilmiştir. MDA düzeyleri µM cinsinden hesaplanmıştır. Sonuçlar nmol/mg 

protein cinsinden verilmiştir (Şekil 3.8.). 

 

Şekil 3.8. MDA standart eğrisi. 

3.5.13. Mikroskobik İncelemeler 

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

grupları kültür flaskı içerisinde 24 saat bekletilmiştir. Daha sonra hücrelerin faz 
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kontrast mikroskobunda görüntüleri alınarak morfolojik değişimleri 

değerlendirilmiştir. Görüntüleme için Leica DFC280 mikroskop kullanılmıştır. Işık 

mikroskobu incelemeri için hücreler glutaraldehit çözeltisinde fikse edildikten sonra 

Azur II ve metilen mavisi ile inkübe edilmiş, hücrelerin boyanması 

gerçekleştirilmiştir. Işık mikroskobunda morfolojik değişimler değerlendirilmiştir.  

3.5.14. TUNEL Analizi 

 Kontrol grubu ile BPA, sodyum selenit ve selenometiyonin uygulanan 

gruplardaki apoptotik hücreler, In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein kiti 

kullanılarak TUNEL (terminal deoksinükleotidil transferaz dUTP çentik uç 

işaretleme) yöntemi ile belirlenmiştir. 

 TUNEL Analizinin Yapılışı: 

1. 50 000 hücre/kuyu olmak üzere 12 kuyu içeren lamlara ekimi yapılmıştır. 

2. 24 saat boyunca hücreler tutunması için inkübe edilmiştir. 

3. Tutunan hücreler üzerine test maddeleri ve kontrol grubu için besi yeri 

uygulanmıştır.  

4. 24 saat boyunca test maddeleri ve besi yeri maruziyeti için inkübasyonda 

bekletilmiştir. 

5. Hücreler %4’lük paraformaldehit çözeltisi ile 15 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir.  

6. İnkübasyon işleminden sonra 3 kez 5’er dakika süre ile D-PBS çözelitisi ile 

yıkama işlemi yapılmıştır. 

7. Permeabilizasyon çözeltisi (%0,1 Triton X-100) ile 5 dakika buz üzerinde 

inkübasyon gerçekleştirilmiştir.   

8. Hücreler 3 kez 5’er dakika D-PBS çözeltisi ile yıkandıktan sonra işaretleme 

basamağına geçilmiştir.  Reaksiyon karışım çözeltisi, 450 µl label çözeltisi ve 

50 µl enzim çözeltisi karıştırılarak hazırlanmış ve tüm kuyulara 100 µl 
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reaksiyon karışımı (negatif kontrol olarak 100 µl label çözeltisi konulur) ilave 

eedilmiştir. 37 °C’de nemli inkübatörde 1 saat inkübasyon gerçekleştirilir. 

9. İnkübasyon işleminin ardından hücreler 3 kez 5’er dakika D-PBS çözeltisi ile 

yıkanmıştır. 

10. Yıkama işleminin ardından hücrelerin çekirdek boyanmasının gerçekleşmesi 

amacıyla hücreler DAPI (3,3´- Diaminobenzidin) ile 1 dakika muamele 

edilmiştir. Hemen sonrasında distile su ile yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. 

11. Yıkamanın ardından hücreler floresans gömme ortamı içerisine kapatılmış ve 

DFC7000T dijital kamera (Leica; Wetzlar, Almanya) ile bağlı floresans 

mikroskopta (Leica DM6B) hücrelerin değerlendirmesi yapılmıştır. 

 Değerlendirme İşlemi: 

 Her bir çalışma grubu için 5 alanda 40X’lik bir büyütme ile TUNEL pozitif 

olarak değerlendirilen apoptotik hücreler sayılmıştır. Apoptotik hücre sayıları % 

olarak gruplar arasında karşılaştırılmıştır. Deney 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 

3.5.15. Kaspaz 3 Düzeylerinin Ölçümü 

Yöntemin Esası: 

 Kitin içerisinde kaspaz 3 monoklonal antikor ile kaplanmış plak 

bulunmaktadır. Tayin edici antikor olarak biotin işaretli ploklonal antikor 

kullanılmaktadır. Standartlar ve örneklerin antikor kaplı plakta inkübasyonu sonucu 

antikorlarla kaplanma gerçekleştirilir. Kaplı antikorun tayini biotin işaretli poliklonal 

antikor ile yapılır. Yıkama işleminden sonra HRP- konjuge streptavidin ile 

konjugasyon gerçekleştirilir. Yine yapılan yıkama işlemi sonrasında renklendirmek 

için TMB substrat kullanılır. Oluşan mavi renk asidik ortam sağlanarak durdurma 

çözeltisi ile sarıya dönüştürülür. Oluşan rengin şiddeti 450 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Oluşan rengin şiddeti 

örneklerdeki test edilen faktör ile pozitif korelasyon göstermektedir.  
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Yöntemin uygulanışı: 

1. Hazırlanan kaspaz 3 standart çözeltileri ve B-CPAP hücre lizatları kuyucuklara 

eklenmiştir. 

2. İşlem sonrası 37 °C etüvde 90 dakika inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 

3. İnkübasyon sonrasında plak içerikleri boşaltılmış ve kuyucuklar 2 defa yıkama 

tamponu ile yıkanmıştır.  

4. Biyotin işaretli primer antikor, primer antikor seyreltme çözeltisi ile 

seyreltilerek hazırlanmıştır. 

5. Hazırlanan çözelti her bir kuyucuğa 100 µl olacak şekilde kuyucuklara 

eklenmiştir. Ardından 1 saat 37 °C etüvde inkübasyon gerçekleştirilmiştir.  

6. İnkübasyon sonrası plak içerikleri boşaltılmış ve kuyucuklar 3 defa yıkama 

tamponu ile yıkanmıştır.  

7. HRP- Streptavidin konjugat sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme 

çözeltisi ile seyreltilerek hazırlanmıştır.  

8. Hazırlanan çözelti her bir kuyucuğa 100 µl olacak şekilde kuyucuklara 

eklenmiştir. Ardından 30 dakika 37 °C etüvde inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 

9. İnkübasyon sonrası plak içerikleri boşaltılmış ve kuyucuklar 5 defa yıkama 

tamponu ile yıkanmıştır. 

10. Ardından her bir kuyucuğa 90 µl TMB substrat ilavesi yapılır. TMB substrat 

ilavesinden sonra plak bir folyo ile kapatılır ve 20 dakika 37 °C’de etüvde 

inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 

11. Sürenin sonunda her bir kuyucuğa 50 µl durdurma çözeltisi ilave edilir. Rengin 

sarıya dönmesinin ardından hemen oluşan rengin şiddeti 450 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede ölçülmüştür.  
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Kaspaz 3 Düzeylerinin Hesaplanması: 

 Kaspaz 3 düzeylerinin hesaplanmasında Molecular Devices - Softmax® 

programından yararlanılmıştır. Standartların, örneklerin ve kontrol gruplarının 

programda tanımlanmasının ardından onların absorbans değerleri girilmiştir. Program 

içerisinde bulunan lineer doğrusal grafik yöntemi kullanılarak konsantrasyona karşı 

standartların ortalaması çizdirilmiş, standart eğri elde edilmiştir (Şekil 3.9.). Standart 

eğriden yararlanılarak örnek ve kontroldeki kaspaz 3 düzeyleri hesaplanmıştır. 

Sonuçlar ng/ml cinsinden verilmiştir. 

 

Şekil 3.9. Kaspaz 3 standart eğrisi. 

3.5.16. Kaspaz 8 Aktivitesinin Belirlenmesi 

Yöntemin Esası: 

 Kitin içerisinde başlatıcı kaspazlardan kaspaz 8’in aktivitesinin 

belirlenmesinde kullanılabilen florojenik indikatör olan IETD-R110 substratı 

bulunmaktadır. Sistein proteaz olan kaspaz 8 aktivitesiyle substratın yıkımı sonucu 

meydana gelen florofor R110’un (yeşil floresans) salınması sonucu oluşan floresan 

yoğunluğun (λeksitasyon= 490 nm, λemisyon= 525 nm) ölçülmesi esasına dayanmaktadır.  

Yöntemin uygulanışı: 

1. 20 000 hücre/ 90 µl/ kuyu olmak üzere hücreler 96 kuyucuklu siyah plak 

içerisine ekimi gerçekleştirilmiştir. 
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2. Kör için kuyucuklara hücre ekimi yapılmadan sadece 90 µl besi yeri ekimi 

yapılmıştır.  

3. Hücrelerin tutunması için gece boyu 37 °C, %5 CO2 ‘li ortamda inkübasyona 

bırakılmıştır.  

4. Daha sonra hücrelere uygulanacak olan SM, SS, BPA, BPA+ SS, BPA+ SM 

test maddelerinin 10 katı (10X) konsantrasyonlarında DPBS içerisinde 

çözeltileri hazırlanmıştır. 

5. Hazırlanan 10X test maddesi içeren çözeltileri her kuyucuktaki hücreler 

üzerine 10 µl eklenmiştir. Kontrol grubu hücreleri ve kör için kuyucuklara 

sadece 10 µl DPBS eklenmiştir.  

6. Siyah 96’lı plak içerisindeki hücreler apoptozun indüksiyonu için 4 saat 

boyunca 37 °C’de  %5 CO2 ‘li ortamda inkübasyona bırakılmıştır.  

7. Kit içerisindeki bütün reaktifler önce oda sıcaklığına getirilmiştir. 

8. Apoptoz indüksiyonu sağlandıktan sonra 25 µl kaspaz 8 substratı, 5 ml deney 

tamponunda çözülerek deney yükleme solüsyonu hazırlanmıştır. 

9. Her bir kuyucuğa 100 µl deney yükleme solüsyonu eklenmiştir.  

10. 1 saat boyunca plak ışıktan korunacak şekilde oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

11. Ardından kuyucukların floresansı (λeksitasyon= 490 nm, λemisyon= 525 nm) 

ölçülmüştür. 

Kaspaz 8 Aktivitesinin Hesaplanması: 

 Kör okumanın floresans değeri diğer yapılan tüm okumalardan çıkarılmıştır. 

Örneklerin kaspaz aktivitesi; örneklerin floresansı ile kontrolün floresansı oranlanarak 

meydana gelen artışın veya azalışın kontrole göre oransal olarak değişimi ile ifade 

edilmiştir.  
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3.5.17. İstatistiksel Değerlendirme 

Verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi SPSS 17.0 (Chicago, IL) programı 

kullanılmıştır. Tüm gruplardan elde edilen sonuçların karşılaştırılması Kruskal-Wallis 

varyans analizi ile yapılmış ve gruplar arasındaki fark Student t testi kullanılarak 

yapılmıştır. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiş, p<0,05 istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Sitotoksisitenin belirlenmesi  

 B-CPAP hücreleri BPA’ya 10- 600 µM konsantrasyon aralığında 24 saat maruz 

bırakılarak BPA’nın MTT yöntemiyle hücre canlılığı üzerine etkisi incelenmiştir. 

Deney üç farklı zamanda, iki tekrar ile gerçekleştirilmiştir. Hücre canlılığı test maddesi 

BPA’ya maruziyetin gerçekleşmediği kontrol hücrelerine göre % canlılık olarak 

belirlenmiştir. Deney sonucunda hücre canlılığında %50 inhibisyona neden olan 

konsantrasyon (medyan inhibitör konsantrasyon, IC50) ve %30 inhibisyona neden olan 

konsantrasyon (IC30) değerleri hesaplanmıştır (Tablo 4.1. ; Tablo 4.2. ; Şekil 4.1. ; 

Şekil 4.2.) 

Tablo 4.1. BPA uygulanan B-CPAP hücrelerinin canlılığı. 

Uygulanan BPA 

konsantrasyonları (µM) 
Hücre Canlılığı (%) 

10 µM 110,43 

25 µM 105,41 

100 µM 111,25 

200 µM 90,29 

250 µM 79,49 

300 µM 81,59 

350 µM 50,79 

400 µM 59,38 

450 µM 41,80 

500 µM 42,78 

550 µM 41,35 

600 µM 20,52 

Sonuçlar üç farklı zamanda ve gün içi iki tekrarla yapılan çalışmaların ortalama değeri olup; üç farklı 

günde yapılan değerlerden elde edilen ortalama hücre canlılığı verilmiştir. 

Tablo 4.2. B-CPAP hücrelerinde BPA’nın IC30 ve IC50 değerleri. 

 BPA (µM) 

IC30 302 

IC50 436 
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Şekil 4.1. B-CPAP hücre canlılığı üzerine BPA’nın (10-600 µM) etkisi. 

 

Şekil 4.2. B-CPAP hücre canlılığı üzerine BPA’nın (10-600 µM) etkisi. 

4.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ölçümü 

 Hücrelere uygulanacak SM ve SS dozlarının belirlenmesi amacıyla farklı 

konsantrasyonlarda SM ve SS uygulanan B-CPAP hücrelerinde GPx1 aktivitesi 

ölçülmüş ve maksimum GPx1 aktivitesine yol açan SM ve SS konsantrasyonları 

belirlenmiştir.(Şekil 4.3. ; Şekil 4.4. ; Tablo 4.3. ; Tablo 4.4.) B-CPAP hücrelerinde 24 

saat inkübasyon sonucu maksimum GPx1 aktivitesi sağlayan SM konsantrasyonu 30 

µM ve SS konsantrasyonu ise 20 nM olarak belirlenmiştir. BPA toksisitesine karşı SM 

ve SS’in koruyucu etkisinin belirlenmesi amacıyla yapılan çalışmalarda hücrelere, 
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maksimum GPx aktivitesi görülen bu dozlarda SM ve SS 24 saat öncesinden 

uygulanmıştır. 

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

Selenometiyonin 

konsantrasyonu (µM) 

GPx 1 aktivitesi 

(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 

 

 

Şekil 4.3. Selenometiyonin uygulanan B-CPAP hücrelerinde GPx aktivitesi. 
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Tablo 4.4. Sodyum selenit uygulanan B-CPAP hücrelerinde GPx aktivitesi. 

Sodyum selenit 

konsantrasyonu 

(nM) 

GPx 1 aktivitesi 

(nmol/dak/mg protein) 

0 0,109246 

20 1,122849 

30 0,463213 

40 0,047898 

 

 

Şekil 4.4. Sodyum selenit uygulanan B-CPAP hücrelerinde GPx aktivitesi. 

4.3. Deney Gruplarında Hücre Canlılıklarının Belirlenmesi 

 B-CPAP hücrelerine IC30 konsantrasyonu olarak tayin edilen 302 µM BPA, 

maksimum GPx aktivitesi görülen konsantrasyonlarda 20 nM SS, 30 µM SM 

uygulanmıştır. Selenyum bileşikleri ve BPA kombine maruziyeti için hücreler 24 saat 

öncesinde selenyum bileşikleri ile inkübe edilmiştir. Daha sonra çalışma gruplarında; 

selenyum bileşikleri, BPA ve kombine maruziyetin hücre canlılığı üzerine etkisi MTT 

yöntemiyle incelenmiştir. Deney gruplarının hücre canlılıkları, selenyum bileşikleri ve 

BPA uygulanmayan kontrol hücrelerine göre % canlılık olarak belirlenmiştir. Kontrole 

oranla çalışma gruplarında hücre canlılıkları Tablo 4.5. ve Şekil 4.5.’de verilmiştir. 

SM uygulanan grupta kontrol grubuna oranla anlamlı bir artış gözlenmezken, SS 

uygulanan grupta hücre canlılığı %36,81 oranında ve istatistiksel olarak anlamlı 
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düzeyde artış göstermiştir (p<0,05). BPA uygulaması ile hücre canlılığı %78,73 

bulunmuş ve kontrol grubuna oranla hücre canlılığınındaki bu azalmanın önemli 

düzeyde (p<0,05) olduğu belirlenmiştir. BPA ile birlikte SS uygulanması ile koruyucu 

bir etki gözlenmiş ve hücre canlılığının kontrol grubu düzeyine gelmesi (%104) 

sağlanmıştır. BPA+SM gruplarında ise hücre canlılığında tek başına BPA grubuna 

oranla bir artış (%4,42) görülmekle birlikte, bu artışın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı gözlenmiştir. 

Tablo 4.5. Çalışma gruplarında hücre canlılığı. 

Çalışma Grupları Hücre Canlılığı (%) 

Kontrol 100a 

SS 136,81b 

SM 104,42a 

BPA 78,73c 

BPA+SS 104,12a 

BPA+SM 82,79c 

Sonuçlar üç farklı zamanda ve gün içi iki tekrarla yapılan çalışmaların ortalama değeri olup; üç farklı 

günde yapılan değerlerden elde edilen ortalama hücre canlılığı verilmiştir. 

 a, b, c Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 

 

Şekil 4.5. Deney gruplarında B-CPAP hücre canlılığı. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a, b, c Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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4.4. Hücre İçi Reaktif Oksijen Bileşiklerinin Belirlenmesi  

 Çalışma gruplarında belirlenen hücre içi ROS kontrole kıyasla % ROS olarak 

hesaplanmıştır.  Hücre içi ROS düzeyleri Tablo 4.6. ve Şekil 4.6’da verilmiştir. BPA 

ve BPA+SM gruplarında kontrole kıyasla sırasıyla %9,3 ve  %9,5 oranında ve anlamlı 

düzeyde hücre içi ROS artışı gözlenmiştir (p<0,05). BPA+SS ve BPA+SM gruplarında 

ROS düzeylerinin BPA grubuna oranla farklı olmadığı saptanmıştır (p>0,05). 

Tablo 4.6. Hücre içi ROS düzeyleri. 

Çalışma Grupları 
ROS oluşumu  

(kontrole göre %) 

SS 97,2 ± 7,7a 

SM 93,4 ± 13,6a 

BPA 109,5 ± 8,2b 

BPA+SS 96,1 ± 24,3ab 

BPA+SM 109,3 ± 25,6b 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
 a, b Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 

 

Şekil 4.6. Hücre içi ROS düzeyleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a, b Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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4.5. Total Glutatyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

 Çalışma gruplarına ait total GSH düzeyleri Tablo 4.7. ve Şekil 4.7.’de 

verilmiştir. BPA grubuna ait total GSH düzeylerinin kontrol grubuna oranla %30,6 

oranında ve anlamlı düzeyde azaldığı saptanmıştır (p<0,05). Ancak, SS ve SM ile 

herhangi bir koruyucu etki gözlenmemiş; BPA+SS ve BPA+ SM grubunda total GSH 

düzeylerinde kontrol grubuna oranla sırasıyla %38 ve %39.8 azalma belirlenmiştir. 

BPA+SS ve BPA+SM gruplarında BPA grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık saptanmamıştır (p>0,05). 

Tablo 4.7. Total glutatyon düzeyleri. 

Çalışma Grupları 
Glutatyon Düzeyleri 

(nmol/mg protein) 

Kontrol 130,74 ± 12,9ab 

SS 115,81 ± 10,5ac 

SM 140,63 ± 8,77b 

BPA 90,646 ± 14,7cd 

BPA+SS 78,629 ± 25,2cd 

BPA+SM 81,001 ± 9,99d 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  

a, b, c, d Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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Şekil 4.7. Total glutatyon düzeyleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a, b, c, d Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 

4.6. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi 

 Çalışma gruplarına ait MDA düzeyleri Tablo 4.8. ve Şekil 4.8.’de verilmiştir. 

Kontrole kıyasla MDA düzeylerinde SM ve BPA gruplarında sırasıyla 1.5 ve 1.8 kat 

anlamlı düzeyde artış saptanmıştır (p<0,05). BPA+SS ve BPA+SM gruplarında, BPA 

grubuna oranla MDA düzeyleri açısından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalma 

gözlenmiştir (p<0,05). 

Tablo 4.8. Malondialdehit düzeyleri. 

Çalışma Grupları 
Malondialdehit düzeyleri 

(nmol/mg protein) 

Kontrol 1,10±0,1a 

SS 0,99±0,1a 

SM 1,61±0,1bc 

BPA 2,03±0,4b 

BPA+SS 1,16±0,3ac 

BPA+SM 1,11±0,3ac 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  

a, b, c Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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Şekil 4.8. Malondialdehit düzeyleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

a, b, c Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 

4.7. Mikroskobik Bulgular 

4.7.1. Faz Kontrast Mikroskobu Bulguları 

 Faz kontrast mikroskop altında incelenen kontrol grubunda, B-CPAP tiroid 

karsinoma hücre hattına ait hücreler tutunan ve monolayer halinde üreyen iğsi hücreler 

olarak izlenmiştir. SS uygulaması sonrası iğsi hücrelerin arttığı gözlenmiştir. SM 

uygulanan hücrelerin kontrol grubuna benzer görünümde olduğu belirlenmiştir. BPA 

uygulanan grupta tutunan iğsi hücrelerin azaldığı, flask yüzeyi ile bağlantılarını 

koparmış yuvarlak hücrelerin arttığı izlenmiştir. Bu grupta tutunan iğsi hücrelerin 

kontrol grubundaki hücrelere göre daha küçük, dar sitoplazmalı ve sitoplazmadan 

uzanan ince uzun uzantılarının olduğu gözlenmiştir. İnce uzun sitoplazmik uzantıları 

ile komşu hücreler ile bağlantı yapmaya çalışan hücrelerin yanı sıra çevresinde parlak 

refle veren çok sayıda hücrenin flask yüzeyinden bağlantısını koparıp ayrılmış 

yuvarlak hücreler olduğu saptanmıştır. 

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

çevresinde parlak refle veren flask yüzeyinden bağlantısını koparmış yuvarlak               
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B-CPAP hücreleri ve ince sitoplazmik uzantılı iğsi B-CPAP hücreleri izlenmiştir. Bu 

gruplarda BPA’ya göre daha fazla hücre bulunduğu gözlenmiştir (Şekil 4.9.). 

 

Şekil 4.9. B-CPAP tiroid karsinom hücre hattına ait hücrelere BPA ve/veya selenyum 

bileşikleri uygulaması sonrası morfolojik değişiklikler. 

Sodyum selenit uygulanan grupta tutunan B-CPAP hücre sayısı artmıştır. BPA 

uygulanan grupta tutunan hücre sayısı belirgin olarak azalmıştır. BPA+SS veya 

BPA+SM uygulanan gruplarda BPA’ya göre daha fazla hücre izlenmiştir.  A- Kontrol, 

B- SS, C- SM, D- BPA, E- BPA+ SS, F- BPA+ SM X10. 

4.7.2. Işık Mikroskobu Bulguları 

 Kontrol grubuna ait örneklerin ışık mikroskopta incelemesinde B-CPAP 

hücrelerinin ökromatik çekirdek ile belirgin çekirdekçikleri izlenmiştir. Çekirdek 

sitoplazma oranı çekirdek yönünde artmış olduğu gözlenmiştir. İncelenen kesitlerde 

birkaç tane mitotik şekil gözlenmiştir. (Şekil 4.10.A).   SS ve SM uygulanan grupların 

kontrol grubuna benzer görünüme sahip olduğu belirlenmiş ve bu gruplarda da mitotik 

figürler gözlenmiştir (Şekil 4.10.B. , Şekil 4.10.C.). SS grubunda daha fazla mitotik 

şekil saptanmıştır.  

 Bisfenol A uygulanan grupta hücre sayısının azaldığı gözlenmiştir. Çift 

çekirdekli hücrelerin yanısıra dejenere olmuş nekrotik hücreler ve hücre artıkları 

izlenmiştir (Şekil 4.10.D). BPA+SS uygulanan grupta çift çekirdekli büyük 

sitoplazmalı (sitoplazmik bölünmeyi tamamlayamamış) B-CPAP hücrelerinin yanısıra 

sitoplazmasında vakuoller içeren hücreler ayrıca nekrotik hücreler ve kondanse 
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çekirdekli apoptotik hücreler gözlenmiştir (Şekil 4.10.E). BPA+SM uygulanan grupta 

kondanse çekirdekli hücreler ve dejenere hücreler izlenmiştir (4.10.F.).  

 

Şekil 4.10. B-CPAP tiroid karsinom hücre hattına ait hücrelere BPA ve/veya selenyum 

bileşikleri uygulaması sonrası ışık mikroskop görüntüleri.  

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

BPA uygulanan grupta dejenere hücreler izlenmektedir. BPA+SS uygulanan grupta 

çift çekirdekli büyük sitoplazmalı B-CPAP hücreleri yanısıra sitoplazmasında 

vakuoller içeren hücreler ayrıca nekrotik hücreler ve kondanse çekirdekli apoptotik 

hücreler gözlenmektedir. BPA+SM uygulanan grupta kondanse çekirdekli hücreler ve 

dejenere hücreler izlenmektedir. A- Kontrol, B- Sodyum selenit, C- Selenomethionin, 

D- BPA , E- BPA+ Sodyum selenit F- BPA+ Selenomethionin uygulaması X10. 
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4.8. Apoptotik Analizler 

4.8.1. TUNEL Analizi 

 Apoptotik hücreleri belirlemek için yapılan TUNEL analizinde kontrol 

grubuna ait B-CPAP hücrelerinde ortalama %47,2 TUNEL pozitif hücre saptanmıştır. 

SS ve SM gruplarında TUNEL pozitif hücre sayısı %38,8 ve %36,6’dır. BPA 

uygulanan grupta %76,5 iken, SS+BPA ve SM+BPA gruplarında sırasıyla ortalama 

%48,2; ve %37,3 TUNEL pozitif hücre saptanmıştır. BPA grubunda kontrole kıyasla 

TUNEL pozitif hücre sayısı yaklaşık 1.6 kat fazladır (p<0,05). BPA ile birlikte SS ve 

SM uygulanması koruyucu bir etki gözlenmiştir. (Şekil 4.11. ; Şekil 4.12.). 

 

Şekil 4.11. Deney gruplarında apoptotik hücre yüzdeleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

a, b, c, d Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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Şekil 4.12. Deney gruplarında apoptotik hücreler. 

Kontrol grubu ve deney gruplarına ait B-CPAP hücrelerinde DAPİ ile çekirdekler 

mavi, TUNEL pozitif hücreler FITC ile yeşil izlenmektedir. (X400) 
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4.8.2. Kaspaz 3 Düzeyleri 

 Kaspaz 3 düzeylerinin belirlenmesi için yapılan deneylerin sonuçları Tablo 4.9. 

ve Şekil 4. 13.’de gösterilmiştir. BPA grubundaki kaspaz 3 düzeylerinin kontrol 

grubuna oranla 1,4 kat yüksek olduğu saptanmıştır (p<0,05). BPA+SS gruplarında 

BPA grubuna göre bir fark saptanmazken, BPA+SM grubunda anlamlı bir azalma 

olduğu belirlenmiştir (p<0,05).  

Tablo 4.9. Kaspaz 3 düzeyleri. 

Çalışma Grupları 
Kaspaz 3 Düzeyleri  

(ng/ mg protein) 

Kontrol 0,473±0,016a 

SS 0,473±0,061abd 

SM 0,403±0,038b 

BPA 0,670±0,033ce 

BPA+SS 0,572±0,047de 

BPA+SM 0,469±0,021ab 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  

a, b, c, d, e Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05).  

 

Şekil 4.13. Kaspaz 3 düzeyleri. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a, b, c, d, e Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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4.8.3. Kaspaz 8 Aktiviteleri 

 Kaspaz 8 aktivitelerinin belirlenmesi için yapılan deneyin sonuçları Tablo 4.10. 

ve Şekil 4.14.’de verilmiştir. Çalışma gruplarındaki kaspaz 8 aktivitesi kontrol 

grubuna oranla katları şeklinde ifade edilmiştir. BPA grubunda kontrole oranla 5,4 

katlık istatistiksel olarak anlamlı bir artış bulunmuştur (p<0,05). BPA ile birlikte hem 

SS hem de SM uygulamasının, kaspaz 8 aktivitesinde BPA’nın neden olduğu artışı 

önlediği ve koruyucu bir rol oynadığı gözlenmiştir. 

Tablo 4.10. Kaspaz 8 Aktiviteleri. 

Çalışma Grupları 
Kaspaz 8 Aktivitesi  

(Kontrole göre oransal değişim) 

SS 1,01±0,06a 

SM 1,01±0,2a 

BPA 5,38±0,22b 

BPA+SS 1,52±0,13c 

BPA+SM 1,86±0,05d 

Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde kontrol hücrelerinde kaspaz 8 aktivitesi 1 olarak kabul edilmiş 

ve diğer grupların kaspaz 8 aktiviteleri kontrole göre kat artışı şeklinde hesaplanmıştır. Sonuçlar 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a, b, c, d Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 
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Şekil 4.14. Kaspaz 8 Aktivitesi. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

a, b, c, d Aynı üssel harfleri taşımayan değerler birbirinden anlamlı ölçüde farklıdır (p<0,05). 

Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde kontrol hücrelerinde kaspaz 8 aktivitesi 1 olarak kabul edilmiş 

ve diğer grupların kaspaz 8 aktiviteleri kontrole göre kat artışı şeklinde hesaplanmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

 Bisfenol A, östrojenik aktivite gösterildiği bilinen sentetik bir kimyasal 

maddedir. Östrojenik aktivite göstermesine rağmen sentetik östrojen preparatlarının 

içerisinde yer almamıştır. Daha sonra ticari amaçla üretilen epoksi reçinelerinin ve 

polikarbonat plastiklerin üretimiyle kullanıma girmiştir (28, 29). Plastizer olarak bu 

yaygın kullanımı BPA’yı dünya genelinde en yaygın üretilen ve kullanılan sentetik 

bileşiklerden biri haline gelmiştir (201).  

Bisfenol A’ya günlük yaşamda büyük oranda maruz kalınabilmektedir (5). 

Genel popülasyonun BPA’ya maruziyeti ağırlıklı olarak gıda ve su ile gerçekleşir. 

Gıda ve su kontaminasyonu nedeniyle BPA biyolojik örneklerde de (özellikle idrar ve 

kan) yaygın olarak bulunur. BPA ve metabolitlerinin idrarla atılımlarının 

değerlendirildiği çalışmaların sonuçları, ABD’de 0,16 μg/kg vücut ağırlığı/ gün; 

Japonya’da ise 0,04-0,08 μg/kg vücut ağırlığı/gün BPA maruziyeti gerçekleştiği 

sonucunu vermektedir (202). Üç aylık yenidoğanlarda BPA maruziyetinin 0,2 μg/kg 

vücut ağırlığı/gün, 6-12 aylık bebeklerde ise 13 μg/kg vücut ağırlığı/gün BPA alımı 

gerçekleştiği tahmin edilmektedir. Yenidoğan ve bebeklerde erişkinlere göre daha 

yüksek maruziyetin olmasının nedenleri arasında bu yaş gruplarının özellikle oral 

yolla plastik oyuncaklara maruziyeti, vücut ağırlığına göre daha yüksek gıda ve su 

tüketimleri ve daha sık solumaları sayılabilir (2, 203).     

 Birçok kaynaktan gerçekleşen maruziyet sonucunda, biyolojik sıvılarda artan 

BPA maruziyeti günümüzde çeşitli hastalıklar, sağlık sorunları ve patolojik durumlar 

ile ilişkilendirilmektedir. Bunlara örnek olarak obezite, diyabet, kardiyovasküler 

hastalıklar, kadın ve erkek infertilitesi, erken ergenlik, meme ve prostat kanseri gibi 

endokrin sisteme bağlı gelişen kanserler ve polikistik over sendromu (PKOS) dahil 

olmak üzere çeşitli hastalık ve durumlar verilebilir (5, 61, 62). 

 Tiroid birçok endokrin bozucunun etkilerine karşı hassas bir organdır. BPA’nın 

birçok organ ve sistem üzerinde etkisinin yanısıra, tiroid üzerinde de endokrin bozucu 

olarak davranabildiği ve TR antagonisti olduğu gösterilmiştir. Organizmanın fiziksel 

ve kognitif fonksiyonları için tiroid bezinin normal çalışması önemlidir. BPA’ya başta 

bebek ve çocuklar olmak üzere toplum genelinin yaygın maruziyeti düşünüldüğünde 
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BPA’nın tiroid üzerindeki etkilerinin yeteri kadar araştırılmadığı ve BPA’nın olası 

tiroid toksisitesi üzerinde literatürde çok az çalışma olduğu görülmüştür (7, 17, 204). 

 Selenyum esansiyel bir eser elementtir. Selenyum düzeylerinin düşük olması, 

farklı kanser tipleri ve kalp hastalığı gibi çeşitli hastalıkların riskinin artmasıyla 

ilişkilendirilmiştir. Artmış ROS ve RNS sonucu meydana gelen oksidatif ve nitrözatif 

strese karşı organizmanın korunmasında antioksidan selenoproteinlerin önemli rolleri 

olduğu bilinmektedir (97, 99, 101, 111-114, 205). Tiroid bezi, gram doku başına en 

yüksek selenyum içeriğine sahip bir organdır ve selenoproteinlerin birçoğunun 

tirositlerde eksprese olduğu bilinmektedir. Bu selenoproteinlerden GPx ve TrxR 

tirositleri oksidatif hasara karşı önemli ölçüde koruyan antioksidan enzimlerdir (24, 

110, 121).  

 Selenyumun esansiyel bir element olmasının yanı sıra toksik bir eser element 

olduğu da bilinmektedir. Belirli dozlarda selenyum hücre büyümesini ve hücre 

proliferasyonunu artırabilir; ancak bazı durumlarda ise apoptoz ve/veya nekrozu 

indükleyebilir. Selenyumun hücre canlılığı üzerindeki etkileri spesifik kimyasal formu 

ve konsantrasyonuna bağlı olarak değişebilir. Yüksek selenyumun düzeylerinin 

protein tiyol gruplarının oksidasyonuna, çapraz bağlanmasına ve sonuçta hücre 

ölümüne yol açan ROS oluşumunu tetikleyebildiği bilinmektedir. Bazı selenyum 

bileşiklerinin tiyol gruplarının oksidasyonu ve süperoksit oluşumuna yol açarak 

oksidatif stresi indükleyebileceği,  mitokondriyal işlev kaybına yol açabileceği, 

sitokrom c gibi bazı proapoptotik proteinlerin mitokondriden sitozole salınımını 

başlatabileceği ve takiben apoptoz oluşturabileceğine dair sonuçlar elde edilmiştir 

(206).  

 Sunulan bu tez çalışması kapsamında endokrin bozucu özelliği bilinen 

BPA’nın B-CPAP hücre hattına olası toksik etkileri ve selenyum bileşikleri SM ve 

SS’in BPA toksisitesine karşı olası koruyucu etkinliği kontrol grubu ile 

karşılaştırılmalı olarak incelenmiştir. B-CPAP hücrelerine uygulanan selenyum 

bileşiklerinin dozu selenyum bağımlı bir antioksidan bir enzim olan GPx’in 

maksimum aktivite gösterdiği konsantrasyonlar olarak belirlenmiştir. Farklı 

konsantrasyonlarda BPA’nın sitotoksik etkileri incelenmiş; oluşan ROS IC30 ve IC50 

dozlarında değerlendirilmiş, meydana gelen sitopatolojik değişiklikler ışık 
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mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu ile belirlenmiş; TUNEL yöntemi ile kaspaz 3 

ve 8 aktivite/düzeyleriyle apoptotik değişiklikler değerlendirilmiş ve 

oksidan/antioksidan parametreler ölçülmüştür; tüm sonuçlar gruplar arası 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

5.1. Hücre Canlılığı 

 Bisfenol A’nın tiroid hücre canlılığı üzerine etkisi ile ilgili literatürde az sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Çalışmalar incelendiğinde farklı tiroid hücre hatlarının 

kullanıldığı,  farklı dozların seçildiği ve farklı inkübasyon sürelerinde çalışmaların 

yürütüldüğü görülmektedir. B-CPAP hücre hattında ise sınırlı çalışma bulunmaktadır. 

 Zheng ve ark. (2017) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada BPA’nın B-

CPAP hücre canlılığı üzerine etkisi WST-8 kiti kullanılarak incelenmiş ve 48 saat 300 

nM (düşük doz) BPA maruziyetinin %116 oranında, anlamlı ölçüde hücre canlılığını 

artırdığı gösterilmiştir (p<0,05). Aynı konsantrasyonda BPA’ya 72 saat maruziyet de 

48 saate benzer bir eğilim göstermiş ancak, 24 saat maruziyet sonucunda kontrol ile 

anlamlı bir fark bulunmamıştır (185). Sunulan tez çalışmasında ise, B-CPAP hücre 

hattında 24 saat BPA maruziyeti gerçekleştirilmiş ve en düşük doz olarak test edilen 

10 µM BPA konsantrasyonunda %110 oranında anlamlı ölçüde hücre canlılığı artışı 

görülmüştür (p<0,05). Bu sonuçlar düşük doz BPA’nın hücre canlılığını artırabildiğini 

göstermektedir.  

 Wu ve ark. (2016) tarafından yapılan bir diğer çalışmada 24 saat 0,03-300 µM 

konsantrasyon aralığında sıçan foliküler tiroid hücre hattında (FRTL-5) BPA 

maruziyeti gerçekleştirilmiş; BPA’nın 30 µM’ın altındaki dozlarda 24 saat inkübasyon 

sonrası hücre canlılığını azaltmadığı ve IC30 konsantrasyonunun 100 µM olduğu 

belirlenmiştir (183). Sunulan tez çalışmasında ise B-CPAP hücre hattında BPA’nın 

100 µM ve altı konsantrasyonlarda hücre canlılığını azaltmadığı gözlenmiş olup, IC30 

konsantrasyonu 302 µM olarak belirlenmiştir. Silva ve ark. (2018) tarafından yapılan 

bir çalışmada sıçan foliküler tiroid hücre hattında (PCCL3) hücreler 10-9, 10-7, 10-5, 

10-3 M BPA’ya 24 saat maruz bırakılmış ve hücre canlılığı MTT yöntemiyle 

belirlenmiştir. 10-9 M düşük doz BPA uygulanan hücrelerde kontrole kıyasla hücre 

canlılığının azalmadığı, 10-7 M diğer düşük doz uygulanan hücrelerde hücre 
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canlılığının anlamlı ölçüde arttığı (p<0,05), 10-3 M yüksek doz BPA’ya maruz kalan 

hücrelerde ise hücre canlılığının anlamlı ölçüde azaldığı ve bu dozun toksik 

konsantrasyon olduğu belirtilmiştir (p<0,001) (186). Sunulan tez çalışmasında ise, B-

CPAP hücrelerine 10-600 µM konsantrasyon aralığında BPA uygulanmış ve 10, 25, 

100 µM konsantrasyonlarda hücre canlılığında artış belirlenmiş ve uygulanan diğer 

konsantrasyonlarda (200-600 µM) ise hücre canlılığında azalma gerçekleştiği 

görülmüştür. Gentilcore ve ark. (2013) tarafından yapılan bir çalışmada, FRTL-5 sıçan 

foliküler tiroid hücrelerine 10-9–10-4 M konsantrasyon aralığında 24 ve 72 saatlik BPA 

maruziyeti sonucunda hücre canlılığı MTT testi ile değerlendirilmiş ve bu 

konsantrasyon aralıklarında hücre canlılığının azalmadığı ve bu doz aralığında 

BPA’nın non-toksik olduğunu belirlenmiştir. Bu araştırıcılar sitotoksik bir etki 

göstermeyen dozlarda BPA’nın tiroid homeostazında rol oynayan gen ekspresyonları 

üzerinde etkili olabileceğini göstermişlerdir (187).   

 Tez kapsamında kullanılan selenyum bileşiklerinin (SS ve SM) tiroid hücre 

canlılığı üzerine etkisi ile ilgili literatürde az sayıda çalışma bulunmaktadır. Çalışmalar 

incelendiğinde farklı tiroid hücre hatlarında çalışıldığı, uygulanan doz aralıklarının 

farklı olduğu ve inkübasyon sürelerinin farklılık gösterdiği görülmektedir. Nettore ve 

ark. (2017) tarafından yapılan bir çalışmada, FRTL-5 sıçan foliküler tiroid hücre 

hattında 100- 500 nM konsantrasyon aralığında ve 24-96 saat inkübasyon sürelerinde 

maruziyet ile SS’nin hücre üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bu amaçla selenyumca 

fakir besiyerinde bulunan hücrelere 100 nM SS uygulanmış ve kontrole kıyasla toplam 

hücre sayısı ve morfolojisi değişimi incelenmiştir. Sonuç olarak, SS’nin toplam hücre 

sayısını artırdığı (p<0,05) ve hücre büyümesini stimüle ettiği gösterilmiştir. Aynı 

inkübasyon sürelerinde 500 nM SS uygulanan hücrelerde ise; hücre canlılığı artışı 

selenyumca fakir besiyerinde üreyen kontrole kıyasla anlamlı ölçüde farklı 

bulunmamıştır (p>0,05) (207). Sunulan tez çalışmasında maksimum GPx aktivitesini 

sağlayan SS konsantrasyonunda (20 nM), kontrole oranla %36,8 oranında hücre 

canlılığı artmıştır (p<0,05).  

 Kato ve ark. (2009) tarafından yapılan bir çalışmada SM; WRO, ARO, NPA, 

FRO tiroid hücre hatlarına 50, 100, 150 µM konsantrasyonlarda uygulanmış ve tüm 

konsantrasyonlarda SM maruziyeti sonucu toplam hücre sayılarında azalmaya neden 
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olduğu belirtilmiştir. Çalışmada 150 µM maksimum sitostatik doz ile 24, 48, 72 saatlik 

SM maruziyetinin tüm hücre hatlarında toplam hücre sayılarında anlamlı derecede 

azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (p<0,05) (208). Sunulan tez çalışmasında 

maksimum GPx aktivitisini sağlayan ve sitostatik olmadığı belirlenen SM 

konsantrasyonunda (30 µM), kontrol hücrelere göre SM grubunda %4,4 oranında 

hücre canlılığı artmıştır (p>0,05). Elde ettiğimiz sonuçlar ve Kato ve ark.  (2009)’nın 

sonuçları karşılaştırıldığında; yüksek, supranutrisyonel konsantrasyonlarda SM’in 

sitostatik etki gösterebildiği, ancak düşük konsantrasyonlarda aynı etkinin görülmediği 

sonucuna varılabilir.  

 Bisfenol A ve selenyum bileşiklerine birlikte maruziyetin hücre canlılığı 

üzerindeki etkilerinin belirlendiği herhangi bir çalışmaya literatürde rastlanmamış 

olup, sunulan tez çalışmasında MTT yöntemiyle selenyum bileşikleri olan SM ve SS 

ile 24 saat pre-inkübasyon gerçekleştirilmiş hücrelerde, BPA’nın hücre canlılığı 

üzerine olan etkisi incelenmiştir. IC30 konsantrasyonda BPA maruziyeti sonucunda SS 

ile pre-inkübe edilmiş hücrelerde, hücre canlılığında kontrole oranla anlamlı artış 

bulunmamıştır (p>0,05). Ancak, aynı durum SM ile pre-inkübe edilmiş ve BPA 

uygulanan hücrelerde belirlenememiş ve bu hücrelerin canlılığı kontrole kıyasla 

anlamlı ölçüde az bulunmuştur (p<0,05). Bu durumda, SS’in BPA’nın oluşturduğu 

sitotoksik etkiye karşı SM’e göre daha iyi bir koruyucu olduğu söylenebilir. 

5.2. Oksidatif Stres  

5.2.1. ROS indüksiyonu  

 Bisfenol A'nın indüklediği intraselüler ROS üretimi, floresan problar 

kullanılarak çok sayıda hücre tipinde ve dozlarla incelenmiştir (71, 184, 209, 210). 

Diklorodihidrofloresein diasetat (DCFDA) ve benzer floresan problar, hücre BPA’ya 

maruz kaldıktan sonra hücre içi peroksit ve süperoksit oluşumunu dolaylı ölçmede 

sıkça tercih edilirler. Ancak, bu problar spesifik olarak oluşan radikal türünün 

belirlenmesinde kullanılamazlar. BPA gibi endokrin bozucularla yapılan çalışmalarda, 

ROS düzeylerindeki değişimler, hücre tipine ve hücrelerdeki hormon reseptörlerinin 

durumuna bağlı olarak önemli ölçüde değişebilmektedir (72) .  
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 Porreca ve ark. (2016)  tarafından yapılan bir çalışmada FRTL-5 sıçan foliküler 

tiroid hücrelerinde düşük doz (10-9 M) BPA’nın 1 ve 3 gün maruziyet sonrasında 

kontrole göre sırasıyla 4 (p<0,01) ve 1,5 kat (p<0,05) ROS artışına neden olduğu; 

ancak 7 günlük BPA maruziyetinde ise kontrole kıyasla ROS artışının anlamlı 

olmadığı belirlenmiştir (184). Silva ve ark. (2018) tarafından yapılan bir araştırmada 

PCCL3 sıçan foliküler tiroid hücrelerinde düşük doz 10-9 M BPA’nın 24 saat hücrelere 

maruziyeti sonucunda Amplex Red metoduyla yapılan kalsiyum bağımlı hidrojen 

peroksit üretiminde kontrole kıyasla anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05) (186). 

Sunulan tez çalışmasında kullanılan kitin özelliğine bağlı olarak 302 µM BPA’nın B-

CPAP hücrelerine 1 saat uygulanması sonrasında kontrole kıyasla %10’luk istatistiksel 

olarak anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05).   

 Selenyumun koruyucu etkisinin, selenoproteinlerin katalitik domainin aktif 

bölgesinde bulunan selenosisteinin antioksidan işlevi ile gerçekleşebildiği 

belirtilmektedir. Antioksidan selenoproteinler, hücre içi redoks durumunu ve bunun 

sonucunda hücre içindeki normal fizyolojik süreçleri koruyabilmektedirler. Normal 

selenyum düzeylerinin, aşırı ROS ve RNS üretimine karşı önemli derecede koruyucu 

olabileceği birçok çalışma ile gösterilmiştir (205). Ancak, tam aksine selenyumun 

suprafizyolojik dozlarda hücre içi ROS oluşumunu artabildiği; hücrenin yaşamsal 

olarak elzem proteinlerinin tiyol gruplarında çapraz bağlanabildiği ve sonuçta 

apoptotik hücre ölümüne neden olabildiği bilinmektedir. Sonuç olarak, selenyum 

farklı dozlarda organizmada hem prooksidan hem de antioksidan etki 

gösterebilmektedir (211). Nitekim, Shen ve ark. (1999) tarafından yapılan bir 

çalışmada 10 µM SS’in HepG2 hücre hattında ROS oluşumunu anlamlı derecede 

artırdığı, hücrede GSH deplesyonuna neden olduğu gösterilmiştir (p<0,05) (212). 

Suzuki ve ark. (2011) tarafından yapılan bir çalışmada, A-549 hücre hattında 50 µM 

SM ve 2,5 µM SS’in 48 saat maruziyeti sonucunda kontrole kıyasla ROS seviyelerinde 

artış gözlenmiştir. 3 mM N-asetil sistein ile kombine uygulamalarda ise SS ve SM 

maruziyeti sonucu meydana gelen ROS seviyelerinde anlamlı azalma görülmüştür 

(p<0,05) (213). Sunulan tez çalışmasında SS ve SM maruziyetin sonucunda sırasıyla 

%2,75 ve %6,6 oranlarında meydana gelen ROS seviyelerindeki azalma kontrolden 

farklı bulunmamıştır (p>0,05). Ayrıca, SS ve SM ile 24 saat pre-inkübe edilmiş 

hücrelerde BPA maruziyeti sonucunda meydana gelen ROS düzeylerindeki azalma, 
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BPA grubuna oranla farklı bulunmamıştır (p>0,05). SS ve SM’in intraselüler ROS 

seviyeleri açısından koruculuğu uygulanan doz ve inkübasyon süresinde 

gözlenmemiştir. 

5.2.2. Total Glutatyon Düzeyleri 

 Glutatyon, hücrelerde en yüksek miktarda bulunan düşük molekül ağırlıklı bir 

tiyol bileşiğidir. GSH, hücreleri oksidatif hasardan ve elektrofilik özelliğe sahip 

ksenobiyotiklerden korur; aynı zamanda redoks homeostazının korunmasında kritik 

rol oynar (155). Organizmada GSH düzeylerinde meydana gelen değişimler hücredeki 

redoks dengesinin bozulmasıyla sonuçlanabilir. Biyolojik sistemlerde oksidatif stresin 

belirteci olarak GSH/GSSG oranı kullanılabilir (215).  

 Ge ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada TM4 fare Sertoli 

hücrelerinde 10 nM ve 10 µM BPA’nın 24 saatlik maruziyeti değerlendirilmiştir. 10 

nM BPA uygulamasından sonra GSH düzeylerinde anlamlı ölçüde artış gözlenirken, 

10 µM BPA maruziyetinden sonra GSH düzeylerinde anlamlı ölçüde azalma 

gözlenmiştir (p<0,05) (215). Xin ve ark. (2014) tarafından yapılan bir diğer çalışmada 

ise 25, 50, 100 µM konsantrasyonlarda 24 saatlik BPA maruziyeti sonrasında INS-1 

hücrelerinde GSH düzeylerinin tüm konsantrasyonlarda anlamlı ölçüde azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05) (209). BPA maruziyeti ile tiroid dokusu veya tiroid hücrelerinde 

GSH düzeylerindeki değişikliğin değerlendirildiği bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda, BPA grubunda total GSH düzeylerinde kontrole kıyasla %30,6 

düzeyinde ve istatistik olarak anlamlı bir azalma gözlenmiştir (p<0,05). Bu değişiklik 

BPA maruziyetinin tiroid hücrelerinde GSH deplesyonuna yol açtığını göstermekte ve 

olası bir oksidatif stres varlığını da desteklemektedir.  

 Tiroid dokusunda selenyum bileşiklerinin uygulanması sonucu GSH 

düzeylerindeki değişikliklerin incelendiği in vivo bazı çalışmalar bulunmakla birlikte, 

in vitro olarak tiroid hücre hatlarındaki değişikliklerin irdelendiği herhangi bir çalışma 

saptanamamıştır. Bununla birlikte farklı hücre hatlarında sınırlı sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Zhong ve ark. (2001) tarafından yapılan bir çalışmada LNCaP hücre 

hatları kullanılmış, hücrelere kısa dönem (24 saat) ve uzun dönem (6 ay boyunca) 0.5, 

1,5; 2; 2,5 µM konsantrasyonlarda SS uygulanmıştır. 0,5 ve 1 µM konsantrasyonlarda 
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SS uygulaması ile 24 saat sonunda GSH düzeylerinde anlamlı artış gözlenirken, 2 ve 

2.5 µM konsantrasyonlarda SS maruziyeti ile GSH düzeyleri azalmıştır (p<0,05). 

Uzun dönem SS uygulaması ile 0,5 ve 1,5 µM konsantrasyonlarda GSH seviyelerinde 

azalma gözlenirken, 2 ve 2,5 µM konsantrasyonlarda artış gözlenmiştir (p<0,05). 

GSSG düzeylerinde ise 24 saat SS maruziyeti sonucunda 1,5, 2 ve 2,5 µM 

konsantrasyonlarda anlamlı artış gözlenirken,  uzun dönem maruziyet sonucunda doz 

arttıkça GSSG düzeylerinde anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). Çalışmanın sonunda 

akut ve kronik SS uygulamasının GSH düzeylerinde farklı değişimlere yol açabileceği 

belirtilmiştir (216).  Shen ve ark. (2000) tarafından yapılan bir çalışmada HepG2 

hücrelerine 24 saat boyunca 10 µM SS uygulanmıştır ve GSH düzeylerinde anlamlı 

ölçüde azalma görüldüğü belirtilmiştir (p<0,05) (217). Shen ve ark. (1999) tarafından 

yapılan başka bir çalışmada yine HepG2 hücrelerine 1-25 µM aralığında SS; 12, 24, 

48 saat uygulanmıştır. Zaman ve doza bağlı olarak artan şekilde GSH düzeylerinde 

anlamlı derecede azalma belirlenmiştir (p<0,05). 24 ve 48 saat SS maruziyeti 

sonucunda ise, GSSG düzeylerinde anlamlı ölçüde azalma gözlenmiştir (p<0,05) 

(212). Çalışmamızda kontrole kıyasla SS uygulanan hücrelerde GSH düzeylerinde 

%11 oranında azalma gözlenmiş;  ancak bu azalma anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 

 Selenometiyonin ve metiyonin aynı aktif transport mekanizmasıyla 

duodenumdan absorbe olmaktadır (89). Metiyonin, GSH sentezine transssülfürasyon 

yolu ile katılabilmektedir. Transsülfürasyon yolu, GSH sentezi için metiyoninin 

kullanımına olanak sağlamaktadır. Transsülfürasyon ile gerekli olan sistein, 

metiyoninden sentezlenerek GSH sentezine katılır. Karaciğer, metiyoninin GSH 

prekürsörü etkin bir şekilde kullanılmasını sağlamakta olan en yüksek 

transsulfürasyon aktivitesine sahip organdır (218). Sunulan tez çalışmasında, SM 

grubunda kontrole oranla GSH düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı olmamamakla 

birlikte %8 oranında artış görülmesi, intrasellüler GSH sentezinde SM metiyonine 

benzer şekilde işlev gördüğü için gerçekleşmiş olabilir (p>0,05).  

 Çalışmamızda SS ve SM ile pre-inkübe edilmiş hücrelerde BPA maruziyeti 

sonucunda GSH düzeylerinde, kontrole kıyasla anlamlı ölçüde azalma gözlenmiştir 

(p<0,05). BPA grubuna göre ise, BPA+SS ve BPA+SM kombine gruplarda sırasıyla 

%13 ve %11 oranında azalma gözlenmiştir. Ancak, bu azalma anlamlı değildir 
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(p>0,05). BPA maruziyetine sonucu gelişen GSH düzeylerinde azalmanın selenyum 

bileşikleriyle hücrelerin muamelesi sonucu artan GPx aktivitesine bağlı olarak bir 

detoksifikasyon işlevinin artışı nedeniyle ortaya çıktığı düşünülebilir.  Literatürde 

tiroid hücrelerinde BPA ile birlikte SS, SM maruziyeti sonrasında GSH düzeylerinin 

ölçüldüğü herhangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Başka hücre hatlarında ise sınırlı 

çalışma bulunmaktadır (212,216,217). 

5.2.3. Lipit Peroksidasyonu 

 Lipit peroksidasyonu genel olarak serbest radikaller gibi oksidanların karbon 

karbon çift bağı içeren lipitlere ve özellikle çoklu doymamış yağ asitlerine saldırmaları 

ile başlayan bir süreçtir. Lipit peroksidasyonu sonucunda lipit peroksitler, sekonder 

veya son ürünler olan MDA, 4-hidroksinonenal ve hekzenal gibi birçok aldehit 

meydana gelir. Lipit peroksidasyonunun aşırı gerçekleşmesi durumunda, meydana 

gelen oksidatif hasar hücrenin onarım kapasitesini aşar ve hücrede apoptoz ve nekroz 

indüklenebilir. MDA, lipit peroksidasyonunun en bilinen ürünlerinden biridir ve hücre 

membran hasarının belirteci olarak kullanılmaktadır (150, 219, 220) Literatürde BPA, 

SS ve SM maruziyeti sonucunda lipit peroksidasyonunun değerlendirildiği sınırlı 

sayıda çalışma bulunmaktadır.  

 Leem ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalışmada mezenşimal kemik kök 

hücrelerinde (hBMC) 18 saat boyunca 100 µM ve 250 µM BPA maruziyeti sonucunda 

MDA düzeylerinde doza bağlı artış gözlenmiş ve 250 µM BPA uygulanan grupta 

MDA düzeylerinde yaklaşık 12 kat anlamlı ölçüde artış olduğu bulunmuştur (221). 

Moon ve ark. (2012) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise, HepG2 hücrelerinin 

100 nM BPA’ya maruziyeti sonucunda 2. 6. ve 12. saatlerde MDA düzeylerinde artış 

meydana getirdiği gözlenmiştir (222). Çalışmamızda kontrole kıyasla BPA grubunda 

MDA düzeylerinde 1,8 kat anlamlı ölçüde artış bulunmuştur. BPA maruziyetinin 

hücre membran hasarına yol açarak hücre homeostazını bozabileceği düşünülebilir.    

 Farklı hücre hatlarında SS ve SM pre-inkübasyonunun oksidatif strese karşı 

koruyucu rolünün değerlendirildiği çeşitli çalışmalar bulunmaktadır (25). Bu 

çalışmalarda farklı kimyasal maddeler ile indüklenen lipit peroksidasyona karşı 

koruyucu etkisi de gösterilmiştir. Bununla birlikte, tiroid hücre hatlarında BPA ile 
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indüklenen lipit peroksidasyona karşı selenyum bileşiklerinin koruyucu rolünün 

incelendiği bir çalışmaya rastlanmamıştır. Sunulan tez çalışmasında, BPA maruziyeti 

ile artan lipit peroksidasyonda gerek SS gerekse SM uygulamasının etkiyi azaltıcı rolü 

gösterilmiştir. Kontrole kıyasla, BPA+SS ve BPA+SM kombine gruplarda MDA 

düzeylerinde kontrole kıyasla farklılık bulunmamıştır (p>0,05). BPA+SS ve BPA+SM 

gruplarında MDA düzeyleri, BPA grubuna kıyasla sırasıyla %43 ve %45 oranlarında 

anlamlı olarak azalmıştır (p<0,05). Bu sonuçlar, BPA ile indüklenen oksidatif stres 

varlığına işaret etmekte; selenyum bileşiklerinin antioksidan etkisine bağlı olarak BPA 

toksisitesini azaltabileceğini ve özelikle hücre membranının hasarına karşı koruyucu 

olabileceğini göstermektedir.   

5.3. Mikroskobik incelemeler 

5.3.1. Işık Mikroskobu İncelemeleri 

 Çalışma kapsamında değerlendirilen kontrol grubu B-CPAP hücrelerinde 

ökromatik çekirdek ile belirgin çekirdekçikleri izlenmiştir. Çekirdek sitoplazma oranı 

çekirdek yönünde artmış olduğu gözlenmiştir. Alınan kesitlerde yapılan incelemelerde 

birkaç mitotik figür belirlenmiştir. SS ve SM gruplarındaki hücrelerde kontrole benzer 

görünüm kaydedilmiş ve bu gruplarda da, SS grubunda daha fazla olmak üzere mitotik 

figürler görülmüştür.  

 BPA uygulanan B-CPAP hücrelerinde yapılan ışık mikroskobu 

incelemelerinde hücre sayısının azaldığı gözlenmiş; aynı zamanda çift çekirdekli 

hücrelerin yanı sıra dejenere olmuş nekrotik hücreler ve hücre artıkları izlenmiştir. 

BPA+SS uygulanan hücrelerde çift çekirdekli büyük sitoplazmalı; sitoplazmik 

bölünmeyi tamamlayamamış hücrelerin yanısıra sitoplazmada vakuoller içeren, ayrıca 

nekrotik hücreler ve kondanse çekirdekli apoptotik hücreler gözlenmiştir. BPA+SM 

uygulanan hücrelerde ise, kondanse çekirdekli hücreler ve dejenere hücreler 

izlenmiştir. Selenyum uygulamasının BPA’nın hücrelerdeki olası toksik etkisine karşı 

hücrede meydana gelen dejenerasyonu ve yapısal değişiklilere karşı koruyucu etki 

gösterdiği ifade edilebilir.  

 Literatürde tiroid hücrelerinde BPA maruziyeti sonucu yapılmış sitopatolojik 

incelemeler içeren çalışma bulunmamasına karşın, tiroid dokusunda yapılmış 
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histopatolojik incelemeler içeren çalışmalar sınırlı sayıdadır. Silva ve ark. (2018) 

tarafından yapılan çalışmada, Wistar sıçanların 40 mg/kg vücut ağırlığı/gün oral 15 

günlük BPA maruziyeti sonucunda tiroid ağırlıklarının kontrole oranla bir değişiklik 

göstermediği belirlenmiş; ancak histopatolojik incelemelerde BPA’ya maruz kalan 

grubun tiroid dokusunda birçok hipoaktif folikülün olduğu gözlenmiştir (186).  Tan ve 

ark. (2003) tarafından yapılan bir diğer çalışmada 48 jüvenil erkek Sprague-Dawley 

sıçan 29-30 gün boyunca 100 mg/kg vücut ağırlığı/gün oral yoldan BPA’ya maruz 

bırakılmıştır. Uygulama süresinin sonunda yapılan histopatolojik incelemelerde 

kontrol grubuna kıyasla BPA ya maruz kalan grupta tiroid kesitlerinde herhangi bir 

anomali veya değişiklik gözlenmemiştir. Ancak, BPA’ya maruz kalan grupta kontrole 

kıyasla tiroid ağırlıklarında anlamlı artış bulunmuştur (p<0,01) (190). BPA’nın tiroid 

hücre ve dokusu üzerine etkisiyle ilgili daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.  

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

 TUNEL metodu, DNA zincir kırıklarını enzimatik olarak işaretlenmesini 

sağlayarak endonüklaz yıkım ürünlerini analiz etmek için kullanılmaktadır. Terminal 

transferaz DNA zincirlerinin 3’ucunda dUTP ile işaretlenmesini sağlar. İşaretlenmiş 

dUTP, çeşitli problar sayesinde ışık, floresan mikroskop veya akım sitometrisi 

kullanılarak apoptotik hücrenin tayin edilmesine olanak sağlar. Tek bir hücrenin 

floresan mikroskop ile tayinine olanak sağlayacak kadar hassas bir yöntemdir. Bu 

yöntem, DNA onarım ve gen transkripsiyon sürecinde olan hücrelerde ve nekrotik 

hücrelerde hatalı pozitif sonuca neden olabileceğinden beraberinde başka bir test ile 

apoptozu değerlendirmek gerekebilir (165).  

 Kaspazlar çekirdek, golgi cisimciği, endoplazmik retikulum, mitokondri, hücre 

bağlantıları ve hücre iskeletini içeren hücresel yapıları proteolitik olarak parçalamak 

için apoptoz sürecinde etkin bir biçimde yer alan sistein proteazlardır. Normal 

hücrelerde zimojen formda (pro-kaspaz olarak) bulunurlar; ancak hücre apoptik 

sinyale cevaben hızlı bir şekilde aktif proteazlara dönüştürülürler (223). 

 Tiroid hücrelerinde BPA’nın apoptotik etkinliği üzerine bilimsel literatürde 

sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır (184, 185). Zheng ve ark. (2017) tarafından 

yapılan çalışmada B-CPAP hücrelerinde düşük doz (300 nM) BPA maruziyeti 
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sonucunda Annexin V yöntemiyle akım sitometrisi kullanılarak apoptoz 

değerlendirilmiştir. Kontrol grubunda apoptotik hücre oranı %22,4 iken, BPA’ya 

maruz kalan hücrelerde bu oran %19,3 olarak bulunmuştur ve sonuçta BPA’nın 

anlamlı düzeyde apoptotik hücre oranını azalttığı belirlenmiştir (p<0,05) (185). 

Porreca ve ark. (2016) tarafından yapılan başka bir diğer çalışmada ise TUNEL 

analizinde FTRL-5 foliküler tiroid hücrelerinde 24, 48, 72, 96 ve 120 saatlik 10-9 M 

BPA uygulaması sonucunda kontrole oranla apoptotik hücre yüzdelerinde fark 

görülmemiştir (p>0,05). Hücrelere ayrıca UV-C uygulaması da yapılmış, sadece 24 

saat inkübasyonu sonrasında meydana gelen UV-C maruziyeti sonunda kontrole 

kıyasla apoptotik hücre yüzdesinde anlamlı olarak artış görülmüştür (p<0,05). Yine 

aynı dozlarda ve inkübasyon sürelerinde BPA maruziyeti sonunda hücrelere UV-C 

maruziyeti gerçekleştirilmiştir. BPA maruziyeti sonunda meydana gelen UV-C 

uygulaması sonucunda ise, 120 saate kadar olan tüm inkübasyon sürelerinde UV-C ve 

BPA’ya kombine bir şekilde maruz kalmış grupta apoptotik hücre yüzdelerinde 

kontrole kıyasla anlamlı ölçüde artış gözlenmiştir (p<0,05) (184). Sunulan tez 

çalışmasında yapılan TUNEL analizinde ise kontrol grubuna ait hücrelerde ortalama 

%47,2 apoptotik hücre yüzdesi saptanmıştır. BPA grubunda ise kontrole kıyasla 1,6 

kat fazla (%76,5 oranında) anlamlı ölçüde yüksek apoptotik hücre yüzdesi saptanmıştır 

(p<0,05). Çalışmalar karşılaştırıldığında, sitotoksik konsantrasyonlarda BPA’nın 

apoptozu tetikleyebileceği ancak düşük dozda ise bu etkinin görülemeyebileceğini 

söylenebilir. Nitekim, sunulan tez çalışmasında yapılan MTT testinde düşük doz 

BPA’nın hücre canlılığını artırdığı gözlenmiştir.  

 Tiroid, birim kütle başına en yüksek selenyum içeriğine sahip organdır. 

Bununla birlikte tiroid bezinde tiroid hormon biyosentezi sürecinde, foliküler hücreler 

tarafından üretilen aşırı hidrojen peroksit ve diğer ROS hasarına karşı hücreleri 

korunmasında TrxR ve GPx gibi hücrenin redoks kontrolünü sağlayan ve antioksidan 

savunmada rol alan selenoproteinler burada önemli rol oynarlar (110). Selenyumun 

nutrisyonel dozlarda hücre yaşam döngüsünü modüle ettiği, ancak yetersizliğinde ise 

hücre yaşamının ve hücre yaşam siklusunun olumsuz etkilendiğine dair kanıtlar 

bulunmaktadır (224-226). Tiroid hücrelerinde selenyum bileşiklerinin apoptotik 

yolaklar üzerine etkisi ile ilgili sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır (207,227). 

Selenyum bileşiklerinin yüksek konsantrasyonlarda ROS oluşumunu artırdığı ve 
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apoptozu indüklediği ile ilgili çalışmalar mevcuttur (212,213,228). Demelash ve ark. 

(2004) tarafından yapılan bir çalışmada domuz tiroid dokusundan alınan primer 

hücrelerde hidrojen peroksitin tiroid hücre ölümü üzerine etkisi incelenmiştir. GPx 

aktivitesinin normal düzeylerde görüldüğü selenit konsantrasyonlarının 10-100 nM 

aralığında olduğu belirlenmiştir. Hidrojen peroksit ile indüklenen kaspaz 3 

aktivasyonuna karşı, farklı serum ve selenit konsantrasyonlarının hidrojen peroksit ile 

indüklenen kaspaz 3 aktivasyonuna karşı koruyucu rolü değerlendirilmiştir. Hücreler 

beş gün süre ile selenyum içermeyen; %5 veya %0,5 serum içeren medyumlarda ve 10 

ve 100 nM selenit içeren %0,5 serum içeren medyumlarda büyütülmüştür. Hücreler 

beş günün sonunda 8 saat boyunca 0-400 µM aralığında hidrojen peroksite maruz 

bırakılmıştır. Hidrojen peroksitin düşük serum içeren medyumdaki hücrelerde doza 

bağımlı olarak kaspaz 3 aktivitesini arttığı gözlenmiştir. Ancak, düşük serum içeriğine 

(%0,5) rağmen 10 ve 100 nM selenyum ile suplemente edilmiş medyumlardaki 

hücrelerde hidrojen peroksit ile doz bağımlı olarak indüklenen kaspaz 3 aktivitesinde 

düşüşler meydana geldiği gözlenmiştir (227). Nettore ve ark. (2017) tarafından yapılan 

çalışmada ise, sıçan foliküler tiroid FRTL-5 hücrelerinde selenitin apoptotik sinyal ve 

mekanizmalar üzerindeki etkisi incelenmiştir. Hücreler100 nM sodyum selenit içeren 

medyum içerisinde 12, 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. 100 nM selenite 24 saat 

maruz kalan hücrelerde p53, 48 saat maruz kalan hücrelerde ise Bim proapoptotik 

genlerinin mRNA ekspresyonlarında azalma gözlenmiştir (p<<0,05). 48 ve 72 saat 

sonunda hücrelerde NF-kB ve 72 saat sounda Bcl-2 antiapoptotik genlerin mRNA 

ekspresyonlarında artış gözlenmiştir (p<0,05). Ayrıca hücreler 24, 48, 72 ve 96 saat 

boyunca 500 nM selenit ile pre-inkübe edilmiş ve 24 saat sonunda 2 µg/ml tunikamisin 

içeren veya içermeyen gruplar oluşturulmuştur. Tunikamisin ile kontrole kıyasla artan 

kaspaz 3/7 aktivitesinde artışlar belirlenmiştir (p<0,05). Tunikamisin ile birlikte 96 

saat 500 nM selenit ile yapılan pre-inkübasyon sonucunda ise, sadece tunikamisin 

uygulanan hücrelere göre kaspaz3/7 aktivitesinde anlamlı ölçüde azalma gösterilmiştir 

(p<0,05) (207). Erkekoğlu ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada, AS52 

hücreleri 10 nM SS ve 10 µM SM ile 24 saat pre-inkübe edilmesi sonrasında hücreler 

24 saat 25 µM 3,5-dimetilaminofenole (DMAP) maruz bırakılmıştır. Sadece SS ve SM 

uygulanan hücrelerde kaspaz 3 ve 8 aktivitesi kontrol grubundan farklı bulunmamıştır. 

Sadece DMAP uygulanan hücrelerde ise kontrole kıyasla anlamlı ölçüde yüksek 
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kaspaz 3 ve 8 aktivitesi görülmüştür (p<0,05). 24 saat SM veya SS ile pre-inkübasyona 

burakılan hücrelerde ise, DMAP uygulanmasından sonra kaspaz 3 ve 8 aktivitesi 

kontrol düzeylerinde bulunmuştur (25).  

 Zhou ve ark. (2009) tarafından yapılan bir çalışmada LLC-PK1 hücreleri 5,10, 

20 µM selenit ve 500 µM N-asetil sistein ile yarım saat pre-inkübe edilmiştir. Daha 

sonra 20 µM kadmiyum (Cd) ile 12 saat inkübasyon gerçekleştirilmiştir ve kaspaz 3 

ve 9 aktiviteleri değerlendirilmiştir. Sadece Cd’ye maruz kalan grupla 

karşılaştırıldığında, selenit uygulanan gruplarda, kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinde doz 

bağımlı ve anlamlı ölçüde azalma gözlenmiştir (p<0,01). Kadmiyum maruziyeti 

sonucunda kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinde anlamlı ölçüde artış gözlenmiştir. En yüksek 

doz (20 µM) selenite maruz kalan grupta maksimum etki saptanmıştır. N-asetil sistein 

pre-inkübasyonu ile de kaspaz 3 ve 9 aktiviteslerinde anlamlı ölçüde azalma 

gözlenmiştir (p<0,05). Bu çalışma ile Cd maruziyeti sonucu oluşan oksidatif stresin 

kaspaz aktivasyonuna yol açabileceği ve selenyum bileşiklerinin de antioksidan 

özelliğiyle Cd ile ilişkili kaspaz aktivasyonunu baskılayıcı özelliğe sahip olabileceği 

ortaya konmuştur (229).  

 Miranda ve ark. (2011) tarafından yapılan bir diğer çalışmada, sığırdan elde 

edilen meme epitel hücrelerinde 100 µM hidrojen peroksit ile indüklenen apoptoz 

üzerine selenometiyoninin (10-50 nM) etkinliği incelenmiştir. 24, 48 ve 72 saat 

süresince hidrojen peroksite maruz kalan grupta zamana bağlı apoptotik hücrelerde 

artış gözlenmiştir. Kombine SM ve hidrojen peroksit içeren medyumlarda ise TUNEL 

pozitif hücrelerde, uygulama yapılan tüm zamanlarda anlamlı azalma gözlenmiştir ve 

SM’in maksimum etkinliği 24 saatte gözlenmiştir. Sonuçta, SM’in primer sığır meme 

epitelyal hücresinde hidrojen peroksitle indüklenen oksidatif stres kaynaklı apoptoza 

karşı koruyucu etki gösterdiği ifade edilmiştir (230).  

Tiroid hücrelerinde BPA’nın indüklediği apoptotik değişikliklerde selenyum 

bileşiklerinin etkisinin değerlendirildiği bir çalışma bulunamamıştır.  

 Sunulan tez çalışmasında kaspaz 3 düzeyleri ölçümü sonucunda kontrol 

grubuna kıyasla BPA grubunda 1,4 kat anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). BPA+SS 

ve BPA+SM gruplarında selenyum bileşikleriyle yapılan pre-inkübasyon sonucunda 
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BPA grubuna göre kaspaz 3 düzeylerinde azalma gözlenmiştir. BPA+SM grubunda bu 

azalma anlamlı olarak bulunmuş (p<0,05) ve kaspaz 3 düzeylerinin kontrol 

seviyelerine düştüğü gözlenmiştir. Kaspaz 8 aktivitesi ise BPA’ya maruz kalan 

hücrelerde kontrole oranla 5,4 kat artmıştır. Hücrelerin SS ve SM ile pre-inkübe 

edilmesi ardından BPA’ya maruz kalmaları kaspaz 8 aktivitesinde anlamlı ölçüde 

azalma sağlamıştır (p<0,05). Sonuçta, SS ve SM pre-inkübasyonunun apoptoz 

üzerindeki etkilerine bakılacak olursa, kontrole oranla anlamlı değişiklik meydana 

getirmediği ve kullanılan dozların toksik olmadığı söylenebilir. Çalışma içerisindeki 

TUNEL, kaspaz 3 ve 8 bulguları birbiriyle ve literatürle uyumlu bulunmuştur. 

Foliküler tiroid hücrelerinde, nutrisyonel dozlarda selenyum bileşiklerinin hücre 

ölümü ve apoptozu modüle ettiği söylenebilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Tez çalışması kapsamında B-CPAP hücre hattında BPA’nın neden olabileceği 

olası toksik etkiler ve aynı zamanda selenyum bileşiklerinin (SM ve SS) oluşan toksik 

etkilere karşı olası korucu rolü değerlendirilmiştir. Değerlendirme kapsamında 

sitotoksisite, oksidatif stres, antioksidan statüdeki değişiklikler, hücre morfolojisinde 

meydana gelen değişiklikler ve apoptoz yer almaktadır. 

 1.  Hücre canlılığının belirlenmesi için MTT yöntemiyle BPA’nın IC30 ve IC50 

değerleri hesaplanmıştır. B-CPAP hücre hattında BPA için 436 µM IC50 değeri, 302 

µM IC30 değeri bulunmuştur. Düşük doz maruziyetini yansıtmak amacıyla çalışma 

gruplarında BPA için belirlenen IC30 değeri olan 302 µM konsantrasyonda 

çalışılmıştır. 

 2. Hücrelere uygulanacak SM ve SS konsantrasyonlarını belirlemek için               

B-CPAP hücre hattında GPx aktivitesi ölçümü yapılmıştır. Hücrelerde SM için 30 µM, 

SS için 20 nM konsantrasyonlarda maksimum GPx aktivitesi gözlenmiştir. 

Nutrisyonel selenyum alımını yansıtabilecek bu dozlarda bileşikler koruyucu amaçla 

test edilmiştir. 

 3. Oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığının belirlenmesi için MTT 

yöntemi uygulanmıştır, BPA grubuna kıyasla BPA+SS grubunda hücre canlılığı 

anlamlı artış göstermiş (p<0,05) ve kontrol düzeylerine ulaşmıştır. BPA+SM grubunda 

ise hücre canlılığı BPA grubuna göre anlamlı artış göstermemiştir. 

 4.  Hücre içi ROS düzeyleri BPA ve BPA+SM grubunda kontrole kıyasla 

sırasıyla %9,5 ve %9,3 oranında anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05). BPA 

ile SS veya SM uygulaması hücre içi ROS düzeyinde anlamlı bir değişime yol 

açmamıştır (p>0,05). Selenyum bileşiklerinin inkübasyon süresinin arttırılması ile etki 

gözlenebilir.  

 5.  Total GSH düzeylerinde, BPA maruziyeti ile anlamlı ölçüde azalma 

gözlenmiş; ancak SM ve SS bileşiklerinin koruyucu bir etkisi saptanamamıştır. 

Selenyum bileşikleri maruziyeti ile beraberinde görülen bu azalmanın artan GPx 

aktivitesine bağlı detoksifikasyon amaçlı geliştiği düşünülmektedir. 
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6. Malondialdehit düzeylerinin BPA grubunda kontrole kıyasla sırasıyla 1.8 kat 

anlamlı ölçüde arttığı gözlenmiştir (p<0,05). BPA grubunda gerek SS gerekse SM pre- 

inkübasyonu ile BPA grubuna kıyasla MDA düzeylerinde anlamlı azalma gözlenmiştir 

(p<0,05) ve kontrol düzeylerine ulaşmıştır. Bu durumda BPA ile artan lipit 

peroksidasyonunun selenyum bileşiklerinin antioksidan etki göstererek azalttığı 

söylenebilir.  

 7. Işık mikroskobu incelemeleri sonucunda, BPA uygulanan grupta yapılan 

daha az sayıda ve dejenere olmuş nekrotik hücreler ve hücre artıkları gözlenmiştir. 

BPA+SS ve BPA+SM gruplarındaki hücrelerde yapılan faz kontrast mikroskop 

incelemelerinde BPA grubuna göre daha fazla sayıda hücre bulunduğu gözlenmiştir. 

Elde edilen bu sonuçlar MTT deneyi sonuçlarıyla uyum arz etmektedir. 

 8. Apoptotik hücreleri tayin etmek için yapılan TUNEL analizi sonucunda, 

BPA grubunda kontrole kıyasla 1.6 kat fazla anlamlı derecede yüksek TUNEL pozitif 

hücre saptanmıştır (p<0,05). BPA grubuna kıyasla BPA+SM ve BPA+SS gruplarında 

anlamlı derecede az TUNEL pozitif hücre saptanmıştır (p<0,05). Bu durumda BPA ile 

indüklenen apoptozun selenyum bileşiklerinin azalttığı görülmektedir. SS ve SM 

gruplarında kontrolden daha az TUNEL pozitif hücre saptanmıştır. Hücrede selenyum 

ile beraberinde artan antioksidan aktivitenin hücrenin sağkalımında önemli olduğu 

düşünülmektedir. 

 9. Apoptotik aktivitenin değerlendirilmesi için yapılan kaspaz 3 düzeylerinin 

belirlenmesi ve kaspaz 8 aktivitesinin ölçümüne ilişkin, BPA grubunda kaspaz 3 

düzeylerinde 1.4 kat ve kaspaz 8 aktivitesinde 5.4 kat artış gözlenmiştir (p<0,05). SM 

grubunda kontrole kıyasla kaspaz 3 düzeylerinde ve kaspaz 8 aktivitesinde azalma 

gözlenmiştir ancak sadece kaspaz 3 düzeylerinde meydana gelen azalma anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05). SS grubunda ise kontrole kıyasla kaspaz 3 düzeylerinde ve 

kaspaz 8 aktivitesinde fark gözlenmemiştir (p>0,05). BPA grubuna kıyasla BPA+SS 

ve BPA+SM gruplarının kaspaz 3 düzeylerinde ve kaspaz 8 aktivitelerinde azalma 

gözlenmiştir. Sonuçlarla ilgili olarak BPA’nın hem intrinsik yolağı hem de ekstrinsik 

yolağın uyarılmasını sağlayarak apoptozu indüklediği söylenilebilir. Buradaki 

bulgular TUNEL analiziyle uyum arz etmektedir. Bu sonuçlar ile SS ve SM 

uygulamasının hücrede antioksidan aktiviteyi artırarak, BPA’nın muhtemel olarak 
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hücrede oksidatif stresi artırması sonucu geliştiği düşünülen apoptozu inhibe 

edebildiği ortaya konmuştur.  

 Sonuç olarak elde edilen bulgular, çevresel, mesleki ve gündelik yaşamda 

çokça maruz kalınan bir endokrin bozucu olan BPA’nın B-CPAP hücrelerinde 

oksidatif stres oluşumuna, hücre içi ROS düzeylerinde ve lipit peroksidasyonda artışa 

ve total GSH düzeylerinde azalmaya yol açtığını göstermektedir. Ayrıca, BPA’nın bu 

hücrelerde sitopatolojik değişimlere ve apoptoza neden olduğu belirlenmiştir. Diğer 

taraftan, selenyum bileşiklerinin BPA ile oluşan oksidan/antioksidan hasara karşı 

muhtemelen temas süresinin kısalığına bağlı olarak kısmi bir koruma sağladığı; BPA 

ile indüklenen sitopatolojik değişikleri ve apoptozu azaltabileceği, görülmüştür. 

BPA’nın B-CPAP hücrelerinde yol açtığı oksidatif stresin,  bu hücrelerde BPA 

toksisitesi altında yatan mekanizmalardan biri olduğu sonucuna varılmıştır. İnorganik 

ve organik selenyum bileşiklerinin ise, tiroid hücrelerinde antioksidan işlevleriyle 

BPA toksisitesine karşı kısmi olarak koruyucu etkilerinin olabileceği 

düşünülmektedir. 
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