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OZET

Bisfenol Bilesiklerinin Neden Oldugu DNA Hasar1 Uzerinde Selenyumun Koruyucu

Etkinliginin In-Vitro Arastirilmasi

Bisfenol A, yaygin olarak kullanilan bir endiistriyel kimyasal olup, 6zellikle plastik ve regine
iiretiminde rol oynamaktadir. Ancak, endokrin bozucu etkileri ve insan saghig: tizerindeki potansiyel
zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla Bisfenol A'nin kullanimi tartismali hale gelmis ve sinirlanmaya
baslanmistir. Bu durum, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol Z gibi alternatif bisfenol
tiirevlerinin gelistirilmesine ve kullanimina yol agmustir. Bu yeni tiirevlerin de insan saglig1 ve gevre
iizerindeki etkileri tam olarak bilinmemekte olup, giivenlikleri arastirilmaktadir. Selenyum, viicutta
onemli bir antioksidan ve hiicresel koruyucu rol iistlenen bir eser elementtir. Hiicrelerde oksidatif stresi
azaltic1 etkisi ile bilinen selenyum, DNA hasarin1 engelleme ve hiicre sagligint koruma potansiyeli ile
dikkat ¢ekmektedir. Bu caligmada, bisfenol tiirevlerinin yol agtigi genotoksik etkiler iizerine
selenyumun olas1 koruyucu etkileri, 6zellikle Ostrojen reseptoriine sahip olan ve meme kanseri
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan MCF7 hiicre hatti iizerinde incelenmistir. Bisfenol A, Bisfenol
S, Bisfenol F, Bisfenol AF, Bisfenol Z ve sodyum selenitin sitotoksik etkilerini aragtirmak i¢in MTT
testi, genotoksik etkilerini arastirmak i¢in ise Komet testi kullanilmigtir. Caligmada farkli bisfenol
tirevleri belirli konsantrasyonlarda uygulanarak sitotoksisite ve genotoksisite potansiyeleri
degerlendirilmigtir. Ayrica bisfenollerin olusturdugu DNA hasarinin Onlenmesi veya azaltilmasi
amaciyla, selenyumun sitotoksik ve genotoksik etki gostermedigi konsantrasyonlardaki koruyucu
etkinligi arastirilmigtir. Tezimizden elde edilen sonuglara gore Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve
Bisfenol Z de Bisfenol A gibi sitotoksik ve genotoksik etkiler gostermektedir. Ayrica segilen 3 nM ve
10 nM sodyum selenit, bisfenollerin olusturdugu genotoksik etkilere karsi koruyucu etki gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Bisfenol, Genotoksisite, Hiicre Kiiltiirii, Komet, Selenyum

v



SUMMARY

In-Vitro Investigation of the Protective Effect of Selenium on DNA Damage Induced by
Bisphenol Compounds

Bisphenol A is a widely used industrial chemical, particularly in the production of plastics and
resins. However, with the emergence of endocrine disrupting effects and potential harmful effects on
human health, the use of Bisphenol A has become controversial and limited. This has led to the
development and use of alternative bisphenol derivatives such as Bisphenol S, Bisphenol F, Bisphenol
AF and Bisphenol Z. The effects of these new derivatives on human health and the environment are not
fully known and their safety is under investigation. Selenium is a trace element that plays an important
antioxidant and cellular protective role in the body. Selenium, which is known to reduce oxidative stress
in cells, draws attention with its potential to prevent DNA damage and protect cell health. In this study,
the possible protective effects of selenium on the genotoxic effects caused by bisphenol derivatives were
investigated on the MCF7 cell line, which has estrogen receptor and is widely used in breast cancer
research. MTT test was used to investigate the cytotoxic effects of Bisphenol A, Bisphenol S, Bisphenol
F, Bisphenol AF, Bisphenol Z and sodium selenite and Komet test was used to investigate their
genotoxic effects. In the study, cytotoxicity and genotoxicity potentials were evaluated by applying
different bisphenol derivatives at certain concentrations. In addition, in order to prevent or reduce DNA
damage caused by bisphenols, the protective effect of selenium at concentrations that do not show
cytotoxic and genotoxic effects was investigated. According to the results obtained from our thesis,
Bisphenol S, Bisphenol F, Bisphenol AF and Bisphenol Z also show cytotoxic and genotoxic effects
like Bisphenol A. In addition, the selected 3 nM and 10 nM sodium selenite showed a protective effect
against the genotoxic effects of bisphenols.

Keywords: Bisphenol, Cell Culture, Comet, Genotoxicity, Selenium
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ONSOZ

Bisfenoller, endiistride 6zellikle plastik ve regine liretiminde yaygin olarak kullanilan
kimyasal maddelerdir. Yapilan ¢aligmalar ile Bisfenol A'nin organizma {izerinde olumsuz
etkiler olusturdugu kanitlanmig ve diinya ¢apinda kullanimina sinirlamalar getirilmistir. Bu
kisitlamalar sebebiyle endiistride Bisfenol A yerine alternatif tiirevler kullanilmaya
baglanmistir. Ancak kullanilan tiirevlerin Bisfenol A benzeri etkileri olabilecegi diisiiniilerek
bu tiirevler ilizerinde de caligmalar yapilmaya baslanmis ve benzer olumsuz etkilerin
goriilebilecegi bildirilmistir. Bu tez calismasinda, genotoksik etkileri daha dnce kanitlanmis
olan Bisfenol A ve potansiyel genotoksik etkileri halen arastirilmakta olan tlirevleri Bisfenol
S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol Z’nin, MCF7 hiicre hatt1 {izerindeki DNA hasarim
indiikleme potansiyellerinin degerlendirilmesi ve giiclii antioksidan 6zellikleri ile bilinen

selenyumun, bu DNA hasarina kars1 koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Bu tez calismasi “Bisfenol Bilesiklerinin Neden Oldugu DNA Hasar1 Uzerinde
Selenyumun Koruyucu Etkinliginin /n-vitro Arastirilmasi” konulu TDK-2022-2702 numarali

proje ile Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

1.1. Bisfenol A Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) tarafindan
hazirlanan "State of the Science of Endocrine Disrupting Chemicals" raporuna gore, endokrin
bozucu kimyasallar, viicutta hormon sistemini etkileyen dis kaynakli maddeler veya
karigimlardir. Bu kimyasallar, hormon reseptorleri, hormon sentezi ve doniigiimii {izerindeki
etkileri ile hormonlarin dogal islevlerini bozarak, insanlarda ve hayvanlarda iireme, gelisim,

metabolizma ve davranig gibi siireglerde olumsuz saglik etkilerine yol agabilir (WHO, 2002).

Endokrin bozucu kimyasallarin neden olabilecegi baslica saglik sorunlar1 arasinda
sperm kalitesinde diisiis, genital malformasyonlar, diisik dogum agirhigi ve gebelik
komplikasyonlar1 gibi {lireme sagligi sorunlari; tiroid bozukluklariyla iliskilendirilen
norodavranigsal bozukluklar; meme, prostat ve tiroid gibi endokrin iligkili kanserlerin artisi;
obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik bozukluklar yer almaktadir (Bergman vd., 2013; WHO,
2002).

UNEP ve WHO’nun endokrin bozucu kimyasallar listesinde bulunan Bisfenol A (BPA)
(UNEP, 2017), ilk olarak A.P. Dianin tarafindan 1891°de sentezlenmis ve 1936’da Ostrojenik
aktivitesi bulunmustur (Eladak vd., 2015). BPA, CisHi60: kimyasal formiiliine ve 2,2-bis (4-
hidroksifenil) propan kimyasal isimlendirmesine sahip, 228,29 g/mol molekiil agirliginda
sentetik bir organik bilesiktir ve 6zellikle polikarbonat plastiklerin ve epoksi reginelerin
iiretimindeki rolii ile bilinir (Sekil 1.1.). iki hidroksifenil grubu igeren bisfenoller olarak
bilinen bilesikler grubuna aittir ve asidik kosullar altinda asetonun iki esdeger fenol ile
yogunlastirilmasi yoluyla sentezlenir. BPA tipik olarak oda sicakliginda beyaz, kristalimsi bir
katidir. Suda az ¢ozlinen BPA’nin etanol, metanol, aseton ve toluen gibi organik ¢oziictilerdeki
¢oziiniirliigii yiiksektir (Abraham ve Chakraborty, 2020; Padberg vd., 2019; Staples vd., 1998).
Genel olarak BPA'nin sitokrom P450 tarafindan katalize edilen oksidasyon reaksiyonlar ile
biyoaktive edildigi ve glukuronidasyon reaksiyonlar1 ve siilfasyon reaksiyonlari ile detoksifiye
edildigi o6ne siirlilmektedir. BPA’nin toksik etkilerinin alkol dehidrogenaz, aldehit
dehidrogenaz 2 ve siilfotransferaz 1E1 varliginda azaldig1 ve sitokrom P450 2E1 varliginda

arttig1 gosterilmistir (Lee vd., 2016).
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Sekil 1.1. BPA’nin yapisal formiilii.

Endiistriyel alanda ve giinliik hayatta sertlikleri, seffafliklar1 ve 1siya dayanikliliklar
nedeniyle sik olarak kullandigimiz polikarbonat plastiklerin liretiminde anahtar bir role sahip
olan BPA, su siseleri, bebek biberonlari, oyuncaklar, termal kagitlar, ev aletleri ve tibbi
ekipmanlar gibi ¢esitli malzemelerde kullanilmaktadir. BPA ayrica epoksi reginelerinin
iiretiminde de 6nemli bir bilesendir. Bu regineler, giiclii yapiskan ozellikleri ve kimyasal
direncleri nedeniyle yiyecek ve i¢ecek kaplari, yapistiricilar, boyalar, elektrikli ve elektronik
laminatlar i¢in i¢ koruyucu kaplamalar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Abraham
ve Chakraborty, 2020; Ma vd., 2019). Havada, toprakta, suda, gidalarda, hayvanlarda ve suda
yasayan organizmalarda bulunan BPA'ya maruziyet esas olarak sindirim, solunum ve dermal

emilim yoluyla gerceklesir.

Plastiklerden gidalara BPA gecisi, ¢ogunlukla konserve kaplari sterilizasyon igin
1sitildiginda goriiliir (Catenza vd., 2021). Asit, 1s1 ve sicaklik gibi faktorler, BPA molekiillerini
polikabornata ve epoksi regineye baglayan ester baglarinin hidrolizini artirdig1 i¢in, pH degeri
diisiik besinler ve kullanilan kaplara 1s1 uygulanmas1 BPA'nin gidalara gecisini artirmaktadir
(Ayazgok ve Kiigiikkiling, 2017). Plastiklerin bozulmasiyla olusan tozlarin solunmasi ve i¢
mekanlardaki diisiik hava kalitesi 6nemli maruziyet yollar1 arasindadir. BPA bulunan makbuz

ve termal kagitlarin kullanimi da ciltten emilimi artirabilir (Catenza vd., 2021).

Istya maruz kaldiginda siyaha doniisen termal kagitta renk gelistirici olarak da
kullanilan BPA, genellikle makbuzlarda, biletlerde ve etiketlerde bulunur. Tip alaninda, BPA
bazli malzemeler sterilizasyon sirasindaki stabiliteleri ve tibbi alet ve cihazlarm iiretiminde;
dayanikliliklar ve agiz kosullarma direngleri nedeniyle dolgu macunlar1 ve kompozitler gibi

discilik malzemelerinde degerlendirilmektedir (Ma vd., 2019; Rochester ve Bolden, 2015).



1.2. Bisfenol A Toksisitesi

BPA yillar igerisinde lireme sistemi hastaliklari, gelisim ve davranis bozukluklari,
metabolik rahatsizliklar ve kanser gibi pek ¢ok rahatsizlik ile iliskilendirilmistir (Eladak vd.,
2015). Ostrojen reseptdr (ER) a ve P gibi endokrin reseptorlerine baglanarak hormonal sistem
iizerinde 6nemli etkiler gdsteren BPA, reseptorleri hem aktive veya bloke ederek hiicre sinyal
yolaklarin1 dogrudan etkilemektedir. Ayrica plasenta bariyerinden gecerek fetiis tizerinde de
potansiyel riskler olusturmaktadir. Ozellikle yumurtalik graniiloza hiicreleri ana hedef hiicreler
arasinda yer alirken, androjen reseptorlerine baglanma yetenegi ile reseptdr antagonisti olarak

da bilinmektedir (Lee vd., 2013; Lee vd., 2016; Perera vd., 2015).

BPA'nin iireme sistemi {izerinde olumsuz etkileri oldugu epidemiyolojik ¢alismalarla
kanitlanmistir. BPA, cinsiyet hormonlarinin aktivitesini kesintiye ugratarak tireme sisteminin
gelisimini ve islevini olumsuz yonde etkilemektedir. Arastirmalar, BPA'min estradiol,
progesteron, luteinize edici hormon ve testosteron seviyelerini artirabilecegini, kortizol
seviyelerini ise diislirebilecegini gostermistir. BPA, polikistik over sendromu, diisiik, erken
dogum ve erken membran riiptiirii gibi olumsuz gebelik sonuclariyla iligskilendirilmistir (Ma
vd., 2019; Shoorei vd., 2023). BPA'nin erkeklerde sperm kalitesini diisiirdiigii, cinsel islevi
azalttign ve dogurganlifi olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Sperm hareketliligi, hiz1 ve
konsantrasyonuyla ve erkek lireme islevinde bozulma ile yakindan iliskilendirilmistir. Ayrica,
erektil ve ejakiilasyon zorluklarmi artirdigi ve cinsel memnuniyeti azalttigi belirtilmistir
(Catenza vd., 2021; Santiago vd., 2024) Genel olarak, BPA, seks hormonlarinin aktivitesini
bozarak iireme fonksiyonlarimi olumsuz etkilemekte ve kisirliga kadar giden etkiler

yaratmaktadir.

BPA'nin gelisimsel etkileri, 6zellikle fetiisiin beyin, bagisiklik sistemi ve iireme
organlarinin gelisimini olumsuz etkileyebileceginden endise vericidir. BPA'nin anne yolu ile
fetiise gecmesi gelisimsel bozukluklara veya dogum kusurlarma yol agabilmektedir.
Aragtirmalar, dogum Oncesi BPA maruziyetinin ergenlige geg¢is siirelerinde etkili olabildigini
gostermistir. Ayrica diisilk dogum agirligi, organ gelisimi sorunlari ve ¢ocuklukta davranigsal
bozukluklarla iligskilendirilmistir. BPA'nin, fetiiste beyin gelisimini etkiledigi ve hiperaktivite,
uyku sorunlart ve dil gelisimi gibi davranigsal sorunlara yol agabildigi gozlemlenmistir

(Guignard vd., 2022; Ma vd., 2019). BPA'nin, erken kemik hiicrelerinde apoptozu



indiikleyerek iskelet sistemi gelisimini bozdugu ve embriyolarda morfolojik degisikliklere yol

actig1 belirtilmistir (Chanemougavally vd., 2023).

BPA, ndroendokrin fonksiyonlar1 bozmasi sebebiyle, fizyolojik siirecleri ve hormonal
diizenlemeyi olumsuz etkileyerek obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler sorunlar gibi metabolik
bozukluklara yol agmaktadir. BPA'nin yag depolanmasi ve insiilin diizenlemesi iizerindeki
etkisi, 0zellikle kronik maruziyeti olan bireylerde bu hastaliklarin riskini artirabilmektedir
(Catenza vd., 2021; Ma vd., 2019). Cesitli hiicre sinyal yollar1 araciligiyla metabolik
hastaliklarla ilgili dokularda bozukluklara neden olarak kan damarlari, iskelet kasi, yag dokusu,
karaciger, pankreas, bobrek ve kalpte islev bozukluklarina yol agmaktadir (Kang vd., 2023).
BPA’nin, yag dokusunda proinflamatuar yollar1 indiikleyerek interlokin 6, interlokin 1P ve
tiimor nekroz faktorii o (TNFa) gibi sitokinleri uyardigi ve kronik inflamasyona ve obezite ile
iligkili metabolik bozukluklara katkida bulundugu goriilmiistiir (Gonzalez-Casanova vd.,
2023). Ayrica adipogenezi indiikledigi, lipid birikimini artirdigi ve hiicresel homeostazi
bozdugu, bu etkilerin de oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonla sonuglandigi
belirtilmistir (Maniradhan ve Calivarathan, 2023). BPA’nin tiroid hormonlarina yapisal olarak
benzerligi sebebiyle tiroid reseptdrlerine yarigmali olarak baglandigi ve gen ekspresyonunu
bozdugu gozlenmistir (Zhang vd., 2018). BPA maruziyeti karaciger yaglanmasi,
hepatotoksisite, oksidatif stres, malondialdehit (MDA) seviyelerinde artis ve glutatyon

seviyelerinde azalma ile iligkilendirilmis (Hassani vd., 2018).

BPA, meme, prostat, yumurtalik, rahim agzi ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanserlerin
gelisimi i¢in bir risk faktorii olabilmektedir. BPA maruziyeti yumurtalik ve meme kanseri
hiicrelerinin gociiniin, invazivliginin ve metastazinin artisi ile iligkilendirilmis, kanser kok
hiicre farklilagsmasini indiikleyerek timor yayilma potansiyelini artirdigi belirtilmistir
(Catenza vd., 2021). BPA'nin 6strojenik aktivitesinin, meme kanseri gelisimini baglatabilecek
meme bezi proliferasyonunu ve hiperplazisini indiikledigi ve potansiyel kanserojen 6zellikleri
gosterilmistir (Winz vd., 2024). BPA’'nin, ER o ve ER f'ya baglanarak hiicre cogalmasini ve
apoptozu etkiledigi ve onkojenik sinyal yollarin1 aktive ettigi gézlemlenmistir (Dumitrascu
vd., 2020). BPA’nin prostat spesifik antijeni ile dogru orantili olarak iliskili oldugu ve
potansiyel bir prostat kanseri etkeni oldugu belirtilmistir (Li vd., 2024a). BPA maruziyetinin
akciger hiicrelerinde G2/M hiicre dongiisiiniin durmasina neden olarak hiicre proliferasyonun

azalmasina ve nekrozun artmasina yol actig1 gosterilmistir (Aysin, 2024).



BPA iizerinde yapilan caligmalar sonucunda, 2008 yilinda Ulusal Toksikoloji Programi
(NTP) ve 2010 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA) BPA
maruziyetinin gosterdigi olumsuz etkiler hakkinda endiselerini bildirmistir (Ayazgok ve
Kiiciikkiling, 2017). Yillar igerisinde bu endiseler, BPA kullanimimin diinya capinda

siirlandirilmasi ve yasaklanmasina giden yolu agmustir.

1.3. Bisfenol A Regiilasyonlar:

BPA ile yapilan ¢aligmalar sonucunda insan sagligi lizerindeki olas1 olumsuz etkileri
nedeniyle diinya capinda bir dizi diizenleme yapilmis ve BPA’min kullanimi her yeni
regiilasyon ile daha da kisitlanmistir. Avrupa Birligi’nin plastik malzemelerden gidaya
gegebilecek BPA migrasyon limitini 0,6 mg/kg olarak siirlandirmasini takiben BPA iceren
bebek biberonlariin yasaklanmasi ile bisfenol tiirevleri arayislari hizlanmigtir (EU, 2011a;
EU, 2011b). Avrupa Birligi’nin bu kararim FDA ve Tiirkiye de takip etmis BPA’nin
biberonlarda ve bebekler i¢in kullanilan malzemelerde kullanimini yasaklamistir (FDA, 2012;
FDA, 2013; TGK, 2019a). Yine Avrupa Birligi’nin aldig1 kararlar1 takiben Tiirkiye’de de
oyuncaklarda ve gida ile temasta olan kaplamalarda BPA migrasyon limitleri sirasiyla 0,04
mg/L ve 0,05 mg/kg olarak diizenlenmistir (EC, 2009; EU, 2018; TGK, 2019b). Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan 2015°te BPA i¢in 4 pg/kg olarak belirlenen gegici
Tolere Edilebilir Giinliilk Alim Miktari, 2023°teki yeni karar ile 0,2 ng/kg olarak tekrar
diizenlenmigtir (EFSA 2015; EFSA, 2023a). Avrupa Birligi, Amerika Birlesik Devletleri ve
Tiirkiye’de BPA ile ilgili yiirlirlige giren regiilasyonlar Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Avrupa Birligi, Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye’de BPA ile ilgili yiirtirliige giren
regiilasyonlar.

.. Regiilasyon
Ulke Regiilasyon
Tarihi
EU 10/2011 numarali yonetmelik ile plastik malzemelerden
2011 gidaya gecebilecek BPA miktarn 0,6 mgkg olarak
siirlandirlmstir (EU, 2011a).
2011/8/EU numarali diizenleme ile BPA igeren polikarbonat
Avrupa Birligi ) )
2011 bebek biberonlarinin iretim, ithalat ve satis1 yasaklanmistir (EU,
2011b).
2015 BPA i¢in gecici Tolere Edilebilir Giinliilk Alim Miktar1 4 pg/kg
olarak belirlenmistir (EFSA, 2015).




Cizelge 1.1. (Devam) Avrupa Birligi, Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye’de BPA ile ilgili yiiriirliige
giren regiilasyonlar.

Ulke Reglilasyon Regiilasyon
Tarihi
REACH kapsaminda yapilan 1907/2006 numaral1 diizenleme ile
2016 2020 itibariyle termal kagitlardaki BPA oram1 agirlikca en
fazla %0,02 olacak sekilde sinirlandiriimistir (REACH, 2006).
Oyuncak Giivenligi Direktifi kapsaminda 2009/48/EC numarali
2017 yonergede diizenleme yapilmis ve BPA’'nin oyuncaklardaki
Avrupa Birligi migrasyon limiti 0,04 mg/L olarak belirlenmistir (EC, 2009).
2018/213 numarali yonetmelik ile gida ile temas etmesi
2018 amaglanan vernik ve kaplamalarda BPA’nin migrasyon limiti 0,05
mg/kg olarak sinirlandirilmistir (EU, 2018).
2023 Glincellenen yeni karar ile BPA i¢in Tolere Edilebilir Giinliik Alim
Miktar1 0,2 ng/kg olarak belirlenmistir (EFSA, 2023a).
A0 BPA iceren polikarbonat recinelerin bebek biberonlarinda
Amerika Birlesik kullanilmasi yasaklanmistir (FDA, 2012).
Devletleri 2013 BPA bazli epoksi reginelerin bebek mamasi ambalajlarinda
kaplama olarak kullanilmasi yasaklanmistir (FDA, 2013).
Polikarbonat reginelerin bebekler i¢in kullanilan malzemelerde
2019 kullanimi yasaklanmistir (TGK, 2019a).
36 aydan kiigiik ¢ocuklar tarafindan kullanima yonelik veya agza
Tiirkiye 2019 alinan oyuncaklarda BPA limiti 0,1 mg/L’den 0,04 mg/L’ye
diistiriilmistiir (TB, 2019).
2019 BPA’nin spesifik migrasyon limiti 0,05 mg/kg olarak belirtilmistir
(TGK, 2019b).

BPA ile ilgili regiilasyonlar, 6zellikle saglik iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
iilkemizde de dahil olmak iizere son yillarda artmistir. BPA, plastiklerin ve recinelerin
iretiminde yaygin olarak kullanilsa da endokrin sistemini bozabilecegi ve hormonal
dengesizliklere yol acabilecegi yoniindeki bilimsel bulgular, g¢esitli iilkelerdeki
regiilasyonlarin sikilastirilmasina yol agmistir. Ozellikle gida ambalajlar1 ve bebek iiriinleri
gibi hassas tiiketici {rlinlerinde BPA'min kullanimina smirlamalar getirilmistir. Bu
diizenlemeler, endiistride alternatif maddeler arayisini hizlandirmistir. Bu baglamda, BPA'ya
yapisal olarak benzeyen bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF), bisfenol AF (BPAF) ve bisfenol
Z (BPZ) gibi yeni bisfenol tlirevleri gelistirilmistir. “BPA-igermez” ibarelerinin yer aldig1 yeni
plastik malzemelerde bisfenol tiirevlerinin hala kullaniliyor olmasi, bu tiirevlerin de saglik
iizerindeki etkilerini tartisma konusu haline getirmistir. Endiistri, BPA'nin yerini alacak daha

giivenli ve ¢evre dostu malzemeler ararken, ayn1 zamanda iiretim siireglerini ve maliyetlerini



optimize etmek zorunda kalmigtir. Bu siireg, hem kimya sektoriinde inovasyonu tesvik etmis
hem de regiilasyonlarin getirdigi zorunluluklarla denge kurmay1 gerektirmistir. BPA yerine
kullanilmakta olan tiirevlerin organizma tlizerindeki BPA benzeri etkileri arastirilmaya devam

etmektedir.

1.4.Bisfenol A’ya Alternatif Kullanilan Tiirevler

1.4.1. Bisfenol S Ozellikleri ve Toksisitesi

BPS, BPA'nin saglik risklerine iligkin endiseler nedeniyle BPA’ya alternatif olarak
kullanilan kimyasal bir bilesiktir. UNEP ve WHO’nun endokrin bozucu kimyasallar listesinde
bulunan BPS’nin (UNEP, 2017) kimyasal isimlendirmesi bis (4-hidroksifenil) siilfon
seklindedir ve yapisal olarak BPA'nin karbon baglantisindan farkli olarak bir siilfonil grubu ile
baglanmis iki fenol grubu icermektedir (Sekil 1.2.). Bu degisiklik benzer fiziksel 6zellikler
kazandirarak BPS'yi polikarbonatlar, epoksi regineler ve termal kagit tretimi gibi
uygulamalarin ¢ogunda kullanigh hale getirmistir. Cogu 6zelligi BPA’ya benzer olan BPS,
250,27 g/mol molekiil agirliginda, oda sicakliginda beyaz, kristalimsi bir tozdur ve etanol gibi
organik ¢oziiciilerde ¢ozliinmektedir. Bununla birlikte, BPS 1s1ya ve 1s18a kars1t BPA'dan daha
dayaniklidir, bu da onu tiiketici iiriinlerinde daha kullanigli hale getirmistir ancak ayni
zamanda potansiyel olarak ¢evrede daha kalicidir (Padberg vd., 2019; Rochester ve Bolden,
2015; Zenata vd., 2017).

BPS metabolizmasi ve detoksifikasyonunda glukuronidasyonun ana yolak oldugu ve
iiridin difosfat glukuronil transferaz 1A9'un bu siirecte 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir
(Skledar vd., 2016). BPS’ye maruziyet de BPA gibi sindirim, solunum ve dermal emilim
yollariyla olmaktadir. BPA’ya alternatif olarak en sik kullanilan ve en ¢ok arastirilan bu tiirev,
gida ambalajlarinda, icecek kaplarinda, termal kagit {irtinlerinde, viicut ve sa¢ bakim iiriinleri,
makyaj malzemeleri, losyonlar, dis macunu gibi kisisel bakim {iriinlerinde, konservelerde,
biberonlarda, korozyon 6nleyici kaplamalar ve yapistiricilarda bulunabilmektedir (Thoene vd.,

2020; Wang vd., 2022).
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Sekil 1.2. BPS’nin yapisal formiilii.

BPA’ya yapisal olarak benzedigi i¢in endokrin bozucu aktivite gdsterdigi, Ostrojen
reseptorlerine baglanabildigi ve kardiyovaskiiler sistem, metabolik bozukluklar ve iireme
saghigi lizerinde olumsuz etkilere yol actii gdsterilmistir. Yapilan calismalar, BPS’yi
cogunlukla kanser, metabolik bozukluklar, obezite, DNA hasar1, karaciger hasari, noral hasar,

oksidatif stres, endokrin etkiler ve lireme etkileri ile iligkilendirmistir.

BPS maruziyetinin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve MDA seviyelerini artirarak sinyal
yolaklar1 araciligtyla hiicresel hasara ve apoptoza yol ac¢tig1 goriilmiistiir (Gao vd., 2024; Pu
vd., 2024). Oksidatif stresi indiikleyerek, kirmizi kan hiicresi membran lipidlerini degistirirek
ve hiperlipidemiye neden olup kirmizi kan hiicresi agregasyonu ve vendz tromboz riskini
artirarak potansiyel olarak insan sagligini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir (Li vd., 2023).
BPS’nin, tiroid reseptorlerine (TR) baglanip tiroid hormonlarini taklit ederek transkripsiyonel
aktivitenin degismesine yol acabildigi, sinyal yolaklarini bozarak T3 gibi tiroid hormonlarinda
gbzlemlenen etkilere benzer sekilde, proliferasyon ve farklilagsma gibi hiicresel siireglerin

degismesine neden olabildigi gosterilmistir (Aprilett vd., 1998; Garcia-Silva ve Aranda, 2004).

BPS, endometriyal epitel hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu tesvik ederek, insan
ireme sistemi gelisimi ve islevi lizerinde BPA maruziyetinde gdzlemlenenlere benzer
potansiyel olumsuz etkilere isaret etmektedir (Benjamin vd., 2023). BPS’nin, yumurtalik
graniiloza hiicrelerinde folikiil uyaric1 hormon reseptdrii ve siklik adenozin monofosfat/protein
kinaz A sinyal yolunu aktive ederek Ostrojen sentezinin artmasina neden oldugu (Zhang vd.,
2024), germ hiicre kistlerinin par¢alanmasini hizlandirmasi, oosit kalitesini bozmasi, oksidatif
stres ve otofaji disfonksiyonu gibi yolaklar ile ireme sagligini bozdugu bildirilmistir (Gao vd.,
2024). BPS'ye uzun siireli diisitk dozda maruz kalinmasi, hormon salgilanmasini bozabilmekte
ve insan yumurtalik epitel hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasina neden olarak {ireme

sistemi gelisimini ve islevini potansiyel olarak etkileyebilmektedir (Li vd., 2024b). BPS’nin,



diger bisfenol analoglart gibi, androjen reseptorii ile etkilesime girerek islevini
engelleyebilecegi gosterilmistir. Testosteron seviyelerini degistirerek spermatogenez siireci,
sperm kalitesi, sperm hareketliligi gibi parametrelerde bozulmaya neden oldugu, testis islev
bozukluguna yol acabildigi ve dogurganlik sorunlarina neden olabildigi belirtilmistir. BPS nin
anti-androjenik etkilere sahip olabildigi ancak genellikle BPA ile karsilastirildiginda daha az
giiclii oldugu diisiiniilmektedir (Kitamura vd., 2005; Leisegang vd., 2014; Torres-Badia vd.,
2023).

Ostrojenik aktivitesinden dolay1 6zellikle hormonlara duyarli kanser tiirleriyle
iligkilendirilen BPS, hiicrelerin asir1 biiyiimesine ve kanser hiicrelerinin gelismesine yol
acabilmektedir. BPS'nin 6zellikle meme kanseri gibi dstrojen bagimli kanser tiirlerinde tiimor
gelisimini tesvik edebilecegi (Molina vd. 2024) ve prostat hiicrelerinin proliferasyonunu
artirarak kanser riskini artirabilecegi gosterilmistir (Ju vd., 2024). Ayrica, BPS maruziyetinin
DNA hasarina, oksidatif strese ve hiicresel mutasyonlara neden olabilecegi, bu etkilerin de
kanser gelisimine katki saglayabilecegi belirtilmistir (Catenza vd., 2021). Calismalar, TR'lerin
onkojenik yolaklar1 baskilayabildigini ve BPS'nin TR’ler iizerinde etkisinin bu baskilamay1
bozarak potansiyel olarak timor olusumunu tesvik edebilecegini gostermektedir (Garcia-Silva

ve Aranda, 2004).

1.4.2. Bisfenol F Ozellikleri ve Toksisitesi

BPA’ya diger bir alternatif olarak sentezlenen ve UNEP ve WHO nun endokrin bozucu
kimyasallar listesinde bulunan BPF’nin (UNEP, 2017) kimyasal isimlendirmesi 1,1-bis (4-
hidroksifenil) metan seklindedir ve molekiil agirligi 200,23 g/mol’diir. Iki fenol halkasinin bir
metilen grubu ile baglanmasiyla olusan BPF, beyaz, kristal yapili bir katidir (Sekil 1.3.). BPA
gibi suda diisiik ¢oziiniirliige organik ¢oziiciilerde ise yiiksek ¢oziiniirlige sahiptir. Istya ve
15182 kars1 orta derecede dayaniklidir ancak yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda bozunmaya
baslayabilmektedir. Ayrica BPF'nin, BPA'ya kiyasla ¢evrede daha az kalic1 oldugu ve daha
hizli bir sekilde bozunabilecegi baz1 kaynaklar tarafindan belirtilmektedir (Fic vd., 2013;
Fouyet vd., 2021; Padberg vd., 2019)
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Sekil 1.3. BPF’nin yapisal formiilii.

BPF viicutta metabolize edilerek biyotransformasyon siireclerine tabi tutulur ve esas
olarak karacigerin detoksifikasyon enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Bu siirecte, BPF
glukuronidasyona ve siilfatasyona ugrar, bu da onu daha suda ¢o6ziinebilir hale getirerek
viicuttan idrar yoluyla atilmasini kolaylastirir. (Ziihlke vd., 2020) Endiistride ve giinliik hayatta
birgok malzemede kullanilan BPF, polimerlerin ve epoksi reginelerinin sertlestirilmesi gibi
uygulamalarda siklikla yer alir ve dayaniklilik ve kimyasal direng gerektiren iiriinlerde tercih
edilir. Su borulari, endiistriyel zemin kaplamalari, su depolari, elektrik kablolar1 ve kimyasal
maddelere kars1 direngli tank kaplamalarinda kullanilir. Ayrica BPF, yapiskanlar, dis dolgu
malzemeleri, gida paketleri, koruyucu kaplamalar, losyon kutulari, bilet, makbuz, termal kagit
gibi kagit tirtinleri gibi daha yaygin tiiketici iiriinlerinde bulunabilir. Ayrica ortamdaki havada
da bulunarak solunum yolu ile maruz kalinabilir (Fouyet vd., 2021; Liao ve Kannan, 2013;

Ziihlke vd., 2020).

BPF’nin bir¢ok calismada, yapisal olarak Ostrojene benzerligi nedeniyle zayif
oOstrojenik aktivite gosterdigi ve Ostrojen reseptorlerine baglanarak zayif bir hormon benzeri
etki yaratma potansiyeli ile endokrin sistem {izerinde etkiler yaratabildigi belirtilmistir. Bu
ozellik, BPF'nin hormonal dengeleri bozma riskini artirabilmektedir, ancak BPA gibi diger
bisfenollerle kiyaslandiginda daha diisiik bir strojenik etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir
(Komarowska vd., 2021). Bu etkilerinden dolayr metabolik hastaliklarla, lireme sistemi

bozukluklar1 ve kanser gibi bir¢ok hastalik ile iligkilendirilmistir.

BPF'nin endokrin bozucu etkileri, 6zellikle hormonal dengeleri bozarak metabolik
stireclerde sorunlara yol agabilmektedir. BPF'nin, diyabet, obezite ve kalp-damar hastaliklar1
gibi metabolik bozukluklarla baglantili oldugu gosterilmistir. BPF, viicutta dstrojen benzeri
aktivite gostererek hormon dengesini bozabilir ve yag birikimini tetikleyebilir, bu da kilo

alimina ve insiilin direncine yol acabilir. Caligmalar, BPF'nin yag dokusunda lipid birikimini
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artirabilecegini ve glukoz metabolizmasin1 bozarak diyabete katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Ayrica, BPF'nin tiroid fonksiyonlarini bozarak tiroid hormon dengesizliklerine
neden oldugu ve bu durumun metabolik hiz ve enerji dengesini etkiledigi de belirtilmistir.
BPF'nin oksidatif stres ve inflamasyon olusturdugu, bu nedenle kalp-damar hastaliklarina ve
diger kronik hastaliklara katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Alharbi vd., 2022; Fouyet vd.,
2021; Liao ve Kannan, 2013; Wang vd., 2022).

BPF, tipki BPA gibi, kadin iireme sistemi {izerinde olumsuz etkilere sahiptir. BPF,
Ostrojen reseptorleriyle etkilesime girerek ve hormonal dengeyi bozarak dogurganlik sorunlari,
polikistik over sendromu ve erken menopoz riskini artirabilmektedir (Wang vd., 2024).
Yumurtalik folikiillerinin gelisimini inhibe edebilmekte, folikiil sayisinda azalmaya yol
acabilmekte ve boylece diisik yumurta kalitesine ve dogurganligin azalmasina sebep
olabilmektedir. Ayrica hormon diizensizlikleri ve inflamasyon siireclerinin tetiklenmesiyle
endometriyozis ile iliskilendirilmektedir (Silva vd., 2023). BPF’nin plasenta bariyerinden
gecebilmesinden dolay1 gebelik sirasinda BPF'ye maruz kalmanin, fetal gelisimi olumsuz
etkileyebilecegi ve erken dogum riskini artirabilecegi goriilmiigtiir. Ayrica, BPF'nin
plasentadaki fonksiyonlar1 bozarak fetiis lizerinde kalic1 etkiler birakabilecegi rapor edilmistir
(Algonaima vd., 2023). Calismalar, BPF'nin de BPA gibi androjen reseptorleri {izerinde
androjenik ve anti-androjenik etkiler yaratabildigini ve testosteron seviyelerini diisiirebildigini,
sperm Uretimi ve fonksiyonlar1 iizerinde bozulmalara neden olabilecegini ortaya
koymaktadir. BPF'nin testosteron iiretimini azaltarak ve artan oksidatif stresin sperm
DNA'sinda hasar olusturmasiyla testis fonksiyonlarmi bozabilecegi, erkeklerde kisirlik
riskinde artisa, sperm hareketliligi ve sayisinda azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir

(Odetauo vd., 2023; Ullah vd., 2019)

BPF'nin Gstrojen reseptorlerini 6zellikle de ER a’y1 aktive ettigi ve bu yolla hiicre
cogalmasini tesvik ederek meme kanseri gelisiminde rol oynayabilecegi belirtilmistir. Ayrica
calismalar BPF'nin BPA'ninkine benzer yollar1 aktive edebilecegini ve dstrojen reseptorlerini
iceren mekanizmalar yoluyla potansiyel olarak karaciger hasarinin ve kanser riskinin
artmasina yol agabilecegini gostermektedir (Fouyet vd., 2021; Recchia vd., 2004; Stillwatvd.,
2020).
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1.4.3. Bisfenol AF Ozellikleri ve Toksisitesi

BPA yerine kullanilan bir diger tirev olan BPAF, 2,2-bis(4-hidroksifenil)
hekzafloropropan kimyasal isimlendirmesine sahiptir ve molar kiitlesi 336,23 g/mol olan bir
bilesiktir (Sekil 1.4.). Genellikle beyaz veya agik gri renkte bir toz halinde bulunur ve 1siya ve
1518a kars1 nispeten direncli olup, yiiksek sicakliklara dayanabilecek sekilde sentezlenmistir.
Suda ¢oziiniirliigi olduk¢a diisiik olmasina ragmen, organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirligii daha
yiiksektir. Bu 6zellikleri, bilesigin BPA yerine ¢esitli kimyasal ve endiistriyel uygulamalarda
kullanilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Akash vd., 2023; Escriva vd., 2021).

CF; CF;

HO OH

Sekil 1.4. BPAF nin yapisal formiilil.

BPAF, genellikle yiiksek 1s1 ve kimyasal dayaniklilik 6zellikleri nedeniyle elektronik
cihazlar, otomotiv parcalar1 ve optik disklerde kullanilan polimerler gibi yiiksek performans
gerektiren plastik ve polimerlerin iiretiminde; koruyucu kaplamalar, yapistiricilar ve kompozit
malzemelerde yer alan kimyasal ve mekanik direng gerektiren epoksi reginelerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica su ve igecek siseleri, konserve gidalar, sterilizasyona dayanikli
tibbi cihazlar ve laboratuvar ekipmanlar1 iiretiminde de yer almaktadir (Escriva vd., 2021;

Garcia-Recio vd., 2023; Maéczak vd., 2017; Mokra vd., 2017)

BPAF'nin de diger bisfenol tiirevleri gibi karaciger enzimleri tarafindan metabolize
edildigi ve c¢ogunlukla glukuronidasyon reaksiyonlar1 ile konjugatlart seklinde atildig:
goriilmiistlir. Biyotransformasyon sonucu olusan konjugatlariin BPAF'ye gore daha diisiik

ostrojenik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Li vd., 2013).
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BPAF'nin 6strojen reseptorlerine baglanarak Ostrojenik aktivite gosterdigi ve bu yolla
hormonal sinyalleri etkileyerek iireme sistemi, meme dokusu ve diger Ostrojen bagimli
sistemlerde bozulmalara yol acabilecegi calismalarda belirtilmistir. Ozellikle, &strojen
reseptOr alt tiplerinden ER a'y1 aktive ederek Ostrojen benzeri etkiler olusturdugu ve ER 3
iizerinde antagonistik etkiler gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica androjenik reseptorler
iizerinde de etkili olabilen BPAF'nin, androjen reseptdrlerine baglanarak bu reseptorlerin
aktivitesini inhibe edebilecegi ve androjen hormonlarmin etkilerini zayiflatabilecegi
belirlenmistir. Bu durum, BPAFmin testosteron seviyelerini diisiirebilecegini ve androjen

bagiml siirecleri bozabilecegini gostermektedir (Li vd., 2013; Skledar vd., 2019)

BPAF, bir endokrin bozucu olarak, bir¢ok metabolik hastalikla iligkilendirilmistir.
Obezite ve diyabet iizerindeki etkileri, BPAF'nin hormonal sinyalleri bozma kapasitesinden
kaynaklanmaktadir. BPAF, yag dokusu ve insiilin iiretimi iizerindeki etkileriyle, viicudun
metabolik dengesini bozabilmekte ve insiilin direncine katkida bulunabilmektedir. BPAF'nin,
ozellikle insiilin iireten pankreas hiicrelerinin islevini bozarak kan sekeri regiilasyonunu
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, BPAF'ye uzun siireli maruziyetin, kalp kas1 fonksiyonlarini
zayiflatarak kalp krizi, inme ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini
artirabildigi belirtilmistir. Bunun yaninda, BPAF'nin damar sertligi ve koroner arter hastaligi
gibi durumlara yol acabilecegi de rapor edilmistir. BPAFnin tiroid hormonlarini etkileyerek
ve tiroid bezinin fonksiyonlarmi bozarak, metabolik hizin yavaglamasina ve metabolik

dengesizliklere neden olabildigi gozlenmistir (Akash vd., 2023; Escriva vd., 2021)

1.4.4. Bisfenol Z Ozellikleri ve Toksisitesi

BPZ, 1,1-bis(4-hidroksifenil) siklohekzan olarak da bilinir ve molekiiler agirlig1 268,35
g/mol'diir (Sekil 1.5.). Beyaz kat1 bir madde olan BPZ, suda ¢éziinmez ancak metanol, etanol
gibi organik ¢oziiciilerde ¢ozlinmektedir. Fiziksel olarak dayanikli bir yapiya sahip olan BPZ,
1stya ve 1s18a karsi oldukca direnglidir bu nedenle polimer iiretimi gibi uygulamalarda tercih
edilmektedir. Anestezi bilesenlerin sentezinde, plastik {rlinlerde, elektrik yalitim
malzemelerinde, kisisel {rlinlerde, gida paketlerinde ve kagit tiriinlerinde kullanilmaktadir

(Kovacic vd., 2019; Lee vd., 2019; Schmidt vd., 2013).
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Sekil 1.5. BPZ’nin yapisal formiili.

Caligmalar, BPZ’nin diger bisfenol analoglar1 gibi karacigerde sitokrom P450 enzimleri
ve glutatyon konjugasyonu ile metabolize edildigini ve metabolitlerin olugtugunu géstermistir
(Schmidt vd., 2013). Diger bisfenol analoglar1 gibi, BPZ'nin de dstrojen reseptdrlerini taklit
ettigi, Ostrojenik yollar1 bozarak tireme sagligi, metabolizma ve diger viicut fonksiyonlar
iizerinde potansiyel olarak olumsuz etkilere yol actig1 gosterilmistir (Akash vd., 2023; Ziihlke
vd., 2020). Yapilan bir ¢calismada BPZ’nin tiroid hormonlar1 iizerindeki etkisi arastirilmis ve

T3 ve T4 seviyelerinde diisiisler gozlenmistir (Lee vd., 2018).

BPZ, genellikle daha az tiiketici iiriiniinde bulundugu ve nispeten daha 6zel endiistriyel
uygulamalarda kullanildig1 i¢cin BPS, BPF ve BPAF’ye gore lizerinde daha az caligilan bir
tirevdir ve BPZ'nin potansiyel etkileri konusunda daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

1.5. Genotoksisite Testleri

Mutajenite, bir kimyasalin ya da bir etkenin, somatik veya germ hiicrelerinde DNA
diizeyinde baz ¢ifti degisiklikleri, eklemeler veya silmeleri igeren ve potansiyel olarak kalitsal
olan yapisal kromozom hasarlarin1 ifade etmektedir. Genellikle bir maddenin mutajenik
ozelligi kanserojenitesi ile yiiksek oranda iligkilidir. Genotoksisite ise mutajeniteden daha
genis bir terimdir ve hiicrenin DNA's1, kromozomlar1 veya replikasyon mekanizmasi
iizerindeki herhangi bir hasar veya etkiyi ifade etmektedir (Maurici vd., 2005; Turkez vd.,
2017; Umbuzeiro vd., 2017).
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Pestisitler, ¢evresel kirleticiler, agir metaller ve gida toksinleri, sigara, diyet, tibbi
goriintiileme, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar gibi ¢evresel faktorlerin DNA hasar seviyelerini
degistirdigi gosterilmistir. (Naik vd., 2024; Prakarsh ve Mansi, 2024; Turkez vd., 2017).
Birgok sekilde maruz kalinan kimyasallar sonucu viicutta olusan DNA hasarimin, kisirlik,
kardiyovaskiiler hastalik, erken yaslanma, kok hiicre disfonksiyonu, kronik enflamatuar
durumlar ve metabolik sendromlar dahil olmak iizere bir¢cok insan patolojisinde rol oynadig1

bilinmektedir (Turkez vd., 2017).

DNA, gen ve kromozomlarda veya replikasyon siireglerinde meydana gelen hasarlar
veya degisiklikleri belirlemek ve olasi kanserojen ve mutajen maddeleri tespit etmek i¢in hem
in-vitro hem de in-vivo yontemler ile yapilan testlere genotoksisite testleri adi verilmektedir.
Genotoksik potansiyelin belirlenmesi i¢in tek bir test yeterli olmadigindan, in-vitro bakteri ve
memeli hiicre kiiltiirii testleriyle birlikte in-vivo kemirgen deneyleri de yapilmaktadir. Bu
testler, ilaclar, gida katki maddeleri, pestisitler ve kimyasallarin gelistirilmesinde erken tarama
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, ¢cevresel numunelerde tehlikeli maddeleri
tarayarak hava, su, toprak gibi ortamlardaki mutajenik ve kanserojen maddelerin tespitine
yardimel olmaktadir. Genotoksisite degerlendirmesi, uluslararast mevzuatlar gercevesinde
cesitli maddelerin giivenlik degerlendirmesinin 6nemli bir parcgasidir (Corvi ve Madia, 2017;

Turkez vd., 2017; Mohamed vd., 2017; Umbuzeiro vd., 2017).

Genotoksisitenin degerlendirilmesi, onarilabilen ve dolayisiyla geri dondiiriilebilen
birincil DNA hasarinin 6l¢iilmesinin yam sira kararli ve geri dondiiriilemez hasarin (gen
mutasyonlart ve kromozomal anormallikler gibi) tamimlanmasin1 da kapsamaktadir. Geri
dondiiriilemez hasarlar 6zellikle germ hiicrelerinde ortaya ¢iktiginda, genomik biitiinligii
koruyan mekanizmalarin bozulmasinin yani sira sonraki nesillere aktarim potansiyeline
sahiptir. Genotoksisitenin kapsamli bir degerlendirmesi karsinogenez ve kalitsal bozukluklarla
baglantili olan gen mutasyonlari, yapisal kromozomal sapmalar ve sayisal kromozomal
sapmalar olmak iizere {i¢ temel noktanin incelenmesini gerektirmektedir. OECD (Ekonomik
Is Birligi ve Kalkinma Orgiitii) Saglik Etkileri Test Kilavuzlar1 (TG), kimyasal maddelerin
yarattig1 potansiyel tehlikeleri tespit etmek ve karakterize etmek i¢in devlet kurumlari, sanayi
sektorleri ve bagimsiz laboratuvarlar tarafindan kullanilan testlere iliskin kilavuzlar
sunmaktadir (Corvi ve Madia, 2017; Mohamed vd., 2017; Turkez vd., 2017). OECD

kilavuzlarinda yer alan genotoksisite testleri Cizelge 1.2.’de yer almaktadir.
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Cizelge 1.2. OECD kilavuzlarinda yer alan genotoksisite testleri (OECD, 2017).

OECD Kodu Test Ad1

TG 471 Bakteriyel Ters Mutasyon Testi (Ames Testi)

TG 472 Genetik Toksikoloji: Escherichia coli, ters analiz

TG 473 In-Vitro Memeli Kromozomal Aberasyon Testi

TG 474 Memeli Eritrosit Mikroniikleus Testi

TG 475 Memeli Kemik Iligi Kromozomal Aberasyon Testi

TG 476 Hprt and xprt Genleri ile In-Vitro Memeli Hiicresi Gen Mutasyon Testi

TG 477 Genetik Toksikoloji: Drosophila melanogaster’de Cinsiyete Bagli Resesif
Letal Test

TG 478 Genetik Toksikoloji: Kemirgen Dominant Letal Testi

TG 479 Genetik Toksikoloji: Memeli Hiicrelerinde In-Vitro Kardes Kromatid
Degisimi Testi

TG 480 Genetik Toksikoloji: Saccharomyces cerevisiae, Gen Mutasyon Testi

T Genetik Toksikoloji: Saccharomyces cerevisiae, Mitotik Rekombinasyon
Testi

TG 480 Genetik Toksikoloji: DNA Hasar1 ve Onarimu, /n-Vitro Memeli Hiicrelerinde
Planlanmamis DNA Sentezi

TG 483 Memeli Spermatogonial Kromozomal Aberasyon Testi

TG 484 Genetik Toksikoloji: Fare Spot Testi

TG 485 Genetik Toksikoloji: Fare Kalitsal Translokasyon Testi

TG 486 Fare Karaciger Hiicreleri ile In-Vitro Programlanmamig DNA Sentezi (UDS)
Testi

TG 487 In-Vitro Memeli Hiicresi Mikroniikleus Testi

TG 488 Transgenik Kemirgen Somatik ve Germ Hiicre Gen Mutasyon Testi

TG 489 In-Vivo Memeli Alkali Komet Testi

TG 490 In-Vitro Memeli Hiicresi Gen Mutasyon Testi

In-vitro testler birincil genotoksisiteyi degerlendirmek i¢in uygunken, in-vivo yaklagim
cogunlukla inflamasyon, oksidatif stres yoluyla ikincil genotoksik etkiler hakkinda bilgi
saglamaktadir. Testlerin gogu kendi 6zel sinirlamalarim sergilemektedir. Ornegin AMES testi
veya farkli hiicrelerde hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz mutasyonlarinin analizi ve
transgenik kemirgenlerin kullanilmas1 mutajenitenin tespit edilmesine olanak saglamaktadir.
Ancak, komet, kromozomal aberasyon, mikroniikleus, kardes kromatid degisimi ve
programlanmamis DNA sentezi dahil olmak {izere diger testler genotoksisiteyi tespit

edebilirken mutajeniteyi tespit edememektedir (Turkez vd., 2017).
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Avrupa Birligi’nde kozmet iirlinler i¢in in-vivo testlerin yapilmasi yasaklanmistir ancak
endiistriyel kimyasallar ve biyolojik iiriinler icin in-vitro genotoksisite testlerinden bir veya
daha fazlasimin pozitif sonug vermesini takiben uygun in-vivo test ile tayin gerekmektedir. /n-
vitro testlerde negatif sonu¢ c¢ikan kimyasallarin genotoksik etkiye sahip olmadigi kabul
edilmekte ve in-vivo ¢aligmalara devam edilmemektedir (Corvi vd., 2017). In-vivo hayvan
testleri, yiiksek maliyetler ve yanit elde etme siiresinin uzun olmasi nedeniyle cevresel
numunelerle nadiren gergeklestirilmektedir. Balik, midye, kemirgenler ve tarla veya kafes
hayvanlarin1 kullanarak ¢evredeki mutajeniteyi tespit etmek i¢in Onerilen stratejiler oldukca
pahali, zahmetli, uzun siirelidir ve yiiksek egitimli personel gerektirmektedir (Umbuzeiro vd.,

2017).

Bisfenol A ve endiistride kullanilan diger tiirevlerinin de yapilan calismalar ile
genotoksik etkiler gosterdigi belirtilmistir. BPA’nin DNA zincir kirilmalarin1 ve mikrontikleus
olusumunu indiikledigi, yapisal kromozom sapmalarina neden oldugu ve uzun siireli
maruziyette andploidiye yol actif1, apoptozu tetikleyerek hiicre canlilig1 ve islevi lizerinde
olumsuz etkiler olusturdugu gézlenmistir (Iso vd., 2006; Tiwari vd., 2012; Turra vd., 2024; Yu
ve Liu, 2022). Ayrica inflamatuar yollar1 aktive edebilecek hiicre i¢i serbest radikallerin
olusmasimi artirabilecegine, oksidatif stres yoluyla ve hiicresel onarim mekanizmalarina
miidahale ederek DNA hasarini indiikleyebilecegine, kromozomal degisiklikleri ve mutasyon
olusturma ve potansiyel kanserojen etkileri olabilecegine isaret edilmistir (Charles ve Prince,
2024; Durovcova vd., 2022; Tsutsui vd., 1998). BPS’nin ise BPA’ya gore daha az genotoksik
oldugu ancak yine de kromozomal bozukluklara ve DNA ¢ift zincir kirtklamalarina yol agtig1
(Lee vd., 2013), 24 saatlik maruziyette DNA hasarin1 indiikledigi gosterilmistir (Fic vd., 2013).
Bir diger tiirev olan BPF’nin hiicreler {izerinde kromozomal sapmalar, DNA hasar1 ve hiicresel
islev bozuklugu gibi etkiler gosterebildigi belirtilmistir (Fic vd., 2013; Rochester ve Bolden,
2015). BPA’ya gore daha fazla DNA zincir kiriklarina neden oldugu goézlenen BPAF nin,
Ostrojen reseptorlerine daha giiclii baglandigi ve daha giiclii genotoksik etkileri oldugu

gorlilmistiir (Mokra vd., 2017).

1.5.1. Komet Testi

Rydberg ve Johanson, 1978'de, DNA onarim mekanizmalarina yonelik aragtirmalarin
bir pargast olarak memeli hiicrelerinde DNA tek zincir kirklarmin belirlenmesi igin

elektroforez kullanarak tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) olarak da bilinen komet testinin
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erken tekniklerini gelistirmislerdir (Rydberg ve Johanson, 1978). 1984 yilinda DNA hasarini,
ozellikle de hiicrelerde radyasyon kaynakli DNA zincir kiriklarm gorsellestirmek igin Ostling
ve Johanson, bu yontemi nétral pH sartlarinda uygulayarak gelistirmistir (Ostling ve Johanson,
1984). 1988’de ise Singh, DNA'daki hem tek zincir kiriklarinin hem de alkaliye dayanikli
bolgelerin tespit edilmesine olanak taniyan alkali komet teknigini gelistirerek yontemi ¢ok
daha hassas ve ¢ok yonlii hale getirmistir (Singh vd., 1988). Kimyasallar, radyasyon ve
nanomateryaller de dahil olmak {izere cesitli ajanlarin neden oldugu DNA hasarini tespit
etmede 6nemli bir arag haline gelmis olan Komet testi, farkli organizmalarda hem in-vitro hem

de in-vivo ¢aligsmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Komet testi hiicrelerin cam lam {izerinde agaroz yayilmasi ile baslar ve daha sonra
¢Oziiniir hiicre bilesenlerini, membranlar1 ve histonlar1 ortadan kaldirmak i¢in yliksek tuz ve
deterjanda lizis edilir. Hasarli hiicrelerde DNA biitiinliigli bozulur ve agara yayili. DNA
sarmali belirlenen pH’da gevsetilir ve elektroforez uygulamasi yapilir. Elektroforez sirasinda
negatif yliklii olan DNA zincir kiriklar pozitif yiiklii anota gog¢ ederek, yonteme de adin1 veren,
adeta bir kuyruklu y1ldiz kuyrugu olusturur. Notralizasyon sonrast hiicreler fluoresan boya ile
boyanir ve mikroskop altinda hasar 6l¢iimii yapilir. Kuyruk yogunlu DNA hasarn ile dogru
orantilidir (Azqueta ve Collins, 2006; Cordelli ve Pacchierotti, 2021; Turkez vd., 2017).

Komet testinin, notr komet testi ve alkali komet testi olarak isimlendirilen iki
varyasyonu ortaya ¢ikardiklart DNA hasari tiirleri bakimindan farklilik gostermektedir. Notral
komet testi, DNA'y1 ¢ift sarmal formunda tutan ve sadece ¢ift zincir kiriklarimin tespit
edilmesini saglayan notr pH'da (pH 7 civarinda) gergeklestirilmektedir. Iyonlastirici radyasyon
gibi DNA sarmalinin her iki ipligini de dogrudan etkileyen DNA hasarina odaklanan
caligmalar i¢in degerli bir yontemdir. Alkali komet testi ise DNA'y1 denatiire eden, ¢ift sarmalli
DNA'y1 tek sarmallara ayiran ve tek zincir kiriklarini ortaya ¢ikaran alkali kosullar altinda (pH
> 13) gerceklestirilmektedir. Bu yontem ile DNA-protein, DNA-DNA ¢apraz baglanmalari,
cift ve tek zincir kiriklari, alkali isaretli bolgeler, oksidatif baz hasarlart ve DNA onarimlari
tespit edilebilmektedir. Notr komet testine gore daha hassas ve ¢ok yonlidiir. (Azqueta ve

Collins, 2006; Cordelli ve Pacchierotti, 2021; Piperakis, 2009).

Komet yonteminin uygulanmasinda bazi dezavantajlar ile karsilagilabilmektedir. Deney
sonuglari, 6zellikle manuel puanlamada, okuma yapan kisiye bagh oldugu icin yanliliga

egilimli olabilmektedir. Bunun Onlenmesi i¢in bilgisayar programlar1 kullanilarak
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standardizasyon saglanmaya calisilmaktadir ancak farkli yazilim paketlerinde kullanilan
algoritmalardaki farkliliklar dl¢timlerde tutarsizliklara yol agabilmektedir. Deney kosullarmin
standardize olmamasi nedeniyle laboratuvarlar arasi sonuglar farklilik gosterebilmektedir.
Apoptozun karakteristik 6zelligi olan kiigiik DNA pargalarn elektroforez baglamadan dagildig:
icin apoptotik DNA bozulmasi ve mitokondriyal DNA ¢ok kiiciik ve niikleer matrise bagh
olmadigindan test sirasinda dagildigi i¢in mitokondriyal DNA'daki hasar bu yontem ile dogru
analiz edilememektedir. DNA hasarmin ¢ok yliksek seviyelerde oldugu durumlarda hasarli
DNA pargalar1 kuyrukta yogunlasacagi i¢in 6l¢lim sonuglarinda hata riski artmaktadir. Ayrica
cakigan veya Ust liste binen hiicrelerin analizi ve buna uygun hiicre yogunlugu ayarlamasi
zorlayici olabilmektedir. Farkli boyama yontemleri farkli sonuglar verebilmekte ve dlglimlerin
dogrulugunu etkileyebilmektedir (Azqueta ve Collins, 2006; Collins vd., 2008; Kumaravel vd.,
2009).

Bunlarin yaninda komet testi, genotoksik arastirmalar ve hiicre hasarinin tespiti i¢in
yaygin olarak kullanilan basit, 6grenmesi kolay, hassas ve maliyet agisindan ekonomik bir
yontemdir. Bu test hem bitkiler hem de bir¢ok prokaryotik hiicre tiirii de dahil olmak iizere
genis bir yelpazedeki oOkaryotik hiicrelerde in-vivo, in-vitro ve ex-vivo olarak basariyla
uygulanabilmektedir. Bu o6zelligi, arastirmacilarin farkli deneysel kosullarda uygulama
yapmalarini kolaylastirmaktadir. Testin en 6nemli avantajlarindan biri, tek hiicre seviyesinde
DNA hasarim1 tespit edebilme yetenegidir; bu, daha derinlemesine ve kesin analizler
yapilmasina olanak tanimaktadir. Ayrica, non-invazif bir ydontem olmasi bu testin tercih edilme
sebeplerinden biridir. Caligmalarda taze ya da dondurulmus numunelerle ¢alisilabilmesi de
aragtirma kosullarinda esneklik saglamaktadir. Testin gergeklestirilmesi i¢in diigiik miktarda
hiicre ile (6rnegin, 10.000-50.000 hiicre gibi) calisilabiliyor olmasi, aragtirmacilar agisindan
biiyiik bir avantajdir. Bunun yan1 sira, komet testi hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar
verebilmesiyle, elde edilen verilerin genis bir perspektifte degerlendirilmesine imkan
sunmaktadir. Tlim bu 6zellikler, komet testinin genotoksik testler arasinda yaygin olarak tercih
edilen ve siklikla kullanilan bir yontem haline gelmesini saglamistir. (Azqueta ve Collins, 2006;

Piperakis, 2009; Turkez vd., 2017).

Test kimyasallarina maruz kalan hayvanlarin ¢esitli dokularindan alman hiicrelerdeki
DNA zincir kiriklarini degerlendirmek i¢in kullanilan in-vivo memeli alkalin komet testi, 2016
yilinda OECD’nin test kilavuzlarina OECD TG 489 kodu ile dahil edilerek valide edilmistir
(OECD, 2016).
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1.6. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Kkiiltiirii, hiicrelerin organizmalardan izole edilmesi ve hiicrelerin dogal
ortamlarinin diginda, uygun bir yapay ortamda kontrollii bir sekilde yetistirilmesini i¢eren
temel bir tekniktir (Betsy ve Siva, 2023; Salauddin, 2022). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar ile ilgili
ilk girisimlerden biri, 1885 yilinda Wilhelm Roux’un civciv embriyolan ile hiicrelerin
organizma disinda muhafaza edilmesine yonelik calismalari olmustur. Dokularin in-vitro
olarak yetistirilmesinde Onciilerden biri olan Ross Granville Harrison, 1907 yilinda kurbaga
sinir hiicrelerinin bir lenf ortaminda biiylimesini basariyla gostererek hiicrelerin dogal

ortamlarinin diginda biiyliyiip boliinebilecegini kanitlamistir (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

Hiicre kiiltiiriinde yeni alet ve malzemelerin iiretilmesi, yeni hiicre kiiltiirii tekniklerinin,
aseptik tekniklerin, tripsinleme methodlarinin ve antibiyotik kullaniminin 6ne siiriilmesi ile
hizla devam eden bu g¢aligmalarin doniim noktalarindan biri, 1951 yilinda Henrietta Lacks
isimli bir hastanin rahim agz1 kanseri hiicrelerinden HeLa hiicreleri olarak bilinen ilk dliimsiiz

insan hiicre hattinin olusturulmasi olmustur (Jedrzejczak-Silicka, 2017; Landecker, 2000).

Penisilin ve streptomisin gibi antibiyotiklerin hiicre kiiltiiriinde kullanilmasi,
arastirmacilarin bakteriyel kontaminasyonu sinirlamasina olanak tantyarak daha uzun ve daha
istikrarli kiiltlirler elde edilmesini kolaylastirmistir. 1998 yilinda Thomson ve Gearhart, ¢esitli
hiicre tiplerine farklilagabilen insan embriyonik kok hiicrelerini basarili bir sekilde izole
etmistir. Hiicre kiiltiirli calismalarinda son yillarda yasanan en biiyiik sigramalardan biri ise,
iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiiriiniin yan sira hiicrelerin daha dogal ortamlarda biiylimesine ve
gercek dokulari taklit etmesine olanak taniyan ii¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiirlerinin ve organoid
teknolojisinin gelistirilmesidir. Bu gelismeler hastaliklarin incelenmesi, ilag testleri ve doku
miihendisligi i¢cin daha ger¢eke¢i modeller saglamaktadir (Edmondson vd., 2014); Jedrzejczak-
Silicka, 2017).

Hiicre kiiltiirt teknigi, farmasotik biyokimyasallarin tiretimi, embriyolojik ¢aligmalar,
rekombinant biyomateryaller ve as1 iiretimi, ilaglarin test edilmesi, ilag duyarliligi ve
hiicrelerin sitotoksisitesi, farkli enzimlerin, sentetik hormonlarin, immiinobiyolojik ve
antikanser ajanlarin iiretimi, mikrobiyolojik ¢aligsmalar, yaslanma, toksik bilesik caligmalari,
hiicre morfolojisi ve fizyolojisi ¢aligmalar1 gibi daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Hudu vd.,

2016; Salauddin, 2022; Wang vd., 2016).
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Yaygin olarak kullanilan 2D hiicre kiiltiir{i, hiicrelerin polipropilen ve polistiren gibi
plastik bir ylizey iizerinde, bir petri kabinda veya flaskta diiz, tek tabakali kiiltiirler halinde
cogaltilmasi islemidir. Bu kiiltiir tiirii hiicre davramisini incelemek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak canli organizmalardaki dokularin karmasik ortamini tam olarak taklit
edememektedir. Hiicrelerin kolajen ve matrigel igeren hidrojeller gibi hiicre dig1 matrisi taklit
eden bir substrat veya iskele i¢cinde cogalmasini saglayan 3D hiicre kiiltiirii modeli ise in-vivo
kosullar1 daha iyi taklit etmektedir ancak daha karmasik cihaz ve materyallerin gerekliligi
nedeniyle 2D hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 daha ekonomiktir (Edmondson vd., 2014; Vieira vd.,

2024; Yang vd., 2024).

Hiicre kiiltiirii galigmalarinda primer hiicreler, devamli hiicreler ve kok hiicreler olmak
iizere 3 farkli hiicre tipi kullanilmaktadir. Dokulardan taze olarak izole edilen ve siirli bir
yasam siiresine sahip olan primer hiicreler genellikle orijinal dokunun 6zelliklerini korumak
icin kullanilmaktadir. Oliimsiizlestirilmis devamli hiicreler, dogru kosullar altinda siiresiz
olarak ¢ogalacak sekilde modifiye edilmistir ve bu hiicreler uzun siireli deneyler ve yiiksek
verimli taramalar i¢in kullanilmaktadir. Cesitli hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahip
olan embriyonik ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ise rejeneratif tip ve hastalik
modellemesi ¢aligmalari i¢in siklikla tercih edilmektedir (Jedrzejczak-Silicka, 2017; Masters

ve Stacey, 2007).

Hiicrelerle c¢alisirken hiicrelerin enfekte olmamasi igin laminar akig kabininde
caligilmali, kullanilan tiim malzemeler steril olmali ve islemler sirasinda aseptik tekniklere
sadik kalimmalidir. Hiicrelerin sagliginm1 korumak adina, diizenli araliklarla hiicre morfolojisi
mikroskop altinda kontrol edilmeli, besin tiikenmesi ve metabolik atik birikmesi sonucu hiicre
Oliimlerinin engellenmesi i¢in hiicrelerin kapladigi yiizey alami orami izlenmelidir. Pasaj
sirasinda tripsinizasyon gibi iglemler sirasinda agir1 bekleme siirelerinden kaginilmalidir. Pasaj
orant, hiicre biiyiime hizina gére ayarlanmali, kullanilan besi yeri, hiicre tipine uygun olarak
secilmeli ve sik araliklarla degistirilmelidir. Inkiibatérde ise 37°C sicaklik ve %5 CO» ortami
saglanarak hiicrelerin optimum kosullarda biiylimesi garanti altina alinmalidir (Jedrzejczak-

Silicka, 2017; Salauddin, 2022).
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1.6.1. MCF7 Hiicre Hatt1

MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) hiicre hatti, meme kanseri arastirmalarinda
yaygin olarak kullanilan bir insan meme adenokarsinomu hiicre hattidir. MCF7 hiicre hatti,
1973 yilinda Dr. Herbert Soule ve ¢alisma arkadaslari tarafindan, metastatik meme kanseri
olan 69 yasindaki bir kadindan alinan meme tiimoriinden izole edilmistir. Hiicrelerin orijini,
metastatik bir meme adenokarsinomu oldugu i¢cin MCF7 olarak adlandirilmistir (Comsa vd.,
2015). MCFT7 hiicre hatt1 ER pozitif ve progesteron reseptorii pozitiftir ve luminal A molekiiler
alt tipine aittir. Normalde diisliik metastatik potansiyele sahip oldugu diisiiniilen, diisiik

seviyede agresif olan ve invazif olmayan bir hiicre hattidir (ATCC, 2024; Comsa vd., 2015).

MCFT7 hiicreleri, ER pozitif oldugu i¢in, dstrojenin meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi
iizerindeki etkilerini incelemek i¢in ideal bir modeldir. Arastirmacilar, bu hiicreler ilizerinde
Ostrojen reseptorlerinin roliinii, hormon bagimli hiicre proliferasyonunu ve timor gelisimini
arastirmaktadir. Bu hiicre hatti, 6strojenin hiicre i¢indeki sinyal yollarini nasil aktive ettigini
ve bu yollarmm meme kanserinde nasil etkili oldugunu yani strojen reseptor sinyallemesinin
molekiiler mekanizmalarini aragtirmak i¢in de kullanilmaktadir (Aniogo vd., 2022; Comsa vd.,

2015; Li vd., 2014).

Meme kanseri hiicrelerinde dstrojen reseptorlerini bloke eden bir ilag olan tamoksifen,
Ostrojen reseptor pozitif meme kanserlerinin tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. MCF7 hiicre
hatt1, tamoksifen gibi anti-Ostrojen ilaclara yanit1 arastirmak, tedavilerin etkilerini incelemek
ve tedavi stratejilerini optimize etmek amaciyla calismalarda kullanilmaktadir. Ayrica uzun
stireli hormon tedavileri sonucunda gelisen ila¢ diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi igin
onemli bir model olusturmaktadir (Comsa vd., 2015; Li vd., 2017; Morgan vd., 2018; Neevedh
vd., 2024). Yeni kanser ilaglarinin gelistirilmesinde, hiicrelerin ilaglara nasil yanit verdiginin
ve hangi dozlarda etkili oldugunun arastirilmasinda kullanilan bu hiicre hatti, kemoterapi
ilaglarinin yam sira hedefe yonelik biyolojik ajanlarmn etkinligini degerlendirmek i¢in ve farkli
ilag kombinasyonlarinin etkinligi ve giivenliginin degerlendirilmesi ¢aligmalarinda da

kullanilmaktadir (Chen vd., 2022; Comsa vd., 2015; Holiar vd., 2019).

Gen ekspresyonu, genetik mutasyonlar, sinyal iletim yollar1 ve hiicre dongiisiiniin
kanser gelisimindeki roliiniiniin arastirilmasi; DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar

gibi epigenetik degisikliklerin meme kanserinin gelisimi ve ilerlemesi iizerindeki etkileri i¢in
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yapilan ¢aligmalar da MCF7 hiicre hatt1 kullanilarak yapilmaktadir (Abramczyk vd., 2016; Du
vd., 2014; Khan vd., 2012). Meme kanseri hiicrelerinin diger dokulara nasil yayildigini ve
metastaz yapma mekanizmalarini, tiimor hiicreleri ile tiimdr mikrocevresi arasindaki
etkilesimlerin nasil oldugunu, kanser hiicrelerinde apoptozun nasil tetiklendigini, hangi sinyal
yollarinin rol oynadigini ve kanser hiicrelerinin apoptozdan nasil kagindigini1 anlamak i¢in ve
bunlara kars1 gelistirilen apoptotik ilaglarin etkinligi ile ilgili MCF7 hiicre hatt1 iizerinde
caligmalar yapilmaktadir (Gupta vd., 2017; Isnaini vd., 2028; Kaplan ve Pazarci, 2024;
Morgan vd., 2018).

Meme kanseri, genotoksik caligmalar i¢in Onemli bir model sistem olarak
kullanilmaktadir ¢linkii bu kanser tiirinde meydana gelen genetik degisiklikler, timor
olusumunun ve ilerlemesinin temel nedenlerinden biridir. MCF7 gibi meme kanseri hiicre
hatlari, benzo[a]pyrene ve pestisit gibi ¢evresel kirleticilerin, bisfenoller ve ftalatlar gibi
endokrin bozucu kimyasallarin (Blom vd., 1998; Coppola vd., 2022; Zhang vd., 2012), x-ray
isinlar, aflatoksin gibi kanserojen maddelerin yol agtigit DNA kiriklari, mutasyonlar ve
kromozomal anormalliklerin belirlenmesi igin ideal araglardir. Bu calismalar, kanserin
gelisiminde rol oynayan genetik ve epigenetik degisiklikleri anlamada kritik veriler saglayarak,
daha hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglamaktadir (Luparello vd.,

2021; Mahmoud vd., 2023; Tchounwou vd., 2014).

1.7. Selenyum Ozellikleri ve Koruyucu Etkisi

Selenyum atom numarasi 34 olan bir elementtir. Yaygin olarak hem selenit ve selenat
gibi inorganik formlarda hem de selenometiyonin ve selenosistein gibi organik formlarda
bulunmaktadir. Selenyumun ¢6ziinilirliigi ve biyoyararlanimi formuna bagli olarak
degismektedir. Selenometiyonin gibi organik selenyum bilesikleri, inorganik formlara kiyasla
daha kolay emilmekte ve biyolojik olarak kullanilabilmektedir (Avery ve Hoffman, 2018;
Kieliszek ve Btazejak, 2013).

Selenyum, c¢esitli gidalarda dogal olarak bulunur ve en zengin kaynaklarmdan
biri brezilya cevizi olup, selenyum igerigi 0,2 ile 512 pg/g arasinda degigsmektedir. Mayalar da
ozellikle selenyum ile zenginlestirildiginde 500 ile 4000 pg/g arasinda selenyum
igerebilirmektedir. Balik ve deniz iiriinleri, yumurta, tavuk, sigir eti, domuz eti, siit ve siit

iirinleri de selenyum igeren besin kaynaklaridir. Genel olarak sebzelerde selenyum orani
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diisiik olmakla birlikte mantarlar ve sarimsak gibi bitkisel kaynaklar iyi bir selenyum kaynagi
olabilmaktedir. Selenyum igerigi, yetistirildigi topragin zenginligine bagh olarak gidalarda
farklilik gostermektedir. Ayrica viicuttaki selenyum eksikligini gidermek i¢in gida

takviyelerinde ve gliglendirilmis gidalarda kullanilmaktadir. (Kieliszek, 2019).

Selenyum, selenatlarin selenitlere doniisiimii seklinde indirgenme reaksiyonlari ve daha
az toksik olan dimetilselenit ve trimetilselenonyuma doniisiimii seklinde metilasyon
reaksiyonlar1 ile metabolize olmaktadir. Selenosistein ve selenometiyonin, selenyumun
biyolojik olarak aktif formlaridir ve bu aktif formlar proteinlerin yapisinda bulunabildigi gibi
protein sentezi i¢in selenite metabolize de edilmektedir (Kieliszek, 2019; Kieliszek ve

Btlazejak, 2013).

Selenyum viicutta kaslar, karaciger, bobrek ve tiroid dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
dagilmakta ve selenoprotein P yoluyla diger dokulara taginmaktadir. Ayrica eritrositlerde,
bagisiklik hiicrelerinde, testislerde ve beyinde bulunmaktadir. Selenyum, tRNA ve ribozomal
mekanizmalari igeren 6zel bir mekanizma araciligiyla 21. amino asit olan selenosistein olarak
proteinlere dahil edilmektedir (Avery ve Hoffman, 2018; Kieliszek ve Btazejak, 2013; Sobolev
vd., 2018).

Selenyum, oOzellikle zararli serbest radikalleri ve lipit peroksitleri nétralize eden,
oksidatif hasara kars1 koruma saglayan glutatyon peroksidaz (GPx) ve hiicre i¢i redoks
dengesini koruyan tiyoredoksin rediiktaz (TRxR) gibi selenoproteinlerdeki rolii nedeniyle
cesitli fizyolojik islevler icin gereklidir. Ayrica inaktif tiroid hormonlarini aktif formlarina
doniistiirmeye yardimcei olan iyodotironin deiyodinaz yoluyla tiroid hormon metabolizmasinda

da rol oynamaktadir (Genchi vd., 2023; Kieliszek ve Blazejak, 2013; Kim vd., 2021).

Selenyumun tiroid hormon regiilasyonu, kas fonksiyonu, oksidatif stresi onleme,
bagisiklik fonksiyonunu destekleme ve potansiyel olarak kanser risklerini azaltmada etkileri
oldugu gosterilmistir. Oksidatif stresi azaltarak ¢evresel toksinlerin, iltihaplanmanin ve hatta
viral enfeksiyonlarmn zararl etkilerini azaltmaya yardimci olmaktadir. Selenyum, civa,
kadmiyum ve uranyum gibi metallerin zararli biyolojik reaksiyonlara katilmasini 6nleyen
kararli kompleksler olusturarak viicudun agir metal toksisitesine karsi korunmasinda rol

almaktadir (Kieliszek ve Blazejak, 2013; Kim vd., 2021; Zhang vd., 2023; Zgorelec vd., 2023).
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Selenyumun genotoksisiteye karsi koruyucu etkileri, selenyum bilesiklerinin 6zellikle
uygun dozlarda kullanildiginda kansere yol agan zararli DNA eklentilerinin olusumunu, DNA,
lipit ve proteinlerdeki oksidatif hasar1 engelleyebildigini gosteren hem in-vitro hem de hayvan
modellerinde yapilan ¢aligmalarla vurgulanmaktadir (El-Bayoumy, 2001). Selenyum iceren
enzimlerin DNA’y1 hasardan korudugu, antioksidan savunmaya katkida bulundugu, apoptozu
diizenledigi ve hiicre ¢ogalmasimi etkiledigi gosterilmistir (Bubnova vd., 2023). Selenyum
takviyelerinin, DNA hasarini azaltarak sperm DNA biitiinliigii iizerinde koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (Moya vd., 2020). Ancak selenyum genel olarak koruyucu olsa da asiri
selenyum alim1 paradoksal olarak oksidatif hasara neden olabilmekte ve genomik dengesizlik
riskini artirabilmektedir. Selenyumun sekli ve dozu, koruyucu veya potansiyel olarak zararli

etkilerini belirlemede kritik 6neme sahiptir (El-Bayoumy, 2001).

Selenyum seviyesinin optimal degerlerin iizerine ¢ikmasi, "selenoz" adi verilen toksik
bir duruma yol agmakta ve bu durum ¢esitli saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir. En
yaygin olarak gézlemlenen etkiler arasinda sa¢ dokiilmesi, tirnaklarda kirilma ve kalinlagma,
sekil bozukluklar1 gibi patolojik degisiklikler yer almaktadir. Sindirim sistemi iizerinde de
olumsuz etkiler goriilmekte olup, asir1 selenyum alimi bulanti, kusma ve ishal gibi
semptomlara neden olabilmektedir. Selenyumun toksik seviyeleri, uzun vadede oksidatif stresi
artirarak hiicrelere zarar vermekte ve bagisiklik sisteminin zayiflamasina yol agmaktadir.
Selenyumun plazma diizeyleri asir1 yiiksek oldugunda, viicutta toksik bilesiklerin birikmesi
gbzlemlenmektedir. Hayvan galigmalari, asir1 selenyumun viicut agirliginda azalma, karaciger
hasar1 ve bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar gibi ciddi etkilere yol agabilecegini gostermistir
(Cheng, 2021; MacFarquhar vd., 2010; Spallholz, 1994). EFSA, selenyum iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda yetiskinler i¢in giinliik Yeterli Alim Diizeyini 70 pg/giin olarak (EFSA,
2014) ve Tolere Edilebilir Ust Alim Seviyesini 255 pg/giin olarak belirlemistir (EFSA, 2023b).

Selenyum yeterliligini yansitmak i¢in arastirmacilar tarafindan 70-100 pg/L (0,9- 1,3
umol/L) arasinda plazma selenyum konsantrasyonlari referans olarak onerilmistir (EFSA,
2014). Tiirkiye'de de yetiskinlerde kan selenyum seviyelerinin Sl¢limiine yonelik cesitli
caligmalar yapilmigtir. Yetigkin erkek ve kadin bireylerin rastgele secildigi bu ¢alismalardan
birinde 19-61 yas aras1 274 goniilliilden elde edilen verilerde ortalama selenyum plazma diizeyi
71 £ 15 pg/L olarak bildirilmistir (Giray ve Hincal, 2004). Bir diger ¢alismada ise 20-45 yas
arasindaki kisilerde ortalama kan selenyum seviyesi 78,99 pg/L olarak tespit edilmistir (Bal
vd., 2021). Genel popiilasyon iizerinde yapilan bagka bir calismada ise 68 goniilliide ortalama
selenyum konsantrasyonu kadinlarda 0,94 umol/L ve erkeklerde 1,00 umol/L olarak rapor
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edilmistir (Coskun vd., 2022). Bir bagka caligmada ise saglikli kadinlarda ortalama serum
selenyum seviyesi 55,38 + 8,81 pg/L ve saglikhi erkeklerde 72,24 + 9,28 pg/L olarak
belirlenmistir (Kilinc vd., 2010). Bu degerler, genel olarak saglikli bireylerde onerilen normal
kan selenyum referans degerleri araliklarinda olmakla birlikte seviyelerin alt sinira yakin
oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla, selenyum iceren gida takviyelerinin kullanimi, 6zellikle
diisiik selenyum seviyeleri nedeniyle yetersiz antioksidan savunma ve bagisiklik sistemi
destegi ihtiyaci goz oniline alindiginda, bu seviyeleri artirmak ve saglikli bir denge saglamak

adina mantikl1 bir segenek olarak diisiintilebilir.

Bu tez c¢aligmasinda endiistride ve giinliik hayatta cogu plastik malzemede kullanilan
Bisfenol A ve tiirevleri Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol Z’nin farkhi
konsantrasyonlarda MCF7 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki genotoksik etkilerinin ve
Sodyum Selenit’in bu etkiler tizerindeki koruyuculugunun in-vitro hiicre kiiltlirii yontemi ile

test edilmesi amaglanmaistir.

Bu amag dogrultusunda tezimizin hedefleri 3 basamaktan olugmaktadir.

1. Caligmamizda Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Sodyum Selenit’in
MCF7 hiicre hatt1 izerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile analiz edilecek ve hiicre

canliliklar degerlendirilecektir.

2. Calismamizin ikinci kisminda Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve
Sodyum Selenit’in MCF7 hiicre hatt1 {izerindeki genotoksik etkileri komet testi ile
aragtirilacak ve kuyruk yogunlugu degerleri kullanilarak bisfenol tiirevlerinin DNA

hasar potansiyelleri karsilastirilacaktir.

3.Calismamizin son kisminda ise selenyumun sitotoksisite ve genotoksisite
gostermedigi secilen dozlar ile MCF7 hiicre hattina 6n maruziyet yapilarak, Bisfenol
A, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol Z’nin potansiyel olarak
olusturdudu DNA hasarina karst koruyucugu etkinligi komet testi ile

karsilagtirilacaktir.
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Tez galigmamiz kapsaminda elde edilecek tiim sonuglardan sonra ¢evresel bir kirletici
olarak bilinen ve endokrin bozucu oOzelliklere sahip BPA'nin ve kullanimmin
sinirlandirilmasindan sonra yerine kullanilan tiirevleri olan BPS, BPF, BPAF ve BPZ’nin
meme kanseri hiicresi olan MCF7 hiicre hattinda olusturdugu genotoksik etkiler ve bu etkilerin
sodyum selenit ile nasil azaltilabilecegi veya Onlenebilecegi degerlendirilecektir. Tez
calismamizdan elde edilecek sonuglar BPA yerine kullanilan tiirevlerinin insan sagligi
iizerinde BPA benzeri etkiler olusturup olusturmadigini ve gozlenen olumsuz etkileri
azaltmada sodyum selenitin potansiyel bir koruyucu ajan olarak kullanimini arastirarak
literatiire onemli bir katki saglayacaktir. Bu bulgular, c¢evresel kirleticilerin genotoksik
etkilerinin azaltilmasina yonelik gelecekteki tedavi ve Onleme stratejilerine 151k

tutabilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Maddeler

Fétal Bovin Serum (FBS) (Biological Industries, Israil)
Penisilin-Streptomisin (Gibco, ABD)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sartorius, Israil)
Tripsin-EDTA (Sartorius, Israil)

Tripan mavisi (Sigma, Almanya)

Fosfat Tamponu Cozeltisi (PBS) (Sigma, Almanya)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Serva, ABD)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (Sigma, Almanya)
Hidrojen peroksit (H,0O,) (Sigma, Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya)
Hidroklorik asit (HCl) (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (Zag Kimya, Tiirkiye)
Na,EDTA (VWR Chemicals, ABD)

Tris (VWR Chemicals, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Amreco, ABD)

Triton x-100 (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Etidyum bromiir (Amresco, ABD)

Diisiik erime noktali1 agar (LMA) (Sigma, Almanya)
Normal erime noktali agar (NMA) (Amresco, ABD)
Sodyum selenit (Sigma, Almanya)

Bisfenol A (Sigma, Almanya)

Bisfenol S (Sigma, Almanya)

Bisfenol F (Sigma, Almanya)

Bisfenol AF (Sigma, Almanya)

Bisfenol Z (Sigma, Almanya)
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2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)

Santrifuj cihaz1 (Hettrich Rotina 90, Almanya)

pH metre cihazi (WTW pH 3301, Almanya)

Hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC20, Singapur)

Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

Fluoresan Mikroskobu (Leica DM 1000, Almanya)

COMET Assay 1V yazilimi (Perceptive Instruments, UK)

Plaka calkalayici (Heidolph Titramax 101, Almanya)

Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C), (Scancool, Almanya)

Steril ¢aligma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur)
Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

S1v1 azot tanki (International Cryogenics, ABD)

Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

Multiplaka okuyucu (Thermo Scienific Mutiskan Co., Finlandiya)

Buz makinasi (Hoshizaki, Avrupa)

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

DMEM besi yeri: DMEM ortamina %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin eklenerek
+4°C’de saklandi. Deney sirasinda ise 37°C’ye 1sitilarak kullanildi.

Stop medyum ¢dzeltisi: %60 DMEM ve %40 FBS karigimi hazirlanarak +4°C’de

sakland1. Deney 6ncesinde 37°C’ye 1sitilarak kullanima hazir hale getirildi.

MTT stok ¢ozeltisi: 5 mg MTT boyasi, 1 ml PBS igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de karanlik

ortamda muhafaza edildi.
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Diisiik erime noktali agar (LMA): %0,75’lik ¢ozeltisi PBS ile hazirlanip +4°C’de

sakland1. Deney esnasinda agar mikrodalgada eritildikten sonra 37°C’ye 1sitilarak kullanima

hazir hale getirildi.

Normal erime noktali agar (NMA): %]1'lik ¢ozeltisi PBS ile hazirlanarak, sicak

haldeyken lamlar bu ¢ozeltiye batirildi ve 6n yiizeyleri agar ile kaplandi. Oda sicakliginda

kurutulduktan sonra lamlar saklama kutularinda saklanda.

Lizing ¢dzeltisi: 100 mM Na,EDTA, 2,5 M NaCl ve 10 mM Tris tartilarak distile su
icinde ¢oziiliip pH 10’a ayarland1. pH ayarinin ardindan ¢ozeltiye %1 sodyum lauril sarkosinat
eklenerek, 1-2 giin boyunca tamamen homojen bir karisim elde edilene kadar karistirildi. Stok
cozelti, kullanilacagr giin %1 Triton ve %10 DMSO taze olarak eklenip +4°C’de

sogutulduktan sonra kullanima hazir hale getirildi.

Elektroforez ¢ozeltisi: 1 mM Na,EDTA ve 300 mM NaOH distile suda ¢oziilerek, deney

giinii taze olarak hazirlandi. Cozelti, pH >13 olacak sekilde ayarlandiktan sonra +4°C’de

sogutulup kullanildi.

Notralizasyon ¢ozeltisi: 0,4 M Tris distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi. Cozelti,

daha sonra oda sicakliginda saklandi.

Etidyum bromiir ¢oézeltisi: 200 pg/ml stok cozeltisi distile suda hazirlanip oda

sicakliginda muhafaza edildi. Boyama iglemi sirasinda 1:10 oraninda seyreltildi ve 20 pg/ml
konsantrasyona getirildi. Hiicre sayimi i¢in her bir lam iizerine 60 pl ¢ozelti damlatildi ve

lamel ile kapatildi.

2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmasi

MCF7 insan epitel meme kanseri hiicresi (HTB-22, ATCC, Almanya) -80°C’den
cikarildi.

- -80°C’den ¢ikarilan hiicreler, hizlica 37°C’de ¢6ziindii.
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- Hiicreler, laminar akis kabini altinda, 10 ml 37°C DMEM besi ortam1 i¢eren steril 15

ml’lik santrifiij tiipline aktarildi ve 1300 rpm’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasinda, iist faz steril kosullarda pastor pipeti ile uzaklastirildi ve alt
fazdaki hiicrelere yaklasik 5-6 ml DMEM medyum eklendi. Hiicreler, pipetle ¢ek-birak
yontemiyle homojenize edildikten sonra 25 cm?’lik flasklara ekildi ve 37°C, %5 CO-'li
inkiibatdrde inkiibe edildi.

- Hiicrelerin lirememe ve ¢ogalmama olasiligina karsi, birka¢ kez pasajlama iglemi
tekrarland1 ve hiicrelerin diizenli ¢ogalmasi kontrol edildi. Her 3-4 giinde bir, hiicreler tripsinle
ylizeyden ayrilarak yeni besi ortamina aktarildi. Hiicrelerin diizenli sekilde ¢ogalmasinin
ardindan deneyler baslatildi. Deneyler tamamlanana kadar hiicre pasajlama igslemi devam

ettirildi. MCF7 hiicre hattinin mikroskop altindaki gortintiisii Sekil 2.1.’de verilmistir.

Sekil 2.1. MCF7 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii (%80-85 dolulukta).

MCF7 hiicresinin pasaj islemi:

- Flasktaki DMEM besi ortami aspire edilerek uzaklastirildi.

- Hiicrelere 2 ml 37°C’de 1sitilmis tripsin/EDTA eklendi ve 3-4 dakika boyunca
37°C’de inkiibe edildi.
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- Tripsin etkisini durdurmak icin 2 ml stop medyum c¢ozeltisi eklendi ve hafifce

karigtirildi.

- Elde edilen 4 mI’lik hiicre siispansiyonu pastor pipeti ile 15 ml’lik steril tiipe aktarildi.

- Hiicreler 1300 rpm hizinda, oda sicakliginda 5-6 dakika santrifiij edildi.

- Ust faz, tiipiin dibindeki pellete zarar vermeden pastor pipeti ile dikkatlice
uzaklastirildi.

- Pellet lizerine yaklasik 2 ml DMEM eklendi ve pastor pipeti ile ¢ek-birak yontemiyle
karigtirildi.

- Hiicre sayimi1 TC-20 cihazi kullanilarak yapildi.

- Yeni pasaj i¢in, 300.000-400.000 hiicre iceren 5 ml DMEM medyum T25 flask’a
aktarildi.

2.4. Test Materyallerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Maruziyeti

Tezimizde MCF7 hiicre hatt1 {izerinde potansiyel sitotoksik ve genotoksik etkileri test
edilen Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol Z, Bisfenol F, Bisfenol AF, Sodyum Selenit ve bu

etkilere kars1 potansiyel koruyucu etkisi test edilen Sodyum Selenit Sekil 2.2.”de verilmistir.
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Sekil 2.2. Calismamizda kullanilan test kimyasallari.

Tez ¢alismamizda kullandigimiz kimyasallarin hazirlanisi ve hiicrelere maruziyeti:

Bisfenol A ¢ozeltisi: 500 mM Bisfenol A stok c¢ozeltesi steril DMSO igerisinde
hazirlandi. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0,1

maruziyet ile asagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pM konsantrasyonlarda test edildi.

Komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildigi komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10,
50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Bisfenol S ¢ozeltisi: 500 mM Bisfenol S stok ¢ozeltesi steril DMSO igerisinde
hazirlandi. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0,1

maruziyet ile asagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pM konsantrasyonlarda test edildi.
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Komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildig1 komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10,
50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Bisfenol F c¢ozeltisi: 500 mM Bisfenol F stok ¢ozeltesi steril DMSO igerisinde
hazirland1. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0, 1

maruziyet ile agagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pM konsantrasyonlarda test edildi.

Komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 pM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildig1 komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10,
50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Bisfenol AF ¢ozeltisi: 500 mM Bisfenol AF stok ¢ozeltesi steril DMSO igerisinde
hazirland1. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0, 1

maruziyet ile agagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pM konsantrasyonlarda test edildi.

Komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildig1 komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10,
50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Bisfenol Z ¢ozeltisi: 500 mM Bisfenol Z stok c¢ozeltesi steril DMSO igerisinde
hazirland1. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 mM seyreltmeler yapildiktan sonra hiicrelere %0, 1

maruziyet ile agagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pM konsantrasyonlarda test edildi.
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Komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildig1 komet testi igin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10,
50 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenit ¢dzeltisi: 300 mM Sodyum selenit stok ¢ozeltisi steril distile su

igerisinde hazirlandi. 1, 3, 10, 30, 100, 300 uM ve 1, 3, 10, 30, 100 mM seyreltmeler

yapildiktan sonra hiicrelere %0,1 maruziyet ile asagidaki sekillerde test edildi:

MTT testi i¢in: 3, 10, 30, 100, 300 nM ve 1, 3, 10, 30, 100 uM konsantrasyonlarda test
edildi.

Komet testi i¢in: 1, 3, 10, 30, 100, 300 nM ve 1 uM konsantrasyonlarda test edildi.

Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildigi komet testi i¢in: 3 ve 10 nM

konsantrasyonlarda test edildi.

DMSO ¢ozeltisi: MTT testinde pozitif kontrol olarak kullanilmak tizere %0,1 oraninda

dogrudan hiicrelere maruziyet uygulandi.

H,0, cozeltisi: Komet testinde pozitif kontrol olarak 1 M H,O, stok ¢ozeltisi steril

distile su igerisinde hazirlandi ve %0,1 maruziyet ile 50 uM konsantrasyon uygulandi.

2.5. Sitotoksik Etkilerin Arastirilmasi: MTT Testi

Test edilecek tiim kimyasallarin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla MTT testi uygulanmisti. MTT testi basamaklar1 Sekil 2.3.’de

gosterilmistir.

Bu test, canli hiicrelerin mitokondrilerinde tetrazolium bilesigi olan MTT nin ¢6ziinmez
koyu kahverengi-siyah renkteki formazan tiriiniine doniistiiriilmesi esasina dayanan, kantitatif
bir kolorimetrik yontemdir. Formazan kristallerinin ¢oziinmesi ile olusan mor renk, hiicre

canlilik oranin1 dogrudan yansitir. Bu yontem, hiicre metabolizmasinin canliligina dayanarak
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in vitro kosullarda sitotoksisiteyi 6l¢mek i¢in kullanilir ve hizli, pratik, ayn1 zamanda yiiksek

dogruluk orania sahiptir.

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT, canli hiicrelerde bulunan siiksinat-
dehidrojenaz enzimi ile spesifik olarak etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda, ¢dziinmeyen
koyu kahverengi-siyah renkli kristaller olusur ve bu kristaller, DMSO ve izopropanol gibi
organik ¢oziiciilerde mor renk olusturarak kolayca ¢oziiliir. Cozlinen boyanin absorbansi,
konsantrasyona bagl olarak spektrofotometrik yontemle Slgiiliir ve elde edilen absorbans

degeri, hiicrelerin metabolik aktivitesi ve yasayan hiicre sayis1 ile iliskilendirilir.

DMSO ile kristaller ¢oziiliir
Hiicreler plakalara ekilir MTT ¢ozeltisi eklenir ve mor renk olusur
. ) .
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Test kimyasallar1 (BPA, BPS, BPF, Kahverengi-siyah formazan 570 nm’de okuma yapihr
BPAF, BPZ, Sodyum Selenit) ile kristalleri olusur

24 saatlik maruziyet yapihr

Sekil 2.3. Test kimyasallari ile yapilan MTT testi basamaklart.

MTT testinin yapilisi:

1. Giin:

- Her bir kuyucuga 4.000 hiicre / 200 ul DMEM olacak sekilde hiicreler ekildi.

2. Giin:

- Kuyucuklardaki DMEM ortamu aspire edildi ve hiicreler test kimyasallar1 olan BPA,
BPS, BPZ, BPF, BPAF, Sodyum Selenit ve pozitif kontrol olan DMSO ile hazirlanan taze besi

ortamlarina maruz birakildi.

- Plakalar 37°C’de CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edildi.
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3. Giin:

- Kuyucuklardaki medyum aspire edilip uzaklastirildi.

- Her kuyucuga, 5 mg/ml PBS’de hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 20 pl alinip 180 pl
DMEM ile karistirilarak son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde eklendi. Ardindan
plakalar ¢alkaland1 ve 37°C’de CO; inkiibatoriinde 3 saat bekletildi.

- Stirenin sonunda plakalar inkiibatérden ¢ikarildi ve medyum aspire edilerek formazan

kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 200 ul DMSO ilave edildi.

- (Cozeltinin homojen olmast igin plakalar 10 dakika boyunca mikroplaka

calkalayicisinda karistirildi.

- Kuyucuklardaki absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
olgtldi.

- MCF7 hiicrelerinin canliligina olan etkiler grafikler yardimiyla degerlendirildi ve 1Cso

(%50 inhibitor konsantrasyon) degerleri hesaplandi.

2.6. Genotoksik Etkilerin Arastirilmasi: Komet Testi

DNA'ya zarar veren kimyasal maddelere maruz kalmanin biyogdsterge olarak tespiti
genotoksisite testleri ile yapilmaktadir. Bu testler arasinda, ndtral ya da alkali pH ortaminda
gergeklestirilen elektroforez islemine dayanan Komet testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi) en
sik kullanilan yontemlerden biridir. Komet testi, kimyasallarin genetik materyal iizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla biyoizleme caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. /n-
vivo ve in-vitro ortamlarda, ¢esitli hiicre tiirleri ile uygulanan bu test, DNA hasarinin yani sira

DNA onarimini degerlendirmek i¢in de sikca tercih edilen bir yontemdir.

Diger testlere gore daha hizli, hassas ve ekonomik olan Komet testi, ilk kez 1978 yilinda
Rydberg ve Johanson tarafindan DNA kiriklarini tespit etmek amaciyla gelistirilmistir. 1984

yilinda Ostling ve Johanson tarafindan nétral pH sartlarinda uygulanabilir hale getirilen bu
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teknik, mikroskop altinda DNA’nin kuyrugu kuyruklu yildiza benzedigi i¢in 'komet' adiyla
antlmistir. Singh ve ekibi, 1988’de yontemi alkali pH ortaminda kullanarak gelistirmistir.
Giliniimiizde kiigiik uyarlamalarla Komet testi, diinya c¢apinda en yaygin kullanilan

genotoksisite testleri arasinda yer almaktadir.

Komet testinin yapilist:

Hiicreleri agara alma islemi: T25 flaskta ¢cogaltilan hiicreler TC-20 cihazinda sayildi ve

200.000 hiicre/2 ml DMEM olacak sekilde 6’11 plakalara ekildi ve ¢ogalmalari i¢in 1 giin

bekletildi. Bisfenol A ve tlirevlerine ve sodyum selenite ayr1 ayr olarak yapilan komet testinin
2. glinlinde higbir islem yapilmadi. Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildigi komet
testinde ise 2. giin hiicrelere, belirlenen sodyum selenit konsantrasyonlar1 16 saat (over-night)
stire ile 37°C’lik CO; inkiibatérde 6n maruziyet yapildi. 3. giin hiicrelere, test kimyasallarimin
belirlenen konsantrasyonlari 2 saat siire ile, pozitif kontrol olan H>O- ise 1 saat siire ile 37°C’de
maruz birakildi. Maruziyet sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi ve her lamda 20.000-30.000
arasinda hiicre olacak sekilde hesap yapilarak 100 pl hiicre siispansiyonu ile 37°C’de eritilmis
200 pl LMA ile karistirildi. Deney 6ncesinde NMA ile kapli lamlara hazirlanan karigim yayildi
ve agar donmadan iizeri lamel ile kapatildi. Agar, donmasi i¢in altinda buz kaliplar1 bulunan

metal bir yilizeyde bekletildi.

Lizing islemi: Uzerinden lamelleri dikkatlice ¢ikarilan lamlar, deney giinii hazirlanip
buzdolabindan bekletilen soguk lizing ¢ozeltisine saleler i¢inde daldirild1 ve 1 saat boyunca
+4°C’de bekletildi.

Alkali pH’da elektroforez uygulanmasi: Elektroforez tankina, hazirlanan alkali

elektroforez ¢ozeltisi uygun miktarda dolduruldu. Lizing ¢6zeltisinden ¢ikarilan lamlar distile
suile yikandiktan sonra elektroforez tankina agarla kapli yiizeyleri iiste gelecek sekilde dizildi.
Ilk 6nce 20 dakika akim uygulamadan tampon ¢ozeltide bekletilen lamlara, daha sonra 25 V

ve 300 mA akim uygulanarak 20 dakika elektroforez islemi gerceklestirildi.

Notralizasyon islemi: Elektroforez asamasindan sonra salelere dizilen lamlar 5’er

dakika siire ile toplam 3 kez noétralizasyon ¢ozeltisi ile yikandi. Hiicrelerin lamlara fikse
edilmesi i¢in sirasiyla %50, %70 ve %99 etanolde 5’er dakika bekletildi ve okuma iglemine

kadar oda sicakliginda lam kutularina dizilerek saklandi.
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Boyama ve mikroskopta degerlendirme: Lamlarin tizerine 60 pul etidyum bromiir

cozeltisi ilave edildi ve 10 dakika bekledikten sonra mikroskopta okuma yapildi. Komet testi

sonuglarinin degerlendirilmesinde her bir lam icin 100’er hiicre Comet Assay IV programi

kullanilarak sayildu.

Komet testinin basamaklar1 Sekil 2.4.’te ve sodyum selenitin koruyucu etkinliginin

arastirildigi Komet testinin basamaklar1 Sekil 2.5.”de gosterilmistir.

BPAF, BPZ, Sodyum Selenit) ile 2
saatlik maruziyet yapihr

Test kimyasallar1 (BPA, BPS, BPF,

Hiicreler LMA ile
Hiicreler plakalara ekilir siispande edilir
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Sekil 2.4. Test kimyasallari ile yapilan Komet testi basamaklari.
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Sekil 2.5. Sodyum selenitin koruyucu etkinliginin arastirildig1 Komet testi basamaklart.

2.7. Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS programi (SPSS Windows Release 23.0)
kullanilarak yapilmigtir.

MTT testi sonuglari, herhangi bir kimyasala maruz birakilmamis kontrollerle
karsilagtirilarak canli hiicrelerin ortalama yiizdesi + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre
canliliklart kontrol grubu canliligimin %100 oldugu varsayilarak hesaplanmistir. Hiicre
canliligini %50'ye diisliren (ICso) degerleri konsantrasyon-cevap egrileri kullanilarak

hesaplanmustir.

Komet testi sonuglarinin degerlendirilmesinde her bir lam igin tiim 100 sayima ait DNA
kuyruk yogunlugu degerleri kontrol ve test kimyasallar1 gruplart olarak kullanilmis ve one-
way analysis of variance Anova (One-Way ANOVA) testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar
ortalama + ortalamanin standart hatas1 (SEM) seklinde ifade edilmistir.

Post-hoc analizler (gruplar arasindaki fark) Fischer’s least significant difference (LSD)

test ile yapilmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik smir1 p<0,05 olarak alinmistir.

40



3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite Testi (MTT) Sonuclar1

Tezimizde kullanilan test materyalleri, kontrol ve solvan kontrol olarak kullanilan
DMSO i¢in MTT test sonuglari 2 kez tekrar edilmis ve MTT sonuglarina gore hiicre canliliklar
kontrol grubu canliliginin %100 oldugu varsayilarak hesaplanmigstir. Test materyallerinin
ortalama % canlilik degerleri = standart sapma seklinde Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan bisfenol tiirevlerinin MTT sonuglarina gére % canlilik degerleri.

% Canlihik Degeri + Standart Sapma
Calisilan Doz

Bisfenol A Bisfenol S Bisfenol F Bisfenol AF Bisfenol Z

0,1 pM 99,7+0,12 100,9+0,11 96,4+0,32 99,3+0,08 96,2+0,32
0,5 pM 91,5+0,09 103,4+0,07 89,9+0,31 101,2+0,34 97,6+0,22
1M 93,7+0,07 102,2+0,10 90,9+0,33 98,5+0,21 97,8+0,42
5puM 89,3+0,12 98,5+0,10 91,7+0,34 99,6+0,22 99,3+0,24
10 pM 83,0+0,08 91,7+0,05 90,3+0,26 86,8+0,36 86,9+0,07
50 pM 35,9+0,16 91,5+0,06 89,540,60 59,9+0,33 42,4+0,42

100 pM 2,8+0,04 66,1+0,11 78,9+0,10 15,8+0,07 0,3+0,11
500 pM 0,4+0,04 46,8+0,04 52,8+0,26 0,9+0,03 1,7+0,12

Cizelge 3.2. Calisilan sodyum selenitin MTT sonuglarina gore % canlilik degerleri.

% Canlilik Degeri + Standart Sapma
Calisilan Doz
Sodyum Selenit
3nM 96,0+0,20
10 nM 96,9+0,14
30 nM 95,2+0,08
100 nM 91,3+0,07
300 nM 89,2+0,18
1M 96,8+0,06
3uM 86,6+0,08
10 pM 82,3+0,11
30 pnM 80,5+0,06
100 pM 67,8+0,09
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Test materyallerinin MCF7 hiicre canliigim %50 diistiren (ICso) degerleri
konsantrasyon-cevap egrileri kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan ICso degerleri Cizelge

3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calisilan test materyallerinin MTT testi sonras1 hesaplanan ICso degerleri.

Test Materyali ICs Degeri
Bisfenol A 45 uM
Bisfenol S 450 uM
Bisfenol F Hesaplanamamustir

Bisfenol AF 56 uM
Bisfenol Z 45 uM
Sodyum Selenit Hesaplanamamigtir

MTT testleri sonucunda hiicre canliligini %50 azaltan BPA konsantrasyonu 45 uM; BPS
konsantrasyonu 450 pM; BPAF konsantrasyonu 56 uM ve BPZ konsantrasyonu 45 uM olarak
hesaplanmigtir. BPF nin yiiksek konsantrasyonlarinda MCF7 hiicre hattinda hiicre canliliginda
azalma goriilmiis ancak canlilik %50 inhibitor konsantrasyona diismedigi i¢in ICso degeri
hesaplanamamigtir. Bisfenol tiirevlerinin ICsy degerleri BPF>BPS>BPAF>BPZ=BPA seklinde
ifade edilebilir. Tezimizde kullanilan tiim bisfenol tiirevleri calisilan konsantrasyonlarda

MCFT7 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etki gostererek hiicre canliliklarini azaltmistir.

Sodyum selenitin ¢alisilan konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda azalma goriilmiis
ancak canlilik %50 inhibitor konsantrasyona diismedigi igin ICso degeri hesaplanamamustir.

Test ettigimiz konsantrasyonlarda sitotoksik etki gézlenmistir.

3.2. Genotoksisite Testi (Komet) Sonug¢lar:

3.2.1. Bisfenol Tiirevlerinin Komet Sonug¢lari

Fluoresan mikroskop altinda her test materyalinin ¢alisilan konsantrasyonlarina denk
gelen lamlarda rastgele segilen 100°er hiicreye ait Comet Assay IV programi ile elde edilen
sonuglar Ortalama Kuyruk Yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri + standart hata (SEM:
Standart Sapma/n; n=100) seklinde verilmistir. Her bir test materyali konsantrasyonu igin
ikiser kez okuma yapilmistir. Komet testinde pozitif kontrol olarak 50 uM konsantrasyonda

H,0,, MCF7 hiicrelerine 1 saatlik 37°C’de maruziyet ile kullamilmistir. Test materyalleri
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MCF7 hiicre hatti lizerinde 2 saat boyunca maruz birakilmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge

3.4., Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de sunulmustur.

Cizelge 3.4. Bisfenol tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk
yogunlugu degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

Test Materyali Konsantrasyon pM Ortalama Kuyruk Yogunlugu + SEM
0,1 3,31+0,3132%*
0,5 3,82+0,3006*
1 4,17+0,3898*
BPA
5 4,57+0,4982*
10 7,62+0,6732*
50 8,59+0,8653*
0,1 3,42+0,3438*
0,5 3,82+0,3005*
1 4,30+0,3750*
BPS
5 6,27+0,5177*#
10 9,04+0,6559*#
50 11,3740,6394*#
0,1 2,50+0,2613
0,5 3,7240,3262*
1 4,92+0,4264*
BPF
5 5,23+0,4387*
10 5,87+0,4704*
50 5,94+0,4984*
0,1 2,87+0,2490*
0,5 3,34+0,3170*
1 4,48+0,3958*
BPAF
5 6,05+0,4195*#
10 6,34+0,4309*
50 5,57+0,3965*
0,1 2,78+0,2578*
0,5 3,11+0,3399*
1 3,37+0,3213*
BPZ
5 4,92+0,4707*
10 6,48+0,5154*
50 11,1340,8369*#
Kontrol 1,284+0,1513
H,0; (Pozitif Kontrol) 25,2149,4795*

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarmi artirmaktadir (p<0,05, one-way
Anova). #Ayni konsantrasyonlarda BPA ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini
artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).
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Sekil 3.1. Bisfenol tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).
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Sekil 3.2. Bisfenol tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu degerleri (n=100) =+ standart hata degerleri (SEM).

#Ayni1 konsantrasyonlarda BPA ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova)
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Komet testi sonuglarina gére BPF’nin 0,1 uM konsantrasyonu harig ¢alisilan tiim bisfenol
tiirevleri ve konsantrasyonlar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve

MCF7 hiicre hatt1 izerinde DNA hasarini artirmaktadir.

Bisfenol tiirevleri olan BPS, BPF, BPAF ve BPZ, BPA’ya gore kiyaslandiginda ise; BPA'nin
caligilan ayn1 konsantrasyonlarinda BPS 5, 10 ve 50 uM dozda, BPAF 5 uM dozda ve BPZ 50 uM
dozda BPA’ya gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve MCF7 hiicre hatti
iizerinde DNA hasarint BPA’dan daha fazla artirmaktadir.

3.2.2. Sodyum Selenit Komet Sonuclari

Fluoresan mikroskop altinda sodyum selenitin ¢aligilan konsantrasyonlarina denk gelen
lamlarda rastgele segilen 100’er hiicreye ait Comet Assay IV programu ile elde edilen sonuglar
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri + standart hata (SEM:Standart
Sapma/n; n=100) seklinde verilmistir. Her bir konsantrasyon igin ikiser kez okuma yapilmistir.
Komet testinde pozitif kontrol olarak 50 uM konsantrasyonda H,O,, MCF7 hiicrelerine 1 saatlik
37°C’de maruziyet ile kullanilmistir. Sodyum selenitin ¢alisilan konsantrasyonlart MCF7 hiicre
hatt1 iizerinde 2 saat boyunca maruz birakilmistir. Her bir 6rnegin MCF7 hiicrelerindeki maruziyeti

sonucunda elde edilen ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) £ SEM Cizelge 3.5. ve Sekil 3.3.te

sunulmustur.

Cizelge 3.5. Sodyum selenitin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu
degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

Test Materyali Konsantrasyon Ortalama Kuyruk Yogunlugu + SEM
I nM 1,64+0,1625
3nM 1,45+0,1998
10 nM 1,80+0,2723
Sodyum Selenit 30 nM 2,60+0,3027*
100 nM 2,05+0,2349*
300 nM 2,1940,2562*
1 M 2,71+0,3182*
Kontrol 1,28+0,1513
H,O0; (Pozitif Kontrol) 25,2149,4795%*

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).
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Sekil 3.3. Sodyum selenitin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu
degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

Komet testi sonuglarina gore sodyum selenitin 30 nM, 100 nM, 300 nM ve 1 puM
konsantrasyonlar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve MCF7 hiicre

hatt1 tizerinde DNA hasarim artirmaktadir.

3.2.3. Sodyum Selenitin Koruyucu Etkinliginin Arastirildigi Komet Sonuglari

Fluoresan mikroskop altinda her test materyalinin ¢alisilan konsantrasyonlarina denk gelen
lamlarda rastgele segilen 100’er hiicreye ait Comet Assay IV programui ile elde edilen sonuglar
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri + standart hata (SEM: Standart
Sapma/n; n=100) seklinde verilmistir. Her bir test materyali konsantrasyonu i¢in ikiser kez okuma
yapilmistir. Komet testinde pozitif kontrol olarak 50 pM konsantrasyonda H,O,, MCF7
hiicrelerine 1 saatlik 37°C’de maruziyet ile kullanmilmistir. Sodyum selenitin belirlenen
konsantrasyonlart MCF7 hiicrelerine 16 saatlik 6n maruziyet ile uygulanmis, daha sonra hiicreler
bisfenol tiirevlerinin secilen konsantrasyonlarina 2 saat maruz birakilmigtir. Her bir 6rnegin MCF7
hiicrelerindeki maruziyeti sonucunda elde edilen ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) £ SEM

Cizelge 3.6., Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.’te sunulmustur.
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Cizelge 3.6. Sodyum selenitin secilen konsantrasyonlarinin 16 saatlik 6n maruziyeti sonrasi, bisfenol
tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama kuyruk yogunlugu degerleri (n=100) =
standart hata degerleri (SEM).

. Ortalama Kuyruk Yogunlugu | Ortalama Kuyruk Yogunlugu
Bisfenol + SEM +SEM
Test Materyali Konsantrasyon . o . o
(BM) (Sodyum Selenit 3 nM ile 6n (Sodyum Selenit 10 nM ile 6n
maruziyet) maruziyet)
0,1 1,234+0,1977 1,21+0,1624
0,5 1,63+0,2010 1,04+0,1305
1 1,47+0,1883 1,05+0,1574
BPA
5 1,484+0,1728 1,00+0,1296
10 1,65+0,1840 1,15+0,1537
50 1,63+0,2078 1,35+0,1792
0,1 1,01+0,1446 1,22+0,1652
0,5 1,1040,1445 1,51+0,1917
1 1,17+0,1788 1,10+0,1411
BPS
5 1,15+0,1839 1,06+0,1743
10 1,37+0,1804 1,57+0,2115
50 1,2240,1941 1,31+0,1869
0,1 1,03+0,1402 1,15+0,1825
0,5 1,06+0,1588 1,42+0,2025
1 1,144+0,1515 1,52+0,2380
BPF
5 1,38+0,2113 1,46+0,1912
10 1,47+0,1978 1,46+0,1937
50 1,80+0,2058* 1,49+0,1701
0,1 1,07+0,1853 1,60+0,1968
0,5 1,23+0,2111 1,47+0,2177
1 1,09+0,2175 1,31+0,1653
BPAF
5 1,274+0,2088 1,64+0,2228
10 1,03+0,1862 1,40+0,1765
50 1,39+0,1812 1,40+0,1925
0,1 1,02+0,1894 1,12+0,1996
0,5 1,04+0,1964 1,38+0,2047
1 1,2140,1900 1,42+0,1967
BPZ
5 1,05+0,1934 1,39+0,2168
10 1,154+0,1954 1,12+0,1682
50 1,254+0,2160 1,19+0,1468
Kontrol 1,284+0,1513
H,0; (Pozitif Kontrol) 25,2149,4795*

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).
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Sekil 3.4. Sodyum selenitin 3 nM konsantrasyonunun 16 saatlik 6n maruziyeti sonrasi, bisfenol tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).
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Sekil 3.5. Sodyum selenitin 10 nM konsantrasyonunun 16 saatlik 6n maruziyeti sonrasi, bisfenol tiirevlerinin 2 saatlik maruziyetleri ile MCF7 hiicrelerinde ortalama
kuyruk yogunlugu degerleri (n=100) + standart hata degerleri (SEM).

*Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).



Komet testi sonuglarina gore, sodyum selenitin 3 nM 6n maruziyetinden sonra yapilan
bisfenol tiirevlerinin maruziyetinde sadece BPF’nin 50 uM konsantrasyonu kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Calisilan diger tiim bisfenol tiirevi
konsantrasyonlarinda 3 nM sodyum selenit birlikte maruziyeti sonucu DNA hasar1 oram

kontrol diizeyine inerek DNA hasarina karsi koruyuculuk gozlenmistir.

Komet testi sonuglaria gore, sodyum selenitin 10 nM 6n maruziyetinden sonra yapilan
bisfenol tlirevlerinin maruziyetinde ¢alisilan hi¢bir konsantrasyon kontrole gore istatistiksel
olarak anlaml degildir. Calisilan tiim bisfenol tiirevi konsantrasyonlarinda 10 nM sodyum
selenit birlikte maruziyeti sonucu DNA hasar1 oran1 kontrol diizeyine inerek DNA hasarina

kars1 koruyuculuk gézlenmistir.

Her bir bisfenol tiirevinin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA
hasari, 3 nM sodyum selenit varliginda yaptigi DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit
varliginda yaptigi DNA hasar1 sonuglar1 karsilastirildiginda elde edilen sonuglar Sekil 3.6.,
Sekil 3.7., Sekil 3.8., Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.’da sunulmustur.
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Sekil 3.6. BPA'nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM sodyum
selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasari sonuglari.

*Aymt konsantrasyonlarda BPA'nin 3 nM ve 10 nM sodyum selenit varlifinda yaptigi DNA hasari ile
kargilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarim artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

BPA’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasar1, BPA’nin 3 nM
ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigt DNA hasarma gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve 3 nM ve 10 nM sodyum selenitin varligt DNA hasar oranim

diistirmustiir.
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Sekil 3.7. BPS’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM sodyum
selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1t DNA hasar1 sonuglari.

*Ayni konsantrasyonlarda BPS’nin 3 nM ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigit DNA hasari ile
kargilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarimi artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

BPS’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, BPS’nin 3 nM
ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigt DNA hasarma gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve 3 nM ve 10 nM sodyum selenitin varligt DNA hasar oranim

diislirmustiir.
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Sekil 3.8. BPF’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM sodyum
selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 sonuglari.

*Ayni konsantrasyonlarda BPF’nin 3 nM ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigit DNA hasari ile
kargilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

BPF’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, BPF’nin 3 nM
ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigt DNA hasarma gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve 3 nM ve 10 nM sodyum selenitin varligt DNA hasar oranim

diislirmustiir.
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Sekil 3.9. BPAF nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM sodyum
selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasari sonuglari.

*Aynmt konsantrasyonlarda BPAF’nin 3 nM ve 10 nM sodyum selenit varlifinda yaptigt DNA hasar ile
kargilagtirildiginda istatiksel olarak anlaml olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

BPAF’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, BPAF’nin 3
nM ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasarina gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve 3 nM ve 10 nM sodyum selenitin varligt DNA hasar oranim

diistirmustiir.
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Sekil 3.10. BPZ’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM sodyum
selenit varliginda yaptig1 DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasari sonuglari.

*Ayni konsantrasyonlarda BPZ’nin 3 nM ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptigi DNA hasar ile
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olarak DNA hasarini artirmaktadir (p<0,05, one-way Anova).

BPZ’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, BPZ’ nin 3
nM ve 10 nM sodyum selenit varliginda yaptig1 DNA hasarina gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve 3 nM ve 10 nM sodyum selenitin varligst DNA hasar oranini

diistirmustiir.

Komet testi sonuglarina gére 3 nM sodyum selenit’in tiim bisfenol tilirevlerinin
olusturdugu DNA hasarin1 azaltma potansiyeli ile 10 nM sodyum selenit’in tim bisfenol
tiirevlerinin olusturdugu DNA hasarin azaltici etkisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamistir (p>0,05).
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4. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasallar, hormon sistemini bozarak insan ve hayvan sagliginda
ciddi etkiler yaratabilmektedir. Bu kimyasallarin tireme sagliginda diisiis, nérodavranigsal
bozukluklar ve kanser gibi saglik sorunlarina yol actigina dair kanitlar giderek artmaktadir
(WHO, 2002; Bergman vd., 2013). Endokrin bozucu kimyasallar listesinde olan BPA gibi
maddelerin yaygin kullanimi ve maruziyet yollar goz oniine alindiginda, bu kimyasalin hem
cevresel hem de biyolojik etkileri dikkatle ele alinmalidir (UNEP, 2017). BPA'nin polikarbonat
plastiklerde ve epoksi re¢inelerde yaygin kullanimi, giinlilk yasamda siklikla karsilasilan
maruziyet durumlarim da beraberinde getirmektedir. Termal kagitlardan yiyecek kaplaria
kadar genis bir yelpazede bulunmasi, BPA'ya dermal, solunum ve sindirim yoluyla maruziyet

riskini artirmaktadir (Abraham ve Chakraborty, 2020; Catenza vd., 2021; Ma vd., 2019).

BPA, hormon sistemini bozarak ilireme sagligi, gelisim ve metabolizma iizerinde
olumsuz etkiler gostermektedir. Ureme sisteminde hormon dengelerini bozarak kisirhik ve
gebelik komplikasyonlarina yol acarken, plasenta bariyerini gecerek fetiis iizerinde gelisimsel
riskler olusturmaktadir (Eladak vd., 2015; Guignard vd., 2022). Ayrica, obezite ve diyabet gibi
metabolik bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Catenza vd., 2021). BPA'nin, meme ve prostat
kanseri gibi hormon iligkili kanserlerde rol oynadig1 goriilmiistiir (Winz vd., 2024; Ayazgdk
ve Kiiciikkiling, 2017).

BPA'nin toksik etkileri ve bu etkilerin viicutta metabolize edilme siiregleri detayli olarak
incelenmistir. Bu siireglerin bazi enzimlerin varligiyla arttig1 ya da azaldigi gozlenmistir (Lee
vd., 2016). Ayrica, BPA'nin biyoaktivasyon ve detoksifikasyon mekanizmalarmin hormon
sistemine olan etkileri ve bu kimyasalin saglik iizerindeki olumsuz sonuclar1 gelecekteki
aragtirmalar igin énemli bir alan olusturmaktadir. Ozellikle yiyecek kaplarmin 1sitilmasi gibi
giinliik aligkanliklar, BPA'nin besinlere ge¢isini kolaylastirarak maruziyet riskini artirmaktadir
(Ayazgok ve Kiigiikkiling, 2017). Tiim bu bulgular, BPA gibi kimyasallara olan maruziyetin

azaltilmasi ve bu konuda daha kati diizenlemelerin getirilmesine sebep olmustur.

BPA’nin insan sagligina olumsuz etkileri nedeniyle diinya genelinde bir dizi diizenleme
yapilmis ve kullanim alanlar1 kisitlanmistir. Avrupa Birligi ve diger lilkeler, 6zellikle bebek
iiriinlerinde ve gida ambalajlarinda BPA'nin kullanimini yasaklamis ve migrasyon limitlerini

sikilagtirmistir (EU, 2011a; EU, 2011b; FDA, 2012; FDA, 2013; TB, 2019; TGK, 2019b).
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BPA'nin endokrin sistemine zararlar1 hakkindaki bilimsel bulgular, bisfenol tiirevlerinin
gelistirilmesine yol agmustir, ancak bu tiirevlerin de saglik lizerindeki etkileri tartigilmakta ve

giivenligi hala arastirilmaya devam edilmektedir.

BPA’ya alternatif olarak kullanilan BPS, yapisal benzerligi nedeniyle benzer endokrin
bozucu etkiler gostermektedir. BPS, gida ambalajlarindan kisisel bakim {irtinlerine kadar genis
bir kullanim alanina sahip olup, metabolik bozukluklar, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve
iireme saglig1 iizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir (Thoene vd., 2020; Wang vd., 2022).
BPS’nin 6zellikle dstrojenik ve anti-androjenik aktiviteler sergiledigi, kanser, oksidatif stres
ve lireme sagligina yonelik riskleri artirdigr belirtilmistir (Molina vd., 2024; Ju vd., 2024).
BPA'nin yerine geg¢mesi i¢in yaygin olarak kullanilmasma ragmen, BPS’nin de saglik

iizerindeki olumsuz etkileri, dikkatle degerlendirilmesi gereken 6nemli bir konudur.

BPA’ya alternatif olarak kullanmilan bir diger tiirev olan BPF, Ostrojenik aktivite
gostererek hormon dengesini bozabilmekte ve bu durum metabolik hastaliklar, {ireme
bozukluklar1 ve kanser gibi saglik sorunlarina yol acabilmektedir (Komarowska vd., 2021;
Fouyet vd., 2021). Aragtirmalar, BPF’nin diyabet, obezite, tiroid disfonksiyonlar1 ve kalp-
damar hastaliklariyla iliskili oldugunu ve iireme saglig iizerindeki olumsuz etkilerinin, diisiik
dogurganlik ve plasenta fonksiyon bozukluklarma yol acabilecegini ortaya koymustur
(Alharbi vd., 2022; Wang vd., 2024). BPF'nin ayrica, dstrojen reseptorlerini aktive ederek
meme kanseri riskini artirabilecegi ve erkeklerde sperm kalitesini diisiirebilecegi belirtilmistir

(Recchia vd., 2004; Odetauo vd., 2023).

Caligmamizda etkilerini arastirdigimiz bir bagka tiirev olan BPAF, yiiksek 1s1 ve
kimyasal dayaniklilig1 nedeniyle endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak tercih edilmektedir
(Akash vd., 2023). BPAF, 6strojen ve androjen reseptorlerine baglanarak hormon sinyal
yollarim1 bozabilir ve lireme sagligi, metabolik siirecler ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskilendirilmektedir (Li vd., 2013; Skledar vd., 2019). Ozellikle obezite, diyabet ve tiroid
fonksiyon bozukluklarina katkida bulunabilecegi belirtilmistir (Escriva vd., 2021).

Diger bir tiirev olan BPZ, 1s1ya dayanikliligi nedeniyle ¢esitli endiistriyel uygulamalarda
tercih edilen bir bisfenol tiirevidir. Ostrojen reseptdrlerine baglanarak hormon dengesini
bozabilecegi ve ilireme sagligi ile metabolizma {izerinde olumsuz etkiler yaratabilecegi

gosterilmistir (Akash vd., 2023). Ayrica, BPZ'nin tiroid hormonlar seviyelerinde diisiise neden
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olabilecegi belirtilmistir (Lee vd., 2018). BPZ ile ilgili calismalarin diger tiirevlerle
kiyaslandiginda daha smirli olmasi, bu bilesigin potansiyel etkilerinin dikkatle incelenmesi

gereken 6nemli bir mesele oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda DNA hasarini aragtirmak i¢in uyguladigimiz Komet testi, tek hiicre
diizeyinde DNA hasarin1 6lgme yetenegine sahip oldugu icin bisfenollerin genotoksik
etkilerini aragtirmada ideal bir aragtir. Bisfenoller gibi kimyasallarin DNA iizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in kullanilan komet testi, DNA kiriklari, oksidatif baz hasarlari ve onarim
siireclerini tespit edebilmektedir. Ozellikle alkali komet testi, tek ve ¢ift zincir kiriklarini,
DNA-protein ¢apraz baglarini1 ve oksidatif hasari hassas bir sekilde tespit edebildigi i¢in tercih
edilmektedir (Azqueta ve Collins, 2006; Piperakis, 2009). Komet testinin hassasiyeti
sayesinde, bisfenollerin genotoksik etkileri ortaya konabilmekte, bu da bisfenollerin olasi
saglik risklerini anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Komet testinin hem in-vivo hem de in-
vitro sistemlerde uygulanabilirligi, genis kullanim alan1 ve diisiik sayida hiicre gereksinimi,
bisfenoller gibi kimyasallarin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda yaygin olarak tercih

edilmesini saglamaktadir (Turkez vd., 2017).

Caligmamizda kullanilan MCF7 hiicre hatti, meme kanseri ¢alismalarinda 6nemli bir
model olarak 6ne g¢ikmaktadir ¢linkii hiicre hattinin ER pozitif olmasi, bu hiicre hattini
ozellikle hormon bagimli kanserlerin molekiiler mekanizmalarmi incelemek igin ideal
kilmaktadir (Comsa vd., 2015). Bisfenoller gibi endokrin bozucularin dstrojenik aktivitelerini
incelemek i¢in siklikla kullanilan bu hiicre hatt1, strojenin hiicre biiyiimesi ve tiimor gelisimi
iizerindeki etkilerini aragtirmak icin tercih edilmektedir. MCF7 hiicreleri, bisfenollerin
Ostrojen reseptorlerine baglanarak hiicre sinyallemesini nasil etkiledigini anlamak ve bu
kimyasallarin kanser gelisimine katkilarimi incelemek agisindan kritik bir rol oynamaktadir
(Gupta vd., 2017; Isnaini vd., 2028; Kaplan ve Pazarci, 2024; Morgan vd., 2018). Bu nedenle,
MCF7 hiicre hatt1 bisfenol ¢aligmalarinda hem kanser hem genotoksik etkiler hem de

hormonal dengesizlikler iizerindeki etkilerin analizinde temel bir aragtir.

Bisfenollerin etkilerine karsi koruyucu potansiyelini arastirdigimiz selenyum, ozellikle
antioksidan ozellikleri ve oksidatif stresi azaltma yetenegi sayesinde bisfenol gibi endokrin
bozucu kimyasallara kars1 koruyucu etkileriyle dikkat ¢ekmektedir. GPx ve TRxR gibi
selenyum igeren enzimler, serbest radikalleri notralize ederek hiicre hasarimi dnlemekte ve

hiicrelerdeki redoks dengesini korumaktadir (Genchi vd., 2023; Kim vd., 2021). Selenyumun
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bu 6zelliklerinin, bisfenollerin neden oldugu oksidatif stres ve DNA hasarimi dnlemede kritik
bir rol oynacagi ve dolayisiyla genotoksisiteye karst koruyucu bir etki saglayacag
diisiiniilmiistiir (El-Bayoumy, 2001). Bu nedenle, bisfenollerin olumsuz etkilerine karsi

yapilan ¢aligmalarda selenyumun koruyucu etkilerinin aragtiritlmasi énemlidir.

Tez ¢aligmamizda, genotoksik etkileri daha 6nce kanitlanmig olan BPA ve potansiyel
genotoksik etkileri halen aragtirilmakta olan tiirevleri BPS, BPF, BPAF ve BPZ’nin, MCF7
hiicre hatt1 lizerindeki DNA hasarini indiikleme potansiyelleri degerlendirilmis ve giiclii
antioksidan ozellikleri ile bilinen selenyumun, bu DNA hasarma kars1 koruyucu etkilerinin

arastirilmasi amaglamistir.

Caligmamizda, literatiirde bildirilen dozlar géz 6niinde bulundurularak diisiik bisfenol
dozlarinin hiicresel diizeydeki etkileri incelenmistir Bu yaklasim, hiicre kiiltiirii
caligmalarinda bisfenollerin diisiik konsantrasyonlarda bile potansiyel toksik etkiler
gosterebilecegi hipotezini test etmek amaciyla yapilmistir. Bisfenollerin diisiik dozlarda
hiicresel mekanizmalar iizerindeki etkilerini incelemek, ¢evresel maruziyet seviyelerinde

karsilagilabilecek risklerin daha iyi anlagilmasina katki saglamaktadir.

BPA’nin sitotoksik ve genotoksik etkileri iizerine odaklanan bir c¢aligma, rhesus
maymunu embriyo bobrek epitel hiicre hatt1 olan Marc-145 hiicrelerini 10" M-10° M arasi
konsantrasyonlarda BPA’ya maruz birakmistir. Sitotoksisite, apoptoz, ROS seviyeleri ve
oksidatif stresi degerlendirmek i¢in siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) seviyeleri
Ol¢iilmiis; DNA hasar ise komet testi ile analiz edilmistir. BPA'ya maruz kalan hiicrelerde,
doza bagli olarak hiicre canlilifinda azalma ve apoptozda artis goriilmiistiir; bu da
sitotoksisiteyi gostermektedir. Ayrica BPA, ROS seviyelerini artirarak oksidatif stresi
tetiklemis ve SOD ile GSH seviyelerinin diismesine neden olmustur. Komet testinde artan
kuyruk uzunluklart DNA hasarin1 gostermekte ve artan oksidatif stres, hiicresel hasara ve
antioksidan savunmanin azalmasina yol agarak genotoksisiteye katkida bulunmaktadir (Yuan

vd., 2019).

BPA’nin insan akciger fibroblastlari (MRCS5) ve sican akciger ve trakea hiicreleri
iizerindeki etkileri, BPA’'nin 450-3600 uM arasi konsantrasyonlarinda arastirilmis ve hiicre
canlilig1, apoptoz ve nekroz, kaspaz-3 aktivitesi dlciilmiistii. BPA, MRCS5 ve sigan akciger

hiicrelerinde apoptoza neden olurken; trakea hiicrelerinde nekrotik hiicre oliimiini
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indiiklemistir. Hiicre dongiisii analizi, BPA'nin G2/M fazinda hiicre dongiisii duraksamasi

yaparak hiicre proliferasyonunu engelledigini géstermistir (Aysin, 2024).

BPA’nin MCF7 hiicre hatti, ER-pozitif ve ER-negatif amniyositler {izerindeki
genotoksik ve sitotoksik etkilerini inceleyen bir diger calisma, BPA’y1 0,4-100 pg/mL
konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulamistir. Sitotoksisite MTT testi ile; kromozomal
anormallikler ise klasik sitogenetik yontemle degerlendirilmistir. BPA, 6zellikle ER-pozitif
amniyositlerde yliksek sitotoksisite gostermistir. 1 pg/mL BPA konsantrasyonunda her iki

amniyosit tlirlinde de yapisal kromozomal hasarlar gézlenmistir (Aghajanpour-Mir vd., 2016).

BPA’nin insan meme epitelyal hiicrelerindeki (MCF10A ve 184A1) DNA hasar1 ve
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerini, 6zellikle c-Myc onkogeninin roliinii inceleyen bir
calismada BPA, nanomolar dozlarda (10-100 nM) hiicrelere uygulanmis; DNA hasar1 komet
testi ve y-H2AX immiinofloresan boyama ile, hiicre ¢ogalmasi ise hiicre sayimmi ve MTT testi
ile degerlendirilmistir. Bulgular, diisitk doz BPA'nin DNA ¢ift sarmal kiriklarii indiikleyerek
DNA hasarina yol actigim1 ve c-Myc ekspresyonunu artirarak hiicre proliferasyonunu
destekledigini gostermistir. c-Myc baskilandiginda ise BPA'min DNA hasar1 ve hiicre

cogalmasi tizerindeki etkileri azalmistir (Pfeifer vd., 2015).

Baska bir ¢alisma da, BPA ve alternatiflerinin insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT)
iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemis, BPA’y1 2-100 pg/mL aralifinda konsantrasyonlarda
hiicrelere uygulamis ve hiicre canliligini MTT testi ile degerlendirmistir. BPA, yiiksek
dozlarda (50 ve 100 pg/mL) HaCaT hiicrelerinde belirgin bir sitotoksik etki gdstererek hiicre
canliligim %80'e kadar azaltmistir (Son vd., 2018).

BPA’'nin Cin hamsteri over hiicreleri (CHO) iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerini arastiran bir ¢aligmada BPA, 40-120 uM konsantrasyon araliginda uygulanmis;
hiicre canlilign MTT testiyle, DNA hasar1 komet testiyle, kromozomal anormallikler
mikroniikleus analiziyle ve mutajenik potansiyel Ames testiyle degerlendirilmistir. Calisma,
BPA’nin hiicre canliligini azalttigini, DNA ¢ift sarmal kiriklarina ve mikroniikleus olusumuna
neden olarak genotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. Ancak, Ames testi sonuglarina

gore BPA mutajenik bir etki gostermemistir (Xin vd., 2015).
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BPF’nin insan periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) iizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkilerini aragtiran bir ¢alismada, 200800 uM konsantrasyon aralig1 uygulanmis
ve hiicre canliligi, ROS, GSH ve lipid peroksidasyonu diizeyleri dl¢iilmiistiir. DNA hasar1
komet testi ile degerlendirilmistir. Caligma BPF'min hiicre canliligm azalttigini, ROS
seviyelerini artirarak oksidatif stres olusturdugunu ve DNA hasarina yol agarak BPA'ya benzer

toksik ozellikler sergiledigi belirlemistir (Ikhlas vd., 2019).

BPA ve BPS’nin insan bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) iizerindeki sitotoksik ve
genotoksik potansiyelinin incelendigi bir calisma, BPA ve BPS’yi 12,5-200 uM konsantrasyon
araliginda 24 saat boyunca hiicrelere uygulamistir. Sitotoksisite MTS testi ile, DNA hasar1 ise
v-H2AX immiinofloresan boyama ve komet testi ile degerlendirilmistir. BPA, hiicrelerde DNA
cift sarmal kiriklar1 ve artan ROS iiretimi ile yiiksek sitotoksisite ve genotoksisite gostermistir.
Ayrica, kaspaz-3 aktivasyonunu tetikleyerek apoptotik hiicre dliimiine yol agmistir. BPS ise
daha diigiik toksisite gostermis, ancak belirgin DNA hasarina neden olmustur (George ve

Rupasinghe, 2018).

Baska bir ¢calisma BPA ve BPF’nin genotoksisite ve sitotoksisite potansiyelini insan
hiicre hatlar1 (insan hepatoma hiicre hatti (HepG2), insan renal karsinom hiicre hatti (ACHN)
ve insan kolon adenokarsinom (L.S174T)) iizerinde incelemistir. BPA ve BPF, 1, 5, 10, 50 ve
100 pM konsantrasyonlarda uygulanmistir. Bulgulara gore, BPA genotoksik bulunmazken;
BPF, ozellikle HepG2 hiicrelerinde DNA ¢ift sarmal kiriklarini artirarak genotoksik etki
gostermistir (Audebert vd., 2011).

BPA ve analoglari olan BPS ve BPF’nin sitotoksik ve obezojenik etkilerini preadiposit
hiicre hatt1 (3T3-L1) {izerinde inceleyen bir ¢alismada, hiicre canliligint degerlendirmek igin
MTT testi uygulanmistir. BPA, BPS ve BPF nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri 0-400 pM
aras1 konsantrasyonlarda test edilmis ve BPA'nin BPS ve BPF'ye kiyasla daha yiiksek
sitotoksisite gdsterdigi ortaya konulmustur (Martinez vd., 2020).

BPA, BPS ve BPF’nin prostat hiicreleri (RWPE-1) {izerindeki sitotoksik, genotoksik ve
oksidatif stres olusturan etkilerini karsilastirmali olarak arastiran bir calismada bisfenol
tirevleri 0-600 pM konsantrasyon araliginda uygulanmistir. Sitotoksisite MTT testiyle,
oksidatif stres enzimleri ve GSH seviyeleri 0lgiilerek degerlendirilmistir. DNA hasar1, komet

testiyle analiz edilmistir ve DNA onarim proteinleri kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
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(qPCR) ile incelenmistir. BPA, BPF ve BPS’nin sitotoksik etkilerinin sirasiyla BPA > BPF >
BPS oldugu bulunmustur. BPS, en yiiksek DNA hasarini indiiklemistir (Kose vd., 2020).

BPA, BPS ve BPF’nin HepG2 {izerindeki apoptotik, genotoksik ve immiinotoksik
etkilerini in-silico ve in-vitro yontemlerle karsilastirmali olarak inceleyen bir calismada BPA,
BPF ve BPS, sirastyla 397.27 uM, 371.89 uM ve 191.52 uM ICs¢ konsantrasyonlarinda
hiicrelere uygulanmistir. Apoptotik etkiler ¢esitli kaspaz aktiviteleriyle; genotoksisite ve
immiinolojik etkiler degerlendirilmistir. Calisma, BPF ve BPS’nin kaspaz 3, 8 ve 9
aktivitelerini artirarak apoptosis yolunu tetikledigini gostermistir. BPA, kaspaz aktivitesini
artirarak apoptosis yolunu tetiklemis ve TNF-a diizeylerini etkileyerek immiinotoksisiteye yol
acmistir. Ayrica BPS, TNF-a seviyelerini artirarak immiin yanit1 diger bisfenollerden daha

fazla etkilemistir (Balci-Ozyurt vd., 2024).

BPA, BPS ve BPAF nin sigan adipoz tiirevli kok hiicreleri (rASC) ve insan mezenkimal
kok hiicreleri (hMSC) iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini aragtiran bir ¢aligmada,

uygulanan maruziyet konsantrasyonlar1 BPA i¢in 1 pM-10 pM, BPS i¢in 1 pM-100 uM ve

BPAF igin 3x104-30 uM arasinda degismektedir. Bulgular, en sitotoksik bisfenol tiirevinin

BPAF oldugunu, bunu BPA ve BPSmin izledigini ve ozellikle BPAF icin diisiik
konsantrasyonlarda énemli hiicre 6limii goézlendigini gdstermistir. Sitotoksisite ve apoptoz
acisindan hMSC hiicre hattinda rASC hiicre hattina kiyasla daha yiiksek hassasiyet
kaydedilmistir (Harnett vd., 2021).

Bir diger ¢alisma, BPA ve analoglarimin sitotoksik ve genotoksik etkilerini 3D HepG2
hiicre modeli iizerinde incelemistir. Calismada BPA, BPS, BPAF ve diger bisfenol tiirevleri
kullanilmistir. Uygulanan konsantrasyonlar, 24 saatlik kisa siireli ve 96 saatlik uzun siireli
maruziyetlerde 2,5 uM-160 uM arasinda degismektedir. Sitotoksisite MTS testi ile, DNA tek
sarmal kiriklar1 komet testi ile, DNA ¢ift sarmal kiriklart ise YH2AX ve fosfo-histon H3 (p-
H3) boyama ile analiz edilmistir. Bulgulara gére BPA ve BPAF, DNA ¢ift sarmal kiriklarini
artirirken, BPAF p-H3 pozitif hiicre yiizdesini artirarak andjenik aktiviteye isaret etmistir.
Caligmada incelenen tiim bisfenoller DNA tek sarmal kiriklarina neden olmustur (Sendra vd.,

2023).
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BPA, BPS ve BPAF’nin fare testis hiicreleri tizerinde olusturdugu toksik etkileri 3D
testis hiicre ortak kiiltiirli modeli kullanarak inceleyen bir ¢alismada, BPA ve BPS 5-100 uM,
BPAF ise 1-15 pM konsantrasyon araliginda hiicrelere uygulanmistir. Sitotoksisite notral
kirmizi boyama ile; DNA hasar1 y-H2AX immiinofloresan boyama ile; hiicresel iskelet yapisi
ise F-aktin boyama ile degerlendirilmistir. Caligma, BPAF'nin yiiksek sitotoksisite ve DNA
hasarina yol agarak toksisite acisindan en giiglii etkiyi gosterdigini belirtmistir. BPA ve BPS
ise hiicre canliligini1 ve DNA hasarini daha diisiik seviyelerde etkilemistir (Yin vd., 2020).

BPA, BPS ve BPF’nin HaCaT iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve biyotoksik
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada bisfenol tiirevleri 1 nM-100 uM konsantrasyon araliginda
hiicrelere uygulanmig; HaCaT hiicrelerinde metabolik aktivite resazurin indirgeme testi ile,
proliferasyon, apoptoz ve oksidatif stresle iliskili gen ekspresyonu ise qPCR ile
degerlendirilmistir. Bulgular, BPA ve BPF’nin HaCaT hiicrelerinde proliferasyon ve DNA
hasarina yol a¢tigin1 gostermistir. BPS'nin ise sitotoksik potansiyeli, BPA ve BPF’ya kiyasla
daha diisiik olarak gozlemlenmistir (Rybczynska-Tkaczyk vd., 2023).

Bagka bir ¢caligma, BPA, BPS ve BPAF nin HepG2 iizerindeki mutajenik ve genotoksik
etkilerini incelemistir. BPA ve analoglar1 0,1-10 pmol/L konsantrasyon araliginda uygulanmis
ve 4 ile 24 saatlik maruziyet siireleriyle test edilmistir. DNA hasar1 komet testi ile
degerlendirilmistir. Sonuglar, BPA ve BPAF'nin doz-bagimli olarak DNA sarmal kiriklarini
artirdigini ve genotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle BPAF, BPA’ya kiyasla
daha yiiksek genotoksisite sergilemistir. BPS ise daha diisiik genotoksik etki gostermistir (Yu
vd., 2021).

BPA ve analoglar1 BPS, BPF, BPAF nin sitotoksik ve genotoksik etkileri HepG2 hiicre
hatt1 iizerinde incelemis olan bir caligmada bisfenoller i¢in 5-20 pg/mL araliginda
konsantrasyonlar kullanilmistir. Hiicre canliligt MTS testiyle, DNA ¢ift sarmal kiriklan
YH2AX testiyle, gen ekspresyon analizleri ise qPCR ile degerlendirilmistir. Bulgular,
BPAF’nin sitotoksik ve genotoksik etkiler agisindan en yiiksek riske sahip oldugunu ve DNA
hasarini artirarak, BPA ve BPF’den daha fazla toksisite gosterdigini ortaya koymustur. BPS en
diisiik sitotoksisiteyi gosterirken DNA ¢ift sarmal kiriklarii indiiklememistir. Tiim bisfenoller,
ozellikle BPAF, ksenobiyotik metabolizmayla iliskili genlerde yukar regiilasyona yol agmistir
(Hercog vd., 2019).
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BPA, BPS, BPF ve BPAF’ nin insan eritrositlerinde oksidatif stres iizerindeki etkilerini
inceleyen bir ¢alisma 0,1-500 pg/mL aralifinda konsantrasyonlarda ve 1, 4 ve 24 saatlik
inkiibasyon siirelerinde bisfenol tiirevleri maruziyeti uygulamigti. ROS diizeyleri, lipid
peroksidasyonu, GSH diizeyleri ve SOD, katalaz (CAT), GPx enzim aktiviteleri 6l¢iilmistiir.
Bulgular, BPAF'nin ROS seviyelerinde, lipid peroksidasyonunda ve antioksidan enzim
aktivitelerinde belirgin degisiklikler yaparak en giiclii oksidatif etkiyi gosterdigini, BPA'nin
ise GSH tiikkenmesi iizerinde en fazla etkiye sahip oldugunu gostermistir. BPS'in ise minimal
oksidatif degisimlere neden oldugu ve daha diisiik bir oksidatif potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir (Macczak vd., 2017).

Bir diger ¢alisma BPA, BPS, BPF ve BPAF’ nin insan graniiloza hiicre hatti (KGN)
iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini incelemistir. BPA, BPS, BPF ve BPAF, 0,1-100
uM konsantrasyon araliginda uygulanmistir. Hiicre canliligi ve ROS diizeyleri incelenmis,
antioksidan aktivite CAT, SOD ve GSH analizleri ile 6l¢lilmiistiir. Sonuglar, 6zellikle BPA ve
BPAFnin KGN hiicrelerinde belirgin bir ROS artis1 ve antioksidan kapasitede azalma ile
sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. BPS ve BPF ise ROS artisina neden olmus ancak
diger tiirevlere gore daha diisiik seviyede etki gostermistir (Huang vd., 2020).

Baska bir calisma, BPA, BPS, BPF ve BPAF nin PBMC hiicre hattinda DNA hasarin1
indiikleyici etkilerini incelemis ve 0,01-10 pg/mL konsantrasyon araliginda 1 ve 4 saat siireyle
bisfenol tiirevleri hiicrelere uygulamistir. DNA hasari, alkali ve notral komet testi kullanilarak
tek ve ¢ift sarmal kiriklar seklinde degerlendirilmistir. Bulgular, BPAF'nin en yiiksek DNA
hasarimi indiikleyerek toksisite acisindan en giiglii etkiyi gosterdigini, ardindan BPA’nin
geldigini gostermistir. BPF orta seviyede tek ve ¢ift sarmal kiriklar olusturarak DNA {izerinde
hasar yaratmigtir. BPS, en diisiik DNA hasarini olusturmus, ancak uzun siireli inkiibasyonda

tek ve ¢ift sarmal kiriklara yol agmistir (Mokra vd., 2017).

BPA, BPS, BPF, BPAF ve diger bir¢ok bisfenol bilesiklerinin tavuk DT40 hiicrelerinde
sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini karsilagtirmali olarak inceleyen bir calismada
bisfenoller, 7,8-250 uM konsantrasyon araliginda hiicrelere uygulanmistir. BPA, tavuk DT40
hiicrelerinde DNA ¢ift sarmal kiriklarina neden olmus ve sitotoksik etkiler gostermistir. BPF,
BPA'ya kiyasla daha diisiik sitotoksisite gostermistir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda DNA
hasarina neden olabilmektedir. BPS, sitotoksik etkiler acisindan daha diisiik toksisite

potansiyeline sahip olup, DNA kiriklarina yol agmamustir. BPAF, en yiiksek sitotoksisite ve
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genotoksik potansiyeli gostermistir. DNA ¢ift sarmal kiriklar indiiklemis ve hiicrelerde
belirgin DNA hasarina neden olmustur. Bu etkiler, 6zellikle yiliksek konsantrasyonlarda

belirgin hale gelmistir (Lee vd., 2013).

BPA ve BPS, BPF, BPAF, BPZ ve daha birgok bisfenol tiirevinin HepG2 iizerindeki
mutajenik ve genotoksik potansiyelinin incelendigi bir caligmada bisfenoller, 0,1 uM-10 pM
arasinda degisen konsantrasyonlarda 4 ve 24 saatlik siirelerle uygulanmistir. Mutajenik etkiler
Ames testi ile, DNA hasar1 ise komet testi ile degerlendirilmistir. BPA ve BPS, 24 saatlik
maruziyet sonrasinda DNA hasarina yol agarken; BPF, BPAF ve BPZ ise DNA hasarini
indiiklememistir (Fic vd., 2013).

Literatiirde BPAF, incelenen bisfenol tiirevleri arasinda genellikle en toksik olarak rapor
edilmekte olup, BPZ ile ilgili sinirh sayida ¢caligmanin bulunmasi bu tiirev hakkinda daha fazla
arastirma gerekliligini ortaya koymaktadir. BPF ve BPS'nin toksisite dereceleri ise ¢aligmalar
arasinda degiskenlik gostermekte; bazi arastirmalarda BPA’ya kiyasla daha yiiksek toksik
etkiye sahip olduklar bildirilirken, diger ¢aligmalarda BPA’nin daha giiglii bir toksik etki
sergiledigi goriilmektedir. Calismamizda ise BPA, BPS, BPF, BPAF ve BPZ’nin hepsinin
calisilan dozlarda genotoksik etkiler gosterdigi, 6zellikle BPS, BPZ ve BPAF'nin bazi
konsantrasyonlarda BPA’dan daha yiiksek genotoksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgular, BPAF'nin yiiksek toksisite potansiyelini desteklerken; BPF, BPS ve BPZmin

genotoksisite derecelerine dair literatiirden farkli ya da eksik kalan noktalar1 tamamlamaktadir.

Selenyum dozlar1 segilirken yine kapsamli bir literatiir incelemesi yapilmis ve bu
dogrultuda uygun dozlar belirlenmis ve secilen bu dozlarla sitotoksisite ve genotoksisite
testleri gerceklestirilmistir. Bisfenollerin hiicresel toksisitesine karsgi selenyumun koruyucu
etkinligini degerlendirebilmek amaciyla, sitotoksik ve genotoksik etkiler gostermeyen iki doz
tercih edilmistir. Bu yaklagim, selenyumun hiicrelere zarar vermeden potansiyel koruyucu
etkisini ortaya koymay1 hedefleyerek, doz-se¢imi siirecinde bilimsel veriler dogrultusunda

optimal dozlarin kullanilmasina dayanmustir.

BPA’nin 6strojen pozitif MCF7 ve 0Ostrojen negatif MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde TRPV1 kanali aracilifiyla tetikledigi oksidatif stres ve apoptoza karsi
selenyumun koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada BPA 0,1 mM ve sodyum selenit 1

uM dozlarinda uygulanmistir. BPA maruziyeti, MCF-7 hiicrelerinde ROS iiretimini, lipid

66



peroksidasyonunu ve Ca** girisini artirarak oksidatif stres olusturmaktadir. Bu durum, hiicre
cogalmasi ve apoptoz oranlarinin yiikselmesine neden olmustur. Sodyum selenit tedavisi,
TRPV1 kanali aktivasyonunu engelleyerek oksidatif hasari ve hiicre 6liim oranlarini azaltmais;
GSH ve GPx aktivitelerini destekleyerek hiicresel biitlinliigii korumustur. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise BPA'nin bu etkilerinin gozlenmemesi, selenyumun ozellikle Ostrojen
reseptOrii pozitif hiicrelerde koruyucu bir ajan olarak daha etkin rol oynayabilecegini

gostermektedir (Giizel vd., 2020).

BPA’nin insan noroblastoma hiicre hattinda (SH-SY5Y) indiikledigi oksidatif stres,
mitokondriyal depolarizasyon ve apoptoza kars1 selenyumun koruyucu etkilerinin incelendigi
bir ¢calismada, BPA 100 uM ve sodyum selenit 1 uM dozlarda uygulanmistir. BPA uygulamasi,
hiicre i¢i ROS seviyelerinde ve mitokondriyal zar potansiyelinde artisa yol agarak hiicrelerde
oksidatif stres olusturmus, kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktiviteleri ile interlokin 1p ve TNF-a
gibi proinflamatuvar sitokin diizeylerini artirmistir. Selenyum tedavisi, oksidatif stres
belirteclerini ve inflamatuvar yanit1 azaltarak hiicre canliligin artirmis ve apoptozu dnlemistir.

(Yildizhan, 2020).

BPA’nin domuz bagirsak epitel hiicreleri (IPEC-J2) iizerindeki toksik etkilerine kars1
selenyum nanoparcaciklart ve inorganik selenyumun koruyucu etkilerinin arastirildign bir
caligmada BPA 50 puM, selenyum nanoparcaciklari ve inorganik selenyum ise 15 pg/mL
dozlarda uygulanmisti. BPA, bagirsak bariyer biitiinliigiinii bozmus, oksidatif stres ve
inflamatuar yamiti tetikleyerek hiicre apoptozunda artisga neden olmustur. Selenyum
nanoparcaciklart ve inorganik selenyum uygulamalari, BPA kaynakli oksidatif stresi,
iltihaplanmay1 ve ER stres belirteclerini azaltarak bagirsak hiicre biitlinliigiinii korumustur. Bu
calismada selenyum nanopargaciklarmin, inorganik selenyuma kiyasla daha etkili oldugu

gdzlenmistir (Pan vd., 2023).

Endokrin bozucu kimyasallardan olan di (2-etilheksil) ftalat (DEHP) ve mono (2-
etilheksil) ftalat (MEHP)’in insan prostat kanseri hiicre hattt (LNCaP) iizerinde yol actif1
sitotoksisite ve DNA hasarma karst selenyumun koruyucu etkilerinin aragtirildign bir
calisgmada DEHP 3 mM, MEHP 3 pM, sodyum selenit 30 nM ve selenometiyonin 10 pM
dozlarda kullanilmigtir. Hiicre canliligt MTT testi ile 6l¢iilmiis, DNA hasar1 komet testi ile
degerlendirilmistir. Ayrica, antioksidan enzim aktiviteleri (GPx, TrxR, glutatyon rediiktaz) ve

GSH seviyeleri 0l¢iilmiistir. DEHP ve MEHP uygulamalari, GPx aktivitesini diisiiriip
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oksidatif stres seviyesini artirarak hiicre canliligini azaltmig ve DNA hasarina yol agmustir.
Komet testi sonuglarina gore, DEHP ve MEHP’nin neden oldugu DNA kuyruk yogunlugu
artig1 saptanmistir. Selenyum destegi (sodyum selenit ve selenometiyonin), bu toksik etkileri
kismen azaltarak hiicre canliligin1 korumus ve antioksidan savunmayi giiclendirmis ancak

DNA hasarini tamamen engelleyememistir (Erkekoglu vd., 2010).

Selenometiyonin ve selenitin insan tiroisitleri ve tiroit fibroblastlarinda, H,O- tarafindan
olusturulan oksidatif stres ve apoptoz etkilerine kars1 koruyucu 6zelliklerinin incelendigi bir
calismada H,O; maruziyeti, hiicrelerde ROS artisina, MDA seviyelerinde yiikselmeye ve DNA
biitiinliiglinde bozulmaya neden olarak hiicre canliligini azaltmistir. Apoptoz siirecinde BAX
gen ekspresyonunun artist ve BCL-2’nin azalmasi, kaspaz-3 aktivitesinde belirgin artiglarla
gdzlemlenmistir. Selenometiyonin 2,5-20 uM dozlar1 arasinda ve selenit 0,05-2,5 uM dozlar1
arasinda test edilmistir. ki selenyum tiirevi de BAX ekspresyonunu diisiiriip BCL-2
seviyelerini yiikselterek apoptozu baskilamis, oksidatif stres belirteglerini azaltmistir.
Selenitin, selenometiyonine kiyasla daha diisiik dozlarda etkili oldugu gozlenmis, bu da
selenitin tiroit hiicrelerinde oksidatif hasara kars1 daha giicli bir koruma sagladigim

gostermektedir (Ruggeri vd., 2020).

Yine H>O’nin civeiv miyokard hiicrelerinde tetikledigi oksidatif stres ve inflamasyona
kars1 selenyumun koruyucu etkileri bir bagka ¢alismada aragtirilmigtir. H>O, maruziyeti, hiicre
canliligmi diiglirmiis ve inflamatuar yaniti tetiklemistir. 100 nM sodyum selenit tedavisi,
Selenoprotein W ekspresyonunu yiikselterek oksidatif hasar1 azaltmis ve inflamatuar genlerin
seviyelerini diislirmiistiir. Bu sonuglar, selenyumun miyokard hiicrelerindeki oksidatif strese
kars1 koruyucu etkisinde Selenoprotein W’nin 6nemli bir rol oynadigimi ve bu proteinin,
selenyumun kardiyomiyositlerde inflamasyon diizenleyici bir unsur olarak gdrev aldigim

gostermektedir (Liu vd., 2016).

Arsenigin balik hepatoma hiicre hattinda (PLHC-1) tetikledigi oksidatif stres ve
genotoksik etkilere kars1 selenyumun koruyucu 6zellikleri incelenmis ve sodyum selenit 1, 5
ve 10 uM dozlarinda uygulanmistir. Arsenik uygulamasi, hiicrelerde ROS seviyelerinde artisa,
mitokondriyal membran potansiyelinde diisiise ve DNA hasarina neden olmus; kaspaz-3
aktivitesinde artig ile apoptozu tetiklemistir. Selenyum tedavisi, ROS seviyelerini diislirerek
oksidatif stresi azaltmis, mitokondriyal biitiinligii korumus ve DNA hasarm hafifletmistir.

Ozellikle diisiik ve orta dozlarda selenyum, arsenik kaynakli toksik etkileri dnlemede etkili
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bulunmustur ve bu sonu¢ selenyumun cevresel toksinlere maruz kalan organizmalarin

korunmasinda kullanilabilecegini 6ne siirmektedir (Selvaraj vd., 2012).

Albino siganlarda BPA kaynakli oksidatif hasar ve apoptoza kars1 selenyumun koruyucu
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, BPA, 10 mg/kg/glin dozda uygulanmis ve testislerde
lipid peroksidasyonunu artirarak antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya neden olmustur.
Ayrica histolojik olarak seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve spermatogenezde bozulma gibi
yapisal hasarlar gézlemlenmistir. Lipid peroksidasyonunu dlgmek icin MDA diizeyleri analiz
edilmis, ayrica antioksidan enzim aktiviteleri (CAT, SOD, GPx) belirlenmistir. Histolojik ve
ultrastriiktiirel degerlendirmeler, 151k ve elektron mikroskoplari ile yapilmistir. Caligmada
kullanilan sodyum selenit formundaki selenyum, 10 mg/kg/giin dozunda uygulanmis ve BPA
ile birlikte alindiginda oksidatif stres belirteclerini azaltip antioksidan enzim aktivitelerini

artirarak testis yapisini ve fonksiyonunu korumustur (Zaki vd., 2020).

Baska bir ¢caligsmada, selenyum ve vitamin E'nin Wistar sicanlarinin karacigerinde BPA
kaynakli oksidatif stres ve doku hasarina kars1 koruyucu etkileri incelenmistir. 10 mg/kg/giin
dozda BPA uygulamasi, karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunu artirmis ve antioksidan
enzim aktivitelerinde (GPx, CAT, glutatyon transferaz) anlaml bir diigiise neden olmustur.
Ayrica, karaciger hiicrelerinde inflamasyon, nekrotik odaklar ve hepatosit dejenerasyonu gibi
yapisal degisiklikler gbzlenmistir. Ancak, 0,5 mg/kg/giin dozda selenyum ve 100 mg/kg/giin
dozda vitamin E kombinasyonu ile bu oksidatif stres belirteclerinde azalma ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin aktivitesinde artis saglanarak karaciger dokusunun biitlinligii
korunmustur ve bu kombinasyonun BPA kaynakli karaciger hasarimi azaltmada etkili oldugunu

gostermistir (Amraoui vd., 2018).

Albino erkek siganlarda BPA kaynakli testis toksisitesine karsi selenyum ve nano-
selenyumun koruyucu etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, 150 mg/kg/giin dozda BPA
uygulamasi, testis dokusunda lipid peroksidasyonunu artirmis, CAT ve GSH seviyelerinde
diisiise neden olmustur. Ayni zamanda, COX-2 ve ER-2 gen ekspresyonlarinda artis gézlenmis
ve DNA fragmantasyonu belirgin sekilde artmistir. Selenyum (3 mg/kg/giin) ve nano-
selenyum (2 mg/kg/giin) takviyesi, oksidatif stres belirteglerini azaltarak ve antioksidan
savunmay1 giliclendirerek testis dokusunda koruyucu etkiler saglamistir. Nano-selenyumun,
DNA biitiinliigiinii koruma ve gen ekspresyon seviyelerini diizenlemede selenyumdan daha

etkili oldugu gozlemlenmistir (Khalaf vd., 2019).
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Yine yetiskin erkek siganlarda BPA kaynakli testis toksisitesine karsi selenyumun
koruyucu etkilerinin arastirildigi baska bir caligmada 10 pg/kg /giindozda BPA maruziyeti
sonucu, seminifer tiibiillerde yapisal dejenerasyon, kan damarlarinda genisleme ve kollajen lif
birikimi gibi hasarlar gozlenmis ve anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonun diiserek
apoptozu tetikledigi belirtilmistir. 10 pg/kg/giin selenyum uygulamasi, testis dokusunun
histolojik yapisinda iyilesme saglayarak seminifer tiibiil epitelini korumus ve oksidatif stresin

azalmasina katki saglamistir (Ali vd., 2021).

NMRI farelerinden alinan testikiiler mitokondri ve sperm 6rnekleri {izerinde yapilmig
bir ¢aligmada, BPA 0,8 mM; selenyum ise 50, 100 ve 200 uM dozlarda kullanilmistir. BPA,
testikiiler mitokondriyal fraksiyonlarda ROS ve MDA seviyelerini artirarak oksidatif strese
yol agmisg, antioksidan enzim aktivitelerinde (GSH ve SOD) ve mitokondriyal membran
potansiyelinde (MMP) diislise neden olmustur. Ayrica, BPA uygulamasi sperm canlilig1 ve
hareketliligini 6nemli 6l¢giide azaltmistir. Selenyum ise ¢aligilan tiim dozlarda oksidatif stresi
azaltarak, mitokondriyal membran potansiyelini ve sperm hareketliligini koruma etkisi

gostermistir (Rafie vd., 2021).

BPA'nin testislerde yol actig1 toksik etkilere karsi selenyumun koruyucu etkilerinin
incelendigi bagka bir calismada, BPA ve selenyum 10 pg/kg/glin dozlarda erkek siganlara
verilmigtir. BPA maruziyeti, testis dokusunda lipid peroksidasyonu seviyesini artirarak
oksidatif stres olusturmus ve antioksidan enzim aktivitelerinde (CAT, SOD, GPx) azalmaya
neden olmustur. Ayrica, testosteron ve luteinize edici hormon diizeylerinde diisiis, folikiil
uyariclt hormon diizeyinde ise artis gdzlenmistir. Histolojik olarak, BPA kaynakli yapisal
hasarlarin selenyum takviyesi ile 6nemli dl¢iide azaltildig1 ve testis dokusunun biitiinliigliniin
korundugu tespit edilmistir. Selenyum, BPA'nin neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasi,
antioksidan enzim aktivitelerinde artis saglamasi ile savunma mekanizmalarimin
desteklenmesi ve hormon seviyelerinin diizenlenmesi yoluyla testis dokusunda koruyucu bir

etki gostermistir (Al-Amoudi, 2018).

Yetiskin erkek sicanlarda, BPA'nin spinal kord ve submandibular bez izerindeki toksik
etkilerine kargi vitamin E ve selenyumun koruyucu etkileri aragtirilmistir. 25 mg/kg/giin dozda
BPA uygulamasi sonucunda spinal kord gri maddesinde piknotik niikleuslu ndronlar ve beyaz
maddede ndropil dejenerasyonu meydana gelirken, submandibular bezde acinar hiicrelerde

vakuolizasyon ve PCNA ekspresyonunda artis gdzlenmistir. Ayrica, BPA uygulamasi spinal
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kordda lipid peroksidasyonu seviyelerini artirmig ve submandibular bezde antioksidan
savunma enzimlerinden CAT aktivitesini azaltmistir. 1 ml/L olarak uygulanan vitamin E ve
selenyum kombinasyonu ise bu oksidatif stres gostergelerini azaltarak hiicresel yapiy1
korumus ve dejeneratif degisiklikleri hafifletmis, hem spinal kord hem de submandibular bez

dokusunda iyilesme saglamistir (Bashi vd., 2023).

Literatiirde hem in-vivo hem de in-vitro ¢alismalarda, selenyumun BPA ve cesitli
cevresel kimyasallarin olusturdugu toksik etkilere karsi giiclii bir antioksidan gorevi iistlenerek
koruyucu bir rol sergiledigi ve bu kimyasallarin neden oldugu hiicresel hasar1 azalttig1 veya
tamamen ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Calismamizda da benzer sekilde, BPA ve
tirevlerinin MCF7 hiicre hattinda olusturdugu genotoksik etkilere karsi koruyucu bir etki
sagladigi gozlemlenmistir. Ancak mevcut literatiirin BPA'nin olumsuz etkilerine karsi
selenyumun koruyucu potansiyeli {izerine yogunlasildigi goriilmekte ve BPA tiirevlerinin
(BPS, BPF, BPAF ve BPZ) toksik etkilerine kars1 selenyumun etkinligine dair siirl bilgi
bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasi ile, BPA tiirevlerine karsi selenyumun koruyucu etkisi
arastirilarak literatiirdeki bu bosluk doldurulmus ve bisfenol tiirevlerinin genotoksik etkilerine
dair kapsam genisletilmistir. Bu baglamda, calismamiz literatiirdeki selenyumun antioksidan
kapasitesine dayanan koruyucu roliine dair mevcut verileri desteklemekte ve literatiire yeni bir
perspektif sunarak BPA disindaki tiirevler iizerinde de selenyumun koruyucu potansiyelinin

degerlendirilebilecegine dair 6nemli bir katki saglamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢aligmamizda, genotoksik etkileri daha 6nce kanitlanmig olan BPA ve potansiyel
genotoksik etkileri halen arasgtirilmakta olan tiirevleri BPS, BPF, BPAF ve BPZ’nin, MCF7
hiicre hatt1 lizerindeki DNA hasarini indiikleme potansiyelleri degerlendirilmis ve giiclii
antioksidan ozellikleri ile bilinen selenyumun, bu DNA hasarma kars1 koruyucu etkileri

aragtirilmastir.
Bu tez ¢aligmasinda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Caligmamizin ilk kisminda Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve
Sodyum Selenit’in MCF7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Yapilan MTT
testi sonucunda, hiicre canliigimi %50 azaltan BPA konsantrasyonu 45 pM; BPS
konsantrasyonu 450 uM; BPAF konsantrasyonu 56 uM ve BPZ konsantrasyonu 45 pM olarak
hesaplanmistir. BPF nin yiiksek konsantrasyonlarinda MCF7 hiicre hattinda hiicre canliliginda
azalma goriilmils ancak canlilik %50 inhibitor konsantrasyona diismedigi igin ICso degeri
hesaplanamamistir. Bisfenol tiirevlerinin ICsy degerleri BPF>BPS>BPAF>BPZ=BPA seklinde
ifade edilebilir. Tezimizde kullanilan tiim bisfenol tiirevleri ¢aligilan konsantrasyonlarda
MCFT7 hiicre hatt tizerinde sitotoksik etki gdstererek hiicre canliliklarini azaltmistir. Sodyum
selenitin ¢aligilan konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda azalma goriilmiis ancak
canlilik %50 inhibitér konsantrasyona diigmedigi i¢in IC50 degeri hesaplanamamustir. Test

ettigimiz konsantrasyonlarda sitotoksik etki gézlenmistir.

2. Calismamuzin ikinci kisminda Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF
ve Sodyum Selenit’in MCF7 hiicre hatt1 iizerindeki genotoksik etkileri aragtirilmistir. Yapilan
komet testi sonucunda, BPF’nin 0,1 pM konsantrasyonu harig ¢aligilan tiim bisfenol tiirevleri
ve konsantrasyonlar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve MCF7
hiicre hatt1 lizerinde DNA hasarini artirmaktadir. Bisfenol tiirevleri olan BPS, BPF, BPAF ve
BPZ, BPA’ya gore kiyaslandiginda ise; BPA’nin caligilan ayn1 konsantrasyonlarinda BPS 5,
10 ve 50 uM dozda, BPAF 5 uM dozda ve BPZ 50 pM dozda BPA’ya gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05) ve MCF7 hiicre hatt1 izerinde DNA hasarin1 BPA’dan daha
fazla artirmaktadir. Sodyum selenitin ise 30 nM, 100 nM, 300 nM ve 1 pM konsantrasyonlar1
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve MCF7 hiicre hatt1 iizerinde

DNA hasarini artirmaktadir.
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3. Caligmamizin son kisminda ise selenyumun sitotoksisite ve genotoksisite
gostermedigi secilen dozlar1 ile MCF7 hiicre hattina 6n maruziyet yapilarak, Bisfenol A,
Bisfenol S, Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol Z’nin olusturdugu DNA hasarina karsi
koruyucugu etkinligi aragtirilmigtir. Yapilan komet testi sonucunda, sodyum selenitin 3 nM 6n
maruziyetinden sonra yapilan bisfenol tiirevlerinin maruziyetinde sadece BPF’nin 50 pM
konsantrasyonu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Caligilan
diger tiim bisfenol tiirevi konsantrasyonlarinda 3 nM sodyum selenit birlikte maruziyeti
sonucu DNA hasar1 oram1 kontrol diizeyine inerek DNA hasarma kars1 koruyuculuk
gdzlenmistir. Sodyum selenitin 10 nM 6n maruziyetinden sonra yapilan bisfenol tiirevlerinin
maruziyetinde galisilan hi¢bir konsantrasyon kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degildir.
Caligilan tiim bisfenol tlirevi konsantrasyonlarinda 10 nM sodyum selenit birlikte maruziyeti
sonucu DNA hasar1 orami kontrol diizeyine inerek DNA hasarmna kars1 koruyuculuk
gdzlenmistir. Her bir bisfenol tiirevinin test edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu
DNA hasari, 3 nM sodyum selenit varliginda yaptigt DNA hasar1 ve 10 nM sodyum selenit
varliginda yaptigt DNA hasar1 sonuglar karsilastirildiginda ise tiim bisfenol tiirevlerinin test
edilen tiim konsantrasyonlarinda neden oldugu DNA hasari, 3 nM ve 10 nM sodyum selenit
varliginda yaptigt DNA hasaria gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) ve 3
nM ve 10 nM sodyum selenitin varligi tiim bisfenol tlirevlerinde DNA hasar oranini
diisiirmiistiir. 3 nM sodyum selenit’in tiim bisfenol tiirevlerinin olusturdugu DNA hasarini
azaltma potansiyeli ile 10 nM sodyum selenit’in tiim bisfenol tiirevlerinin olusturdugu DNA

hasarin1 azaltici etkisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir (p>0,05).

Tezimizden elde ettigimiz sonuglara gére BPA ve calisilan tiirevlerinin (BPS, BPF,
BPAF ve BPZ) calisilan konsantrasyonlarda sitotoksik ve genotoksik oldugu bulunmustur.
Sodyum selenitin sitotoksik ve genotoksik etki gostermedigi 3 nM ve 10 nM
konsantrasyonlarin ise bisfenol tiirevlerinin olusturdugu genotoksik etkilere karsi koruyucu

etkisi oldugu gbzlenmistir.

Bu c¢aligmanin sonuglari, BPA ve tlirevlerinin BPA benzeri zararhi etkiler yaratma
potansiyeli, bu kimyasallarin giivenligi ve insan saglig1 tizerindeki etkilerinin daha kapsamli
bir sekilde incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ayn1 zamanda, selenyumun bisfenol
tiirevlerine karst koruyucu etkisinin daha fazla ¢alismayla desteklenmesi, halk sagliginin
korunmasi i¢in 6nemli bir adim olacaktir. Sonug olarak, bu tiir zararli kimyasallara karsi
toplumun korunmasi amaciyla gerekli regiilasyonlar gozden gecirilmeli, bireylerin beslenme

aligkanliklar1 ve selenyum destekleri konusundaki biling artirilmalidir.
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