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OZET

Bisfenol A (BPA,; 4,4-dihidroksi-2,2-difenilpropan; CAS 80-05-7) dlnya
capmda Uretilen en ylksek hacimli kimyasallardan biridir. Tuketim mallar1 ve
emtialarinda yaygin kullanimi nedeniyle BPA, g¢evremizde hemen her yerde ve
insanlarda pek cok dokuda bulunur. In vitro deneylerde ve laboratuar hayvan
calismalarinda serum, idrar, plasenta, gobek kordonu kani ve anne siitiinde BPA’nin
yaygin olarak bulundugu ve BPA’nin lreme ve gelisme, sinir, kardiyovaskiler,
metabolik ve bagisiklik sistemleri Uzerindeki olumsuz etkileri bildirilmistir.

D vitamini organizmanin normal islevlerini yurutmesi igin ve saglik igin
onemlidir. D vitamininin organizmadaki etkinligi, bagirsak bariyerinin biitiinliigii ve
bagisiklik seviyesi ile de ilgilidir. Her ne kadar D vitamini pek ¢ok kaynaktan elde
edilebilse de yalnizca birka¢ besin maddesinde organizmanin ihtiyacini karsilayacak
D2 vitamini (ergokalsiferol) ve D3 vitamini (kolekalsiferol) yeterli miktarda bulunur.
D vitaminin yeterli alinamamasi bagirsakta gecirgenligi arttirdigi icin dolayli olarak
immun cevaplar olusmasina neden olmaktadir. Ayni zamanda yetersiz vitamin D
alinmasi bagirsagin mikrobiyal kompozisyonunu degistirdigi i¢in otoimmun yanitlara
da yol agmaktadir.

Bu calismada ergin Wistar albino erkek ratlardan 50 tane deney ve kontrol
grubu olmak (zere rastgele secilmistir. Grup 1. kontrol grubu, grup 2: vehicle
(zeytinyag1) grubu, grup 3: BPA grubu, grup 4: D3 vitamini grubu, grup 5: BPA +
D3 vitamini grubu olmak tizere 5 grup olusturulmustur. BPA uygulanan gruplarda
deneklere 30 gin boyunca gavaj yoluyla intragastrik olarak 25mg/kg/ BPA
uygulamasi yapilmistir. 30 giiniin sonunda denekler ketamin xylazine ile anestezi
edilmistir. Deneklerden kan ve ileum doku oOrnekleri gerekli prosedirlere uygun
olarak alnmustir. Alman kan 6rneklerinde kan yaglarma bakilmistir. ileum doku
orneklerinde ise oksidatif stres belirteclerine bakilmistir.

Histopatolojik bulgular sonucunda BPA uygulanan grupta villus derinliginin
azaldigr ve doku bitiinligiiniin bozuldugu gézlenmistir. D vitamini ve BPA’nin
birlikte uygulandigi grupta villus derinliginin kontrol, zeytinyagi ve D3 vitamini
uygulanan gruplara yakin uzunlukta oldugu ve Peyer plaklarinin yapisinin daha iyi
korundugu belirlenmistir. immunohistokimyasal bulgular sonucunda BPA uygulanan
grubun Peyer plaklarinda yogunlasan tutulumun tiim lenfoid dokuya yayildig1 ve
villuslarda da tutulumun oldugu goézlenmistir. BPA ve D3 vitaminin beraber
uygulandigi grupta ise villus tutulumu bulunmakla beraber Peyer plaklarindaki
tutulumun miktarmin énemli derecede azaldig1 gézlenmistir. Biyokimyasal bulgular
sonucunda BPA’nin kontol grubuna kiyasla anlamli olarak (p<0.01) inflamasyonu
artirict - etkisinin  oldugu, BPA ile birlikte verilen D3 vitaminin (BPA+D3)
inflamasyonun baskilanmasinda ciddi bir (p<0.01) etkisinin oldugu gézlenmistir.

BPA’nin ileum da bulunan Peyer plaklar1 ve villuslarda apopitoza yol actigi
ve D3 vitamininin bu hasar1 Onlemede etkili oldugu histopatolojik,
imumunohistokimyasayal ve biyokimyasal olarak gézlenmistir.

Anahtar Sozcikler: Apopitoz, Bisfenol-A, D vitamini, ileum, Rat



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA,; 4,4'-dihydroxy-2,2-diphenylpropane; CAS 80-05-7) is one of
the highest volume chemicals produced worldwide. Due to its widespread use in
consumer goods and commaodities, BPA is found almost everywhere in our environment
and in many tissues in humans. In vitro experiments and laboratory animal studies show
BPA is commonly found in serum, urine, placenta, umbilical cord blood and breast milk
and adverse effects of BPA on reproduction and development, nervous, cardiovascular,
metabolic and immune systems have been reported.

Vitamin D is important for the normal functions of the organism and for health.
The effectiveness of vitamin D in the organism is partially related to the integrity of the
intestinal barrier and the level of immunity. Although vitamin D can be obtained from
many sources, only a few nutrients contain sufficient amounts of vitamin D2
(ergocalciferol) and vitamin D3 (cholecalciferol) to meet the organism's needs to a
significant extent. Inadequate intake of vitamin D increases intestinal permeability and
indirectly causes immune responses. In addition, insufficient vitamin D intake also leads
to autoimmune responses as it changes the microbial composition of the gut.

In this study, 50 adult Wistar albino male rats were randomly selected as
experimental and control groups. 5 groups were formed as group 1: control group, group
2: vehicle (olive oil) group, group 3: BPA group, group 4: vitamin D3 group, group 5:
BPA + vitamin D3 group. 25mg/kg/BPA was administered intragastrically via gavage
for 30 days. After 30 days, subjects were anesthetized with ketamine and xylazine
combination. Blood and ileum tissue samples were taken from the subjects. Blood lipids
in the blood samples, and oxidative stress markers were examined in ileum tissue
samples taken.

The result of the histopathological examinations showed that the villus depth
decreased and the tissue integrity was impaired in the BPA applied group. In the group
in which vitamin D3 and BPA were applied together, it was determined that the depth of
villus was closer to the groups in which control, olive oil and vitamin D3 were applied,
and the structure of Peyer's patches was better preserved. As a result of the
immunohistochemical findings, it was observed that the involvement concentrated in the
Peyer's patches of the BPA-administered group spread to the entire lymphoid tissue and
there was also involvement in the villi. In the group in which BPA and vitamin D3 were
administered together, there was villus involvement, but it was observed that the amount
of involvement in Peyer's patches was significantly reduced. As a result of the
biochemical findings, it was observed that BPA had a significant (p<0.01) inflammation-
increasing effect compared to the control group, and vitamin D3 (BPA+D3) given
together with BPA had a serious (p<0.01) effect on the suppression of inflammation.

It has been histopathologically, immunohistochemically and biochemically
observed that BPA causes apoptosis in Peyer's patches and villi in the ileum, and that
vitamin D3 is effective in preventing this damage.

Keywords: Apoptosis, Bisphenol-A, Vitamin D, lleum, Rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

Mg : Mikrogram

APAF1 . Apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1

APO-2 . Apopitozun TNF ile iligkili indtkleyicisi

APO-3 . Apopitozun TNF ile iliskili zayif indiikleyicisi

ATP :Adenozin trifosfat

BAK :  BCL-2 antagositi 6ldurucu 1 (BCL-2 antagonist killer 1)
BAX : BCL-2 iligkili X proteini (BCL-2 associated X apoptosis regulator)
BCL-2 . B-hucreli lenfoma 2 (B-cell lymphoma-2)

BH3 . Etkilesim alan1 6liim agonisti (Interacting-domain death agonist)
BID : BH3 etkilesim alan 6lim agonisti

BPA . Bisfenol A

BPS . Bisfenol-S

C . Celsius
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CAS :  Chemical Abstracts Servise
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DAPI . 4,6-diamidine-2’-phenylindole

DBP . Vitamini baglayici protein

DD . Oliim bolgesi

DED : Olum efektor alan

DISC . Oliime neden olan sinyal kompleksi

dl . Desilitre

DNA :  Deoksiribo nukleik asit

DTNB . 5,5-dithiobis 2-nitrobenzoik asit

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay

ER : Endokrin reseptor

ETZ . Elektron tasima zinciri

FADD . Oliim etki alanina sahip Fas ile iliskili protein

Fas  Yag asidi sentazi

Fas-L : Yag asidi sentaz ligand1 (Fatty acid synthetase Ligand)
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FSH . Foliktl Uyarict Hormon (Follicle-stimulating hormone)
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GnRH . Gonadotropin salgilatict hormon

GSH . Glutatyon

GSH- Px . Glutatyon peroksidaz
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1. GIRIS

Gastrointestinal sistem (GIS), anatomik ve islevsel olarak farkli bolgelerden olusur.
Bunlar agiz boslugu, yutak (ayni zamanda solunum yolunun bir pargasidir), yemek
borusu, mide, ince bagirsak (duodenum, jejunum ve ileum) ve kalin bagirsak (¢ekum,
kolon ve rektum) olarak siralanir. Digler, dil, tiikiiriik bezleri, karaciger, safra kesesi
ve pankreas ile birlikte sindirim siteminin islevi, besin bilesenlerini kugclk
molekdllere parcalamak ve daha sonra viicuda kan ile dagitimi i¢in bunlar1 absorbe
etmektir (Wilson, 2008).

Ince bagirsak, sindirim ve emilim islevi goriirken, patojenlere ve toksik maddelere
karst koruma saglamaktadir (Feng, Chen, Zhang vd., 2019). ince bagirsaklarin
jejunum ve ileum bolimleri karin boslugunun ventral kisminda az gok sabit bir
konumda yer almaktadir. Bagirsak, damarlar1 ve sinirleri de icinde barindiran
mesenterium tarafindan tasmir. Jejunum ile ileum arasindaki smir net degildir (Ozer,

2007).

Bagirsak, oksidatif streste bagirsak mukozasinda tahribata neden olabilen toksik
maddeler de dahil olmak Uzere ¢esitli limen streslerine maruz kalabilmektedir
(Taniguchi, Wu, Grivennikov vd., 2015). Hicre icinde reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) birikmesi, bagirsak epitel hiicre yenilenme bozuklugu, bariyer bozukluklar1 ve
gastrointestinal kanser, inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), enterokolit ve bagirsak
dengesinde bozukluklar gibi cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Rezaie, Parker ve
Abdollahi, 2007; Bhattacharyya, Chattopadhyay, Mitra vd., 2014). Bu nedenle,
bagirsak sagligini korumada bagirsak epitel biitiinligiinii ve hicresel redoks

homeostazini1 korumak 6nemlidir (Okumura ve Takeda, 2017).

Bagirsak epitel biitiinliigii, bagirsak fonksiyonunu tam gergeklestirmek icin bagirsak
boslugu ile vicudun i¢ kismi arasinda temel bir bariyer gorevi gormektedir
(Odenwald ve Turner, 2017). Bagwsak epiteli, vicuda giren eksojen toksik
maddelere karst sinir ¢izgisidir (Qu, Zhao, Chen vd., 2018). Bisfenol-A’nin (BPA)

bagirsak epitel hucrelerinde islev bozukluguna neden oldugu bilinmesine ragmen



(Zhao, Qu, Wang vd., 2019), bu islev bozuklugunun ne sekilde gerceklestigine dair
mekanizmalar belirsizligini korumaktadir (Jiao, Xu, Qiu vd., 2020).

1.1. ileum

Ince bagirsagin en kisa parcasi ileum’dur. Son bélimi kismen cecum’un igine
girmistir. Cecum’a acilan deligini gevreleyen sirkuler kas tabakasi mevcuttur.
[leum’un cecum’a acildig1 deligin (ostium ileocecale) dis yaninda ostium
cecocolicum (cecum ile colon arasinda) bulunur. Bagirsak bosluguna dogru sarkik bu

iki delik, uzunlamasina genis yapraklarla birbirinden ayrilmistir (Dursun, 2001).

1.1.1. ileum Embriyolojisi

Fotal hayatta viicudun kivrimlanmasi ile birlikte siplahnik mezoderm tarafindan sarili
ve endodermle doseli olan bosluk, bagirsagi olusturmak iizere embriyonun ventraline
yerlesir. Bu tubuler yapi1 6n bagirsak, son bagirsak ve vitellus sapi ile vitellus
kesesine baglanan ve vitellus kesesiyle iliskisini gegici olarak slrdiren orta

bagirsaktan olusur (Unal, 2007).

Sindirim kanalinin olugsmaya baslamasi, diskus embriyonalisin kraniyal, kaudal ve
lateral kisimlarinin sekillenmesi ve primitif vitellis kesesinin dorsal kisminin
embriyoya dahil olmasi ile baslar (McGeady ve Quinn, 2011). Endoderm
tabakasindan olusan vitellis kesesi ve allantois embriyonun disinda kalir. On
bagirsak embriyonun 6n kismindan, son bagirsak embriyonun arka kismindan
sekillenir. Orta kismindan sekillenen orta bagirsagin vitelliis kesesi ile baglantisi ise

vitellin kanal veya vitellis kesesi sap1 ile saglanir (Unal, 2007).

Tablo 1.1. Embriyonal bagirsak bolimlerinden olusan yapilar (Ozer, 2007).
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1.1.2. fleum Histolojisi

Sindirim kanali histolojik olarak 3 katmandan olusur; en icteki tunika mukoza
katmani, endoderm kokenli epitel ve mezoderm kdkenli bag dokudan olusur. Epitel
organin paransimini olusturur. Orta tabaka tunika muskularis’tir ve siplahnik
mezodermden koken almaktadir (Unal, 2007). Tunika muskularis dista dairesel, icte
uzunlamasina seyreden iki kat diiz kas ile karakterizedir. Kas liflerinin oryantasyonu
peristaltik hareketi kolaylastirir. Kas tabakasi arasinda siklikla plexus myentericus
denilen sinir agi bulunur (Eurell, 2003). En distaki tabaka, peritonun visseral

yapragmdan olusan, mezodermal tunika seroza’dir (Unal, 2007).

Ince bagirsagin mukozasinda, liimene dogru uzanan ve organin genel emici yiizey
alaninm1 biiyiik Ol¢lide artiran villuslar bulunur. Villusun ylizey epiteli, cok sayida
kadeh hiicresi iceren basit kolumnar epiteldir. Bagirsak mukozasinda yeralan besin
maddelerini absorbe eden hiicreler, apikal yiizeyde genis mikrovilluslara sahiptir.
Goblet hucreleri emici hiicreler arasinda dagilir ve mukus iretir. Bagirsak bezleri
villusun tabanindan alttaki lamina propriaya uzanir. Bezlerde bulunan farklilagsmamis
epitel hucreleri, her 24-48 saatte bir glandiler ve yiizey epitelini yenilemek icin
bolinir ve goc eder (Eurell, 2003). Ince bagirsak bolgeleri evcil tiirlerde kabaca
anatomik olarak tanimlanmis olmasina ragmen, duodenum, ileum ve jejunum

arasindaki histolojik farkliliklar net degildir.
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Sekil 1.1. Bagirsagin enine kesiti (Atasever, 2015).



Bagirsak  duvarmin  katmanlarinda  birbirinden  farkli  Ozellikte  hicreler
bulunmakatadir. Asidofilik granuler hicreler (paneth hicreleri) gevis getiren
hayvanlarda ve atlarda bagirsak bezlerinin tabanindaki epitelde bulunur. Bu hiicreler
peptidaz ve lizozim (Uretirler ve fagositik 6zellikleri olabilecegi bildirilmistir.
Enteroendokrin hiicreler ayrica bagirsak bezlerinin epitelinde de bulunur. Lamina
propria’nin altinda duz kaslardan olusmus lamina muskularis bulunur. Tunika
submukoza areolar bag dokusundan olusmustur. Submukoza bezleri (Brunner
bezleri) kopek ve gevis getiren hayvanlarda mukus, domuz ve atta ser6z ve kedide

karisik seromukozdir (Eurell, 2003).

Bagirsagin uzunlugu boyunca submukozada agrege lenf nodilleri (GALT ‘gut-
associated lymphoid tissue') bulunur (Eurell, 2003). Lenfatik nodiillerin olusturdugu
kiimeler peyer plaklar1 olarak adlandirilir ve ince bagirsagin lamina porpria ve
submukozasinda, en yogun olarak ileum’da bulunur (Bacha, Bacha, 2006; Frappier,
2006). Noddullerin tizerini orten epitelde lenfoid dokuya antijen sunan 6zellesmis M
hicreleri bulunur (Eurell, 2003).

1.1.3. ileum Fizyolojisi

Emilebilir diizeydeki elektrolitler, su ve gidalarmn siirekli olarak dolasim sistemine
(kana) aktarimi sindirim kanali ile saglanir. Sindirim ve sinir sistemi kontrolu ile
gidalarm sindirim kanalinda hareketi ve pargalanmasi, sindirim salgilarinin
salgilanmas1 ve besinlerin sindirimi, sindirilen iiriinlerin, su ve ¢esitli elektrolitlerin
emilimi, emilen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in gastrointestinal organlarda kanin
dolagimi ve tiim bu islevlerin lokal, sinirsel ve hormonal mekanizmalarm isleyisleri

saglanmis olur (Guyton ve Hall, 2007).

1.2. Bisfenol A (BPA)

Bisfenol A (BPA; 4,4-dihidroksi-2,2-difenilpropan; CAS 80-05-7) ilk olarak
1890’larda sentetik bir dstrojen olarak gelistirilmistir, ancak 1930’larda BPA’ nin disi
sicanlarin lireme sisteminde Ostrojenik etkiler yaptigi bildirilmistir (Acconica vd.,
2015). BPA kiresel capta dretilen en yiksek hacimli kimyasallardan biridir
(Vandenberg vd., 2007). BPA 'nin iiretim hacminin 2006 yilinda 3,8 milyon ton iken
2011 yilinda tahmini olarak 5.5 milyon ton oldugu bilinmektedir (Geens, Goeyens,
ve Covaci, 2011; Rochester, 2013).
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Sekil 1.2. Bisfenol A’nin (BPA) kimyasal yapis1 (Yurteri, 2018).

Tiiketim mallar1 ve emtialarinda yaygmn kullanimi1 nedeniyle BPA, cevrede hemen
hemen her yerde ve insanlarda pek ¢ok dokuda bulunur (Crain vd., 2007; Becker
vd., 2009). BPA’nm yasadigimiz ¢evrede birgok yerde bulundugu (6r. yiizey ve atik
sulari, cokeltiler ve biota) tespit edilmistir (Belfroid, Velzen, Horst vd., 2002;
Arditsoglou ve Voutsa, 2010; Navarro-Ortega ve Barcelo, 2011).

BPA, polikarbonat plastiklerin, metal kutular1 kaplamak igin kullanilan epoksi
recinelerin iiretiminde; oyuncaklar, su borulari, igme kaplari, gézlik camlari, spor
guvenlik ekipmanlari, dis monomerleri, tibbi ekipman ve borular ve tiketici
elektronigi dahil olmak Uzere birgok plastik tiketici Grininde kullanilmaktadir

(American Chemistry Council, 2021).

1.2.1. BPA Maruziyeti

Yapilan ¢aligmalarda insanda, serum, idrar, plasental doku, gébek kordonu kani ve
anne sutinde BPA'nin yaygm olarak bulundugu bildirilmistir ve bu maruziyetin
kiresel dizeyde oldugu ortaya koyulmustur (Vandenberg vd., 2007; Rochester,
2013).

BPA’ya yaygin sekilde maruz kalinmasi ve buna bagl saglk etkileri konusundaki
endise, Kuzey Amerika ve Avrupa Birligi'nde BPA'nin iiretimi ve kullanimina iliskin
dizenlemeler yapilmasi ihtiyacini dogurmustur. Kanada Hikimeti 2010 yilinda,
BPA igeren polikarbonat biberonlarm ithalatin1 ve satisimni yasaklamistir (Chen,
Kannan, tan vd., 2016).



BPA’nin giinliik hayatta yaygin olarak kullanilmas1 nedeniyle; agiz, solunum ve deri
gibi cesitli yollarla BPA’ya maruziyet s6z konusu olmaktadir (Rochester, 2013;
Konieczna, Rutkowska ve Rachon, 2015). BPA’ya maruz kalmanin ana kaynaklar1
arasinda gida ambalaji ve tozu, dis malzemeleri, saglik ekipmanlari, yazar kasa ve
pos cihazlarinda kullanilan termal kagitlar, ¢ocuklar ile bebekler i¢in oyuncaklar ve
esyalar bulunur. Gida 0rtinleri BPA maruziyetinin baslica kaynagidir (Geens,
Goeyens, Kannan vd., 2012; Konieczna vd., 2015). Daha diisiikk pH ve daha yiiksek
yag igerigine sahip yiyecekler daha yiiksek BPA konsantrasyonlar1 igermektedirler
(Munguia-Lopez, Peralta, Gonzalez-Leon vd., 2002).

BPA, gida muhafazasi igin teneke kutu imalatinda ve kavanoz kapaklarinin i¢
kaplamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Teneke kutularda, gidanin metal ile
dogrudan temasini onlemek, kutunun termal kararligini ve mekanik dayanikliligimi
saglamak i¢in kullanilan kaplamalar en ¢ok epoksi recinelerden yapilmaktadir. Her
yil dretilen BPA’nin % 9’u teneke kutulardaki astar malzemesinin Uretimi igin
kullanilmaktadir (Cao, Corriveau, ve Popovic, 2010; Konieczna vd., 2015).
Sterilizasyon veya yiyecek hazirlama sirasinda tenekelerin 1sitilmasi, BPA’ nin teneke
kutu duvarmin epoksi kaplamasindan kutu icerigine sizmasina neden olmaktadir ve
bu nedenle BPA’ya diyetle maruz kalma potansiyelini artirmaktadir (Cooper, Kendig
ve Belcher, 2011). Bu nedenle BPA’ya diyetle maruz kalmada en 6nemli kaynak
konserve gidalardir. Bunun yaninda hayvanlar BPA ile bulagik, BPA bulunan kirli
bolgelerde yetistirildiginde veya bu gibi sulardan igtiginde hayvansal iiriinler olan et,
sit ve yumurta gibi taze yiyeceklerde de BPA bulunabilmektedir (Van Landuyt,
Nawrot, Geebelen vd., 2011). Ayrica karton kutularda depolanan gida {iriinlerinde de
BPA varlig1 tespit edilmistir (Oldring, Castle, Mahony vd., 2014).

BPA’ya laminant yer dosemesinden, epoksi regineleri igeren yapistiricilardan,
boyalardan ve ev elektronik ekipmanlarinin tozlarindan maruz kalmabilmektedir
(Hanaoka, Kawamura, Hara vd., 2002). BPA, 56 toz 6rneginin % 95’inde tespit
edilmigtir, konsantrasyonlar 6rnek basma 0,8 mg ila 10 mg arasinda degismektedir
(Ma ve Sassoon, 2006; Geens, Roosens, Neels, H vd., 2009). Cok sayida mobilya ve
elektronik cihaz bulunan ofisler ve laboratuarlardan gelen toz érneklerinde de daha
yuksek degerler tespit edilmistir (Calafat, Ye, Wong vd., 2008). Toplam BPA
maruziyetinin % 5’inden daha azmnin tozlar araciligiyla oldugu tahmin edilmektedir

(Geens vd., 2012).



Dis malzemeleri, kontakt lensler, problar, inhalerler, intravendz kantiller, kateterler,
neonatal inkibatOrler veya hemodiyaliz aparatlar1 gibi polikarbonat veya polisiilfon
plastiklestiriciler igeren bazi tibbi cihazlardan BPA salinabilmektedir (Haishima,
Hayashi, Yagami vd., 2001; Calafat, Weuve, Ye vd., 2009; Geens vd., 2012).

BPA ayrica yazar kasa ve POS (Point of sale — satis terminali) cihaz1 olarak da
bilinen 6deme kart1 terminallerinde termal baski ic¢in kagit Uretiminde de
kullanilmaktadir. Bu sekilde BPA’ya maruz kalma, yikanmamis ellerin dogrudan
agiz ile temasi1 yoluyla ve ayrica transdermal olarak da meydana gelmektedir (Geens
vd., 2012). Ug¢ yasin iizerindeki kisilerde BPA’ya maruz kalmanin diyetten sonra
gelen en yaygin nedeninin bu termal kagitlar ile temas neticesinde transdermal yolla

oldugu bildirilmistir (EFSA 2015).

BPA’ya uzun siireli maruziyet, giin i¢inde birka¢ saat agiza konulabilen oyuncak
bebekler, dis kasiyicilar1 gibi bebekler ve kiigiik ¢ocuklara yonelik {iriinlerle temastan

da kaynaklanabilmektedir (Konieczna vd., 2015).

1.2.2. BPA Maruziyeti le Ilgili Saghk Riskleri

BPA’nin ¢evresel bulunusunu, insan maruziyetini ve toksisitesini arastiran ¢ok
sayida calisma vardir (Chen vd., 2016). In vitro deneylerde ve laboratuar hayvan
caligmalarinda BPA’nin Ureme ve gelisme, sinir aglari, kardiyovaskiler, metabolik
ve bagisiklik sistemleri lizerindeki olumsuz etkileri ortaya konulmustur (Crain vd.,

2007; Richter vd., 2007).

Fenolik yapis1 nedeniyle BPA d&strojen reseptorleri ile etkilesime girmektedir.
Endokrin reseptoriine (ER) bagh sinyal yolaklar1 araciligiyla agonist veya antagonist
olarak hareket etmektedir (Ma ve Sassoon, 2006). Bu nedenle, BPA’nin kadin ve
erkeklerde infertilite, erken ergenlik, meme ve prostat kanseri gibi hormona bagl
tiimorler, polikistik over sendromu (PCOS) ve ¢esitli metabolik bozukluklar dahil
olmak Uzere birgok endokrin bozuklugun patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir
(Diamanti-Kandarakis, Bourguignon, Giudice vd., 2009).
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Sekil 1.3. BPA maruziyet sebepleri ve etkiledigi sistemler (Chen vd., 2016).

Idrarda BPA konsantrasyonun artmasinin, ejakiilatta sperm sayisinin azalmasi, sperm
motilitesi ve canliliginda azalma ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Li,
Zhou, Miao vd., 2011; Skakkebaek, Toppari, Soder vd., 2011). BPA'nin disilerde ve
erkeklerde fertilite Uzerine olumsuz etkileri bulunmaktadir. BPA bu etkisinin
hipotalamustaki &strojenik aktivitesi nedeniyle GnRH (gonadotropin salgilatici
hormon) uyarimi iiretecinin islevini bozarak FSH ve LH'nin yeterli salgilanmasini

bozmasindan kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Eagleson, Gingrich, Pastor vd., 2000).

Hayvan deneylerinden elde edilen veriler, BPA maruziyetinin erken ergenligin
nedeni olabilecegini gdstermektedir. Prenatal donemde gunde 2 mg/kg BPA’ya
maruz birakilan siganlarin yavru generasyonunun, kontrol grubuna goére ergenlige
girisinin daha erken oldugu goézlenmistir (Honma, Suzuki, Buchanan vd., 2002).
BPA’ya maruz kalma sonucu erken ergenlige girme, BPA’nin zayif Ostrojenik
aktivitesinin, pozitif geribildirim mekanizmasi yoluyla GnRH salgisinin uyarimini
aktive ederek hipofiz LH ve FSH sekresyonunda artisa neden olmasindan

kaynaklanmaktadir (Paulose, Speroni, Sonnenschein vd., 2015).

Obezite, ardinda yatan nedenlerden birinin BPA oldugu gosterilen metabolik bir
bozukluktur. Farelerde yapilan g¢aligmalar, BPA gibi endokrin bozucu kimyasallara
dogum Oncesi maruz birakilma ile farelerde obezite goriilme sikligi, glukoz tolerans
ve lipid metabolizmasinin bozulmasi arasinda bir iliski oldugunu goéstermistir
(Newbold, Jefferson, W. ve Padilla-Banks, 2009). Giinde 10 mg / kg BPA’ya maruz

kalan farelerde, kontrol grubuna kiyasla daha yuksek plazma trigliserid



konsantrasyonlar1 ve dort aylik yasta vicut agirhgmda hizla artis gorilmiistiir
(Rutkowska ve Rachon, 2014). Legeay ve Faure (2017), BPA’nin adipogenez, lipid
ve glikoz metabolizmalarinda diizensizlik ve seliilit olusumuna neden olarak obezite

patofizyolojisinde rolii oldugunu gostermistir.

1.2.3. BPA ve Bagirsak

Bagirsak, besinlerin sindirimi ve emilimi i¢in dnemli organ sisteminin bir bolimiidiir
(Feng vd., 2019). Ince bagirsak, sindirim ve emilim islevi goriirken, patojenlere ve
toksik maddelere karsi koruma saglamaktadir. Bagirsak epitel biitiinliigii, bagirsagin
fonksiyonunu tam anlamiyla yerine getirebilmesi igin bagirsak liimeni ile viicudun i¢
kismi arasinda temel bir bariyer gorevi gordigii icin 6nemlidir. (Odenwald ve
Turner, 2017). Bagirsak epitel biitiinliigii siirekli hiicre yenilenmesiyle korunurken,
diizensiz hucre yenilenmesi bagirsak mukozal bariyer fonksiyonuna zarar
verebilmektedir (Barker, 2013).

Bagirsak mukozasi, bagirsak liimeninde bulunan toksik maddeler de dahil c¢esitli
oksidatif stres etkenlerine maruz kalabilmektedir (Taniguchi vd., 2015). Hicre ici
reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikmesi, bagirsak epitel hiicre yenilenme bozuklugu,
bariyer bozulmalari, gastrointestinal kanser turleri, inflamatuar bagirsak hastaligi
(IBD) ve enterokolit gibi cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Rezaie vd., 2007;
Bhattacharyya vd., 2014). Bu nedenle, bagirsak sagligin1 korumada bagirsak epitel
biitiinliiginii ve hicresel redoks homeostazin1 korumak onemlidir (Okumura ve
Takeda, 2017).

Bagirsak ayn1 zamanda viicuda giren eksojen toksik maddelere kars1 sinirdir (Qu vd.,
2018). BPA’nin bagirsakta morfolojik ve islevsel bozukluklar ile iliskili oldugu
bilinmesine ragmen (Zhao vd., 2019), bagirsak mukozasi homeostazin1 ve islevini

bozma mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir (Jiao vd., 2020).

Bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyi, bagirsagin kimyasal bariyerini olusturan kalin
bir mukus tabakasi ile kaplhdir (Garrett, Gordon ve Glimcher, 2010). Mukus tabakasi,
patojenlere karsi ilk savunma hattidir (McGuckin, Linden, Sutton vd., 2011). Feng ve
arkadaglar1 (2019), farelerde diyetle BPA alinmasmin kolonun tim uzunlugunca
dagilmis olan epitelinde bulunan ve mukus tabakasi Uretimini saglayan goblet

hicrelerinin sayisinda 6nemli 6lgtide azalmaya neden oldugunu gostermistir.
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Sekil 1.4. Diyetle BPA aliminin kolon bariyerine etkisi (Feng vd., 2019'den
uyarlanmustir).

Diyetle BPA alimida kolonik kimyasal ve fiziksel bariyerin bozuldugu, biyolojik
bariyerin degistigi ve sonucunda kolon gecirgenliginin artti1 gézlenmistir (Feng vd.,

2019).

Jiao ve arkadaglar1 (2020), BPA’ya diyetle maruz kalinmasinin mitokondri
islevlerinde bozulma, ROS-JINK/MAPK yolu aktivasyonu ve bunun sonucunda
bagirsak immin bozukluklar: ile birlikte epitel hiicre yenileme bozukluklarmin
olusmasina, boylelikle bagirsaklarda fiziksel bariyer sisteminin bozulmasina yol

acabilecegini gostermistir.

Ovariektomi yapilmis ve oral yol ile giinde 5 mg/kg ve 50 pg/ kg BPA verilen
sicanlarda kolon dokusunda bagirsak epitel hiicreleri arasinda baglant1 proteinleri
olan okludin ve JAM-A (birlesme adezyon molekiilii) proteinlerine kolon dokusunda
protein ekstraksiyonu yapilarak bakilmis ve anilan protein seviyelerinde BPA dozuna
bagli artis saptanmustir. Ayni c¢alismada diisik doz BPA’ya maruz kalmanin
ovariektomi yapilmis ergin disi ratlarda bagirsak ge¢irgenligini azalttig1 sonucuna da

ulasilmistir (Braniste, Jouault, Gaultier vd., 2010).

Otsuka ve arkadasglar1 (2012), giinliik 20 mg/kg BPA uygulamasinin, gebe farelerin
duodenum ve ileum’unda okliidin ve JAM-A’nin mRNA ekspresyonlarm arttirdigini
gozlemlemistir. Bu sonuglar 20 mg BPA uygulamasmm Kkalsiyum iyonu
absorbsiyonunun daha 6dnemli oldugu gebelerde kalsiyum iyonu emilimini azalttigini,
serum kalsiyum diizeyini diisiirdiiglinii, gézlenebilen hi¢bir yan etki gostermeyen
dozda (NOAEL) (5 mg/kg vicut agirhgi/giin) altinda (2 mg/kg/gin) BPA
uygulanmasmm ise gebe farelerde serum Ca duzeylerini etkilemedigini

gostermektedir.
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Malaise ve arkadaslar1 (2017), perinatal yasamlari boyunca BPA’ya maruz kalan
farelerin, erken eriskinlik doneminde bagirsak mukozasinda mikrobiyata dengesinin
bozulmasi sonucunda immin homeostaz bozukluklar1 ve glikoz toleransinda
degisiklik gergeklestigini, bu sorunlarin yaslanmayla beraber obezite gelisimine

neden olan onciiller oldugunu gostermistir.

Braniste ve arkadaslar1 (2010), zayif Ostrojenik aktivitesine ragmen, referans
dozlardaki BPA’nin (NOAEL 5 mg/kg/g; Tolere edilebilir giinliik alim (TDI) 50
ug/kg/g) epitel bariyer fonksiyonunu etkiledigi ve endokrin reseptorlerine baglanarak
viseral nosiseptif yanit1 arttirdig1 bulunmustur. Ayrica, bagirsak bariyerinin perinatal
gelisiminin, BPA’nin bagirsaktaki endokrin bozucu etkileri i¢in kritik bir pencereyi
temsil ettigini ve yetigskinlikte siddetli kolonik inflamasyon gelistirmek igin disi

yavrularda bir risk faktorii olabilecegini gostermistir.

1.3. Apopitoz

Canli hiicre 6liimleri iki ayr1 mekanizma ile ger¢eklesir. Bu mekanizmalar apopitoz
ve nekrozdur. Nekroz; asir1 1s1 degisiklikleri, hipoksi, toksinler gibi hiicre digindan
gelen fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hticre 6limudar
(Oztirk, 2002). Apopitoz programlanmis hiicre 6liimii veya hiicre intihar1 olarak
tammmlanmustir  (D'Arcy, 2019; Celepli, Bigat ve Celepli, 2020). Yaslanmis,
fonksiyonunu yitirmis, fazla tiretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli
hlcrelerin, organizma igin giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programl1 hiicre &liimleri apopitoz olarak adlandirilir (Oztiirk,

2002).

Apopitoz sozciigii ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan morfolojik
olarak farkli bir hiicre 6liimii tipini tanimlamak icin kullanilmistir (Kerr, Wyllie ve
Currie, 1972). Yunancada 'apo' ayri, 'ptosis' diisen anlamindadir. Apopitotik hiicre
olimandn ilk biyokimyasal kaniti1 ise 1983 yilinda Duke ve arkadaslarinin, jel
elektroforezi ile apopitozda endoniikleazlarin aktive olarak DNA kiriklarina neden

oldugunu gostermesi ile saglanmustir (Oztiirk, 2002).

Apopitozun nedenleri antineoplastik ilaclar, yiiksek glukokortikoid duzeyi,
radyasyon, buyume hormon eksikligi, insan bagisiklik eksikligi virlsti (Human

Immunodeficiency Virus- HIV), hiicre yaslanmasi, timor hticreleri, sitotoksik T
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lenfositler, 6lim reseptorleri ailesine ait bir membran proteini olan Fas ve tumor
nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) reseptor aktivasyonu ve ¢ok siddetli olmayan
oksidatif stres olarak siralanabilir (D'Arcy, 2019; Celepli vd., 2020).

Apopitoz morfolojik olarak etrafindaki hale ile mikroskopta kolayca tanimlanabilir
(Adamkov, 2019). Hiicre kiigililiir ve membrani bozulmamistir. Ancak membranda
kabarcik olusumu gibi morfolojik degisiklikler gézlenir. Kromatin niikleer membran
cevresinde yogunlasir ve toplanir (Elmore, 2007). Organellerde parg¢alanma yoktur.
Apopitoz siirecinin sonunda hiicre organelleri morfolojik olarak membran ile kaph

kiglk apoptotik cisimciklere donusiirler (Celepli vd., 2020).

Apopitoz enerjiye bagimh ve fizyolojik bir olaydir (Adamkov, 2019). Apopitoz i¢in
biyokimyasal olarak adenozin trifosfat’a (ATP’ye) ihtiyag¢ vardr. DNA
(deoksiribonukleik asit) pargalanmasi pre-litik dénemde gerceklesir ve
interniikleozomal alanlarda 180 kilo baz (kb) ¢iftinin katlar1 olacak sekilde mono ve
oligonukleozomlara ayrilir. Apopitozda tek tek hicre olumleri gergeklesir ve

enflamasyon gézlenmez (Fink ve Cookson, 2005).

Apopitoz fizyolojik ve patolojik olarak meydana gelebilir (Celepli vd., 2020). insan
vicudunun gelisiminde ve embriyogeneziste fizyolojik apopitoz kilit rol oynar.
Embriyogeneziste gerceklesen apopitoza ornek olarak fetusun el ve ayak parmaklar1
arasindaki dokunun apopitozu verilebilir (Oztiirk, 2002). Menstriiel siklusta
endometriumun doékilmesi de apopitoz ile olmaktadir. Apopitoz, yara iyilesmesi
sirasinda enflamatuvar hucrelerin (6zellikle l6kosit) 6lima icin de gereklidir
(Elmore, 2007). Apopitoz; radyasyon ve sitotik ilaglarin alimi1 sonrasinda gelisen
DNA hasari, yanhs katlanmus proteinlerin birikimi ve apopitozun mitokondriyal
yolunu aktive eden viral enfeksiyonlar sirasinda da goriilebilmektedir (Celepli vd.,

2020).

1.3.1. Apopitoz Yolaklar:

Fizyolojik ve patolojik apopitozda baslica 5 farkli yolak kullanilmaktadir. Metabolik
ve hipoksik stres ile tetiklenen intrinsik (i¢) yolak ve 6liim ligandlar1 olarak bilinen
Fas-L veya timor nekroz faktori-a (TNF- o) gibi dis uyaranlar ile tetiklenen
ekstrinsik (dis) yolaklar bunlarin en yaygm bilinenlerdir (Sekil 4.1). Bunlarin
digindaki yolaklar; kaspazin dogrudan aktivasyonu ile granzim-B yolagi, DNA
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fragmantasyonu ile baglayan granzim-A yolagi ve DNA hasar1 tizerine timdr protein

53 (p53) ile aktive olan kaspaz 2 bagimli yolaktir (Grilo ve Mantalaris, 2019).

1.3.1.1. Intrinsik Apopitoz

Intrinsik apopitoz, mitokondriyal hasar, endoplazmik retikulum stresi, iyonlastirici
radyasyonun neden oldugu genotoksik hasar, onkojene bagli hiuicre Olumd, asiri
mutajenik stimilasyonlar veya biylme faktoru gibi bazi uyaricilarin yoklugunda

aktive olur (Singh, Letai ve Sarosiek., 2019).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar
Oliim Reseptorleri Mitokondriyal Yolak

<>
/ APAF -1
9

l

APAF-1

Kaspaz 9

Hiicresel Hedefler <+—— m APOPTOZOM

Sekil 1.5. Intrinsik ve ekstrinsik apopitotik yolaklar (Celepli vd., 2020).

(BID: BH3 etkilesim alan 6liim agonisti (BH3 interacting-domain death agonist); APAF1: Apoptotik
peptidaz aktive edici faktor 1 (Apoptotic protease activating factor 1); DISC: Olime neden olan sinyal
kompleksi (Death-inducing signaling complex).
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Sekil 1.6. intrinsik apopitotik yolak. BCL-2 ailesi proteinleri etki mekanizmas.
(Celepli vd., 2020).
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1.3.1.2. Ekstrinsik Apopitoz

Ekstrinsik apoptotik yol; dogal oldirict (Natural killer - NK) hucreler, aktive
edilmis T lenfosit hucreler ve makrofajlarin hedef hiicrenin zarindaki 6lim
reseptOrlerine baglanmasi ile baglatilir. Tumor nekroz faktor (TNF) ve yag asiti
sentetaz reseptor (FasR) diizenleyici proteinlerdir. Komplementer 61im aktivatorleri
olan timor nekroz faktor alfanin (TNF-a) ve yag asiti sentetaz ligandi (FasL)
baglanmas1 ile prokaspaz-8, kaspaz-8’¢ doniisiir. Bu sekilde kaspaz kaskadi
aktivasyonu baslatilmis olur (Choo, Loh ve Chen, 2019).

TNF

TNFR-1
Reseptorleri

Plazma Membrani

Oliim Bolgesi

Pro-kaspaz 8

Apoptotik Yolak  Sinyal Yolag:

Sekil 1.7. Ekstrinsik apopitoz yolaginda TNF-a ve TNFR-1 reseptor.

FADD: Oliim etki alanina sahip Fas ile iliskili protein (Fas-associated protein with death domain),
TRADD: TNF reseptoru ile iligkili 6ldiirticii bolge (Tumor necrosis factor receptor type 1- associated
death domain), TRAF-2: tiimér nekroz faktorii reseptorii ile iliskili faktor 2 (tumor necrosis factor
receptor- associated factor 2) (Celepli vd., 2020).

Db b sssssesa
DD DD DD

FADD

Pro-kaspaz 8

Sekil 1.8. Ekstrinsik apopitoz yolaginda Fas/FasL. (Celepli vd., 2020).

DD: Oliim bélgesi (death domain); DED: Oliim efektor alani (death effector domain).
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Oliim ligandlar1 arasinda TNF ile iliskili apopitozu indiikleyen ligand (TRAIL),APO-
3/APO-2 ligandi, FasL ve TNF-a sayilabilir. FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1 bu sinyal
yolunda en iyi bilinen reseptdr-ligand cifteridir. TNF reseptori ile iligkili 6liim alani
(TRADD) ve Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) molekiilleri adaptor proteinler olarak
olim reseptorlerine alinir. Prokaspaz 8 ve 10 6liime neden olan sinyal kompleksi
(DISC) olusturmak i¢in adaptor proteinlere baglanir. Bu kompleks yapi1 kaspaz 8 ve
kaspaz 10’u aktive eder. Ydurltucl kaspazlar olan kaspaz 3, 6 ve 7, aktive olan
kaspaz 8- 10 tarafindan aktive edilir. Kaspaz 3,6 ve 7 aktive edilmesiyle, hiicre
olimine yol acan proteinlerin ve hiicre iskeletinin imhas1 baglamig olur (Pfeffer ve
Singh, 2018). Kaspaz-8 kaspaz-10’dan farkli olarak, BH3 etkilesim alan1 6lim
agonistini (BID) parcalayarak mitokondriden sitokrom C salinimina neden olur ve
intrinsik yolu aktive eder (Choo vd., 2019).

1.3.1.3. Kaspazlar

Kaspazlar (CASPASE: Cysteine Aspartate Specific ProteASES) apopitozda énemli
roli olan sistein proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar iki gruba ayrilmaktadir.
Birinci grup kaspazlar; bir sinyale tepki olarak ilk etkinlestirilen baslatici kaspazlar
(initator caspase) (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) iken ikinci grup kaspazlar; apopitozun yikim
asamasini gerceklestiren uygulayici kaspazlardir (executioner caspase) (kaspaz 3, 6

ve 7) (Boice ve Bouchier-Hayes, 2020).

Baglatic1 kaspazlar, N-terminal pro-alanlar1 icerirler ve kendi kendilerini aktive
edebilirler. Uygulayic1 kaspazlar, aktif baglatici kaspazlar 8, 9, 10 tarafindan aktive
edilerler. Kaspaz- 2 ise hem baslatict hem de uygulayici kaspazdir. Ayr1 olarak
kaspaz-2, uygulayici kaspaz- 13 ile substrat ozelliklerini paylastigi i¢in uygulayici
kaspaz olarak smiflandirilabilmektedir (Voskoboinik, Whisstock ve Trapani, 2015).

Uygulayici kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive edildiklerinde; DNA fragmantasyonu,
niikleer proteinlerin imhasi, endoniikleaz aktivasyonu, fagositik hiicreler i¢in ligand
ekspresyonu ve apopitotik cisimlerin  olusumu gergeklesir (D'Arcy, 2019).
Performin/granzim yolu ile wuygulayici kaspazlarmm aktivasyonu dogrudan
baslatilabilir (Voskoboinik vd., 2015). Uygulayic1 kaspazlar1 arasinda bulunan
kaspaz-6, kaspaz- 3 ve kaspaz- 7’den daha az belirgin bir role sahiptir (Graham,

Ehrnhoefer ve Hayden, 2011; Pefia-Blanco ve Garcia-Séaez, 2018).
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1.3.1.4. Granzim

Granzim, lenfositlerin (NK) yabanci hicreleri 6ldirme islevinde rol alan serin
esteraz enzimidir yani sitolotik bir mediatérdiir. insan viicudunda A, B, H, K, ve M
olmak (zere 5 tip granzim bulunmaktadir. Proapoptotik proteinlerin en guclisu
granzim B’dir. Granzim, hicre membraninda perforin tarafindan olusturulan
gozeneklerden girer. Ardindan BID granzim tarafindan aktif membran hedefli 6lim
ligandina (tBID) doniistiiriiliir. tBID BAK/BAX (BCL-2 antagonisti ldtrici/BCL-2
iliskili X proteini) oligomerizasyonunu ve sitokrom C’nin mitokondriden sitozole
gecisini kolaylastirarak apopitozu baslatir (Barman, Kumar, Saha vd., 2018).
Kaspaz- 3 ve kaspaz- 7, granzim B tarafindan dogrudan aktive edilir, uygulayici
yolag1 harekete gecirilerek apopitoz baslatilir (Kim-Campbell, Gomez ve Bayir,
2019). Granzim-B’nin mitokondriye girmesi ile Nikotinamid Adenin Dinukleotid
(NADH) ayrilarak mitokondriyal solunum zincirinin [elektron tasima zinciri (ETZ)]
bozulmasi gerceklesir. Granzim-B’nin reaktif oksijen radikallerinin Uretilmesini
saglayarak apopitotik hiicre 6luminde etkili oldugu gosterilmistir (Adrain, Murphy
ve Martin, 2005).
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Sekil 1.9. Apopitoz 6zet (Celepli vd., 2020).
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1.3.2. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Ydntemler

Apopitoz saptamak ic¢in gelistirilen ¢esitli yontemler vardir. Apopitoz teriminin ilk
kez kullanildigi 1972 yilinda, hicrenin morfolojik gorinimiine gore Kkarar
verilmistir. Ancak glnlimizde apopitoz, apopitoza 0zgl oldugu bilinen bazi

aktivasyonlarin molekdler diizeyde belirlenmesi ile de saptanabilmektedir.

Apopitoz ilk kez 80’li yillarin sonlarina dogru DNA kiriklarinin saptanmasina
yonelik yontemler ile morfolojik verilere dayanarak belirlenmistir. Apopitoz, 90’I
yillarin ortalarinda apopitotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestiginin bulunmasi ile
kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlar ile apopitoz saptanmistir.
Fosfotidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle 90’11 yillarin sonunda
saptanirken; apopitotik epitelyal hiicrelerde kaspaz aktivitesi ile kirilan bir protein
olan kreatin 18’in kirildiktan sonraki 0zglin formunu saptayan antikorlarin
kullanilmas1 ile 2000’11 yillarin baslarinda daha spesifik bir yontemle saptanmaya

baglamistir (Kanoh, Takemura, Misao vd., 1999; Watanabe, Toyoda, Okuda vd.,
1999; Vairetti, Ferrigno, Bertone vd., 2005).

1.3.2.1. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Morfolojik Yontemler
I. Isik mikroskobu kullanimi

-Hematoksilen-ezoin boyama

Apopitoz da hiicre niikleusundaki kromatin yogunlasarak niikleuslarinin periferinde
toplanmaktadir. Hemotoksilen boyasi bu kromotini boyadigi icin HXE ile boyanan ve
151k mikroskobunda incelenen Ornekler ile hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kromatinin
kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, hiicre kiigiilmesi veya
sitoplazmik kicilme, nukleusun kigilmesi veya parcalara bolinmesi seklinde
degisiklikler gozlenmektedir (Giiles ve Eren, 2008).
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Sekil 1.10. Apoptotik hiicreler (oklar) (HXE boyama)(Giiles ve Eren, 2008).
- Giemsa Boyama

Giemsa ile boyamada, apoptotik hicreler nukleus morfolojisi esas alinarak taninir.
Hematoksilen boyamaya gore sitoplazma sinirlar1 daha iyi segilebilmesine ragmen

belirgin bir tstiinligii yoktur (Giiles ve Eren, 2008; Erdem, 2013).
I1. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi

Floresan mikroskopi, Hoechst boyasi, 4,6-diamidine-2’-phenylindole (DAPI),
akridin orange, etidyum bromdr, propidium iyodulr, fluorescein isothiocyanate
(FITC) gibi floresan maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir.
Floresan boyalar, niikleustaki DNA’ya baglanarak gorinir hale getirirler. Hiicre
kiiltiirli ¢caligmalarinda canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak tanirlar.
Canli veya 0lii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (Hoechst boyasi gibi) ile yalnizca
oOlii hiicreleri boyayabilen baska bir boya (Propidium 1yodor gibi) canli ve 6lii hiicre
ayrimini yapabilmek icin beraber kullanilir. Bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canh
oldugu anlagilabilirken, 6lii hiicrelerin apopitozla veya nekroz ile 6liip 6lmediklerinin
ayrimi, nukleus morfolojisine bakilarak yapilir. Cekirdek kirillamasi veya kromatin
yogunlagmasi olan hiicrelerin apopitotik hiicreler olduklarni diisiindiiriir (Gtiles ve

Eren, 2008; Erdem, 2013).
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Sekil 1.11. Hoechst boyama (N, Normal hiicreler, A, Apopitotik hiicreler) (Giiles ve
Eren, 2008).

I11. Elektron mikroskobu

Morfolojik degisikliklerin en gergek¢i sekilde izlendigi bir yontemdir. Kromatin
kirilmasi ve yogunlagmasi, sitoplazmada kiigiilmenin izlenmesinin yaninda hiicre zar1
ya da nikleus membraninin biitiinliginiin bozulup bozulmadigi, mitokondrinin

durumu gibi hiicre ici detaylar da incelenebilmektedir (Erdem, 2013).
IV. Faz kontrast mikroskobu

Bu mikroskop hicreyi veya hicre toplulugunu incelemek amaciyla, sadece
hicrelerin kultir ortammda kullanilir (Erdem, 2013). Substratumdan ayrilarak
besiyerinde yuzmeye baslayan Olu hicreler, faz kontrast mikroskobu ile
gOzlenebilirler fakat faz kontrast mikroskobu ile mitoza giden hicreler de
gbzlenebilir bu da apoptotik hiicrelerin erken evredeki goriintiileri ile karigabilir,
ayrimlar1 ¢ok zordur. Apoptotik hiicrelerin iizerinde gelisen cepcikler (blebs) faz

kontrast mikroskobu ile izlenebilir (Giiles ve Eren, 2008).

1.3.2.2. Apopitozun  Belirlenmesinde  Kullamlan  immunohistokimyasal

Yontemler
I. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde bulunun fosfatidilserin (PS), hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
bulunan membran lipidlerinden biridir. Hiicre apopitoza gittiginde i¢ yiizdeki PS
molekilleri hiicre zarmin disma transloke olurlar. Bu durum apoptotik hiicre
oliminin erken dodneminde meydana gelir. Anneksin V, fosfatidilserine
baglanabilen bir proteindir. Hiicre zarmin digina transloke olan PS’ye baglanabilen

anneksin V, FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre gorinar
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hale getirilebilir (Kopman, Reutelingsperger, Kuijten vd., 1994; Bratton, Fadok,
Richter vd., 1997; Gatti, Belletti, Orlandini vd., 1998).

[1. TUNEL Yontemi

Bu yontem DNA kiriklarmin in situ olarak tanmmasini saglar (Gavrieli, Sherman, Y.
ve Ben-Sasson, 1992; Kressel ve Groscurth, 1994). Kiltlrd yapilmis sollisyon
halindeki veya "plate"lere ekilmis ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde,
donmus Kkesitlerde, parafin bloklarda apopitozun varligt TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transpherase- mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end
labelling) yontemiyle saptanabilir (Erdem, 2013). DNA polimeraz veya Klenow
fragmenti  kullanilarak,  apoptotik  pargalanma  sonucu  DNA  uglari
isaretlenebilmektedir. Fakat terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
yapilan isaretleme daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur (Giiles ve Eren,
2008).

Sekil 1.12. Karaciger dokusunda apopitotik hticreler (X) (Gtiles ve Eren, 2008).

[11. M30 Y&ntemi

Sitokeratin 18 (CK18) glanduler epitel hiicrelerinde bulunan ve tek kath tip 1
intermediate filament proteinidir. Cogunlukla karaciger, gogiis, akciger, prostat ve
kolon kanser tiplerinde eksprese edilirken, néral ve lenfoid hiicrelerde bulunmaz
(Caulin, Salvesen ve Oshima, 1997). M30 yonteminde, sitokeratin 18’in kaspazlarin
etkisiyle kirilmasi sonucu agiga ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore apoptotik hacreler belirlenir. Yalnizca
sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda kullanilmast mimkunddr. Bu dokular

epitelyal kaynakli dokulardir (Leers, Kolgen, Bjorklund vd., 1999).

20



IV. Kaspaz-3 Yontemi

Bu yontem ile yalnizca apoptotik hicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bu sebepten, c¢aligilan
dokuda apopitoza yol acan ajanin kaspaz-3’t kirip kirmadiginin ya da dokunun
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi gerekir. Bu bilinirse apoptotik hicreler bu
metodla tespit edilebilirler (Overbeeke, Steffens-Nakken, ve Vermes, 1998; Giiles ve
Eren, 2008).

1.3.2.3. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Biyokimyasal Yontemler
I. Agaroz Jel Elektroforezi

Apopitozda DNA, 180 baz ¢ifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan
kirildig: icin merdiven gorintusi (ladder pattern) olusur (Erdem, 2013).

Agaroz orta biiylikliikte ve biliyilk DNA molekiillerini elektroforezle ayirmak igin
kullanilan en yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak molekiillerin biiyiikliigiine baglh
olarak farkli (% 0,3-2 arasinda) agaroz konsantrasyonlar1 kullanilir. Biiylik DNA
parcalar1 i¢in diisiik, kiigiik DNA parcalar1 i¢in ise yiiksek agaroz konsantrasyonlari
kullanilarak nikleik asitlerin en iyi sekilde ayrilmalar1 saglanir. DNA’nin jelde
goriiniir hale gelmesi floresan bir boyanin DNA’nm iki zinciri arasma girerek 300
veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu floresan etki gostermesi ile
gergeklesir. Genellikle floresan bir boya olan ethidium bromide ile kullanilir ve UV
15181 altinda DNA pargalar1 goruntulenir (Carson ve Rbiero, 1993; Bortner,
Oldenburg ve Cidlowski, 1995; Giiles ve Eren, 2008). Agaroz jel elektroforezi
yontemi glvenilir sonuclar veren bir analiz yontemidir (Sereno, Holzmuller, Mangot
vd., 2001).

I1. "Western" Blotting

Immunoblotlama da denilen bu ydntem, bir proteinin ve bilyiikliigiinii saptamak icin
kullanilan nicel bir yontemdir. Istenilen proteine karsi yiiksek kalitede bir antikor
kullanimina bagl bir yontemdir. Hiicrede biriken protein miktarmi gosterir (Giiles ve

Eren, 2008).

Bu yontem ile apopitoza 0zgi, BCL-2 gibi bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarmin veya kaspaz-3 gibi proteinlerin kirilip kirilmadiklarinin saptanmasi

mumkdinddr. Bu yontem ile sitokrom C’nin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadigi da
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belirlenebilir. Sitokrom C tespitinde Once alt-fraksiyonlama yapilarak hticrenin
sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlar1 ayrilir. Sonrasinda, sitokrom C’nin
normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmedigi halde bu fraksiyonda

tespit edilmesi halinde hiicrelerin apopitoza gittikleri anlasilir (Giiles ve Eren, 2008;

Erdem, 2013).
1. "Flow" Sitometri

Pargacik 151k yayilimi analizi ile lazer kaynakli florometre bilesiminden flow
sitometre meydana gelir. Flow sitometre, disik ve dik acili 151k  yayilimi
kullanilarak, farkli molekiilleri, hiicreleri ve pargaciklar1 biiyiikliikk ve sekil olarak
ayrilabilir. FITC, 13- phycoerithrin ve rhodamine-GG gibi farkli 6zel floresan
isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla bu hiicreler, molekiller veya

parcaciklar isaretlenebilir (Giiles ve Eren, 2008).

Apopitozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yiizey proteini, floresan bir
madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak, flow sitometri yardimiyla saptanabilir.
Bu sayede apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kantitatif sonu¢ verebilmesi, uzun zaman
almamasi ve kolay uygulanabilir olmasi agisindan kullanishidir (Kockx, Muhring,

Knaapen vd., 1998; Overbeeke vd., 1998).

Flow sitometri uygulamasi ile Anneksin V ve floresan bir madde olan propidium
iyodiir kullanilarak apopitoz iki sekilde belirlenir (Kockx vd., 1998; Overbeeke vd.,
1998).

1.3.2.4. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Immunolojik Yontemler
I. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA testi, apopitozun belirlenmesinde kullanilan, serolojik tani yontemlerinden
biridir. Spesifik, ¢abuk sonuc¢ veren ve duyarl bir testtir (Gililes ve Eren, 2008).
ELISA ile kan plazmasinda ve Kultlrl yapilmis hlcre popiilasyonlarinda, DNA
fragmentasyonunu tespit etmek muimkindir. ELISA metodu ile ayrica apopitoz
belirteci olan M30 antijeni dizeylerinin dlcimi de mimkindur (Overbeeke vd.,
1998).

ELISA testinde, iki nikleozomal epitopa spesifik bir ¢ift monoklonal antikor, ELISA
pleytlerindeki sitoplazmik niikleozomlar1 belirlemek ve yakalamak igin kullanilir.

ELISA testi, agaroz jel elektroforez yontemi ile apoptotik DNA merdiveninin

22



belirlenmesinden daha duyarli ve ¢ok sayida drnegin test edilmesi agisindan daha

uygun bir analiz yontemidir (Salgame, Varadhachary, Primiano vd., 1997).
I1. Flourimetrik Y6ntem

Bu yontem, kiltirl yapilmis hicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde
kullanilir. Kaspazin antikorunun bulundugu "plate"lere hiicre lizatlarmin konulmasi
ile kaspaz molekiilleri tutulur. Ardindan ortama kaspazlarin pargaladigi ve kendisine
floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz
aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile dlgiilerek

kaspaz aktivitesi saptanir (Erdem, 2013).

1.3.2.5. Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Molekuler Biyoloji Yontemleri
I. DNA Microarrays (DNA Mikrodizileri)

DNA microarray teknolojisi yeni ve ¢cok pahali bir yontemdir. Ancak yakin gelecekte
tip pratigini radikal bir bigimde degistirme iddias1 tasimaktadir. Bu teknoloji ile ayni
anda ve kisa bir siirede, binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA’larmin)
tespiti mimkin olabilecektir. Bu sayede, apopitoza 0zgu hicre ylzey o6lim
reseptOrlerinin ekspresyon durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanag1 dogacaktir

(Erdem, 2013).

1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasinda dengenin bozulmasi, lipid
peroksidasyonu ve serbest radikal/reaktif oksijen iiriinlerinin agiga ¢ikmasi sonucu
organizmada hicre hasar1 olusumudur. Oksidatif strese karsi organizmanin savunma
sistemlerinin yetersiz kalmasi sonucunda, hiicrelerde gelisen oksidatif hasar
hiicrelerin fonksiyonlarini 6nemli 6lciide aksatir. Oksidatif stres, yaslanma siireci ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, sepsis, kanser, bobrek yetmezligi, dejeneratif ndrolojik
hastaliklar, infertilite, kas ve karaciger hastaliklar1 gibi birgok hastaligin

etiyolojinden ve patogenezinden sorumludur (Tabakoglu ve Durgut, 2013).

Aerobik organizmalarm metabolizma basamaklarinda, besinlerin oksijen kullanilarak
enerjiye donisiimii swrasinda oksijen molekilu indirgenir ve yan (rin olarak
superoksit, nitrik oksit, hidroksil ve lipid peroksit gibi serbest radikaller ve reaktif

oksijen turleri meydana gelir (Freeman ve Crapo, 1982). Serbest radikaller iki farkli
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sekilde siniflandirilir. Birincisi reaktif oksijen (reactive oxygen species-ROS)
tiirleridir. ROS olarak adlandirilan bu molekiiller; superoksit anyon radikali (O2 - ),
hidroksil radikalleri (HO- ), singlet oksijen (02), hidrojen peroksit (H202),
hipoklorik asit (HOCI), ozon (03), alkil radikali (R), peroksil radikali (POO- ),
perhidroksil radikali (HO2 - ), organik peroksit radikali (RCOO- ), alkoksil radikali
(RO- )’dir. ikinci grup radikaller ise reaktif nitrojen tiirleri (reactive nitrogen species-
RNS)’dir. RNS olarak adlandirilan bu molekiiller ise; peroksinitrit (ONOO- ) ve
nitrik oksit (NO- ) olup, vicudun normal metabolik reaksiyonlari sirasinda az
miktarda Uretilirler (Freeman ve Crapo, 1982; Halliwell, 1994; Gutteridge, 1995).

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olarak gruplandirilir. Endojen
faktorler; stres, yaslilik, kronik hastaliklar, egzersiz, enfeksiyon, malabsorbsiyon gibi
antioksidanlarin almmasini engelleyen durumlar olarak siralanabilir (Gutteridge,
1995). Ekzojen faktorler ise; hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara
dumani, ila¢ toksikasyonlari, solventler gibi ¢evresel faktorler, metalik katyonlar,
antineoplastik ajanlar, iyonize radyasyon, pestisidler, ultraviyole 1sinlar, ozon, diyet
olarak siralanabilir (Caylak, 2011).

Malondialdehit (MDA), ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren ¢oklu doymamis yag
asitlerinin bélinmesiyle kanda ve idrarda olusur. MDA (¢ karbonlu bir dialdehittir
ve lipid peroksidasyonun en dnemli 6lgilebilir gdstergelerinden biridir (Freeman ve
Crapo, 1982). Olusan MDA iyon transportu, deformasyon, hiicre ylizey bilesenleri
ve enzim aktivitesinin agregasyonu gibi zar 6zelliklerinin degismesine sebep olur

(Cighetti Duca, Bortone vd., 2002).

Organizmada serbest radikallerin olusturdugu hasar1 Onlemek igin, radikal
olusumunu engelleyen ve olusan zarari azaltan; antioksidan olarak bilinen cesitli
savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir (Vinson, Hsu, Possanza vd., 1994).
Antioksidanlar, hedef molekilin oksidasyonunu geciktirir ya da inhibe ederler
(Gutteridge, 1995). Antioksidan enzimler, serbest radikalleri tutarak veya yeni daha
zayif molekillere doniistiirerek aktivitelerini azaltirlar. Ayni zamanda serbest
radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirma/onarma seklinde de etki

gosterirler (Traber ve Packer, 1995).

Yapilarina gore enzimatik ve enzimatik olmayan, kaynaklarina gore endojen ve

ekzojen, ¢ozundrliklerine gore suda c¢ozlinenler ve yagda ¢Ozunenler, organizmada
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yerlesimlerine gore intraselluler ve ekstraselluler olarak farkli sekillerde antioksidan

smiflandirilmasi yapilmaktadir (Tabakoglu ve Durgut, 2013).

Toplam antioksidan durumu (TAS), tiim antioksidanlarm toplam etkisini yansitir.
Toplam oksidan durumu (TOS), vicut sivilarinda ve plazmada bulunan tim

oksidanlarin toplam etkisini yansitmaktadir (Aslan, Kutlu, Civi vd., 2014).

Hucrelerdeki enzim sistemleri, serbest radikallere karsi savunma sisteminde
antioksidan olarak oOncelikli etkiye sahiptir. Glutatyon peroksidaz (GSH- Px),
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) lipid peroksidasyonun baslamasmi ve
serbest radikallerin birikmesini 6nleyen en onemli enzimatik antioksidanlardandir
(Gutteridge, 1995; Valko, Leibfritz, Moncol vd., 2007). Alfatokoferol (Vitamin E),
askorbik asit (Vitamin C), vitamin D, glutatyon (GSH), p-Karoten (Vitamin A) ve
diger antioksidanlar ise enzimatik olmayan antioksidanlar1 olusturmaktadir.
Organizmanin yasamasi Ve sagligi i¢in antioksidanlarin miktarlar1 ve aktiviteleri

arasindaki denge gereklidir (Gutteridge, 1995; Valko vd., 2007).

Superoksit dismutaz (SOD) enzimi organizmada serbest radikallere karsi ilk
savunma islemini gergeklestirir. SOD, endojen olarak iiretilmektedir. Organizmay1
olusturan her hicre icgin esansiyel bir enzimdir. SOD, peroksinitrit olusumunu
engelleyerek ve hiicrede hasara yol acan siiperoksit radikalini daha az zararli hidrojen
peroksite ve molekiler oksijene doniistiirerek organizmayir oksidanlarin zararh

etkisinden korumaktadir (Tabakoglu ve Durgut, 2013).

GSH-Px ve CAT lipid peroksidasyona karsi korunma mekanizmasinda birincil
antioksidan enzimler olarak bilinirler. GSH-Px lipid hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksitin indirgenmesi sagladigi icin aktivitesinin azalmasi, hidrojen peroksitin
artmasma Ve siddetli hicre hasarma yol acar (Kehrer, 1993). Bitiin organlarda
bulunmasinin yaninda 06zellikle karacigerde ve eritrositlerde bulunan ve SOD
araciligiyla olusmus hidrojen peroksitin oksijen ve suya pargalanmasinda GSH-Px ile
birlikte CAT 6nemli bir enzim gorevi yapmaktadir. Oksidatif strese bagli olaylarda,
vicutta hicresel korunmada 6nemli rol oynayan GSH-Px ve CAT aktivitelerinde

degismelerin oldugu bildirilmistir (Gutteridge, 1995).

Glutatyon sistein, glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olusmus bir tripeptittir.
Diisiik molekiil agirligina sahiptir ve ¢oziinebilir en 6nemli antioksidandir (Kohen ve

Nyska, 2002; Valko vd., 2007). Hucre biitiinliigiiniin devamliliginda esansiyel bir
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bilesiktir ve hicre metabolizmasma katilir (Kehrer, 1993). Glutatyon serbest
radikallerin toksisitelerini dogrudan reaksiyona girerek disiirmektedir. Hidroksil
radikalleri ile singlet oksijenin temizlenmesinde yararli enzimatik olmayan bir
antioksidandir (Bucak, Satilmis, Kizil vd., 2010). Dogrudan serbest radikalleri
temizleyen glutatyon, GSH-Px ile birlikte enzimatik olarak etki gdstermesinin yani
sira, Koruyucu enzimlerin kofaktori olarak da islev gordr. Ayrica Onemli
antioksidanlarin (E ve C vitaminleri gibi) rejenerasyonunda da etkilidir (Valko vd.,
2007). DNA ve protein sentezinde, hicrelerde aminoasit transportunda da 6nemli
fonksiyonlara sahiptir (Bucak vd., 2010). GSH en ¢ok karacigerde sentezlenir ve
karaciger viicut GSH igeriginin en 6nemli kaynagidir. Safra ile yaklasik % 40’1
atilmaktadir (Kehrer, 1993).

GSH-Px ve E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayic1 etki
gosterirler. a, B, v ve 6 olarak adlandirilan dort tokoferol karisimi: E vitaminini
olusturur. o-tokoferol en yiiksek antioksidan etki gosterir (Vinson vd., 1994). Alfa-
tokoferol yagda ¢6ziinen ve membranlardaki lipoproteinleri oksidasyondan koruyan
ana antioksidan vitaminlerden birisidir. C vitamini bircok enzimin kofaktori
olmasmin yaninda gulcli indirgeyici aktivitesinden dolay1 en gicli suda eriyen
antioksidandir. Vitamin C lipid peroksidasyonunu onlemede, vitamin E’nin
organizma diizeylerinin azalmasmi dnleyerek yeniden kazanilmasini saglamaktadir
(Kohen ve Nyska, 2002). B-Karoten singlet oksijeni ve peroksil radikallerini
temizleyerek antioksidan etki gosterir (Tabakoglu ve Durgut, 2013). Beyin
epifizinden salgilanan bir hormon olan melatonin giiglii bir antioksidandir (Kohen ve

Nyska, 2002).

1.5. D Vitamini

Saglik i¢in gerekli oldugu bilinen D vitaminin birgok kaynagi mevcuttur. D vitamini,
diger vitaminlerle karsilastirildiginda viicudumuz i¢in ¢ok dnemli bir role sahiptir

(Laird vd., 2010).

1.5.1. D Vitamini Diyet Kaynaklari

Diyetteki iki ana D vitamini sekosteroidi, D2 vitamini (ergokalsiferol) ve D3
vitamini (kolekalsiferol)’dur. D2 vitamini bitki ve mantarlardan elde edilir ve

ergosteroliin 1sinlanmasi yoluyla Uretilir. D3 vitamini, 7-dehidrokolesterolden Uretilir

26



ve diyette yagh balik, balik yagi, yumurta ve st Urinleri igeren hayvansal
urunlerden elde edilir (Laird vd., 2010). Yapilan ¢ift kor, plasebo kontrolli bir
caligmada, iki izomerin etkinliginde 6nemli bir fark olmadigini bildirilmistir (Holick,

Biancuzzo, Chen vd., 2008).

D vitamini emiliminin % 75’inin etkili bir sekilde ileum ve jejunum’da gerceklestigi
One siirtilmistir (Bikle, 2007). Emilim, safra tuzu ve misel olusumuna da baghdir.
Bu nedenle Colyak veya Crohn hastaligi gibi malabsorbtif bozukluklarmn varligi

emilimi 6nemli 6lglide etkileyebilmektedir (Laird vd., 2010).

1.5.2. D Vitamini Sentezi, Metabolizmasi ve islevi

Ergokalsiferol (D2 vitamini), bliyuk 6l¢cide mantarlarda ve bazi bitkilerde bulunan
bir steroid olan ergosteroliin ultraviyole (UV) 1smlarina maruz kalmasiyla elde edilir
(Tripkovic, Lambert, Hart vd., 2012). Kolekalsiferol (D3 vitamini), 7-
dehidrokolesterolin, 290-320 np UV dalga boylarinda, hayvanlarin derisinde
previtamin D3’e UV 1smlamasi yoluyla ve ayrica bir termal izomerizasyon adima ile

sentezlenir (Laird vd., 2010).

D vitamini, D vitamini baglayic1 protein (DBP) tarafindan baglanir ve karacigere
tasiir (Holick, 2004). Karacigerde D vitamini, 25-hidroksilaz (CYP2R1) tarafindan
hidroksile edilerek hormon 25-hidroksivitamin D [25[OH]D3]%in dolasimdaki ana
formuna doniistiiriiliir (Laird vd., 2010). Hidroksillenmemis D vitamini karacigerde,
yag dokusunda ve kasta depolanir (Holick, 2006). DBP’ye baglanan 25[OH]D,
bobregin proksimal tibll hicrelerine tasinir. DBP bozulur ve 25[OH]D3, lo-
hidroksilaz (CYP27B1) tarafindan hormonun biyolojik olarak aktif formu olan 1,25
di-hidroksivitamin D3 [1,25[OH]2D3] (kalsitriol)’e hidroksillenir (Khosla, 2001).
Ancak bobrek, CYP27B1’in tek kaynagi degildir; kolon, beyin ve pankreas gibi
dokularda da saptanmis olup, hormonun farkli otokrin islevleri oldugunu
diisundurmektedir (Khosla, 2001). CYP27B1’in renal tibdller icinde, fibroblast
biyume faktori 23 (FGF-23) ve paratiroid hormonu (PTH) tarafindan kontrol
edilir. PTH la-hidroksilaz tiretimini uyarir, FGF-23 ise bir dizi geri bildirim yoluyla
bobrekte 1a-hidroksilaz Gretimini inhibe eder (Holick., 2006; Laird vd., 2010).
Hormon metabolize edildikten sonra kalsitroik aside dontistiiriiliir ve atilir (Laird vd.,
2010).
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D vitamininin birincil etkisi, ince bagirsakta artan kalsiyum emilimidir (Khosla,
2001; Holick, 2006). Hipokalsemi ile artan PTH salgilanmasi bobrekte 1,25[0OH]2
D3 dretimini uyarrr (Khosla, 2001). Hormon, bagirsak hicrelerinde D vitamini
reseptorii (VDR) ile etkilesime girer ve bagirsak hiicresinin ¢ekirdegindeki retinoik
asit x reseptori (RXR) ile kompleks olusturur (Holick vd., 2006; Laird vd., 2010).
Bu kompleks, hucrelere kalsiyum alimini artiran ve Kkalsiyumun bagirsaktan
emilimini artiran kalsiyum kanalinin (TRPV6 "bagirsaklarda kalsiyum emilimindeki
ilk adimda yer alan membran kalsiyum proteini") D vitaminine duyarl elementine
(VDRE) baglanir (Khosla, 2001; Holick, 2006). Ikinci olarak, osteoblastlar i¢inde, D
vitamini VDR ile etkilesime girer ve Niikleer Faktor k B Ligand1 i¢in Reseptor
Aktivatori'nun (RANKL) plazma membran ekspresyonunu arttirir. Preosteoklastlar
Uzerindeki Nukleer Faktor Reseptor Aktivatori (RANK), osteoblast lzerindeki
RANKL’1 baglar ve daha sonra preosteoklastlar1 bir osteoklast’a doniistiiriir. Bu
doniigiim, optimal fizyolojik araligi korumak i¢in kalsiyum depolarini kemiklerden
dolagima mobilize etmek igin hidroklorik asit gibi kimyasallar1 serbest birakir
(Khosla, 2001).
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Sekil 1.13. D vitamini metabolizmasi ve fonksiyonunun 6zet diyagrami (Laird vd.,
2010) 'dan uyarlanmustr.

Bagirsak
kalsiyum
emilimi

1.5.3. D Vitamini ve Bagirsak

Bagirsak epitel bariyeri, epitel hucreleri ve hicreler arasi baglantilardan
olusur. Bariyer, liimen ile i¢ ortam arasindaki makromolekiil aligverisini diizenler ve
bagirsakta ¢oziinen zararli maddelerin, mikroorganizmalarin, toksinlerin ve limen
antijenlerinin viicuda girmesini engelleyerek konagi korur (Watson, Chu, Sieck vd.,

2005). Bagirsak bariyer fonksiyonunun tehlikeye girmesi veya bozulmasi, zararl
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etkilere neden olur ve konagin liimen antijenlerine ve bakterilere maruz kalmasina

neden olarak enflamasyona yol acar (Fasano ve Shea-Donohue, 2005).

Bagirsak mukoza bariyerinin biitiinligli, mukoza epitelinin muazzam rejenerasyon
kapasitesi ile korunur. Bagirsakta bulunan kriptlerin tabaninda bulunan bagirsak kdk
hicreleri, hucre bolinmesi ve farklilasmasi yoluyla epiteli  yenilemekten
sorumludur. Bagirsak epitelinin dnemli Olglide hasar gdrmesinden sonra, yizey
epitelinin hizli bir sekilde yeniden olusturulmasi, epitelyal hiicrelerin tekrar yerlerine

konulmasi, cogalmasi ve farklilagsmasi ile gerceklestirilir (Dignass, 2001).

Genetik yatkinlik, D vitamini aktivitesini, bagirsak bariyerinin biitinliigiini ve
bagisiklik aktivasyonunu etkileyebilmektedir. D vitaminin insanda kandaki referans
deger araligindan daha diisiik degerlerde olmasi, bagirsak bariyerinin gegirgenligini
ve bagisiklik aktivitesini arttirmaktadir. Ayrica, D  vitaminin  yetersizligi
bagirsaklarin mikrobiyal bilesimini ve mikroorganizmalarm bagirsak liimeninde yer
degistirme yetenegini degistirerek konakgi bagisiklik sistemi ile etkilesimine Yol

act1g1 bildirilmistir (Yamamoto ve Jorgensen, 2019a).

Kong ve arkadaglar1i (2007), VDR’nin bagirsak mukoza bariyerinin biitiinliigliniin
korunmasinda Kkritik bir rol oynadigmi gosterilmistir. VDR'nin, hiicreler arasi
baglantilar1 gelistirebildigini; mukozal yara iyilesmesi icin de gerekli oldugunu
gostermistir.

Robles-Vera ve arkadaslar1 (2019), rat diskisin1 analiz ederek D vitamini eksikliginin
siganlarda bagirsak mikrobiyatasini bozmamakla beraber bakteri taksonlarinda bu
hipovitaminoz ile iliskili imminolojik dlzensizlikte patofizyolojik bir rol

oynayabilen spesifik degisiklikler tirettigini gostermistir.
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Sekil 1.14. Genetik, bagirsak biitiinliigii, mikrobiyom ve D vitamini eksikligi
arasidaki etkilesimlerin modeli (Yamamoto ve Jorgensen 2019a) *dan uyarlanmustir.

1.5.4. D Vitamini ve BPA

Biyolojik olarak aktif bir D vitamini formu olan D3’iin, VDR f{izerindeki bir etki
yoluyla bagisiklik sisteminde gii¢lii modiilator etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Mora, lwata ve Andrian, 2008; Yamamoto ve Jorgersen, 2019b). VDR, nikleer
reseptdr siper ailesine aittir ve ligandla aktive olan transkripsiyon faktéri olarak
gorev yapar. D3-VDR kompleksi, retinoid reseptorii (RXR) ile heterodimer olusturur
ve bu genlerin promotér bolgesindeki heterodimerin vitamin D yanit elemanlarina
(VDRE) baglanmas1 yoluyla vitamin D’ye yanit veren genlerin ekspresyonunu
indikler (Wei ve Christakos, 2015; Christakos, Dhawan, Verstuyf vd., 2016).

Wang ve arkadaslar1 (2020), maternal D3 takviyesinin, yavru farelerde dalak VDR
mMRNA ve VDR protein ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir. Bu sonuglar,
D3’lin yardime1 T lenfosit hiicresi -17 (Th17) hiicreleri ve VDR ile iliskili 1L-17
Uzerindeki inhibit6r etkisine iliskin 6nceki bilgilere uygundur (Tang, Zhou, Luger
vd., 2009; Chang, Chung, ve Dong, 2010).

Bu ¢alismada, 150 gr agirhigindaki ergin Wistar albino erkek ratlara oral yol ile 0,5
ml zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek uygulanan 25 mg/kg/ Bisfenol A’nin oksidatif strese
yol agma etkisi sebebiyle, ileumda barsak bariyer yapisini ne sekilde etkileyecegini,
bagirsak epiteli altinda yer alan peyer plaklarinda immun hiicrelerde apopitoza yol
aclp agmayacagini immunohistokimyasal olarak ve 150 gr agirhgindaki ergin Wistar
albino erkek ratlara oral yol ile 0,5 ml zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek uygulanan 25

mg/kg/ Bisfenol A’nin yaninda 400 IU/gin D3 vitamini uygulanmasinm, D
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vitamininin antioksidan etkisi sebebiyle, barsak permeabilitesini korumaya yardim
edip etmeyecegini, apopitotik faaliyeti azaltip azaltmayacagini tespit etmek
amaglanmigtir. Ayni zamanda dokuda GSH, MDA, CAT, SOD, TAS, TOS, OSI,
TNF-a, IL-6; kan serumunda da GLU, CHOL, TG, HDL, LDL degerleri belirlenerek

antioksidan etkisinin biyokimyasal olarakta ortaya konulmasi amaglanmustir.

Bu ¢aligmada ileum’un se¢ilme nedeni; diger ince bagirsak boliimlerine nazaran kisa
seyri nedeniyle alman Orneklemin gegerliliginin arttirilmasi, immun sistemin bir
parcasi olan bagirsak lenf nodiillerinin ileum’da diger bagirsak boliimlerine gore cok
daha fazla olmasi yoniiyle BPA’nin bagirsak immunitesi tizerine etkilerinin en iyi
gozlenebilecegi bolge olmasi ve D vitamininin emiliminde jejunum ile birlikte en

etkili bolge olmasidir.
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2. GEREC VE YONTEMLER
2.1. Geregler

2.1.1. Kimyasal Malzemeler ve Kullamilan Y6ntemler

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO4)
(ISOLAB 969.053.1000), 2-tiyobarbutirik asit (TBA) (Sigma Aldrich T5500),
fosforik asit (Carlo Erba 7664-38-2), n-butanol, 5,5 dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB) (Sigma D8130), hidrojen peroksit (H202) (TEKKIM 3001 201 2000 1),
disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA) (Sigma 6381-92-6), potasyum
sodyum tartarat (Carlo Erba 474465), bakir (II) siilfat pentahidrat (Sigma Aldrich
61245), sodyum hidroksit (Sigma Aldrich 06203), ksantin oksidaz (Sigma X4875),
bakir (IT) kloriir (Carlo Erba 475685), bovine serum albumin (BSA) (Sigma A2153),
sodyum karbonat, Total Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS)
Kitleri (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Turkiye), ketamin (Ketalar-
Eczacibasy/Tiirkiye), xylazine (Rompun-Bayer/Tlrkiye) ve Tetrametoksipropan n-
butanol (Sigma Aldrich 537993) kullanild:.

Calismada kullanilan aletler; manyetik karistirict (Termal N11150M), otomatik
pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmali santrifij (NUve NF 1200R), mikrosantrifij (Nive NF 048),
spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre
(PG Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizatdér (Hangzhou Bioprep-24),
sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayict (Thermo Fisher Wellwash
888).
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2.2. YOntemler

2.2.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Arastirmada Saki Yenilli Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvari’nda (retilmekte
olan en az 150 gr agirhigindaki ergin Wistar albino erkek ratlardan 50 tane deney ve

kontrol grubu olmak Uzere rastgele secildi, deney gruplar1 olusturuldu.
Grup 1- Kontrol grubu, (denek sayis1 10), herhangi bir islem yapilmayan grup.

Grup 2- Vehicle (Zeytinyagi) grubu, (denek sayisi 10), deneklere gavaj yoluyla
intragastrik olarak 0,5 ml zeytinyagi 30 giin boyunca her gtn verildi.

Grup 3- BPA grubu, (denek sayisi 10), deneklere gavaj yoluyla intragastrik olarak 25
mg/kg/ Bisfenol A 0,5 ml zeytinyagi i¢inde ¢6zdiiriilerek 30 giin boyunca her giin

verildi.

Grup 4- D3 vitamini grubu, (denek sayis1 10), deneklere gavaj yoluyla intragastrik
olarak 400 1U/giin D3 0,5 ml zeytinyag: icinde ¢Ozdurilerek vitamini 30 gin

boyunca her gin verildi.

Grup 5- BPA ve D3 vitamini grubu (denek sayis1 10), deneklere gavaj yoluyla
intragastrik olarak 30 glin boyunca her giin 400 IU/glin D3 vitamini ve 25 mg/kg/
BPA 0,5 ml zeytinyag iginde ¢ozdiiriilerck Bisfenol A verildi.

2.2.2. Ratlardan Numune Alinmasi

Deney sonunda deneklere intraperitoneal yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasy/Tirkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tulrkiye) ile anestezi
uygulandiktan sonra laparatomi islemi ile abdominal bolgede vena cava’dan tiiplere
kan almarak hayvanlar desanguine edildi. Ileum dokusunun igerigi bosaltildiktan
sonra serum fizyolojik ile yikandi. Daha sonra ileum dokusunun bir parcast % 10’luk
formol solusyonuna konarak histolojik inceleme igin ayrildi. Geriye kalan doku
pargast ise aliminyum folyeye sarildiktan sonra analiz giiniine kadar -80 C°’de derin
dondurucuda muhafaza edildi. Tulplere alman kan numuneleri pihtilasmanin
gerceklesmesi i¢in oda 1sisinda yaklasik olarak bir saat kadar bekledikten sonra 4000
rpm’de 20 dakika santrifiij islemi yapilarak serum numuneleri elde edildi. Serum
numuneleri biyokimyasal testlerin yapilmasi i¢in ependorf tiiplere ayrildiktan sonra

analiz guntne kadar -80 C°’de derin dondurucuda saklandi.
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Sekil 2.1. Karin boslugunun agilmasi

Sekil 2.3. Ileum'un bulunmas1 ve almmasi.
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2.2.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii ileum dokular1 derin dondurucudan alinarak malondialdehit (MDA),
indirgenmis glutatyon (GSH), stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) analizi ile
timor nekrozis faktor-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), toplam antioksidan seviyesi
(TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI) ve protein
seviyelerini belirlemek igin tartildilar. Fosfat tampon (pH:7.5) ilavesi ile %10
homojenatlar elde edildi ve numuneler 12.000 rpm'de 1-2 dakika slreyle otomatik
homojenizatér (Hangzhou Bioprep-24) ile homojenizasyon islemi gergeklestirildi.
[leum dokusuna ait MDA seviyeleri bu homojenatlarla belirlenmistir. Daha sonra
doku homojenatlar1 +4 °C'de 5000 rpm'de 30 dakika santrifij edildikten sonra
stipernatan elde edilmistir. Elde edilen siipernatanlar, GSH, SOD, CAT, TAS, TOS,

OSI ve protein seviyelerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Calisma giinii derin dondurucudan ¢ikarilan serum ornekleri oda 1sisina getirildikten
sonra uygun kitler kullanilarak otoanalizorde glukoz, kolesterol, trigliserid, ytliksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) ve disiik yogunluklu lipoprotein (LDL) degerleri

belirlenmistir.
2.2.4. Oksidadif Stres Belirteclerinin Analizi

2.2.4.1. Doku Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Ol¢iimii

Doku homojenatindaki MDA analizi Ohkawa ve arkadaslarmin (1979) tarif ettigi
yonteme bagl kalinarak yapilmistir. Doku homojenatlari, kapakli cam tlp icerisinde
%1°lik H3PO4 ve % 0,6’lik tiyobarbitiirik asit ile karistirilip tiip kapaklarinmm iizeri
aluminyum folyo ile sikica sarildiktan sonra 45 dakika boyunca kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra karisim, n-butanol ile ekstrakte edildikten
sonra santrifiij islemiyle n- butanol fazinda ayrilan pembe renk deney gruplarina gore
mikroplaka kuyucuklarina yerlestirilerek ELISA okuyucuda 535 nm dalga boyunda
Olgiildi ve MDA seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor olarak n-butanol ve
standard olarak tetrametoksipropan kullanildi. Bulgular nanomol/g yas doku olarak

elde edilmistir.

2.2.4.2. Doku Rediikte-Glutatyon (GSH) Seviyesinin Ol¢iimii

Doku siipernatantindaki rediikte glutatyon (GSH) analizi Ellman’in (1959) tarif ettigi

yonteme bagl kalinarak yapilmistir. Doku siipernatantlar1 deproteinize edildikten
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sonra ependorf tup icersinde 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona
sokularak sari-yesil renk olusmasi i¢in inkubasyona birakildi. Olusan renkli {iriin
deney gruplarma gore mikroplakalara yerlestirilerek ELISA okuyucuda 410 nm
dalga boyunda olculdi ve GSH seviyesini hesaplamak igin kullanildi. K6r olarak
distile su ve standard olarak SmM/L’lik stok GSH ¢ozeltisinden hazirlanan farkli
dilisyonlar kullanildi. Bulgular nanomol/g yas doku olarak elde edildi.

2.2.4.3. Doku Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Doku stipernatantindaki SOD aktiviteleri, Sun ve arkadaslarmimn (1988) yontemine
bagl kalinarak yapildi. Deney ortaminda ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu ile
stiperoksit radikalleri olusur. Olusan bu radikaller ortamdaki NBT’yi (nitro blue
tetrazolium) indirgeyerek mavi renkli formazan olugsmasima neden olur. Doku SOD
aktiviteleri olusan bu mavi renkli formazanin 560 nm'de ELISA okuyucuda

Olctlmesi ile yapildi. Bulgular U/g protein olarak elde edildi.

2.2.4.4. Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Doku siipernatantindaki CAT aktiviteleri Burnie ve arkadaslarinin (1992) yontemine
bagl kaliarak yapildi. Deney ortaminda siipernatan ile H2O2 iceren fosfat tamponu
(pH: 7.5 mM) karistirildi. Siipernatandaki CAT aktivitesi ile H202, H20 ve O2'e
pargalanir. Ortamdaki hidrojen peroksitlerin yikimlanmas: 240 nm'de absorbans
azalmasina neden olur. CAT aktivitesini hesaplamak igin absorbanstaki azalma 1

dakika boyunca gézlendi. Bulgular K/g protein olarak elde edildi.

2.2.4.5. Doku Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Ol¢imii

Doku siipernatantinda TOS diizeylerinin 6lctilmesi Erel’in (2005) metoduna bagh
kalinarak yapildi. Total Oksidan Seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep
Turkiye) prosediriine bagl kalinarak kullanilarak calisildi. Olusan renkli bilesikler
530 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile 6lctlerek ileum TOS seviyelerinin
hesaplanmasinda kullanildi. Standart olarak 20 pmol/L’lik H202 solusyonu
kullanildi. Bulgular pmol H202 equiv /L olarak elde edildi.

2.2.4.6. Doku Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Ol¢uimii

Doku supernatantinda TAS duzeylerinin Olgimu Erel’in (2004) metoduna bagh

kalinarak yapildi. Total Antioksidan seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics,
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Gaziantep, Turkiye) prosedlrine bagli kalinarak ¢alisildi. Kit talimatlarina
mikroplakalara konan supernatant Uzerine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci
okuma ve reaktif 2 ilave edilerek ikinci okuma yapilmistir. Elde edilen iki absorbans
arasindaki farklar belirlenerek ileum TAS diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildu.
Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢dziiniir bir analogu olan Trolox kullanild:.

Bulgular mmol Trolox Equiv/L olarak belirlendi.

2.2.4.7. Doku Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Olciimii

Doku siipernatantinda OSI 06lgimu, Erel’in (2004) metoduna bagli kalinarak
hesaplandi. OSI, TOS'un TAS'a boliinmesine esittir: OSI (Arbitrary Unit) = TOS
(umol H202eqv/1) / TAS (mmol Trolox eqv/l) x 100. Bulgular Arbitrary Unit (AU)
olarak belirlendi.

2.2.4.8. Doku TNF-a Seviyesinin Olguimi

Dokulara ait stpernatantlarda TNF-o seviyeleri AFG-BIOSCIENCE firmasindan
temin edilen (CAT NO: EK720127) rat kiti ile 6l¢uldu. Sonuglar ng/L olarak

belirlendi.

2.2.4.9. Doku IL-6 Seviyesinin Olcuimii

Dokulara ait supernatantlarda IL-6 seviyeleri BT LAB BIOASAY TECHNOLOGY
LABORATORY firmasindan temin edilen (CAT NO: E0135Ra) rat kiti ile 6lculdu.

Sonuglar ng/L olarak belirlendi.

2.2.4.10. Serum Biyokimyasal Olctimler (Kan yaglari)

Biyokimyasal testleri belirlemek icin analiz Kitleri (Abbott, Abbott Park, Illinois,
ABD) ve otoanalizdr (Architect C8000) kullanilarak enzimatik kolorimetrik yontem

kullanilarak 6lculdu. Bulgular mg/dl olarak belirlendi.

Bulgularmm istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS istatistik program version 22’de

One-Way ANOVA testi, TUKEY testi ve Tamhane-T2 testlerinden yararlanilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Histopatolojik Bulgular

Kontrol, zeytinyag1 ve D3 vitaminin uygulandigi gruplardan alman ileum dokusuna
trichrome boyama prosediiriiniin uygulanmasinin ardindan elde edilen preparatlarda;
sindirim sisteminin bolumleri olan Tunika mukoza, Tunika submukoza, Tunika
muskularis, Tunika seroza kisimlarinin her biri saghkli bir sekilde gézlenmistir.
Tunika mukoza tabakasina ait epitel, lamina propria ve lamina muskularis mukoza
bolimlerinden epitel tabakasinin tek katli prizmatik epitelden olustugu ve bir
bltunlik arz ettigi tespit edilmistir. Villuslarin uglarinin yumru ya da topuz seklinde
oldugu, villus derinliginin az oldugu godzlenmistir. Goblet hiicrelerinin varligi ve
lamina propria ve submukoza’ya yerlesmis lenfoid dokunun (Peyer plaklarr)
bulundugu gozlenmistir. Tunika submukoza katmanimnin fibroelastik (diizensiz) siki
bag dokusu yapisinda oldugu, ayn1 zamanda damar ve lenfatikler bakimindan zengin
oldugu tespit edilmistir. Tunika muskularis’e ait olan igte sirkiiler dista longitudinal
olan kas dokusu goriilmiistiir (Sekil 3.1.C Sekil 3.1.D ve Sekil 3.1.E).

Kontrol grubu, zeytinyagi grubu ve D3 vitaminin uygulandig1 gruplara ait kesitlerde
gruplar arasinda birbirine benzer sekilde doku biitiinligiiniin korundugu, villus
derinliginin birbirine benzer uzunlukta oldugu ve Peyer plaklari’nin lamina propria
ve submukoza boyunca uzandigi gorilmektedir. Epitel tabakasmnin tek Kkath
pirizmatik ¢izgili hiicrelerden olustugu gozlenmistir (Sekil 3.1.C Sekil 3.1.D ve Sekil
3.1.E).

BPA uygulanan grupta genel histolojik bakida villus derinliginin azaldigi ve doku
biitlinliigliniin bozuldugu goriilmiistiir. Villuslarin serbest uglarinda nekroz ve doku
genelinde 6dem tespit edilmistir. Ayn1 grupta villuslarda birkag tane plazma hiicresi,
eozinofil grantlosit ve hiperkromatik hiicreler ve mitotik hiicreler de gézlenmistir.
Kontrol, zeytinyagi ve D3 vitaminin uygulandig1 gruplarda Peyer plaklarinin yapisi
ve biitiinliigli korunmus iken, BPA uygulanan grupta plaklarda dogurucu merkez

yapisinin blyuk 6lclide hasara ugradig: tespit edilmistir. Ayn1 grupta lamina
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propriada bulunan hicrelerde hiperplazi gozlenirken, villus yapisinin bozuldugu,
bazi bolgelerde tamamen ortadan kalkmis oldugu goriiliirken, intestinal bez yapisinin

korundugu tespit edilmistir (Sekil 3.1.A).

Hem BPA hem de D3 vitaminin uygulandig1 grupta ise; villus derinliginin kontrol,
zeytinyag1 ve D3 vitaminin uygulandig1 gruplara daha yakin uzunlukta oldugu, Peyer
plaklarinin yapisimin daha iyi korundugu, dogurucu merkez yapisinin birden fazla
lenfid folikilde batinluk gosterdigi tespit edilmistir. Her ne kadar villuslarda
dejeneratif bozukluklar goriintiilenmis olsada, bu dejenerasyonun derecesi BPA
kullanilan gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.B).

Sekil 3.1. [leumdan alman kesitlere uygulanan Masson’s trichrome boyama sonuglari
(Buyutme: 4X)

(Sekil A: BPA, Yildiz: Yapisi bozulmus Peyer plagi, Ok basi: Tunika muskularis’in kalimliginda
azalma, Ok: Villus dejenerasyonu. Sekil B: BPA+D3, Yildiz: Peyer plaklari, Ok basi: Lamina propria,
Ok: Tunika Seroza. Sekil C: D3, Yildiz: Peyer plaklarinda sentrum germinativum, Daireler: Peyer
plaklari, Ok basi: Lamina propria, Ok: Tunika Muskularis. Sekil D: Zeytinyagi, Yildiz: Peyer plaklari,
Ok: Lamina propria, Sekil E: Kontrol, Ok:Lamina muskularisin kalnligmm normal sinirlarda oldugu
goriilmistir, Cizgi: Villuslarm uzunlugunun normal oldugu goriilmiistiir, Ok basi: Tunika seroza.)

3.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Tum gruplardan alinan dokulara uygulanan TUNEL metodunun ardindan, ileum

dokularinda bulunan Peyer plaklar1 apopitoz yoniunden degerlendirilmistir.
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Kontrol grubunda ¢ok az tutulum goézlenmistir ve bu tutulmalar Peyer plaklarinda
degil, villuslarda gozlenmistir (Sekil 3.2.E). Zeytinyagi grubunda tutulumun,
villuslarda ve kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.2.D).
Ds vitaminin uygulandigi grupta ise; kontrole yakin sekilde sadece villuslarda
tutulum gorilmiistiir (Sekil 3.2.C). BPA grubunda Peyer plaklarinda yogunlagmis,
tim lenfoid dokuya yayilmis sekilde tutulum goriilmiis, ancak villuslarda da tutulum
tespit edilmistir (Sekil 3.2.A). BPA ve D3 vitaminin beraber uygulandig1 grupta ise

villus tutulumu yine bulunmakla beraber, Peyer plaklarindaki tutulumun miktarinin

onemli 6lglde azaldig: goriilmiistiir (Sekil 3.2.B).

= . « o

UNEL Kiti boyama sonuglari

1

Sekil 3.2. Ileumdan alman kesitlere uygulanan T

(Sekil A: BPA (Biiyiitme: 10X), Oklar: TUNEL (+) hiicreler, kiigiik resim daire igerisine alman alanin
bilyiitiilmils gorintiisiidir (x20). Sekil B: BPA+D3 (Buyltme: 20X), Oklar: TUNEL (+) hicreler,
Yildiz: Tunika seroza, Kiiciik resim daire igerisine alinan alanin biyitiilmis gorintisudir (x40).
Sekil C: D3 (Biiyiitme: 20X), Oklar: TUNEL (+) hiicreler, Kiigiik resim daire igerisine alinan alanin
bilyiitiilmils goriintiisiidiir (x40). Sekil D: Zeytinyag: (Biiytitme: 20X), Oklar: TUNEL (+) hiicreler,
Klguk resim buylk resmin biyiitiilmiis gorintisudir (x40). Sekil E: Kontrol (Blyitme: 20X),
TUNEL ile boyanma gdsteren hiicre olmadigi goriilmiistiir.)

3.3. Biyokimyasal Bulgular

Kan serumlarindan yapilan glukoz, kolesterol, trigliserit, yiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) analizleri sonucu elde

edilen degerler Tablo 3.1.” de verilmistir.

41



Tablo 3.1. Serum biyokimya sonuglari.

GLU (mg/dl) CHOL TG (mg/dl) | HDL (mg/dl) | LDL (mg/dl)
(mg/dl)

K-1 62 38 98 33,9 13
K-2 69 36 62 42,3 12
K-3 78 41 71 37,6 15
K-4 83 44 124 37 15
K-5 66 40 85 36,5 14
K-6 73 38 76 36,4 13
K-7 68 37 77 36,9 14
K-8 75 38 117 36,8 13
K-9 68 41 68 37,8 14
K-10 76 42 82 37,6 13
ZY-1 69 25 58 32,6 6

ZY-2 79 35 61 35 16
ZY-3 74 37 70 37,3 11
ZY-4 69 37 66 40,6 8

ZY-5 96 32 68 33,9 10
ZY-6 87 34 71 36,5 11
ZY-7 76 31 60 34,3 10
ZY-8 89 36 68 36,7 11
ZY-9 73 35 67 35,9 9

ZY-10 78 31 67 37 11
BPA-1 131 52 113 45,1 17
BPA-2 110 56 101 50,1 22
BPA-3 125 51 137 38,1 17
BPA-4 119 52 150 45,8 17
BPA-5 128 39 138 41,2 13
BPA-6 119 54 139 49,3 21
BPA-7 123 50 148 43,5 18
BPA-8 122 53 115 44,8 19
BPA-9 127 49 137 48,7 17
BPA-10 116 50 118 42,7 17
D3-1 81 28 65 30,4 10
D3-2 65 39 60 36,5 13
D3-3 97 38 66 34,8 10
D3-4 98 28 65 30,4 10
D3-5 75 27 61 31 7

D3-6 84 40 95 37,8 16
D3-7 95 37 66 35,2 11
D3-8 73 29 69 31,4 14
D3-9 85 38 66 34,2 10
D3-10 80 29 73 33,1 9

BPA+D3-1 91 42 112 40 12
BPA+D3-2 117 39 124 33,5 12
BPA+D3-3 108 37 121 33,4 13
BPA+D3-4 103 33 81 34,8 11
BPA+D3-5 114 48 113 29,2 12
BPA+D3-6 115 34 99 34,9 10
BPA+D3-7 105 38 114 34,9 11
BPA+D3-8 109 44 119 32,8 10
BPA+D3-9 115 37 101 34,9 13
BPA+D3-10 103 36 99 34,6 12

K: Kontrol grubu, ZY: Vehicle (Zeytinyagi) grubu, BPA: BPA grubu, D3: D3 vitamini grubu,
BPA+D3: BPA ve D3 vitamini grubu. GLU: Glukoz, CHOL: Kolesterol, TG: Trigliserit, HDL:
yuksek yogunluklu lipoprotein yliksek yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein.
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Serum biyokimya verileri SPSS programina aktarilarak Varyans Analizi uygulanmak

Uzere One-Way Anova testine tabi tutulmustur.

Tablo 3.2. Serum biyokimya Anova test sonuglar.

ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
GLU (mg/dl) | Between Groups 18053.680 4 4513.420| 66.207 <.001
Within Groups 3067.700 45 68.171
Total 21121.380 49
CHOL Between Groups 1997.800 4 499.450| 27.121 <.001
(mg/dl) Within Groups 828.700 45 18.416
Total 2826.500 49
TG (mg/dl) | Between Groups 29592.480 4 7398.120| 37.125 <.001
Within Groups 8967.300 45 199.273
Total 38559.780 49
HDL (mg/dl) | Between Groups 834.959 4 208.740| 27.788 <.001
Within Groups 338.029 45 7.512
Total 1172.988 49
LDL (mg/dl) | Between Groups 365.520 4 91.380| 20.927 <.001
Within Groups 196.500 45 4.367
Total 562.020 49

GLU: Glukoz, CHOL: Kolesterol, TG: Trigliserit, HDL: yuksek yogunluklu lipoprotein yiksek
yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein.

Tum degiskenler icin Significance degeri 0.05’ten diisiik oldugu icin gruplar
icerisinde tiim degiskenlerde en az 1 anlamli farklilik oldugu sdylenmektedir. Bu
farkliligin hangi gruplar arasinda olabilecegini test ederken kullanacagimiz Post-Hoc
test secimi icin degiskenlerin Homojen varyanshiliklarinin  incelenmesi

gerekmektedir.

Tablo 3.3. Varyanslarm homojenlik testleri (Serum biyokimya).

Tests of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
GLU (mg/dl) | Based on Mean 1.005 4 45 415
Based on Median .899 4 45 472
Based on Median and with .899 4 37.084 A74
adjusted df
Based on trimmed mean 978 4 45 429
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Tablo 3.3. Varyanslarin homojenlik testleri (Serum biyokimya) (devamu).

CHOL (mg/dl) | Based on Mean 2.467 4 45 .058
Based on Median 1.973 4 45 115
Based on Median and with 1.973 4 29.750 124
adjusted df
Based on trimmed mean 2.390 4 45 .065
TG (mg/dl) Based on Mean 4,771 4 45 .003
Based on Median 2.329 4 45 .070
Based on Median and with 2.329 4 31.375 .078
adjusted df
Based on trimmed mean 4.367 4 45 .005
HDL (mg/dl) | Based on Mean 1.322 4 45 .276
Based on Median 1.349 4 45 .267
Based on Median and with 1.349 4 37.915 270
adjusted df
Based on trimmed mean 1.336 4 45 271
LDL (mg/dl) |Based on Mean 1.645 4 45 .180
Based on Median .968 4 45 434
Based on Median and with .968 4 30.464 439
adjusted df
Based on trimmed mean 1.630 4 45 .183

GLU: Glukoz, CHOL: Kolesterol, TG: Trigliserit, HDL: yiiksek yogunluklu lipoprotein yiiksek
yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiikk yogunluklu lipoprotein.

GLU, CHOL, HDL ve LDL degiskenlerinin Homojen Varyans testi
Significance(Sig.) degerleri 0,05’in iizerinde oldugundan gruplarm bu degiskenler
icin homojen varyansh olduklar1 kabul edilmistir, buna ek olarak esit popiilasyona
sahip ¢ok sayida grup bulundugundan TUKEY testi uygulanmistir. Buna karsin TG
degiskeninin Sig. degeri 0,05 in altinda ¢iktigindan, gruplar arasi karsilastirmalarda

inceledigimiz Post-Hoc testlerde Tamhane-T2 testi sonucu incelenmistir.

Yapilan Post-Hoc testlerin sonuglar1 tim degiskenler igin ayr1 ayr1 olacak sekilde,
her bir grubun bir digerine gore farklhiliklarinin anlamli olup olmadig incelenmistir,
Sig. degeri 0.05’ten kuguk olan kombinasyonlar istatistiksel olarak anlamli

farkliliklara isaret etmektedir.
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Tablo 3.4. Gliven Araliklar1 (Serum biyokimya).

GRUP GLU CHOL TG HDL LDL
(mg/dI) (mg/dI) (mg/dI) (mg/d) (mg/d)

Grup 1: K 71,8/+4,52 39,54/+179  86-/+14,84  37,28/+149  13,6-/+0,69

Grup 2: ZY 79-/1+6,42  333-/+2,63  656-/+3,15 3598-/+1,59  10,3-/+185

Grup 3: BPA 122-/+4,46  50,6-/+3,27 129,6-/+11,84  44,93-/+2,7 17,8-/1+1,78
Grup 4: D3 83,3-/+7,8 33,3-/+3,9 68,6-/+7,13  33,48-/+1,89 11-/+1,88

Grup 5: BPA+D3 108-/+5,66  38,8-/+3,32  108,3-/+9,42 34,3-/+1,9 11,6-/+0,77

K: Kontrol grubu, ZY: Vehicle (Zeytinyagi) grubu, BPA: BPA grubu, D3: D3 vitamini grubu,
BPA+D3: BPA ve D3 vitamini grubu. GLU: Glukoz, CHOL: Kolesterol, TG: Trigliserit, HDL:
yiiksek yogunluklu lipoprotein yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein.
Grup 1 ile grup 3 arasinda anlamli fark vardir (p<0.05). Grup 2 ile grup 3 arasinda ve grup 3 ile grup 4
arasinda anlamli fark vardir (p<0.01).

3.3.1. Oksidatif Stres Belirteclerinin Duzeyleri

BPA uygulanmis ratlarda D vitamininin ileum dokusu tzerindeki koruyucu etkilerini
ortaya koymak icin doku oksidan-antioksidan belirtecleri olan MDA, GSH, TAS,
TOS ve OSI seviyeleri ile SOD ve CAT aktivite diizeyleri ¢alisilmustir.

Tablo 3.5. Ileum biyokimya sonuglar1 (1).

GSH
(nmol/g yas MDA (nmol/g CAT SOD
doku) yas doku) (K/g protein) (U/g protein)
K-1 617,2830 268,3250 7,3831 159,4676
K-2 578,1820 387,2500 8,6741 88,5398
K-3 609,5910 132,6350 6,1816 88,0851
K-4 604,4630 290,2650 10,5738 112,1553
K-5 585,8740 385,9050 9,2510 121,9630
K-6 610,8690 270,8350 8,6990 112,6183
K-7 602,4160 287,6020 7,3688 109,0918
K-8 595,7430 360,5320 9,2606 114,5689
K-9 604,8810 240,7510 8,1212 123,2744
K-10 601,1350 267,9250 9,0910 108,2846
ZY-1 681,3830 137,0050 8,7995 133,9400
ZY-2 854,4530 229,4650 9,1652 148,7102
ZY-3 629,4620 387,2600 6,1227 103,2121
ZY-4 574,3360 131,3100 7,1441 121,8310
ZY-5 684,5880 246,0500 8,7251 165,5474
ZY-6 549,9380 219,7500 11,7437 104,5116
ZY-7 678,6650 214,5500 7,1508 127,5415
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Tablo 3.5. ileum biyokimya sonuglar1 (1) (devamu).

ZY-8 576,7340 224,6400 9,4868 108,3241
ZY-9 695,4230 242,5200 8,8417 152,7881
ZY-10 698,6180 218,8500 8,9875 129,8476
BPA-1 272,4250 769,5050 2,0287 52,4571
BPA-2 391,6510 864,3100 2,9202 34,7992
BPA-3 436,5210 1070,6600 4,8583 19,2464
BPA-4 319,2180 719,2450 3,8625 40,5610
BPA-5 288,4500 851,5800 5,8332 94,2822
BPA-6 398,7020 938,0100 4,1685 75,4862
BPA-7 327,6240 892,6920 3,2472 42,9514
BPA-8 385,8190 738,4830 5,1373 52,8247
BPA-9 291,3570 867,7840 4,1178 73,6129
BPA-10 399,8450 976,5810 3,2783 41,8317
D3-1 661,5120 160,9600 6,6157 119,0797
D3-2 689,0750 245,8800 14,5719 122,9599
D3-3 621,7700 205,6800 11,2652 117,7309
D3-4 673,6910 258,9450 6,1438 83,5247
D3-5 2214,0140 157,9450 10,7163 158,8085
D3-6 830,0950 125,2700 8,0661 110,8401
D3-7 682,6730 273,4810 11,6483 99,3548
D3-8 1793,4870 167,6240 8,1749 124,2464
D3-9 665,2960 159,3240 10,1648 129,7631
D3-10 651,9820 169,3580 8,2653 121,9324
BPA+D3-1 562,7180 589,0900 7,3672 97,5937
BPA+D3-2 622,4110 787,7250 7,1979 97,8012
BPA+D3-3 443,5600 504,5100 5,6845 77,8100
BPA+D3-4 537,7950 654,8900 7,2461 63,6359
BPA+D3-5 482,0240 458,5850 8,5478 131,4044
BPA+D3-6 391,6390 518,5800 6,4531 87,2156
BPA+D3-7 453,2730 672,6830 6,2587 95,2048
BPA+D3-8 554,5560 469,9170 7,8534 86,5237
BPA+D3-9 565,3640 559,2780 7,0516 97,3167
BPA+D3-10 453,5720 640,3750 7,1675 91,2620

K: Kontrol grubu, ZY: Vehicle (Zeytinyagi) grubu, BPA: BPA grubu, D3: D3 vitamini grubu,
BPA+D3: BPA ve D3 vitamini grubu. GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD:
Siiperoksit dismutaz.

3.3.1.1. fleum Dokusu MDA ve GSH Diizeyleri

[leum dokusuna ait MDA ve GSH diizeyleri Tablo 3.5.’de sunulmustur. Ratlara BPA
uygulanmasi kontrol grubuna gére MDA seviyelerinde ciddi bir artisa (p<0.01)
neden olurken, GSH seviyelerinde ise ciddi diisiisle (p<<0.01) sonug¢lanmistir. Diger
yandan BPA ile birlikte D vitamini takviyesi yapildiginda (BPA+D3) ise tedavi
yapilmayan gruba (BPA) gére MDA seviyesinde anlamli diistisler gozlemlenirken
(p<0.01), GSH seviyelerinde ise ciddi iyilesmeler (p<0.01) oldugu tespit edilmistir.
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3.3.1.2. fleum Dokusu SOD ve CAT Aktivite Diizeyleri

Ileum dokusuna ait SOD ve CAT aktivite diizeyleri Tablo 3.5.’de sunulmustur.
Ratlara BPA uygulamas1 kontrol grubuna gore doku antioksidan enzimleri olan SOD
ve CAT aktivitelerinde ciddi diisiislere neden oldugu tespit edilmistir. Ote yandan
BPA ile birlikte D vitamini uygulamasi yapilmasi (BPA+D3), uygulama yapilmayan
gruba kiyasla (BPA) hem SOD (p<0.05) hem de CAT (p<0.01) enzim aktivitelerinde

ciddi iyilestirmelere neden olmustur.

Tablo 3.6. ileum biyokimya sonuglar1 (2).

TAS TOS osl TNF-a IL-6

(mmol Trolox | (pmol H202 [Arbitrary (ng/L) (ng/L)
Equiv/L) equivalent/L) Unit (AU)]

K-1 1,266953053 2,8 221,0026641 15,35 0,854
K-2 1,454740718 3,2 219,9704704 15,81 2,443

K-3 1,543418226 8,6 557,2047714 10,85 0,96

K-4 1,205891378 51 422,9236641 20,29 1,52
K-5 0,901196686 4,5 499,3360572 19,18 0,534
K-6 1,421601718 9,3 654,1916685 16,296 1,8622
K-7 1,462839745 6,2 432,3225781 14,39 1,253
K-8 1,356848753 5,8 530,6212152 18,12 1,342
K-9 1,019742834 4,9 241,3236752 17,15 1,714

K-10 1,356875442 5,4 512,1524536 15,53 1,14
ZY-1 1,528996625 4,6 300,850893 18,17 0,635
ZY-2 1,283522553 2,4 186,9854172 9,1 2,195
ZY-3 1,466400736 4,8 327,3320778 11,26 2,761
ZY-4 1,379871126 3 217,4116077 12,61 0,067
ZY-5 1,070266953 4,8 448,4862385 17,18 0,181
ZY-6 1,050322185 5,1 485,5652936 15,78 0,502
ZY-7 1,587103624 4,3 308,2159745 12,28 0,628
ZY-8 1,415743821 3,9 445,1298963 14,02 0,592
ZY-9 1,041473051 4,8 221,5261745 15,58 2,324
ZY-10 1,142358724 3,4 336,2154287 14,18 0,683
BPA-1 1,03602332 15,7 1515,409904 32,95 4,207
BPA-2 0,819975453 25,2 3073,262732 43,92 5,104
BPA-3 0,639367904 15,1 2361,707539 52,86 4,051
BPA-4 1,002997852 17,1 1704,888995 33,14 3,839
BPA-5 0,536330163 13,8 2573,041936 47,96 4,832
BPA-6 0,402301319 37,7 9371,085348 55,3 7,114
BPA-7 0,677541839 17,8 1561,574665 33,54 4,561
BPA-8 0,615918349 31,3 6659,313486 45,27 5,984
BPA-9 0,872636178 16,5 2457,817396 54,36 3,995
BPA-10 0,791543672 17,4 3054,224823 44,25 4,891
D3-1 1,649892605 3,9 236,3790218 13,17 0,987
D3-2 2,360540043 3,9 165,2164305 15,16 0,343
D3-3 2,250997238 5,9 262,1060523 21,44 1,023
D3-4 1,393679043 4,6 330,0616469 12,71 0,398
D3-5 2,381098496 10,8 453,5721649 11,52 1,551
D3-6 2,510892912 4,8 191,1670536 11,45 1,271
D3-7 2,462781452 5,7 344,2748115 16,54 0,394
D3-8 1,723548169 4,9 289,2674821 14,62 1,374
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Tablo 3.6. ileum biyokimya sonuglar1 (2) (devamu).

D3-9 1,926431267 6,2 187,5257614 11,87 0,985
D3-10 2,252533427 5,8 271,2664935 13,94 0,962
BPA+D3-1 1,198833998 13,1 1092,728436 23,17 2,695
BPA+D3-2 1,206811905 7,3 604,8995678 35,16 1,532
BPA+D3-3 1,754219086 5,4 307,8292811 21,44 1,967
BPA+D3-4 1,391224302 10,4 747,5430084 32,71 2,142
BPA+D3-5 1,150659712 13 1129,786667 21,52 2,054
BPA+D3-6 1,317275238 8,2 622,4970883 31,45 2,012
BPA+D3-7 1,623581627 7,6 1011,266738 32,48 2,031
BPA+D3-8 1,342162842 12,8 629,2686345 22,62 2,064
BPA+D3-9 1,214369742 8,7 727,6389716 31,63 2,195
BPA+D3-10 1,165364924 9,1 635,3485647 23,57 1,983

K: Kontrol grubu, ZY: Vehicle (Zeytinyagi) grubu, BPA: BPA grubu, D3: D3 vitamini
grubu, BPA+D3: BPA ve D3 vitamini grubu.

3.3.1.3. ileum Dokusu TAS, TOS ve OSI Diizeyleri

I[leum dokusuna ait TAS, TOS ve OSI diizeyleri Tablo 3.6.’da sunulmustur. Deney
hayvanlarma BPA uygulanmasi kontrol grubuna kiyasla doku TAS diizeylerinde
ciddi diisiislere (p<0.01) neden olurken, doku TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi
artiglarla (p<0.05) sonuglanmistir. Ancak ratlara BPA ile birlikte D vitamini
takviyesi yapilmas1 (BPA+D3), tedavi yapilmayan gruba kiyasla TAS diizeylerinde
ciddi artiglara (p<0.01) neden olurken TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi diisiislere
(p<0.05) neden olmustur.

3.3.2. inflamasyon Belirteclerinin Diizeyi

BPA uygulanmis ratlarda ileum dokusu iizerinde olusturdugu inflamasyonu ve D
vitamininin anti-inflamatuar etkisini ortaya koymak icin doku inflamasyon

belirteclerinden TNF-o ve IL-6 diizeyleri ¢alisilmusgtir.

3.3.2.1. fleum Dokusu TNF-a ve IL-6 Diizeyleri

Ileum dokusuna ait TNF-o ve IL-6 diizeyleri Tablo 3.6.’da sunulmustur. Ratlara BPA
uygulanmast ileum dokusunda inflamasyona sebep olarak, kontrol grubuna kiyasla
TNF-a ve IL-6 dizeylerinde ciddi artiglara (p<0.01) neden olmustur. Diger yandan
ratlara PBA yaninda D vitamini verilmesi (BPA+D3), takviye yapilmayan gruba
gore (BPA) inflamasyonda ciddi baskilanmaya neden olarak TNF-o ve IL-6

duzeylerinde ciddi diisiisler (p<0.01) gdzlenmesine neden olmustur.
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Tablo 3.7. ileum biyokimya Anova test sonuglari.

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
GSH Between 1949022.143 4| 487255536 7.195| <.001
(nmol/g yas doku) Groups
Within Groups | 3047525.810 45|  67722.796
Total 4996547.954 49
MDA Between 3350178.532 4| 837544.633| 116.442| <.001
(nmol/g yas doku Groups
Within Groups | 323675.039 45 7192.779
Total 3673853.571 49
CAT Between 192.314 4 48.079| 19.110| <.001
(K/g protein) Groups
Within Groups 113.216 45 2.516
Total 305.530 49
SOD Between 36933.652 4 9233.413| 22.683| <.001
(U/g protein) Groups
Within Groups | 18318.075 45 407.068
Total 55251.727 49
TAS Between 9.278 4 2.319| 36.280| <.001
(mmol Trolox Groups
Equiv/L) Within Groups 2.877 45 .064
Total 12.155 49
TOS Between 1853.551 4 463.388| 28.899| <.001
(umol H202 Groups
equivalent/L) Within Groups 721.558 45 16.035
Total 2575.109 49
Osl Between 72797353.16 4|18199338.29| 13.669| <.001
[Arbitrary Unit (AU)] |Groups 3 1
Within Groups | 59915335.22 45| 1331451.894
2
Total 132712688.3 49
85
TNF-a Between 6788.762 4 1697.191| 65.376] <.001
(ng/L) Groups
Within Groups 1168.227 45 25.961
Total 7956.990 49
IL-6 Between 106.005 4 26.501| 51.778| <.001
(ng/L) Groups
Within Groups 23.032 45 512
Total 129.037 49

GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siperoksit dismutaz, TAS: Toplam
antioksidan durumu, TOS: Toplam oskidan durumu, OSI: Doku oksidatif stres indeksi, TNF-a: Timér
nekroz faktor alfa, 1L-6: interlokin-6.
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Tdm degiskenler igin Significance degeri 0.05’ten disiik oldugu icin gruplar
icerisinde tiim degiskenlerde en az 1 anlamli farklilik oldugu sdylenmektedir. Bu
farkliligin hangi gruplar arasinda olabilecegini test ederken kullanacagimiz Post-Hoc
test secimi igin degiskenlerin Homojen varyanshiliklarmin  incelenmesi

gerekmektedir.

Tablo 3.8. Varyanslarin homojenlik testleri (ileum biyokimya).

Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.

GSH Based on Mean 11.153 4 45 <.001
(nmol/g yas doku) Based on Median 2.040 4 45 .105

Based on Median and 2.040 4 9.319 .169

with adjusted df

Based on trimmed mean 7.564 4 45 <.001
MDA Based on Mean 1.492 4 45 221
(nmol/g yas doku Based on Median 1.498 4 45 219

Based on Median and 1.498 4| 40.487 221

with adjusted df

Based on trimmed mean 1.481 4 45 .224
CAT Based on Mean 4,175 4 45 .006
(K/g protein) Based on Median 3.828 4 45 .009

Based on Median and 3.828 4| 31.927 .012

with adjusted df

Based on trimmed mean 4,194 4 45 .006
SOD Based on Mean .355 4 45 .839
(U/g protein) Based on Median 342 4 45 .848

Based on Median and 342 4| 43.864 .848

with adjusted df

Based on trimmed mean .352 4 45 .841
TAS Based on Mean 3.909 4 45 .008
(mmol Trolox Equiv/L) |Based on Median 1.469 4 45 227

Based on Median and 1.469 4| 24.682 .242

with adjusted df

Based on trimmed mean 3.624 4 45 .012
TOS Based on Mean 10.563 4 45 <.001
(umol H202 Based on Median 2.724 4 45 041
equivalent/L) Based on Median and 2.724 4| 11.886 .080

with adjusted df

Based on trimmed mean 8.503 4 45 <.001
oSl Based on Mean 10.373 4 45 <.001
[Arbitrary Unit (AU)]  |Based on Median 3.945 4 45 .008

Based on Median and 3.945 4 9.167 .040

with adjusted df

Based on trimmed mean 7.330 4 45 <.001
TNF-a Based on Mean 6.950 4 45 <.001
(ng/L) Based on Median 6.806 4 45 <.001

Based on Median and 6.806 4| 18.555 .001

with adjusted df

Based on trimmed mean 6.933 4 45 <.001
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Tablo 3.8. Varyanslarm homojenlik testleri (Ileum biyokimya) (devamu).

IL-6 Based on Mean 4.393 4 45 .004
(ng/L) Based on Median 2.016 4 45 .108
Based on Median and 2.016 4| 25.050 123
with adjusted df
Based on trimmed mean 4,011 4 45 .007

GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, TAS: Toplam
antioksidan durumu, TOS: Toplam oskidan durumu, OSI: Doku oksidatif stres indeksi, TNF-a: Tiimor
nekroz faktor alfa, IL-6: interlokin-6.

MDA ve SOD degiskenlerinin Homojen Varyans testi Significance (Sig.) degerleri
0,05’in Uzerinde oldugundan gruplarin bu degiskenler i¢in homojen varyansh
olduklar1 kabul edilmistir, buna ek olarak esit popiilasyona sahip ¢ok sayida grup
bulundugundan TUKEY testi uygulanmistir. Buna karsin GSH, CAT, TAS, TOS,
OSI, TNF-a ve IL-6 degiskeninin Sig. degeri 0,05 in altinda ¢iktigindan, gruplar
aras1 karsilastirmalarda inceledigimiz Post-Hoc testlerde Tamhane-T2 testi sonucu

incelenmistir.

Yapilan Post-Hoc testlerin sonuglar1 tim degiskenler icin ayr1 ayri1 olacak sekilde,
her bir grubun bir digerine gore farkliliklarinin anlamli olup olmadig1 incelenmistir,
Sig. degeri 0.05’ten kuclk olan kombinasyonlar istatistiksel olarak anlamli

farkliliklara isaret etmektedir.

Tablo 3.9. Gliven Araliklar1 (ileum biyokimya) (1)

GRUP GSH MDA CAT SOD
(nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku  (K/g protein) (U/g protein)
Grup 1: K 601,04-/+8,41 289,2-/+343,65 8,46-/+0,89 113,8-/+14,3
Grup 2: ZY 662,36-/+62,74 225,14-/+275,04 8,62-/+1,11 129,63-/+15,19
Grup 3: BPA 351,16-/+41,33 868,89-/+946,98 3,95-/+0,81 52,81-/+15,97
Grup 4: D3 948,36-/+406,09 192,45-/+228,58 9,56-/+1,85 118,82-/+14,04
Grup 5: BPA+D3 506,69-/+51,55 585,56-/+660,03 7,08-/+0,58 92,58-/+12,42

GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz.

ve grup 2 ile grup 3 arasinda anlaml fark vardir (p<0.05)
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Tablo 3.10. Giiven Araliklar1 (ileum biyokimya) (2)

TAS
TOS (O8]
GRUP (T”:Q?g)'( (pmol H202  [Arbitrary Unit -(I_nl\gl;I/:L()l (r|1|§/ I(i)
. equivalent/L) (AU)]
Equiv/L)

Grup 1: K 1,3-/+0,15  5,58-/+1,48 429,1-/+109,68 16,3-/+1,9 1,36-/+0,39
Grup 2: ZY 1,3-+0,15  4,11-/+0,65 327,77-/+74,54 14,02-/+1,99  1,06-/+0,7
Grup 3: BPA  0,74-/+0,14 20,76-/+5,72 3433,23-/+1830,76 44,36-/+6,21  4,86-/+0,73

Grup 4: D3 2,09-/+0,28  5,65-/+1,42 273,08-/+62,31 14,24-/+2,17  0,93-/+0,3

Grup 5:

BPA+D3 1,34-/+0,15  9,56-/+1,92  750,88-/+183,31  27,58-/+3,95  2,07-/+0,2

TAS: Toplam antioksidan durumu, TOS: Toplam oskidan durumu, OSI: Doku oksidatif stres indeksi,
TNF-a: Tiimér nekroz faktor alfa, IL-6: interlokin-6. Grup 1 ile grup 3 ve grup 2 ile grup 3 arasinda
anlaml fark vardir (p<0.05).
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4. TARTISMA VE SONUC

Kontrol, zeytinyagi ve D3 gruplarinda birbirine benzer ve kontrol grubuna benzer
sekilde normal histolojik goriintli bulunmasi beklenen bir sonugtur. Tek basina
zeytinyagl ya da D3 vitamini kullaniminin barsak biitiinliigiinde bir degisime neden
olmadig1 gozlemlenmistir. Kontrol, zeytinyagi ve D3 vitamini kullanilan gruplarda
villuslar, prizmatik hiicreler tarafindan smirlanmis normal epitel yapis1 gostermistir.
BPA kullanilan grupta ise lamina propriada hiperplazi gosteren hiicrelere rastlanmas,

villuslar dejenere olmus, dejenere olmayanlar ise 6demli hale gelmistir.

Vrdoljak vd. (2022), zeytinyagmin bagirsakta inflamasyona bagl degisiklikleri
azalttigin1 ifade etmistir. Her ne kadar zeytinyaginda bulunan biyofenoller,
bagirsaktan emiliyor ve bu yolla intestinal epitelyal homeostazi ve bagirsak
mikrobiyotasini diizenliyor olsa da zeytinyagi kullaniminin kullanilmamasina oranla
bagirsakta belirgin degisiklige yol agmadigi goriilmiistiir. Bir bagka deyisle, toksinler
(BPA), stres ve kotii beslenme (malniitrisyon ya da belirli besin gruplarinin fazladan
tiiketilmesi) bulunmadigi siirece zeytinyagi alimimin bagirsakta bir farkliliga neden
olmadig1r sonucuna varilabilir. Ayni yayinda kullanilan zeytinyagmim niteliginin
onemine de deginilmistir, bizim yaptigimiz ¢alismada, marketlerde satilan, halk
tarafindan Kkolayca ulasilabilen, orta kalitede oldugu kabul edilen zeytinyagi
kullanilmis, bagirsak biitiinliigiinii korumak acisindan zeytinyaginin dikkat ¢eken bir

etkinliginin olmadig1 sonucuna varilmistir.

D3 vitamini gibi yagda eriyen biitiin vitaminler i¢in emilim yeri ince bagirsaklardir.
Genellikle bu vitamin de zeytinyagi gibi bir ¢ozlcl icinde takviye olarak
satilmaktadir. Mouli ve Ananthakrishnan (2014), insanda bagirsagin akut ya da
kronik inflamasyonlarinda D3 vitaminin inflamasyonu azaltici etkisinden
bahsetmislerdir. 2016 yilinda Johns vd. idrar BPA diizeyi ve dolasimdaki D vitamini
arasindaki bir iligki olup olmadigin1 saptamak {izere Amerika’da retrospektif olarak
yaptiklar1 ¢alismada, kadmlarda belirgin bir sekilde idrardaki BPA diizeyi arttik¢a
kan dolasimindaki D vitamini dizeyinin azaldigi sonucuna ulasmislardir. Ancak

erkeklerde boyle belirgin bir iligki tespit edilememistir. Brandi vd. (2022) tarafindan
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Italya’da yapilan bir baska retrospektif calismada, merkeze belirlenen zaman
araliginda gelen yash bireylerde serum D vitamini ve idrar BPA degerleri arasindaki
iliski saptanmaya calisilmig, D vitamininin kemik saglig1 tizerindeki 6nemli etkileri
sebebiyle BPA’nin bu emilimi azaltmis olabilecegine wvurgu yapilmis, ileri

aragtirmalarin gerekliliginin alt1 ¢izilmistir.

Wang vd. (2020), maternal kaynakli D vitamininin, perinatal olarak BPA’ya maruz
kalmig dalak Th17 tipi lenfositlerin artisin1 baskilarken, Th17 tip lenfosit kaynakli
sitokinlerin salmimini artirdigi sonucuna ulasmiglardir. Pro-inflamatuar ézellikleri ile
On plana ¢ikan Th17 tipi hiicrelerin mukozal bariyerlerin korunmasinda ve mukozal
yuzeylerde patojen Kklirensine katkida bulunmada ©Onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir.

Salehpour vd. (2021) insan yag kaynakli mezensimal kok hiicrelerde BPA ve D
vitamini kullanarak yag hiicrelerinin verdigi cevabi izlemistir. Sonug¢ olarak BPA ve
D vitaminin birlikte verildigi grupta adipogenezisi indiikleyen gen ekspresyonlarinin

arttigini bildirmiglerdir.

Otsuka vd.’nin (2012) BPA aliminin gebe disi ratlarda serum kalsiyum dizeylerini
ve kalsiyum emilimini etkiledigini belirlemeye c¢alistiklar1 arastirmalarinda, BPA
grubunda serum kalsiyum diizeyinin kontrol gruplarma gore belirgin derecede diisiik

oldugunu bildirmisler ancak, organ histolojisine iliskin veri sunmamuislardir.

Ug farkli BPA dozunun denendigi ve Peyer plaklarinda CD4* ve CD8" lenfositlerin
miktar ve dagilimmm degerlendirildigi ¢alismada Ozaydm vd. (2018), uygulanan
BPA dozu arttikca Peyer plaklarinda lokalize olmus CD4" ve CD8" lenfositlerin
sayisinin  arttigmi Ve yerlesimlerinin interfolikuler alana dogru kaydigini
immunohistokimyasal metotla, lenfoid dokunun genel goriintiisiiniin kullanilan doz
ile paralel olarak bozuldugunu ise rutin histolojik teknikler kullanarak
gOstermislerdir. Bu ¢aligmada lenfosit tiplendirmesi yapilmamistir ancak bu

arastirmanin histopatolojik bulgular1 Ozaydm vd. (2018) ile uyum gostermektedir.

Domuz ileumunda yiiksek ve diisiik doz BPA’nin enterik nervoz sistem lizerine etkisi
arastirilmig  (Szymanska vd., 2018), yiksek doz BPA verilen domuzlarin
ileumlarinda diger gruplara oranla c¢ok ylksek miktarda eozinofil granilosit
bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alismada ise BPA tek dozda uygulanmis ve smirli

sayida eozinofil granilosit gozlenmistir. Peyer plaklar: ile ilgili olarak, diisiikk doz
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grubunda bunlarin smirlarinin belirgin olduguna vurgu yapan arastirmacilar, yliksek
doz grubunda bu smirlarin olmadigi, lenfoid dokularin birbiri ile birlestigini de
bildirmiglerdir (Szymanska vd., 2018). Bu veriler bizim verilerimizle benzerlik

gostermektedir.

BPA ve di(2-ethylhexyl) fitalatin farkli visseral organlar iizerinde etkisini inceleyen
Omorodion vd. (2019) bagirsak kesitlerinde bu g¢alismanin bulgularma paralel
sekilde villuslarda dejenerasyon, doku 6demi ve biitiinliigli bozulmus doku 6rnekleri

ile karsilagmiglardir.

Ambreen vd. (2019) farkli dozlardaki BPA uygulamalarinin iz element emiliminde
degisiklige yol acip agmayacagini gormek istedikleri ¢alismalarinda, diisiik doz ve
kisa siireli BPA uygulamalarinda bizim sonuglarimiza gore daha az belirgin, yiiksek
doz ve uzun siireli BPA uygulamalarinda ise bizim bulgularimiza oranla daha siddetli
doku  dejenerasyonu ile  karsilasmiglardir.  Gastrointestinal  toksisitenin
belirlenmesinde serum metalik konsantrasyonu en yaygin kullanilan tanisal faktor
oldugu icin iz elementlerin emilimine dayanan c¢alismada, villuslarda goriilen bu
dejenerasyonun ince bagirsakta kalsiyum birikimine sebep oldugu gosterilmis ancak

bu dejenerasyonun azaltilmasina yonelik bir ajan kullanilmamustir.

Sharma vd. nin (2021) BPA ve Bisfenol-S (BPS)’nin ¢esitli dokulara etkisini
degerlendirmek istedigi ¢alismada, yine bizim g¢alismamizda buldugumuza benzer
sekilde, hiperkromatik nukleuslu hiicre sayisinda, eozinofil granilosit sayisinda,
plazma hiicresi ve mitozis sayisinda artis tespit etmislerdir. Goblet hicrelerin
sayisindaki dolayli azalmayi enterit olarak yorumlayan arastiricilar, ek olarak
hiicresel degisikliklerin displaziyi diisiindiirdiigiiniin altini ¢izmistir ve bu yonuyle
bagirsak ile ilgili bulgular1 yine bizim g¢alismamizin bulgular1 ile uyum
gostermektedir. Ancak bu arastiricilarin  ¢alismasinda da ileum dokusuna

odaklanilarak Peyer plaklari ile ilgili degerlendirme yapilmamistir.

Prenatal dénemde BPA’ya maruz kalmanm ve postnatal trans yagli diyet ile
beslenmenin ince barsak morfolojisini ve DNA metilasyonunu degistirdigini
gbzlemleyen Zulkifli vd. (2022), prenatal donemde BPA’ya maruz kalmanim obezite
ile iligkilendirilemeyecegini ancak trans yag yoniinden zengin diyet ile beslenmenin
obeziteye sebep olabilecegi sonucuna varmistir. Bagirsak mikromorfolojisine iliskin

bulgular1 bizim bulgularimiz ile benzerlik gosteren arastiricilar, cocukluk doneminde
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BPA’ya maruz kalmanin obezite ile iliskili olabilecegine de vurgu yapmislardir
(Zulkifli vd. 2022).

BPA’ya maruz birakilan ve gebeliklerinin 2, 7, 14 ve 21. glinlerinde organ 6rnekleri
alinan ratlarda, Kamaludin vd. (2022) ileum Orneklerinde intestinal bariyerin
korunmadigi belirtilmis ancak yine de Peyer plaklar: ile ilgili degerlendirmede

bulunmamaislardir.

Yapilan arastirmada Peyer Plaklarinda ve villuslarda yerlesmis apopitotik hicre
miktarmm, BPA kaynakli hasarin tespiti ve D3 vitaminin bu hasar1 6nleme
konusundaki basaris1 ya da basarisizligir yoniinden bir kriter olmasi hedeflenmistir.
Bunun yaninda doku 6rnekleri, GSH, MDA, CAT, SOD, TAS, TOS, OSI, TNF-q,
IL-6 yonunden de degerlendirilerek, toksik bir madde olan BPA’nin ileum
dokusunda sebep oldugu oksidatif hasar ve yine D3 vitamininin antioksidan etkisinin
olup olmadig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Ayn1 zamanda GLU, CHOL, TG, HDL ve

LDL degerleri de incelenmistir.

Rameshrad vd. (2019) BPA’nin metabolik sendrom {izerindeki etkisini belirlemeye
calistiklar1 aragtirmalarinda, bizim sonuglarimizla uyumlu olarak serum CHOL, TG
ve LDL miktarlarinin BPA (35 mg/kg/giin, gavaj, 2 ay) maruziyeti ile arttigin tespit
etmislerdir. Fadishei vd. (2020) da yaptiklar1 ¢alismada BPA’nin metabolik
hastaliklar (zerindeki etkikisini incelemisler ve ¢alismamizla uyumlu olarak BPA
(30 mg/kg/gin, gavaj, 54 gun) maruziyeti ile TG, CHOL, LDL serum seviyeleri

arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir.

Sonug olarak oral yol ile 30 giin stireyle 25 mg/kg BPA’ ya maruz birakilan yetiskin
Wistar albino erkek ratlarin ileum bagirsak duvarinda dejeneratif bozukluklar
yaninda bagirsak lenf nodillerinde apopitoz gozlenmistir. Aynm1 doz ve sireyle
BPA’ya maruz birakilan yetiskin Wistar albino erkek ratlara oral yoldan giinliik 400
IU D3 vitamini verilmesi durumunda ileum bagirsak duvarinda ve lenf nodiillerinde
gOzlenen bozukluklarin ortadan kalktigi histopatolojik ve imminuhistokimyasal
olarak ortaya konmustur. BPA’ya oral yoldan maruz kalmanm ileum bagirsak
duvarinda meydana getirecegi olumsuz etkilerin gunlik referans dozlarda vitamin D3

takviyesi ile azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasi miimkiindiir.

Yapilan literatlir taramasinda BPA ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmasimna

karsin, antioksidan 6zellikleri geri planda kalan D vitamini ile BPA arasindaki
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iliskinin bagirsak sagligini nasil etkiledigini gosteren bir yayina rastlanmamaistir. Son
donemde kars1 karsiya kaliman pandeminin ardindan bagisiklik guclendirici yonleri
ile On plana ¢ikan D3 vitamini ve yine ikinci beyin olarak isimlendirilmis ve bu ismi
bilim ¢evrelerinde kabul goren bagirsaklar ile ilgili olarak literatiirde mevcut olan

boslugun doldurulmasi bakimindan yapilan ¢alisma 6nem arz etmektedir.
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