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OZET

Giinlik yasamimizda genis kullanim alanina sahip olan plastik malzemelerde bulunan
Bisfenol A (BFA), gida, igme suyu ve inhalasyonla insan viicuduna alinabilinen zehirli bir
bilesiktir. Bu calismada toplam 75 adet U. mancus eucirrus tirii tathh su midyesi
kullanilmistir. Midyeler her akvaryumda 15’er adet birey olmak iizere 5 gruba ayrilmis ve
biitiin gruplar 96 saat siiresince Bisfenol-A'ya (kontrol grubu, 0.1 mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L ve
10 mg/L) maruz birakilmistir. BFA nin midyelerin fiziksel 6zelliklerine etkisini incelemek
amaciyla, midyelerin agirliklari, boylari, enleri ve kalinliklar1 Sl¢lilmiistiir ve kontrol
grubuna gore anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ayrica BFA’nin toplam hemosit
sayisina, doku malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerine olan etkisi
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglara gore 96 saat sonunda kontrol grubuna gore; toplam
hemosit sayisinin artig gosterdigi (p<0.05), solunga¢ dokularindaki ve sindirim bezindeki
GSH diizeylerinin azaldig1 (p<0.05), sindirim bezindeki MDA diizeyinin ise arttig1
(p<0.05) belirlenmistir.
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ABSTRACT

Bisphenol A (BPA), which is widely used in our daily life, is a toxic compound that can
be taken to human body by food, drinking water and inhalation. A total of 75 Unio
mancus eucirrus fresh water mussels were used in this study. The mussels were divided
into 5 groups as 15 individuals in each aquarium and a 1l groups were exposed to
Bisphenol A (control group, 0.1 mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L and 10 mg/L) for 96 hours.
Weights, lengths, widths and thicknesses of the mussels were measured in order to
investigate the effect of BFA on the physical properties, but no significant difference was
found compared to the control group. In addition, the effect of BPA on total hemocyte
count, tissue malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels were determined.
According to the results, it was determined that total hemocyte count increased (p<0.05),
GSH levels in the digestive gland and gill tissue decreased (p<0.05) and MDA levels
increased in the digestive gland (p<0.05), compared to the control group after 96 hours.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram

L Litre

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

nM NonoMolar

ng Nanogram

Kisaltmalar Aciklamalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

BHT Biitil Hidroksi Toluen

BPA Bisphenol A

BFA Bisfenol A

CAS Kimyasal Abstract Servisi

EDC Endokrin Bozucu Kimyasallar

EFSA Avrupa Gida Giivenligi Ajansi

EPA Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
EUA Avrupa Universiteler Birligi

DTNB 5,5’-dithiyobis (2-nitrobenzoik asit)
IUPAC Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
LCso Deneklerin yarisini 6ldiiren konsantrasyon

GSH Glutatyon



Kisaltmalar

NOEL
MDA
ROT
TBA
TCA
TDI
WHO

Aciklamalar

Gozlenebilen Higbir Yan Etki Gostermeyen Doz
Malondialdehit

Reaktif Oksijen Tiirleri

Tiyobarbiitirik Asit

Trikloroasetik Asit

Tolere Edilebilir Giinliik Alim Miktar1

Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Diinya genelinde zehirli ¢evresel kirleticilerin en belirgin olanlarindan birisi olan Bisfenol
A [(2.2-bis (4-hidroksifenol) propan)]| “endokrin bozucu” olarak bilinmektedir (Manfo ve
digerleri, 2014). BFA polikarbon ve epoksi gibi re¢inelerin {iretimine katilarak plastik
iiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Giinlimiizde hayatimizin her alaninda
kullanilan plastikler hemen hemen tiim iirlinlerin igerisinde bulunabilmektedir (Hammer ve
Kraak, 2012). Esas olarak gida ambalajlari, su siseleri, medikal malzameler, dis
dolgularinda, temizlik iiriinleri ve kozmetik iiretiminde kullanilmaktadir (Le Corre ve
digerleri, 2015). Bu sebeplerden dolayr BFA’ya herzaman maruz kalabilme olasiligt
yiiksektir BFA’ya maruz kalmanin en yaygin yolu BFA bulagmis gida ve i¢gme sularinin

tiiketilmesi ile olmaktadir (Stahlhut ve digerleri, 2009).

BFA, endiistriyel atiklarindan gol, nehir ve igme sularina gecebilmesinden dolay1 “cevresel
kirletci” olarak tanimlanmaktadir. Tatli sularda rapor edilen degerler <1 pg/L civarindadir

(Alvarez-Munoz ve digerleri, 2015).

Sudaki canlilarin diisiik derisimde de olsa BFA’ya maruz kalmalar1 potansiyel
biyoakiimiilasyon risk faktoriinii artirmasi agisindan goéz oniinde bulunmasi gereken bir
durumdur. Konserve balikta ve bazi deniz canlilarinda (baliklar, mollusklar ve makroalg
tiirlerinde) kalint1 analizi yapilan bir aragtirmada BFA seviyeleri sirastyla 2-59 ng/g ve 5.6-

9.1 ng/g (dw) olarak rapor edilmistir (Alvarez-Munoz ve digerleri, 2015).

Avrupa Gida Giivenligi Ajans1 (EFSA) raporuna gore BFA’nin siganlarda “gozlenebilen
hi¢bir yan etki gdstermeyen” dozu (NOEL) 5 mg/kg/giin’diir. Kabul edilebilir glinliik alim
miktar1 ise 0.05 mg/kg/giin’diir (EFSA, 2005).

Endokrin bozucu kimyasallar plastikler, deterjanlar, bocek ilaglari ve endiistriyel
kimyasallarda bulunur. Bazilar1 lipofiliktir ve yag dokusunda biriktirirler, bdylece ¢evrede
kalabilirler. Bazilar1 sadece kisa bir siire i¢in, ancak kritik bir biiylime doneminde etkilerini
gosterir. BFA, oyuncaklarda, gesitli plastik malzemelerde, medikal ve tibbi kaplarda, ev
temizlik riinlerinde ¢ok kullanilanbir maddedir. Suda ve toprakta kolayca ¢oziinmez,

bdylece diinyanin en dnemli kirlilik sorunlarindan biri olan yeralt1 sulari, yiizey sular1 ve



atik sularda kirlilige neden olur. Atik sularda kirletici maddelerin uzaklagtirilmasi igin
yaygin yontemler, adsorpsiyon ve geleneksel su aritma yontemleridir. Bu metotlar
kullanilarak, sudaki kirleticiler bir ortamdan digerine aktarilir, ancak bu yontemlerle sulari

saflastirabilmek icin daha fazla islem gerekmektedir (Solpan ve Mehrnia, 2018).

Unio mancus eucirrus tathh su midyeleri sucul ekosistemlerin indikator tiir/model
organizmasidir. U. mancus eucirrus tirii kullanilarak arastirmada BFA’ya maruziyet
sonrasinda olusan hemosit (omurgasizlarda kan hiicrelerinin genel adi) sayisi ile solungag

ve sindirim bezi dokularindaki MDAve GSH degerlerine etkileri incelenmistir.

Sucul ortamda maruziyet dozlarinin daha kolay uygulanabilmesinin nedenleri;
-Omurgalilara kiyasla omurgasiz hayvan modellerinin etik kurula girmeden deney
yapilabilmeleri,

-Kii¢iik ve kolay taginabilir/tutulabilir olmalart,

-Ucuz sekilde temin edilebilmeleri,

-Laboratuvar ortaminda fazla ekipmana gerek olmadan yasayabilme ve uyumlanabilme

avantajlandir.

Calisma sonucunda BFA’nin insan sagligina olasi etkileri konusunda 6n bilgi iiretilecektir;
clinkii deniz mabhsiilleri insanlarin kalici kirleticilere ve EDC’lere baglica maruz kalma

yollarindan birini olusturmaktadir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1.Endokrin Bozucu Kimyasallarin Etkileri

Endokrin bozucular (EDC), sentez, sekresyon, transport, metabolizma, reseptor baglanma
fonksiyonu ve iireme ve gelisim siiregleri dengesi i¢in gerekli olan hormonlarin salgisi ve
dengesini olumsuz etkileyen harici maddelerdir. Bu maddelerin kadin ve erkek iireme
sistemi iizerine olumsuz etkileri oldugu ve cesitli kanserlere sebep olduklarina dair kanitlar

bulunmaktadir.

Diamanti ve digerleri (2009)’ne goére endokrin engelleyicilerden biri olan Bisfenol A’nin
kadmlar ve erkekler iizerindeki en belirgin etkileri Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu
arastiricilara gore “fizyolojik agidan, dogal veya sentetik bir endokrin bozucu madde,
cevresel veya uygunsuz gelisimsel maruziyetlerle, organizmanin ¢evreyle iliskisini veya

cevreye olan tepkisini saglayan hormonal veya homeostatik sistemleri degistirebilir”.

Artmus prostat Hipotalamusta atrmug Ea
_’
/ boyutu ekspresyonu prostatta artrmg

BPA androjen reseptor
|
- Memede apopitotik aktivitenin
_, Diigiikler .
azalmas1 progesteron hiicre
7 saysinda artma Ostradiol
siilfiitrans feraz

Sekil 2.1. Endokrin engelleyicilerin erkek/kadin {ireme sistemi iizerine olan etkileri
(Diamanti ve digerleri, 2009)

Kortenkamp ve digerleri (2011) yaptiklar1 in vitro ve hayvan deneyleri ile epidemiyolojik
caligmalar 1s18inda endokrin bozucu kimyasallarin olumsuz etkileri arasinda asagidaki
bozukluklar1 bildirmiglerdir:

- Disi ve erkek iireme sistemi iizerine etkiler,

- Tiroid bozukluklar1 ve hastaliklar1 (konjenital hipotiroidizm, tiroid kanser riski, tiroid

hormonlari ile etkilesim),



-Norogelisimsel bozukluklar (hormon bozukluguna bagli beyin gelisimi ile ilgili
bozukluklar, davranis bozukluklar1 vb),

-Hormona bagli kanserler (meme, endometriyal, over, prostat, testis ve tiroid kanseri vb
endokrin iliskili kanserler),

-Adrenal bozukluklar (deniz aslanlarinda dioksin, PCB ve metil civaya bagli adrenal
lezyonlar),

-Kemik bozukluklar1 (kemik fonksiyonunda o6nemli rol oynayan Ostrojen ile ilgili
bozukluklara bagli osteoporotik kemik kirilmalarinda artis),

-Metabolik bozukluklar (metabolik sendrom, obesite, diyabet),

-Bagisiklik fonksiyonu bozukluklart (bagisiklik fonksiyonundan sorumlu kortizol, dstrojen,
tiroid hormonu ve karaciger X reseptor (LXR-liver X receptor) ve peroksizom proliferator
etkinleyici reseptor alfa (PPAR-peroxisome proliferator actived receptor alpha) gibi
niikleer reseptorlerin fonksiyonundaki bozukluklara bagli immiin sistem hastaliklarinin ve

sistematik inflamasyonlarin gelismesi, allerji, otoimmun hastaliklar, astim gibi).
Diamanti ve digerleri (2009)’ne gore “endokrin bozucu kimyasallarin” kadin ve erkek
gelisiminin ¢esitli evrelerinde (fatal/neonatal, prebubertal, yetiskin) neden olabilecegi tibbi

sorunlar daha detayl1 olarak Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Endokrin bozucularin insanlarin {ireme sistemi tizerindeki etkileri (Diamanti

ve digerleri, 2009)
Fetal/Neonatal Prepubertal Pubertal Yetiskin
+ Intrauterin * Adrenars * Gonadars * Spermatogenesis
. biiyiime * Ovulasyon
e . Cinsel farklilagma
* Intrauterin * Puberte prekoks | « Kiigiik testis ve * Oligospermi
Erkek bliylime gerilemesi yiiksek FSH * Testikiiler kanser
* Kriptorsidizm * Erken puberte * Prostat hiperplazisi
* Hipospadiaz * Geg puberte * Leyding ve Sertoli
* Seminifer tiibiil * Jinekomast hiicrelerinde atrofi
atrofisi + Infertilite
* Intrauterin * Puberta prekoks | ¢ Puberte prekoks * Vajinal adenokarsinoma
Disi Biiytime Geriligi * Prematiir telars | prekoksiyal puberta | ¢ Ovulasyon bozukluklar
w3t * Polikistik over * Benign meme hastaliklar1
sendromu * Meme kanseri
* Geciken * Uterine fibroidler
ovulasyon siklusu * Laktasyon bozulmasi
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Endokrin engelleyicilere maruziyette dnemli noktalar sunlardir;

1. Hamilelik ve dogum sonrasi iki yasina kadar olan dénem (dis etkenlere karsi en hassas
donem): Bu hassas donemde endokrin bozucularina maruz kalma, biiyiimeyi ve gelismeyi
engelleyebilir, sessiz bir donemi takiben tekrar aktiflesebilir ve fonksiyon bozuklugu
belirtileri ortaya ¢ikabilir (Barker, 2003).

2. Maruz kalma ile belirtilerin goriilmesi arasindaki zaman: Maruz kalma sonrasi etkinin
kendisini gostermesi i¢in genellikle sessiz bir donem ge¢mektedir. Bu sessiz donem bazen
cok uzun (on yildan fazla) siirebilmektedir (Herbst ve digerleri,1971).

3. Endokrin bozucu kimyasallarin farkli etkinlik mekanizmalarina sahip olmasi: Ornegin
tek bir endokrin bozucu kimyasalin bile hem 6strojenik, hem antiandronik etkiye sahip
olmasi, orijinal bilesikten farkli yollar {izerinden metabolize olmasi, farkli dokularda etki
ettigi hormon reseptdr ekspresyonunun farkliligi gibi nedenlerle organizmada degisken
yanitlar alinabilmektedir (Zoeller ve digerleri., 2012; Beronius, 2013). Etkiler, tiirler
arasinda farklilik gosterebilirken (bazi sigan tiirlerinin Ostrojene 6zellikle duyarsiz olmasi
gibi), gecikmeli olarak da goriilebilir (Dietilstilbestrol, gebe kadinlarda, gebelikle iligkili
komplikasyonlarin azaltilmasi1 ve diisiik riskine karsi 1940-1970°1i yillarda kullanilmis;
ancak bu kadinlarin kiz ¢ocuklarinda ergenlik sonrasinda ¢ok nadir goriilen vajinal temiz
hiicre adenokarsinomasi olusturdugu, ovaryan germ hiicre kanseri ve serviks kanserine
neden oldugu tespit edilmistir) (Newbold, 2004).

4. Diisiik dozlarda bile etkili: Normalin altindaki diisiik miktarda bile, endokrinolojik ve
reprodiiktif problemler olusabilir (vom Saal ve digerleri, 2007). Cok diisiik dozlarda etkili
olabilmesi ve non-monotonik doz-yanit iliskisi endokrin bozucu kimyasallar icin
karakteristik bir Ozelliktir. Non-monotonik etkilerini ise reseptdr yarigmasi, reseptor
seciciligi, reseptor down regiilasyonu, farkli gen aktivasyonu ve yarigmact mekanizmalar
izerinden yapabilir (Beronius, 2013).

5. Doz-yanit dinamikleri: Endokrin bozucular, "zehiri zehir yapan dozudur" klisesine her
zamantabi olmamakla birlikte doz yamit dinamikleri ¢ogunlukla U seklinde
tanimlanmaktadir (Yani, “en yiiksek yanitin diisiik ve yliksek dozlarda alindigr durumlar
olabilirken, ters U sekilli yani en yiliksek yanitin orta dozlarda alindigr durumlar da
gozlenebilmektedir (Yurdakok, 2013).

6. Mutajenik etki: Endokrin bozucular DNA sekanslar1 iizerinde mutasyonlara sebep
olarak genetik etki gosterir ve boylece sadece maruz kalan nesli degil, sonraki kusaklar1 da

etkileyebilirler (Anway ve Skinner, 2006).
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7. Epigenetik etki: Toksikoloji ve giivenlik degerlendirmelerinde onemli yeri olan ve
canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde godzlemlenen,
hiicre farklilagmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisiklikleri ifade eden
epigenetik faktorler, oOzellikle endokrin bozucu kimyasallarin fenotipik etkilerini
gostermesinde ve degerlendirme asamalarinda onemlidir. Yasamin ilk safhalarinda DNA
metilasyonu baslar, dinamik ve geri dontigiimliidiir ve gen ekspresyonunu programlar, gen
iizerindeki hatiralar1 olusturur (Skinner, 2007). Epigenetik fenomenin iizerinde en ¢ok
calisma yapilmis olan iki tipi DNA metillenmesi ve histon modifikasyonlaridir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda, gelisim siirecinde g¢ekirdegin epigenetik ozelliklerinde bir dizi
degisimin gergeklestigi ve hiicresel potansiyelin kaybi ile geri doniislimsiiz gen
susturulmasinin (6rn. embriyonik) arasinda dnemli bir iliskinin varlig1 saptanmistir (Orcan,
2006).

8. Kalint1 sorunu: Besin amaglh yetistirilen hayvanlar endokrin bozucu kimyasallara cesitli
yollardan maruz kalabilmektedir. Bunlarin arasinda; yeni ilaglanmis meralar, ilaglanmig
yemden hazirlanan silajlar, igme suyu kontaminasyonu, atik sistemleri, alet ve ekipman ile
agillarda kullanilan malzemeler veya yemlerin igerisindeki dogal fitoostrojenler (alfalfa,
yonca, soya gibi) gibi gesitli sebeplerle maruz kalabilmekte ve yenilebilir dokularinda
bulunabilmekte; poliklorlu bifeniller gibi lipofilik o6zellikte bilesikler de siite
gecebilmektedir (Bernhoft, 2006). Ornegin laktasyondaki ineklerin siitiine “endokrin
bozucu kimyasal” 6zelligi bilinen nitro misk bilesikleri, siit isletmelerinde kullanilan
deterjanlardan ve laboratuvar/isletme calisanlarinin  kullandiklar1  parfiimlerden
gecebilmektedir (Bliithgen ve Ruoff, 1998). Ayrica, evsel atiklarin karistigt deniz ve
akarsulardaki baliklarda da bu bilesikler biyoakiimiilasyon ve biyomagnifikasyona bagl
goriilebilmektedir (Fromme ve ark., 2001).

9. Coklu etkilesim: Bir organizma genelde bir endokrin bozucu karigimina maruz kalir
ancak, farkli endokrin bozucularin beraber olan tesirleri, aditif veya sinerjistik etkiler

yaratabilir (Crews ve digerleri, 2003).

2.2. Bisfenol-A’mn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CAS (Chemical Abstracts Service) numarast 80-05-7 olan Bisfenol-A (BFA) [2,2-bis(4-
hidroksifenil) propan] sentetik organik bir bilesiktir. [UPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) numarasi 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol olup molekiiler formiilii
(CH3),C(CgH4OH), veya CisHi6O> seklinde ifade edilir (Sekil 1). Molekiiler agirlig
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228.29 g/mol’diir. Oda sicakliginda renksiz ve kat1 haldedir (PubChem, 2019). Endiistriyel
bir kimyasal olup ilk kez 1891 yilinda sentezlenmis ve Ostrojenik etkileri 1930’larda

bulunmugtur (Wolstenholme ve digerleri, 2011).

— N —

TN/ \ /

Lo

Sekil 2.2. BFA’nin kimyasal yapisi

BFA’nin diisiik buhar basinci ve yiiksek erime noktasina sahip oldugu bilinmektedir (erime
noktast 158 °C ve kaynama noktas1 220 °C). Cdziiciileri etanol ve alkali maddeler oldugu
icin organik ¢oziiciilerde ve hatta suda bile kismi olarak ¢oziinmektedir (pKa degeri 9,6 ile
11,3 arasinda ¢oziinme 300 mg/L). Biyolojik olarak kolayca parcalanabilen BFA’nin

COz’ye mineralizasyonu %81-93 oraninda 28 giin iceresinde gerceklesebilmektedir.
Yapilmis olan bir arastirma sonucunda nehirdeki bozunma yari1 émrii 0,5-3 giin tespit
edilmigtir (Wright-Walters ve digerleri, 2011). Cizelge 2.1’de BFA’nin fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri verilmektedir.

Cizelge 2.2. BFA nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Wright-Walters ve digerleri, 2011)

Adi Bisfenol A
IUPAC Adlandirilmast 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan
CAS Numarasi 80-05-7
Molekiiler Formiilii CI15H1602
Molekiiler Agirligt 228,29 g/mol
Fiziksel Durum Beyaz kat1 pullar veya toz halinde
Erime Noktasi 155°C
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2.3. Bisfenol-A’nin insan Saghgi Uzerindeki Etkileri

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler), endokrin sistemin gelisimini ve islevini degistiren
maddelerdir (Solpan ve Mehrnia, 2018). EDC'ler endojen hormonlar: taklit edebilir veya
endokrin sistemin normal hormonal aktivitesini inhibe edebilir. Dogal cevrede ve
endiistriyel siireclerde bulunabilirler. Son yillarda yapilan aragtirmalar, endokrin bozucu
kimyasallarin endokrin sisteminin islevlerini etkileyerek organizmadaki bazi hastaliklarin
sikligii artirdigr bilinmektedir. BFA endokrin bozucu olarak adlandirilir ve yerli {iriinler,
medikal ve dental tedavi materyallerinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda BFA gida, igme
suyu ve insan viicuduna solunum yoluyla (inhalasyon) alinabilen zehirli bir bilesiktir

(Solpan ve Mehrnia, 2018).

BFA’ya maruz kalmanin 6nemi yillar dncesinden bilinmesine ragmenbu konuda yeni yeni
durulmaktadir. BFA’nin insan sagligi iizerinde Ozellikle bebeklerin gelisiminde ciddi
etkiler olusturabilecegi ve c¢agimizda Onemli bir halk sagligt problemi oldugu
bilinmektedir. BFA’nin, kadinlik hormonuna ¢ok benzer (ksendstrojen) sentetik bir yapiya
sahip oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde yapilan bir¢ok aragtirma BFA gibi kimyasallarin
organizmalarin hormon sistemine ¢ok ciddi zararh etkiler yaptigive bu etkilerin sadece
iiremeyi degil, viicut gelisimini ve davranislar1 da etkiledigi kanitlanmaktadir (Dirinck ve

digerleri, 2011).

BFA’nin baz1 yan etkileri bu basliklar altinda sayilabilir;

e Cenin, bebek ve ¢ocuklar lizerinde ndrolojik ve davranigsal bozukluklar
olusturabildigi (Liu ve digerleri, 2011),

e Prostat ve meme bezlerini etkiledigi, kizlarda erken ergenlige neden oldugu
(Wolstenholmeve digerleri, 2011),

e Uzun siire BFA’ya maruz kalan kadinlarin iiretkenliginin azaldig1 (Kawamura ve
digerleri, 2003),

e Sperm sayisinin azaldigi ve kalitesinin diistiigli (BFA’nin oksidatif stres olusturarak
PI3K/c-Src/FAK ve MAPK gibi sinyal yolarmni etkiledikleri) (Wong ve Cheng, 2011),

e Sismanlia yol acan metabolik bozukluklarin ortaya ¢ikmasit (BFA’nin yag

dokusundan faydali bir hormon olan adinopektin salgisin1 azaltip aksine zararli iltihabi
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olaylara yol acan interlokin-6 ve TNF-a adli zararli molekiillerin kandaki diizeyini
artirmasi nedeniyle (Jonathan ve digerleri, 2009),

e Metabolik sendrom olusumu, meme ve prostat kanserinin tedavisini bozdugu (Sharpe
ve Drake, 2010),

e Hamile kadinlarda cesitli etkilere neden oldugu (Caserta ve digerleri, 2011).

Bu konuda yapilan aragtirmalardan o6rnek vermek gerekirse; Liu ve digerleri, (2011)
hamilelerde yapmis oldugu c¢alismada, hamilelerin idrarinda bulunan BFA ile

kendiliginden gelisen ve tekrarlayan diisiik arasinda iligki olabilecegini bildirmislerdir.

Braun ve Hauser, (2011) BFA’nin ¢ocuk sagligina etkisi isimli derlemelerinde, idrardaki
BFA derisimi ile seks hormonu arasinda iligki oldugunu ve yapilan bir ¢aligmada idrarinda
yiiksek miktarda BFA olan kizlarda gogiis bliylimesinin geciktigini bildirmistir. Prenatal
donemde BFA’ya maruz kalmanin kiz ¢ocuklarinda goriilen hiperaktif ve agresif olma
durumu ile iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Liu ve digerleri,2011). BFA’nin insan
saghigr lizerindeki etkileri Sekil 2.3°de, iireme ve obezite ilizerindeki etkileri ise Sekil

2.4°de sematik olarak ifade edilmistir.

e Bebek gelisiminde sorunlar

e Kadin ve erkeklerde hormon buzuklugu
e Kadinlarda diisiiklerin artmasi

e Sperm sayisinda azalma

e Meme ve prostat kanserleri

e Erken ergenlik ‘

e Astim 1

/ e Bobrek rahatsizliklar:

e Obezite ‘

e Diyabet

| —
\ e Yetiskinlerde kardiyovaskiiler
hastaliklar
e Davranis bozukluklar:

e Dis gelisim bozukluklar

Sekil 2.3. BFA’nin insan saglig1 tizerinde etkisi (Liu ve digerleri, 2011)
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Sekil 2.4. BFA’nin lireme ve obezite lizerine etkileri (Crews Ja, 2003)

Avrupa Gida Giivenligi Kurumu'nun (EFSA) yaptigi arastirmalara gore, bir insan
viicudunun giinliik tolere edebilecegi BFA miktari, viicut agirligmin her kilogrami igin

0,05 mg’dir (EFSA, 2005).

2.4. BFA’nin Cevresel Davranisi

Su, birgok bilesik i¢in iyi bir ¢oziicii oldugundan, kaynaktan kullanim agsamasina kadar en
kolay kirletici maddedir. Adsorpsiyon ve konvansiyonel su aritma ydntemlerinde, su
icindeki BFA gibi kirleticileryogun konsantrasyonla bir ortamdan digerine aktarilir, ancak
bu konsantre ortamdanbu toksik kirleticilerin uzaklastirilmasi ek islem gerektirir. BFA'nin
ylizey sularma gegisinin baslangicinda atik su aritma tesisi atik sularindan gelmektedir.
BFA, atik su aritma tesisleri giris sularinda, atik sularda ve camurda tespit edilmistir.
(Furhackerve digerleri, 2004). CoOp sizinti sularinda BFAderisimi maksimum 17,2

mg/Lolarak rapor edilmistir (Yamamoto ve digerleri, 2001).

BFA’nin sediment ve toprak gibi organik fazlarda bilesenlerine ayrilmasi hidrofobik
oldugunu gdsteren bir kanit olarak bilinmektedir. Ayrica BFA’nin dogal sularda buhar

fazina ge¢mesi ve ¢oziinmesi (hidrolize olmasi) beklenmez (Staples ve digerleri, 1998).
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BFA’nin buharlagsma katsayisinin diisiik olmasindan dolay1 havada yok denecek kadar az
bulundugunu gosterilmistir. Ayrica yarilanma siiresinin suda ve toprakta 4,5 giin, havada
ise 1 glinden az oldugunu belirtmislerdir. BFA’nin aerobik biyodegredasyonu, hava harig
diger ortamlarda en baskin giderim mekanizmasidir. BFAbuhari hidroksil radikalleriyle
reaksiyona girerek fotodegredasiyona ugrayarak bozunmaya meyillidir (Cousins ve

digerleri, 2002).

2.5. BFA’nin Toksisitesi ve Diger Canhlar Uzerindeki Etkileri

BFA’nin toksik etkilerinin arastirildigi calismalarda sucul canli olan balik, alg, bakteri,
tatli ve tuzlu su omurgasizlar1 ve bitkiler lizerindeki akut ve kronik etkilere odaklanip,
BFA’nin  organizmalarin yasami, tremeyi ve biliylimeyi etkileyip etkilemedigi
incelenmistir. Yapilan arastirmalarda sudan alman BFA dozunun 48 saatle 400 giin

arasinda o6liimciil etkiye sahip oldugu goriinmiistiir (Tabata ve digerleri, 2001).

Biiylime ve gelisme {lizerindeki kronik etkisiorganlarin biliylikligi ve agirligma (tiim
viicuda gore orani), yapisal deformasyonlara, populasyondaki artisa (algler i¢in), ikincil
cinsiyet Ozelliklerine, ayn1 zamandamaruz kalma miktarina bakarak 28-120 giin arasinda

gozlemlenmistir (Schéfers ve Wenzel, 2000).

Sucul organizmalarin iireme sistemleri ile baglantili olan ekotoksik testler sperm
hareketliligi ve uzunlugu, yumurta tiretimi, kulugka siiresi ve embriyolarin hayatta kalma

ve cinsiyet farkliliklarini gézlemleyerek yapilmistir (Oehlman ve digerleri, 2000).

BFA’nin tath ve tuzlu su ekosistemlerinde akut toksisiteye neden oldugunu LCso (Lethal
Concentrationso; yani test organizmalarimin yarisinin 6lmesine neden olan derigim)

degerinin 1-10 mg/L arasinda degistigini belirtmislerdir (Alexander ve digerleri, 1988).

BFA’ninyagsamsal, biiyiime, ilireme sistemlerindekitoksik etkilerini tathh ve tuzlu su
alglerinde, omurgasizlar ve baliklar (Selenastrum capricornutum, Pimephales promelas,
Daphni amagna, Mysidopsis bahia) tizerinde incelenmistir. Sonuglar LCso degerinin 1000-

20 000g/L araliginda oldugunu gostermistir (Alexander ve digerleri, 1988).
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BFA’nin genetik toksisitesi ve fizyolojik etkilerinin incelendigi ¢alismada Daphnia magna
ve sucul sinek olan Chironomus tentans kullanilmis ve D. magna’nin daha hassas oldugu
bulunmustur (Park ve digerleri, 2006). Olmez-Hanc1 ve digerleri (2013) BFA’nin D.
magna lizerindeki akut toksisitesini yiizde bagil degerlerini hesaplayarak karsilastirmislar
ve BFA’nin toksik etkilerinin yanisira, ileri oksidasyon ara iiriinlerinin de toksik

olduklarini bulmuslardir.

Endokrin bozuculardan kaynakli “iireme bozukluklar’” konusunda caligmalar yapan
Gunderson ve digerleri (2004) bu kimyasalin, timsahlarda esey gelisimini bozdugunu
belirlemislerdir. Caligmalarima gore; disi bireylerde aromataz aktivitesinin artmasiyla

testosteron azalmis, kortikosteron artmis ve erkeklerde phallus boyutu kii¢tilmiistiir.

2.6. BFA Maruziyetinin Kaynaklar: ve Yollar:

BFA, polikarbonatli plastiklerin ve epoksi re¢inelerinin iiretiminde kullanilan baglica
monomerdir. Giinlimiizde yilda 2 milyon tondan fazla iiretilmekte olan BFA’ya maruziyet
yollar1 metal konser ve kutular veya plastik kaplamasindan gidaya gecmesinden, ictigimiz
suya kadar biiyiikk bir yelpazeye sahip olmasindan dolayr bu zararli bilesene maruz
kalinmanin olasi riskleri son yillarda biiyiik bir sorun olustur maktadir (Mercea, 2009).
Oyle ki polikarbonatli plastikler; biberon, yiyecek saklama kaplari, su siseleri ve sise
kapaklari, gozliikk camlari, CD, DVD ve elektronik cihazlarin yapiminda kullanilir. Keza,
BFA hazir konserve kutulart veya yiyeceklerin kaplamalarindan gidalarin igerisine nufuz
edebilmekte ve sonug¢ olarak insanlar her zaman az miktarda bile olsa BFA’ya maruz
kalabilmektedirler BFA’nin oral yol ile viicuda ge¢me riskini arttiran kaynaklar arasinda
epoksi regine bazli gida kutulari, su siseleri veya plastik biberonlar en sik kullanilanlarin

basinda gelmektedirler (Shi ve digerleri, 2009; Geens ve digerleri, 2012).

BFA, dis hekimliginde disleri ¢iiriikten koruma amaciyla Pedodonti’de yaygin olarak
kullanilan fissiir ortiicii ve kompozit rezin dolgu maddelerinin (dis kompozitleri) yapisinda
da bulunmaktadir (Akyiliz ve digerleri, 2011). Daha once fungusid olarak kullanilan
tetrabromobisfenol A gibi yanmay: Onleyen malzemelerin onciil maddesi de BFA’dir.
Karbonsuz kopya kagitlarinda ve termal kagitlarda renk gelistirici madde olarak BFA
tercih edilir. BFA ihtiva eden iiriinler su borularinin kaplanmasinda ve dokiim kaliplarinda

da kullanilmaktadir (Wolstenholme ve digerleri, 2011).
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BFA maruziyeti;
e (evresel (BFAile kirlenme hava ve sudan)
e Yerel (ev lriinleri, kozmetikler)
e Tibbi (BFA ile kirlenme aletler ve cihazlardan)
e Mesleki kaynak (solunum, deri temasi, endiistriyel kullanim ya da iiretim siireci

boyunca yutma) yollariyla meydana gelmektedir (Olmez-Hanc1 ve digerleri, 2013).

Bisfenol A, Gida ambalajlarinda ¢esitli uygulamalar esnasinda gida icerisine ambalaj
malzamelerinden BFA’nin niifuz etmesi muhtemel olan bir durumdur ve boylece BFA’nin
oral yolla alimim miktar1 artabilmektedir. Ayrica mikrodalga firin kaplarinin tiretiminde
kullanilan BFA gidalara gegebilmektedir (Zalko ve digerleri, 2011). ilaveten termal kagit
kaplamalarindan, tibbi cihazlarla ve daha bir¢ok iiriinlerle biiyiik 6l¢iide BFA’ya maruz

kaliabilmektedir (Cho ve digerleri, 2012).

Paketleme uygulamalarinda kullanilan plastikler 7 ¢esit olup, geri doniisiim kodu 1, 2, 4, 5
ve 6 olanlar polimerizasyon ya da paketleme formunda BFA i¢ermedikleri icin, gida ve
iceceklere BFA gegcmesi s6z konusu degildir. Geri doniigiim kodu 3 ve 7 olan plastikler ise
polikarbonat ve epoksi gibi malzemeleri icermekte olup bu malzemelerin gida ve
iceceklerle temas etmesi halinde az miktarda BFA gida ve igeceklere gegmektedir.
Plastiklerin zarar gormesi halinde ise BFA’nin gidalara gecisi artmaktadir. Normal
kosullarda malzemelerden belirli miktarda BFA salinirken, bu plastikler sicaga maruz

kaldiginda alinim hiz1 ve miktar1 artmaktadir. (WHO, 2009).

Schierow ve Lister (2010)’e gore Avrupa Gida Giivenligi ve Sagligi, BFA konusunda
tolere edilebilir gilinlik alim miktar1 (TDI), 25 mg/kg/giin ve 50 mg/kg/glin olarak
belirlemistir. Manfo ve digerleri (2014) calismalarinda BFA’nin giinliik tolere edilebilinir
miktarinin EFSA tarafindan cesitli canlilara gore 4 pg/kg ile 50 pg/kg arasinda olarak
belirtmislerdir. BFA’nin ¢evreden viicuda alinan miktarinin ise belirlenen TDI degerinden
4-5 kat daha diisiik oldugu tahmin edilmektedir. Bisfenol A i¢in, maximum kabul edilebilir
ya da referans doz Cevre Koruma Ajansi tarafindan 50 mg/kg viicut agirligi/glin olarak

belirlenmistir (EFSA, 2005).

Endokrin bozucu kimyasallar dogada dogal olarak bulunabildigi gibi (sarimsak, maydanoz,

kahve gibi besinlerde bulunabilen fitodstrojenler ancak ¢ok fazla alindiginda bu etkiyi
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gosterir), degisik sentetik ve endiistriyel {rilinlerde (fungusit, herbisit, boya, plastik
coziiciiler gibi), evsel malzemelerde (temizlik malzemeleri, parfiim gibi), ilaglarda (dogum
kontrol haplari, dietilstilbestrol gibi) ve agir metaller (arsenik, kadmiyum, uranyum,

kursun, civa gibi) icerisinde de yer alabilmektedir (Yesilkaya, 2008).

Avrupa Birligi Komisyonu’nun 2016’da giincelledigi “Cevre” raporunda; ¢esitli
aragtirmalarda “endokrin bozucu” etkisi belirlenen 546 kimyasal i¢in hazirladig
simiflandirma sistemine goére, bu kimyasallarin 147’sinin yiiksek miktarda iretildigi,
cevrede kalict oldugu ve Kategori 1 olarak smiflandirilabilecegi, 66’simin potansiyel
tehlikeli oldugu, 60’1na ise insanlarin maruz kaldig: bildirilmektedir. Kategori-1 endokrin
bozucu etkinin en azindan bir canli organizma iizerinde test edildigi, Kategori-2 endokrin
bozucu kimyasalin biyolojik etkinliginin kanitlandig1, Kategori-3 a ve b ise veri eksikligine
bagli siniflandirma yapilamayan ve endokrin bozucu etkinligi bilinmeyen maddelerin
oldugu smniflandirmadir. Kategori-1 igerisinde pestisit, gida koruyucu, gida ve
farmasoétiklerde koruyucu (prezervatif) amaciyla kullanilan, glines kremlerinde yer alan
cesitli kimyasallar bulunmaktadir. Bunlara borik asit, 4-nonilfenol, omethoat, 4-
siklohekzifenol, siklofosfamid, mono-n-butilfitalat, tersiyerbutilhidroksianizol, metil
tersiyer butil eter, trifluralin, klordimeform, p-kumarik asit, dibromokloropropan, p-

hidroksibenzoik asit, etilentiyo iire 6rnek verilebilir (European Commission, 1996).

2.7. U. mancus eucirrus Tiiriiniin Ekolojik Onemi ve Sistematik Pozisyonu

Midyeler sudaki organik bilesenleri ve planktonlari temizleyerek beslenirler. Bu filtreleme
islemi esnasinda ¢ok miktarda su siizdiikleri i¢in agir metalleri de filtre ederler. Bu
ozellikleri nedeniyle midyeler agir metal birikiminin biyolojik izlenmesi i¢in oldukga iyi
indikatorlerdir (Carson ve Darling, 1962). Su iiriinleri, pek ¢ok atigin deniz, gol ve
akarsulara verilmesinden dolay1 en 6nemli kirlilik kaynaklarindan birini olugturmaktadir.
Bu nedenle besinlerimiz arasinda 6nemli yer tutan balik ve midye gibi su iirlinlerinde agir

metal birikiminin izlenmesi insan saglig1 acisindan 6nem tagrmaktadir (Oktener, 2004).

Bivalvia, sucul ekosistemlerin makrobentik faunasinin yaygin olarak karsilasilan
gruplarindandir. Besin zincirinde 6énemli bir yere sahip olan bu organizma grubu, basta
baliklarin olmak iizere ¢esitli su kuslarinin ve su memelilerinin (samur, kunduz vb.)

besinlerini olusturur. {laveten gevresel degisimlerde biyoindikatdr organizmalardir ki bu
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nedenle ekolojik calismalarda kullanmakicin c¢ok elverislidirler. Insanlar tarafindan
tiiketilmesinin yaninda bazi hayvanlarin yetistiriciliginde (balik, tavuk, domuz vb) ve bazi
tiirlerin de kabuklar inci, diigme yapimu igin siis esyalarinin yapiminda kullanilmaktadir.
Molluskler ayrica yeryiiziiniin jeolojik gelisimlerinin arastirmasi agisindan ¢ok Onemli

fosillerdir. Mollusk fosilleri tortul olusumunda baslica etkendir (Oktener, 2004).

Unio’lar bir¢cok midye tiiriiniin aksine, kirlilik stresine maruz kalarak ortadan kaybolan ilk
canlilar olarak bildirilmistir. Bu hassasiyeti nedeniyle, birgok su ekosisteminde sayilari
hizla azaldigindan IUCN’in Red List Kriterlerine gore NT (Near Threatened-Tehdite
Yakin) olarak nitelendirilmekte olup, bu konuda 2014’de giincelleme yapilmistir (Lopes-
Lima ve digerleri 2014; ITUCN, 2014).

Sulardaki kirlilik izleme c¢aligmalarina bakildiginda, omurgasizlar biyotik faktorlerin
saglam kontroliinii sagladiklar1 i¢cin 6nemli segeneklerdir. Bir¢ok midye tiirii denizlerde bol
miktarda bulunmalari, metalleri yiliksek yogunluklarda biriktirip, bunlar1 uzun bir siire
biinyelerinde tutmalarindan dolay1 sucul ekosistemlerde kirliligi yansitan biyolojik

indikatorlerin baginda gelmektedirler (Van Hassel ve digerleri, 2007).

Ancak Unio mancus tiriiniin sucul kirlilik ve ekotoksikoloji deneylerinde tercih
edilmesinde ise; ¢evresel kirleticilerin seviyelerine karsi hassas olmasi, sesil yagsamalari,
uzun Omiirlii olmalari, ¢ok genis yayilim alanina sahip olmalar, kirletici analizleri igin
yeterli dokuyu kolayca saglayacak biiyiiklilkte olmalari gibi c¢aligmalarda kolaylik

saglayacak avantajlara sahip olmasi gelmektedir.

U. mancus eucirrus "un taksonomisi asagida verilmistir;
Alem: Animalia

Sube: Coelomata

Sinif: Bivalvia

Altsinif: Eulamellibranchiata

Takim: Unionoida

Familya: Unionidae

Cins: Unio (Philipsson, 1788).

Tiir: Unio mancus eucirrus Bourguignat, 1857 (Musselp, 2019)
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Tirkiye’de cesitli arastiricilar tarafindan Unio cinsine ait alt1 tiir (Unio pictorum, Unio
hueti, Unio terminalis, Unio elongatulus, Unio tigridis, Unio stevenianus) saptanmistir.
Tirkiye’de U. mancus eucirrus tiriine Bektesaga Goleti'nde ve Karasu Cay’inda
rastlanmistir (Oktener, 2004). Resim 2.1°de calismalarimizda kullandigimiz U. mancus

eucirrus tlrii bireylerinin kabuk goriintiisii verilmistir.

Resim 2.1. U. mancus eucirrus tiirii bireylerinin kabuk goriintiisii

Unio mancus tiirii midyeler genelde tatli sularda yasarlar. Resim 2.2°de de goriildiigii tizere
kabuklar1 6n (anterior), arka (posterior), karin (ventral), sirt (dorsal) olmak {izere dort
kismui ayrilir. Iki kabugu birbirine elastik ligament baglar. Midye kabuklarinm i¢ kismi
sedef madde ile kaplidir. Midyenin iki adet solungaci vardir ve bunlar ayak kisminin
yaninda bulunur. Anterior kisminda her iki kabukta kapama kaslart mevcuttur. i¢ organlar

dorsal kisma tutunmustur, kabugun i¢ kisminda manto boslugu bulunur.

Solungaglar

I¢ organlar

Manto

Ayak

Resim 2.2. U. mancus eucirrus’un morfolojik yapisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tath su midyelerinin temini, tasima ve saklama kosullar1

Calismamizda kullanilan midye tiirii, toplama kaynagi, tagima ve hazirlama kosullari

verilmistir;

Midye tiirii: Uniomancus eucirrus Bourguignat, 1857.

Toplama tarihi: Ekim 2015

Toplama yeri: Sinop ilinin Karasu Cay’min ylizeye yakin, ulasilabilen kisimlari.
Karasuyu Caymnin Uzunlugu 80 km’dir ve Sinop’un 8 km batisindan denize
dokiilmektedir.

Toplama yerinin koordinatlari: 57° 17" 96" Kuzey enlemi ve 31° 11 24"" Dogu
boylami olup GPS irtifa ise 21,3 m’dir.

Toplama kosullari: El ile, daha s1§ olan kisimlarda ise kepge ile.

Tasima kosullari: Isik almayan mavi termoslar i¢ine konularak laboratuvara

getirilmistir.

Resim 3.1. Karasu Cay1 (Sinop)
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3.1.2. U. mancus’lara uygulanan deney ortami

Karasu Cayindan toplanan U. mancus eucirrus bireyleri serin ve nemli kosullarda tutularak
laboratuvara getirilmistir. Bu arada daha dnceden sebeke suyu konulan cam akvaryumlar
ve kaplar, deney yapilan laboratuvarin giines géren pencerelerinin dniine yerlestirilmisler
ve i¢inde alglerin dogal olarak biiylimeleri i¢in bir siire bekletilmislerdir. Béylece bunlarin
icine konulan ve 1 hafta kadar adaptasyon i¢in tutulan midyelerin, ortamda dogal olarak
iireyen tatlisu algleri ile beslenmeleri saglanmistir. Bu deneyin diizenegi Resim 3.2°de
goriilmektedir. Deney Oncesi akvaryumdaki su parametreleri; sicaklik 19,1 + 0,16°C,

iletkenlik 256,6 uS/cm, pH 8,16 + 0,2, ¢dziinmiis oksijen (DO) 6,25 mg/L)’dir.

Deney siiresince kullanilan malzemeler ve uygulamalarin akis1 asagidaki gibidir:

U. mancus eucirrus bireyleri
20 L’lik 5 adet Akvaryum
Akvaryumlar igerisine 15 L su konulmasi (merkezi havalandirma uygulanarak)

Her bir akvaryuma 15 midye yerlestirilmesi

e . "r:‘.ﬁ'
- ' X A

Resim 3.2. U. mancus eucirrus’un biyodeney diizenegi
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3.1.3. BFA c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Subletal deneyde stok ¢ozeltileri hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddenin ismi ve

ozellikleri, BFA ¢ozeltisini hazirlamak icin kullanilan ¢6ziicliniin adi, saklama kosullari,

deneyde kullanilan malzemeler ve maddeler Cizelge 3.1°de siralanmistir (Resim 3.3).

Cizelge 3.1. BFA ¢ozeltilerinin hazirlanmasi agamasinda kullanilan maddeler, malzemeler
ve kosullar

Deney Kullanilan madde, malzeme ve ortam

Subletal deneyinde stok ¢ozeltileri Kat1 haldeki BFA, 99%
hazirlanmasi i¢in kullanilan madde ismi ve | (CuPT; Arch Chemicals, U.K.)

Ozellikleri

BFAc¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilan | Etil alkol

¢ozicu

BFAc¢ozeltisini saklama kosullart Balon jojenin etrafi 1s1k almayacak
sekilde aliiminyum folyo ile sarilmasi

Akvaryum ve cam kaplarda dozlama Otomatik mikro pipetler, balon jojeler

yapilirken kullanilan aletler

Resim 3.3. BFA ¢ozeltisinin hazirlamasi
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney yontemi

U. mancus eucirrus tirii midyelerin kullanildig1 subletal maruziyet deneyinin (BFA Etil
alkol’da ¢oziinerek hazirlanmistir) doz araligina belirlenen 6n deney sonucunda karar
verilmigtir. Hacimleri 20 L olan 4 adet deney akvaryumuna 15’er adet tatli su midyesi
konulmusg ve bunlara sirastyla 0.1pg/L, 1 pg/L, 5 pg/L ve 10 pg/L’lik dozlardaki Bisfenol
A kimyasal maddesi dozlanmistir. Deneyde ayrica 20 litrelik iki adet kontrol akvaryumu
(DMSO ve negatif kontrol) olusturulmustur. Bunlarin i¢ine de 15’er adet midye konulmus,
havalandirilmis ve kloru ugurulmus sebeke suyu ile doldurulmustur. Yapilan dozlama 96

saat boyunca gozlemlenmistir.

3.2.2. Deney sonrasi uygulanan islemler

Deney esnasinda (96 saat) midyelerinin her giin kabuklarina uyar1 verilerek el vasitasiyla
acilmaya calisilarak canli olduklar1 tespit edilmistir (kabuklar agilabiliniyorsa olii,
acilmaya calisildiginda tekrar kapaniyorsa canli kabul edilerek). Bu yontemle canlilik
tayini agamasindan sonra Olii olanlar kaydedilerek fiziksel ozellikler (agirlik, uzunluk,
ylikseklik ve kalinlik degerleri) yazilmistir. U. mancus bireyleri deney bitiminde (96 saat
sonunda) kagit havlu ile kurulanarak fazla sulari alinmis, agirliklar1 Sartorius TE313S

marka terazi ile; uzunluk, yiikseklik ve kalinlik parametreleri ise kumpas aleti kullanilarak

Ol¢iilmiistiir.

Resim 3.4. Midyelerinin canlilik tespit agamasi
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Yikseklik Kalinhik

Resim 3.5. U. mancus eucirrus 6lgiimleri

3.2.3. U. mancus’lardan hemolenf alinmasi ve toplam hemosit sayisinin belirlenmesi

Midyelerin ilk asamada Sekil 3.6’da da goriildiigii lizere, umbo kismina (midyenin kabugu
biiylirken ilk olusan kisim) yakin bir kismindan 2,5 ml’lik enjektdr kullanilarak hemolenf
stvist almmig 1:1 oraninda %4’liikk formaldehitle sulandirilmistir (%4’°lik formaldehit;
96ml distile suya 4ml formaldehit konularak). Hemositometre yardimiyla 11k
mikroskobunda hemolenfdeki hiicreler sayilarak toplam hemosit miktar1 (THS/ml)
belirlenmistir. Daha sonra bu sayilar iizerinden yontemin modifikasyonu hesaplanmistir

(Dingel ve digerleri, 2013). Istatistik degerlendirmede Kruskall Wallis testi uygulanmistir

Resim 3.6. U. mancus eucirrus hemolenf sivisi alinmasi
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3.2.4. Tath su midyesinden (U. mancus eucirrus) dokularin ¢ikartilmasi

Midyelerin hemolenfleri alindiktan bir sonraki asama, diseksiyon islemidir. Bu iglemin
temelinde biyobelirtecleri biyokimyasal analizle kanitlamak amaciyla, 10 adet 6rnegin her
birinin solunga¢ ve sindirim bezleri alinarak aliiminyum folyoya sarilmis ve soklama
yontemi ile sivi azota konulmustur. Bu ornekler, parametre 6l¢iim islemlerinin yapilacagi

zamana kadar -80°C’de derin dondurucuya konularak saklanmaistir.

Resim 3.7. U. mancus eucirrus’un solungag ve sindirim bezinden 6rnek alinmasi

3.2.5. Doku analizleri

Doku analizlerinde kullanilan aletler ve kimyasallar asagida verilmistir;

Kullanilan aletler

e Homojenizator MICCRA D-1 Mikro

e Hassas terazi SARTORIUS

e Santrifii HETTICH Micro 200 R Sogutmali

e Spektrofotometre BIOKIT EL X 800 Bioelisa Reader
e Spektrofotometre BIOCHROM Libra S22 UV/VIS
e Vortex HEIDOLPH

e Benmari Isiticili Su Banyosu

e Derin dondurucu DAIHAN

e pH-metre JENWAY

e Magnetik karistirict Isitictl HEIDOLPH

e Kar makinesi ELECTROLUX

e  Otomatik pipet
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Kullanilan kimyasal maddeler

Trikloroasetik asit (TCA)

o Etil alkol(Merck)

e 5,5 ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB)
e Tiyobarbitiirik asit (TBA)

¢ Biitil hidroksitoluen (BHT)

e Na;HPO4.2H>0, sodyum sitrat (Sigma)

3.2.6. Doku analiz yontemlerinin uygulanmasi

Solungag ve sindirim bezi TBARS diizeyinin 6l¢iimii i¢in yapilanlar islemler akis sirasiyla

asagida verilmistir:

Solungag ve sindirim bezi dokusunda lipid peroksidasyon diizeyinin 6l¢iimii Tiyobarbiitrik

asit (TBA) reaktif madde olusumu yontemi ile (Casinive digerleri, 1986; Kurtel, 1992).

|

Doku o6rneklerinin homojenize edilmesi (Homojenizatdr ile soguk trikloraasetik asit (TCA)

(100 mg doku + 900 uL%10’luk TCA i¢inde buzlu ortamda).

Orneklerin santrifiij edilmesi (15 dakika siireyle 4 000 rpm’de ve siipernatant alinarak

4000 rpm’de 8 dakika

Ornekten 250 pL almarak, iizerine 10 pL %1°lik biitil hidroksitoluen (BHT) ve 250 pL
%0,67’1ik tiobarbitriik asit (TBA) eklenmesi

Kaynar su banyosunda (100°C) drneklerin 15 dakika bekletilmesi

|

Orneklerin sogutularak 4 000 rpm’de santrifiij edilmesi

!

Orneklerin siipernatant almarak her bir 6rnegin absorbansi 532 nm’de tayin edilmesi

|

Solungag ve sindirim bezi dokusu lipid peroksidasyon diizeyi 1,56 x 10°M/cm

ekstinksiyon katsayisi kullanilarak malondialdehit (MDA) esdegeri olarak ifade edilmesi.
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Resim 3.8. Solungag ve sindirim bezi TBARS diizeyinin 6lgiilmesi

Solunga¢ ve sindirim bezi glutatyon diizeyinin Ol¢ililmesi i¢in yapilan deneylerin

Ol¢iilmesinde izlenen yol asagida sunulmustur:

Solunga¢ ve sindirim bezi dokusunda glutatyon (GSH) tayininin yapilmasi (Modifiye
Ellman yontemi kullanarak (Aykac, 1985 ve Ellman, 1959)

\

Lipid peroksidasyonunda anlatildigi sekilde solunga¢ ve sindirim bezi dokularinin

homojenize edilmesi

\

Santrifiij islemi
v

100uLstipernatant, 400 pL 0,3 M Na;PO4.2H>0 ve 50 pL ditiyobisnitrobenzoat (DTNB)
(0,4 mg/ml %1°lik sodyum sitrat) ¢cozeltisi ile karistirilmast

v

Orneklerin oda sicaklaginda 5-10 dakika inkiibasyona birakilma islemi

\

UV- GB spektrofotmetrede 412 nm dalga boyunda absorbans oOlgiimii ve glutatyon
diizeyleri 13,600 M/cm ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmasi
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Resim 3.9. Solungag ve sindirim bezi glutatyon diizeyinin Slgiilmesi

Deney sonuclarinin degerlendirilmesi

MDA ve GSH tayini sonuglar1 gruplar arasi farkin tespiti i¢in dnce normal dagilim ve
varyanslarin homojenligi testlerinden geg¢irilmistir. Bu sartlar1 saglayanlar parametrik t-
testi ve tek yonliit ANOVA ile; saglamayanlar ise bunlarin non-parametrik esdegeri olan
Mann-Whitney U ve Kruskall Wallis H testleri ile analiz edilmistir. Anlamlilik diizeyi 0.05

olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. BFA’nin U. mancus eucirrus Uzerine Subletal Toksik EtKisi

Unio mancus eucirrus tatlh su midyeleri sucul ekosistemlerin indikator tiir/model
organizmasidir. Bu sucul hayvan modeleri kullanilarak arastirmada BFA’ya maruziyet
sonrasinda olusan akut etkiler, lipid peroksidasyonu ve hiicresel antioksidan savunma

sisteminin baslica bileseni GSH nin biomarker olarak diizeyleri incelenmistir.

4.1.1. Toplam agirhk, uzunluk, yiikseklik ve kalinlik sayisina iliskin bulgular

Doksan alt1 saatlik maruziyet deneyi siiresince Bisfenol A kimyasal maddesinin 0.1pg/L,
Iug/L, Spg/L ve 10pg/L’lik dozlarina maruz birakilan tathi su midyesi U. mancus eucirrus
izerinde, bu maruziyetin fiziksel yapiya bir etkisi olup olmayacagin belirleyebilmek i¢in
ortalama agirlik (Cizelge 4.1), uzunluk, yiikseklik ve kalinlik (Cizelge 4.2) degerleri

bakimindan “kontrol” ve “deney gruplar1” karsilagtirilmistir.

Bu degerler kutu grafikleri olarak ifade edildiklerinde Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’de de

goriildiigii lizere aralarinda 6nemli diizeyde bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05).

Cizelge 4.1. Farkli BFA dozlarina maruz birakilan tatli su midyelerinin agirlik ortalamalar1

BFA dozu (ug/L) A%ﬁ:;aﬁ;kfrslég) Gtiven araligi (% 95)
Kontrol 20.80 +4.58 1.57 +£1.98
0.1 24.00 £5.52 1.98 +1.57
1.0 21.83 £4.01 1.93 +1.87
5.0 22.64 +£2.85 1.19+1.49
10.0 19.40 + 3.26 0.87 £0.92




Cizelge 4.2. Farkli BFA dozlarina maruz birakilan tatli su midyelerinin uzunluk, yiikseklik

ve kalinlik miktarlar

BFA dozu (pg/L)

Ortalama + SD

Gtiven araligi (% 95)

Uzunluk (mm)

Kontrol 56.22 £3.41 1.78 +1.13
0.1 58.26 +£3.57 1.13+1.78
1.0 56.38 +3.91 0.42 +0.73
5.0 57.44 +£2.23 0.74 £ 0.53
10.0 56.47 + 3.00 0.08 £0.86
Yiikseklik (mm)
Kontrol 28.00 +3.00 0.29+0.16
0.1 30.43 +1.58 0.16 £0.29
1.0 29.92 +2.21 0.92 +0.07
5.0 29.68 +2.52 0.83 +0.47
10.0 29.24 +1.43 0.23+1.43
Kalinlik (mm)
Kontrol 18.06 £ 1.62 0.90 +.0.89
0.1 19.06 + 1.71 0.89 +0.90
1.0 18.82 £2.90 0.42 +0.92
5.0 19.98 +1.12 0.51+0.33
10.0 19.88 + 1.01 0.35+0.27
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Sekil 4.1. U. mancus eucirrus’larin agirlik ortalamalarinin kutu grafiginde karsilastirilmasi

(BFA doz gruplart: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 ug/L, 10.0 pg/L)
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Sekil 4.2. U. mancus eucirrus’larin uzunluk (mm) ortalamalarinin kutu grafiginde
karsilagtirilmast (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 pg/L,
10.0 pg/L)
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Sekil 4.3. U. mancus eucirrus’larin yiikseklik (mm) ortalamalarinin kutu grafiginde

karsilagtirilmast (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 pg/L,

10.0 pg/L)
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Sekil 4.4. U. mancus eucirrus’larin kalinlik (mm) ortalamalarinin kutu grafiginde
karsilagtirilmast (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 pg/L,
10.0 pg/L)
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4.2. Toplam Hemosit Sayisina iliskin Bulgular

Doksan alt1 saat deney siiresince 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 ug/L ve 10 pg/L’lik subletal BFA
dozlarmma maruz kalan deney gruplarinda, U. mancus eucirrus’larin toplam hemosit
sayilarinin ortalama degerleri sirasiyla 17066.67+10639.84 THS/ml, 17866+11236.84
THS/ml, 19933.33+12608 THS/ml ve 24933.33+1319 THS/ml olarak bulunmustur.
Kontrol grubunda ise bu deger 12733.3+6169.8 THS/ml’dir.

Toplam hemosit sayilar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5’de goriildiigii {izere; deney grubunda,
kontrol grubuna gore istatistik olarak Oonemli sayilan bir artis gostermistir (p <0.05).
Bisfenol a’nin sirastyla 0.1, 1.0, 5.0 ve 10 pg/L olarak uygulandigi gruplarin toplam
hemosit sayilarinin ortalamalar1 ve bunlarin standart sapma miktarlart (= SD) da yine

Cizelge 4.3’de karsilagtirilmali olarak verilmistir.

Cizelge 4.3. U. mancus eucirrus’larin deney gruplarina gore toplam hemosit sayilari

Deney grubu Ortalama + SD

(BFA dozu) (THS/mL) Giiven aralig1 (%95)
Kontrol 12 733.30 + 6 169.80 180.18 = 0.85
0.1 pg/L grubu 17 066.67 + 10 639.00 346.85+0.18
1.0 pg/L grubu 17 866.00 + 11 236.84 228.64 £ 6.97

5 pg/L grubu 19 933.33 £ 12 608.00 3917.86+6.14
10 pg/L grubu 24 933.33 +1319.00 2 892.20 + 1 392.20




37

.

1 4 TJT }F‘g

L 4 L L L 4
' .

Hemosit THS mL

.

FAdoz grubu

Sekil 4.5. U. mancus eucirrus’un toplam hemosit sayist (THS/mL) ortalamalarinin kutu
grafiginde karsilastirilmast (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0
pg/L, 5.0 ng/L, 10.0 pg/L

4.3. Doku Analizlerinden Elde Edilen MDA Bulgular:

Doksanalti saat siiresince BFA’ya maruz birakilan U. mancus eucirrus’un sindirim bezi ve
solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA) diizeyleri Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de
verilmistir. Cizelge 4.6’da ise farkli dozlarin (0.1, 1.0, 5.0 ve 10 pg/L) uygulandig:
gruplarin sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA) diizeyleri

karsilastirilmastir.

Bu sonuglara gore Bisfenol A dozlarina maruz kalmis sindirim bezi dokusundaki
malondialdehit diizeyleri (Sekil 4.6) ve solunga¢ dokularindaki malondialdehit diizeyleri
(Sekil 4.7) kontrol grubuna gore 6dnemli miktar artis gozlenmistir (sindirim bezi dokusu

MDA diizeyi: p <0.05, solunga¢ dokusu MDA diizeyi: p <0,05).
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Cizelge 4.4. U. mancus eucirrus’un sindirim bezi dokusunda BFA dozlarina gore toplam

toplam MDA miktarlar1
Sindirim Bezi Dokusunda Giiven aralig1
BFA dozlart (ug/L) MDA (nmol/g doku) (%95)
Ortalama = SD

Kontrol 39,74+22,95 23.65+1.34

0.1 76,90+45,90 38.34 £ 1.65

1.0 85,07+88,45 28.21 +2.97

5.0 121,39+42,66 26.25+2.21

10.0 137,10+£30,31 40.74 £ 3.53

Cizelge 4.5. U. mancus eucirrus’un solunga¢ dokusunda BFA dozlarina gore toplam MDA

miktarlari
Solunga¢ Dokusunda Giiven aralig1
BFA dozlart (ug/L) MDA (nmol/g doku) (%95)
Ortalama + SD

Kontrol 58,84+20,46 12.24 £ 2.66

0.1 95,35+29,40 2.66 £2.24

1.0 122,824+32,89 33.80+2.23

5.0 188,78+40,38 33.80+2.23

10.0 221,75+30,61 39.08 £3.26

Cizelge 4.6. Sindirim bezi ve solunga¢ dokusundaki malondialdehit (MDA) degerlerinin

karsilastirmasi
Kontrol | 0.1pg/L 1.0 pg/L 5.0 pg/L 10.0png/L
Grubu BFA doz BFA doz BFA doz BFA doz
grubu grubu grubu grubu
Sindirim Bezi MDA 39.74 + 76.90 £ 85.07 + 121.39 + 137.10 +
(nmol/g doku) 22.95 45.90 88.45 42.66 30.31
Ortalama + SD
Solungag MDA 58.84 + 9535+ 122.82 + 188.78 + 221.75+
(nmol/g doku) 20.46 29.40 32.89 40.38 30.61
Ortalama + SD
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Sekil 4.6. U. mancus eucirrus’un sindirim bezi dokusunda MDA diizeylerinin (nmol/g
doku) kutu grafiginde karsilastirilmast (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1
pg/L, 1.0 ng/L, 5.0 ng/L, 10.0 pg/L).
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Sekil 4.7. U. mancus eucirrus’un solunga¢ dokusundaki MDA diizeylerinin (nmol/g kutu
grafiginde karsilastirilmasi (BFA doz gruplari: Kontrol grubu, 0.1 pg/L, 1.0
pg/L, 5.0 ng/L, 10.0 pg/L).
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4.4. Doku Analizlerinden Elde Edilen GSH Bulgular:

Doksan alt1 saat siiresince BFA’ya maruz kalan tath su midyesi U. mancus eucirrus’un
sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki glutatyon miktarlar1 Cizelge 4.7 ve 4.8°de
verilmistir. Farkli dozlarin (0.1, 1.0, 5.0 ve 10 pg/L) uygulandig1 gruplarin sindirim bezi
GSH degerleri ortalamalar1 Cizelge 4.7°de, solunga¢ dokusundaki GSH degerlerinin
ortalamalar1 ise Cizelge 4.8’de verilmistir. Cizelge 4.9°da ise Bisfenol A’nin uygulama

dozlarina gore iki farkli dokudaki GSH degerlerinin durumlar1 karsilastirilmistir.

Cizelge 4.7. BFA dozlarina goére U. mancus eucirrus’un sindirim bezi dokusundaki toplam

GSH miktarlar1
Sindirim Bezinde GSH
BFA dozlari (ng/L) (nmol/g doku) Giiven araligi (%95)
Ortalama + SD
Kontrol 3,51+0.04 0.41+0.17
0.1 2.80+0.07 1.14+ 0.42
1.0 2.42+0.76 0.50+0.43
5.0 1.13+0.27 0.67+0.43
10.0 1.31+0.22 0.17+£ 0.41

Cizelge 4.8. BFA dozlarina gore U. mancus eucirrus’un solunga¢ dokusunda toplam GSH

miktarlari
Solunga¢ dokusunda GSH
BFA dozlart (ug/L) (nmol/g doku) Giiven araligi (%95)
Ortalama £+ SD
Kontrol 4.67+0.02 0.17+0.93
0.1 4.05+6.84 1.93+0.17
1.0 3.64+2.31 1.40+ 0.62
5.0 2.76 +0.86 1.75+£0.19
10.0 2.23+1.12 2.33+1.18
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Cizelge 4.9. Sindirim bezi ile solunga¢ dokularindaki toplam GSH miktarmin

karsilastirmast
Kontrol 0.1 ug/L 1.0 ug/L 5.0 ug/L 10.0 ug/L
Grubu BFA doz BFA doz BFA doz BFA doz
grubu grubu grubu grubu
(Sindirim bezi)
Ortalama 3.51+£0.04 |2.80£0.07 242 +£0.76 1.13+0.27 1.31+£0.22
GSH (nmol/g
doku)+ SD
(Solungacg)

Ortalama 4.67+0.02 | 4.05+6.84 3.64 £2.31 276 +0.86 |2.23+1.12
GSH-(nmol/g
doku) £ SD

Bu degerlere gore, sindirim bezi dokularindaki ortalama glutatyon miktar: ile, solungag
dokularindaki ortalama glutatyon diizeylerinde, kontrol grubuna gére azalis oldugu tesbit
edilmistir (Sekil 4.8 ve 4.9). Sindirim bezi dokularindaki ortalama glutatyon diizeyindeki
azalis i¢in p <0.05, solunga¢ dokusundaki glutatyon diizeyindeki azalis i¢in de benzer
sekilde p <0.05 olarak bulundugundan, bu azalislar 6nemli bulunmustur. Solungag
dokularindaki azalisin, sindirim bezine goére daha fazla olmasinin nedeni; solungaglarin

Bisfenol-A uygulanmis su ile diger dokuya gore daha fazla temasi olabilir.
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Sekil 4.8. U. mancus eucirrus’larin sindirim bezi dokularinda toplam GSH diizeylerinin
(nmol/g doku) kutu grafiginde karsilagtirilmasi (BFA doz gruplari: Kontrol
grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 pg/L, 10.0 pg/L).
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Sekil 4.9. U. mancus eucirrus’larim solunga¢ dokularinda toplam GSH diizeylerinin
(nmol/g doku) kutu grafiginde karsilastirilmasi (BFA doz gruplari: Kontrol
grubu, 0.1 pg/L, 1.0 pg/L, 5.0 ug/L, 10.0 pg/L).
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5. TARTISMA ve SONUC

Son 40 yildaki gézlemler, endokrin bozucularin (EDC) iireme sisteminde alarm diizeyinde
degisikliklere neden oldugunu gostermistir (Colborn ve digerleri, 1993). Endokrin
bozucularin kuslar, baliklar, siirlingenler ve memeliler iizerindeki etkileri, yumurtlama
yeteneginde ve erkek genital gelisiminde azalmaya sebep olmustur (Swan ve digerleri,
2000). Endokrin bozucu kimyasallar, hormonlar1 taklit ederek ve viicuttaki hiicre
reseptorlerini etkileyerek hormonlarin aktivitesini bozabilmektedir (Barcelo ve Kettrup,
2004). Insan viicudundaki EDC'ler kansere, fizyolojik dogum kusurlara, gen
mutasyonuna, hiicre hasarina veya akut saglik etkilerine neden olabilmektedir. Farkli
amaglar i¢in kullanilan EDC’li atik ve giibreler, tarim ilaglari, diinyanin bir¢ok bolgesinde

icme suyu kalitesinde azalmaya neden olmaktadir (Teilmanve digerleri,2002).

Laboratuvar calismalarimizda BFA’nin sucul organizmalara (balik tiirleri, midyelervb)
gelisimsel ve reprodiiktif etkileri oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte BFA’ninf arkli
toksik etkileri de artik kacinilmaz bir durum olarak bilinmekte olup literatiire girmis
bulunmaktadir. Sucul canlilarin siirekli diisiik derisimlerde da olsa bunlara maruz kalmalar1
potansiyel biyoakiimiilasyon riski yaratmaktadir. Konserve balikta 2-59 ng/g BFA oldugu
bildirilmistir. Deniz baliklari, mollusklar ve makroalg tiirlerinde kalint1 analizi yapilan bir
arastirmada BFA seviyeleri 5.6-9.1 ng/g (dw) olarak bildirilmis; 6ncelikli kirletici olarak

belirlenmistir (Alvarez-Munoz ve digerleri, 2015).

U. mancus eucirrus ile yapilan subletal ¢alisma sonucunda BFA’ya 96 saat siireyle maruz
kalan midyelerin agirlik (g), uzunluk (cm), yiikseklik (cm) ve kalinlik (cm) parametreleri,
deney ve kontrol grubunda incelenmeye alinmistir. BFA’ya maruz kalan midyelerin
agirliklarinda, uzunluk, yiikseklik ve kalinliklarinda kontrol grubuna gore 6nemli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu degerler arasindaki kiigiik farklar, uygulanan kimyasal madde

dozlarinin biiyiime iizerine etkisini inceleme geregi olusturmamastir.

U. mancus eucirrus ile yapilan subletal ¢alisma sonucunda, 96 saat siiresince BFA’ya
maruz kalan midyelerin hemosit sayilarinda, kontrol grubuna goére 6nemli oranda ortalama
artis bulunmustur (p<0.05). Midyelerde ve omurgasiz diger su canlilarinda saglik

gostergesi ve stres indikatorii olan toplam hemosit sayisi, subletal konsantrasyonlarda
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Bisfenol A’ya maruz kalma durumuna gore etkilenmistir. Bu nedenle toplam hemosit
sayisint dikkate almanin, endokrin bozucu kimyasallarin denizel ekosisteme etkisini

incelemede iyi bir biyobelirte¢ oldugu saptanmustir.

GSH okaryotik hiicrelerde antioksidan savunmasinda gerekli olan bir molekiildiir. GSH
hiicre i¢i indirgeyici, serbest radikal temizleyicisi ve GSH ile iliskili enzimlerin substrati ya
da kofaktorii oldugundan ROT’larin neden oldugu oksidatif hasara karsi savunmada
onemlidir (Verma ve digerleri, 2007). GSH yapisinda sistein rezidiisii bulunan tripeptid
non-enzimatik bir antioksidandir ve detoksifikasyon ve antioksidan savunmalar da 6nemli
roller almaktadir. Toksikantlarin indiikledigi oksidatif strese karst GSH’1in koruyucu ve

adaptif rolleri akuatik organizmalarda iyi betimlenmistir (Regoli ve Principato, 1995).

Calismamizda, U. mancus eucirrus tiriiniin BFA’ya 96 saat maruz birakilmasi sonucunda
solunga¢ ve sindirim bezi dokularinda olusan glutatyon (GSH) diizeyleri tespit edilmistir.
Solunga¢ dokularindaki ve sindirim bezindeki glutatyon diizeyleri bu siirenin sonunda
kontrol grubuna gore azalma gostermistir. Bunun nedeni, GSH’1n hiicrelerde antioksidan
savunmasi gorevi yapmasi nedeniyle, midyelerin BFA’ya maruz kaldig: siire icinde GSH
molekiilleri kullanildik¢a, hiicredeki diizeyinin azalmaya baglamasi olabilir. Solungag
dokularindaki azalmanin, sindirim bezine gore daha fazla olmasinin nedeni ise; deneye
alinan midyelerin solungaglarinin, sindirim bezine gore Bisfeneol A kimyasalina daha

fazla temas etmesi olabilir.

Calismamizda kullandigimiz Unio mancus tliriine yakin bir bagka tiir olan Unio tumidus
iizerinde Doyotte ve digerleri (1997)’nin yaptig1 bir ¢alismada, bu midye tiirii 30 pg/L
bakir ve 100 pg/L thiram olmak {izere iki kimyasal maddenin kombinasyonuna 3 giin
stireyle maruz birakilmistir. Bakir ve thiram kombinasyonuna maruz kalan midyelerde
GSH diizeyinde 6nemli miktarda azalma gozlemlenmistir. Calismamizda kullandigimiz
Unio mancus tiirline yakin bir tiirde gézlenmis olan bu durum, midyelerin oksidatif strese
karst savunma mekanizmasinin calistigmni ve rediikte glutatyon depolarinin azaldigini
gostermektedir. Cossu ve digerleri (2000)’nin yaptig1 bir arastirmaya gore ise;
kontaminasyon O6zelliklerine bakilarak biyolojik yanit1 inceleme amaciyla tatli su bivalvi
Unio tumidus dort farkli kirlenmis alana konulmus ve on bes giin beklenmeye alinmistir.
Bu ¢aligmalarda incelemeye alinan midyelerin, kirli alanlarda veya kirlilik kaynagina yakin

yerlerde bulunmasi, bazi antioksidan parametrelerinde (6rnegin GRd, SeGPx, GSH)
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belirgin bir tiikkenmeye yol agmistir. Enzim aktivitelerindeki azalma, sindirim bezinde veya
solungaclarda lipid peroksidasyon endiiksiyonuna yol ag¢maktadir. Yani, MDA
konsantrasyonlar1 ne kadar yiiksek olursa, bu ii¢ antioksidan parametresinin aktivitesi o
kadar diisiik olacagindan, bu durumun toksisite i¢in bir biyobelirte¢ olacaktir. Ancak bu
arastirmadaki veriler gdstermistir ki, bu parametrelerdeki bir tiikenme, sitotoksisitenin
indiiklenmesi i¢in bazen yetersiz olmaktadir; ¢linkii antioksidanin tiikenmesinin agik
oldugu baz1 durumlarda, lipid peroksidasyonu ortaya c¢ikmamistir. Solungaclarin ve
sindirim bezinin tepkisi her zaman paralel degildir; bu kirleticilerin biyoyararlanimindaki

farkliliklar ile agiklanabilir.

Yag asitlerinin oksidasyonu ile lipid hidroperoksitleri meydana gelir. Bunlarin yikilmasi ile
biyoaktif aldehitler olusur. Malondialdehit (MDA) bunlardan baslicasidir. MDA, lipid
peroksidasyonunun bir par¢alanma trliniidiir. U. mancus eucirrus midyesinin BFA’ya
maruz kalmasi sonucu solunga¢ ve sindirim bezi dokularinda olusan malondialdehit
(MDA) diizeyleri ol¢iilmiistiir. Solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA) diizeyleri
96 saat sonunda kontrol grubuna gore artis gostermistir. Bu duruma benzer sekilde,
sindirim bezi MDA diizeyleride, subletal deney sonunda kontrol grubuna goére artmustir.
Doyotte ve digerleri (1997)’nin ¢aligmasinda da bakir ve thiram kombinasyonuna maruz
birakilan midyelerde, MDA oraninin kontrole gdre artis gosterdigi saptanmis olup, bu
calismada denenmis olan kimyasal maddeler farkli olsada, midyelerin tepki bi¢iminde

benzerlik mevcuttur.

Sonu¢ olarak; BFA’nin tathh su canlist iizerindeki subletal etkilerinin incelendigi
calismamizda BFA’nmin U. mancus eucirrus lzerinde subletal uygulama sonucu
biyokimyasal etkiler meydana geldigi gozlemlenmistir. Doz grup ve kontrol grup
arasindaki uzunluk, genislik, yiikseklik, agirlik miktarinda ve hemolenf sayisinda anlaml
bir fark goriinmemistir. Ancak s6z konusu olan midyelerde MDA ve GSH diizeylerinin ise,

BFA dozunun artigina bagli olarak daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Kirleticiler giiniimiizde sucul ekosistemdeki kirliligin tehlikeli boyutlara ulagmasina sebep
olan faktorlerden birisidir. insan niifusunun hizla artisi, endiistrilesme, plansiz kentlesme
ve yanlig tarim uygulamalari, temelde insan aktivitesine dayali faktorler ile pek ¢ok

kirleticinin sucul ekosistemlere katilimini arttirmaktadir. Yaptigimiz bu calismada
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bisfenol-A (BFA)’nin Unio mancus eucirrus’un solunga¢ ve hemolenf dokularna olan
hasar verdigini tesbit etmis bulunmaktayiz. BFA ve benzeri yar1 kalict organik kirletici
kimyasallar {izerine yapilan calismalarin arttirilmasi, bu kimyasallarin sucul canlilar ve
ekosistem iizerine etkilerinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. Unio mancus eucirrus
midyesi ile ilgili daha 6nce bu formatta bir calismaya rastlanmamis olmasi nedeniyle

bulgularimiz oldukg¢a 6nemlidir.

Caligmamizdan elde ettigimiz bulgular, midye grubu canlilarda yapilacak genotoksik ve
histolojik ¢aligmalara zemin hazirlamistir. Metal birikimi ve etkilerinin incelenmesi
konusunda bugiine kadar daha c¢ok denizlerde yasayan midye tiirleri tercih edilmistir.
Yaptigimiz bu ¢alismayla diinyada en ¢ok kullanilan endokrin bozucu kimyasallardan biri
olan Bisfenol A’nin tatli su midyeleri tizerindeki etkisini gozlemleyerek literatiire katki

saglamis bulunmaktayiz.
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