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OZET

Mahiroglu, A. Bisfenol A ve S’nin Sican Gastrointestinal Sistemindeki
Histopatolojik Etkileri ve Idrar Kiitle Spektrometrik Degerlendirilmesi,
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Tipta Uzmanhk Tezi, Gaziantep, 2023. Bulasic1 olmayan hastaliklar (BOH) diinya
tizerinde siklig1 artmakta olan bir halk sagligi problemidir. Bulasic1 olmayan
hastaliklar arasinda gida alerjisi ve inflamatuar barsak hastaliklar1 (IBH) gibi pek ¢ok
hastalik sayilabilir. Endokrin bozucu kimyasallardan olan bisfenol A (BPA),
polikarbonat plastikler ve epoksi re¢inelerde kullanilmaktadir. Baslica gida ve saglik
endiistrisi olmak iizere genis bir kullanim alaninin olmasi insanlar {izerinde kronik
maruziyete yol agmaktadir. BPA’nin zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasi iizerine basta
bisfenol S (BPS) olmak tizere pek ¢ok bisfenol tiirevi gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmistir. BPA-free olarak ifade edilen iirlinlerde kullanilan baslica bisfenol tiirevi
BPS’dir. Calismamizda bisfenol tiirevlerinden olan BPA ve BPS’nin disi Sprague-
Dawley cinsi sicanlarin gastrointestinal sistemi {izerindeki inflamatuar etkisi
arastirilmistir. 21 glin boyunca oral gavaj ile BPA ve BPS’ye maruz birakilan si¢anlarin
kalin barsaklarinda inflamasyon gelisimi acisindan Erben histomorfolojik skorlama
sistemi yapilmistir. Bisfenol tiirevlerinin metabolizmasinin kiyasina yonelik idrar
atilim miktarlar1 S1vi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile; kan total
kolesterol, idrar kreatinin degerleri ise biyokimyasal analiz ile tespit edilmistir.
BPA’nin BPS’ye kiyasla kalin barsakta inflamasyonu daha fazla tetikledigi
gosterilmistir. Hem BPA hem BPS’nin total kolesterolii artirdig1 gdzlenmistir. idrarda
spektrometrik analizlerde BPS’nin BPA’ya gore biyo-yikiminin daha az oldugu tespit

edilmistir. Bu durum BPS’nin viicutta birikimi agisindan endise vericidir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, Bisfenol S, barsak inflamasyonu, kiitle

spektrometresi



ABSTRACT

Mahiroglu, A. The Evaluation of Histopathologic Effects of Bisphenol A and S on
Gastrointestinal Systems of Rats and Their Urinary Mass Spectrometric Results,
Gaziantep University Faculty of Medicine, Department of Histology and
Embryology, Medical Specialty Thesis, 2023. Non-communicable diseases (NCDs)
are an increasing public health problem all around the world. Food allergy and
inflammatory bowel diseases (IBD) can be counted among the NCDs. Bisphenol A
(BPA), as an endocrine disrupting chemical, is used for the production of the
policarbonate plastics and epoxy resins. With vast area of usage of BPA, humans are
exposed to it chronically. When BPA’s damaging effects came in sight, other bisphenol
analogues developed and came into use. One of the most common bisphenol analogues
used as an alternative to BPA in BPA-free labeled product is Bisphenol S (BPS). In
this study, the inflammatory effects of Bisphenol A and S on gastrointestinal system of
Sprague-Dawley rats are investigated. After 21 days of exposure of BPA and BPS via
oral gavage, Erben histomorphological scoring has been calculated for the assessment
of development of inflammation in large intestine. In order to compare the bisphenol
analogues’ metabolism, their excretions in urine have been assessed with liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS/MS). And the levels of total cholesterol
in blood and creatinine in urine have been analysed with biochemical tests. The results
showed that, BPA has more pro-inlammatory impact than BPS on large intestine. Both
BPA and BPS increased the level of total cholesterol. Because of less biodegraded than
BPA, BPS wasn’t detected in the urine. It is a concerning result about bioaccumulation

of BPS in the body.

Keywords: Bisphenol A, Bisphenol S, intestinal inflammation, mass spectrometry
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KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devleti
AFP: Alfa-Fetoprotein

AIP: Anterior Intestinal Portal
BHPF: Fluorene-9-Bisfenol

BOH: Bulagic1 Olmayan Hastaliklar
BPA: Bisfenol A

BPF: Bisfenol F

BPS: Bisfenol S

CH: Crohn Hastalig1

CIP: Caudal/Posterior Intestinal Portal
DM: Diabetes Mellitus

E2: Ostradiol

ECHA: Avrupa Kimyasal Ajansi

EFSA: Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

EPA: Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi

ER: Ostrojen Reseptor

GALT: Gut-Associated Lymphoid Tissue
GPRI15: G Protein-Kenetli Reseptor 15

GPR30: G protein kenetli reseptor

Hpf: High-power field

viii

HPLC: High Performance Liquid Chromatography: Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi
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IEL: intraepitelyal lenfositler
IFNy: Interferon-y

IgA: Immiinglobulin A

IL: Interlkin

ILF: Izole Lenfoid Folikiiller

IBH: inflamatuar Barsak Hastaliklar1

LC-MS/MS: Liquid chromatography—Mass Spectrometry, Sivi Kromatografi Kiitle

Spektrometresi
N-CoR: The Nuclear Receptor Co-Repressor
PET: Polyethylene Terephthalate

SILT: Solitary Isolated Lymphoid Tissues
T3: Triiyodotironin

TDI: Tolere Edilebilen Gunlik Alim Miktar1
Tr: T Helper

TLR: Toll-like receptor
T-reg: Regiilator T lenfosit
UK: Ulseratif Kolit

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Glinlimiizde alerjiler basta olmak iizere pek ¢ok immiinite iliskili hastaligin siklig
gittikge artmaktadir. Bunlar arasinda inflamatuar barsak hastaliklar1 (IBH) da
sayilabilir. Kronik inflamasyon zemininde gelisen bozulmus immiin toleransin eslik
ettigi bu hastaliklar Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan bulasict olmayan
hastaliklar (BOH) igerisinde degerlendirilir (1).

Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (IBH); Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastaligi
(CH)’ndan olusmaktadir. Gastrointestinal sistemde kronik inflamasyona sebep olup,
ataklarla seyrederlerler (2, 3). Inflamatuar Barsak Hastaliklari’nin kesin tedavisi heniiz
bulunamamistir. Ulseratif Kolit yalnizca kolonda mukozal ve submukozal tutulum
yapar. Buna karsin Crohn Hastalig1 agizdan aniise kadar gastrointestinal sistemin her
segmentini, tam kat tutabilir. (4)

Barsaklarin bariyer fonksiyonu viicudun en onemli savunma hatlarindan birisini
olusturmaktadir. Barsaklarin bu bariyer fonksiyonlarinda bozulma olusmas1 IBH ve

maligniteler gibi ¢esitli hastalilara sebep olmaktadir (5-8).

Ince barsaklar bir yandan sindirim ve emilim fonksiyonlarini iistlenirken, dte yandan
patojenler ve zararli maddelere karst savunma hatti olustururlar. Bu anlamda
barsaklarin epitelyal biitiinliigii, barsak liimeni ile dokular arasinda temel bir bariyer

teskil eder (9).

Gida sektoriinde tirtinlerin paketlenmesi ve saklanmasi biiyiik 6nem arz eder (10).
Aralarinda plastik, cam, metal, silikon gibi materyaller ile polyethylene terephthalate
(PET) ve bisfenoller gibi pek ¢ok kimyasal, gida paketlenmesinde kullanilmaktadir
(11). Bisfenol A (BPA), gida ambalaj endiistrisi basta olmak iizere pek ¢ok alanda
yaygin olarak kullanilan bir endokrin bozucu kimyasaldir. Yapilan ¢aligmalara gore
insan viicudunda da tespit edilmistir (12, 13). Arastirmacilar endokrin bozucu
kimyasallarmn, IBH gibi bulasici olmayan hastaliklara sebep oldugunu ortaya

koymustur (14, 15).

BPA, polikarbonat plastiklerin, epoksi recinelerin ve 1siya duyarli kagitlarin
tiretiminde kullanilmaktadir. Diyet ile alinan BPA’nin ana kaynag1 hazir konserveler

gibi ambalajli gidalardir. Epoksi regineler, yiyecek ve iceceklerin metal igerikli



ambalajlarinda kullanilmaktadir (16, 17). Polikarbonat plastikler, gida iliskili
paketlemelerde bulunmaktadir. Arastirmacilar BPA’nin gastrointestinal sistem
enflamasyonunu artirdigini tespit etmislerdir (18). Her gecen giin endokrin bozucu
kimyasallarin IBH gelismesi riskini arttirdigia dair veriler ¢ogalmaktadir (19-23).
BPA’'nin ozellikle barsak florasinda degisiklik yaparak bu duruma sebep oldugu
disiiniilmektedir (24).

Barsaklarin epitelyal biitiinliigii stirekli hiicre yenilenmesi ile saglanir. BPA gibi
kimyasallar barsak mukozasinda oksidatif strese (25) sebep olmakta, intraselliiler
serbest radikallerin birikmesine, epitelyal yenilenmede ve bariyer fonksiyonunda
bozulmaya (26), immiin sistemi aktive ederek inflamasyona ve bunun sonucunda kolit
tablosuna, IBH ve gastrointestinal kanserler gibi pek ¢ok hastalifa zemin
olusturmaktadir (27-29). Bu nedenle barsak epitel biitiinligliniin saglanmasi ve
intraselliiler redoks dengesinin korunmasi énem arz etmektedir (30-34). BPA’'nin
inlamatuar cevabi tetikledigi, barsak epitel hiicrelerinde oksidatif stresi artirdigi ve
bdylece barsak bariyer fonksiyonunun bozulmasinda ciddi bir risk faktorii oldugu

calismalar sonucunda bildirilmistir. (8, 35).

BPA’nin olusturdugu zararlar ortaya ciktikca, alternatifler {lizerine diislinlilmeye
baslanmistir (36). Zaman igerisinde c¢esitli diizenlemelerle BPA’nin gida ambalajlar
basta olmak iizere pek cok alanda kullanimi sirlandirilmistir (22, 37). Bu
diizenlemelerle birlikte BPA’ya alternatif bisfenol tiirevlerinin gelistirilmesi hiz
kazanmistir (38, 39). Boylece BPA tiirevlerinin kullanildig1 pek cok {iriin BPA-free
etiketiyle piyasada yayginlagmaya baglamistir. BPA’ya alternatif olarak kullanimina
baglanan bisfenol tiirevleri arasinda bisfenol AF, bisfenol AP, bisfenol B, bisfenol F,
bisfenol P, bisfenol S (BPS), bisfenol Z, fluorene-9-bisfenol (BHPF) gibi pek cok
kimyasal madde soylenebilir (13, 40, 41).

Ancak yakin zamanda kullanimina baslanan BPF ve BPS gibi BPA analoglart ile ilgili
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ozellikle bisfenol tiirevlerinin gastrointestinal
sistem iizerine etkilerine dair daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (22, 32, 42-
44).



BPA’nin aksine BPS’ye dair heniiz yasal kisitlamalara gidilmemistir. Ancak molekiiler
acidan BPA’ya benzerligi ve yapilan az sayida ¢alisma BPA yerine kullanilan bu

bisfenol analogu ile ilgili soru isareti olusturmaktadir.

Bisfenol tiirevlerinin insan sagligi acisindan olusturdugu potansiyel risklerin tespit
edilmesi, bir yandan gida tedarik zinciri ve ambalajlama sistemlerini bastan
yenileyecek, bir yandan da IBH gibi immiinite ile iliskili pek ¢ok hastaliga bakis

acimizi degistirecektir.

Calismamizda bisfenol tiirevleri olan bisfenol A ve bisfenol S’nin si¢an kalin barsagi

izerine inflamatuar etkileri kiyaslanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bulagici olmayan Hastaliklar ve inflamatuar Barsak Hastahklar

Diinya tizerinde kronik bulasici olmayan hastaliklarin sayis1 giin gectik¢e artmaktadir.
Bulasic1 olmayan hastaliklar (BOH) genellikle siiregelen bir inflamasyon zemininde
gelismektedir. Gida alerjisi ve inflamatuar barsak hastaliklar: (IBH) basta olmak iizere
bozulmus immiin tolerans, bu hastaliklarin gelisiminde biiyiik rol almaktadir. Kuzey
Amerika ve Avrupa lilkeleri gibi sanayilesmis iilkelerde toplumun %20 sinden fazlasi
gida alerjisi ile bas etmek durumunda kalmaktadir (45, 46). Bunun yani sira
inflamatuar barsak hastaliklar1 insidansinda da artis gozlenmektedir. Kolit iligkili
inflamasyon, kolon kanseri gibi pek ¢ok komplikasyonu beraberinde getirmektedir
(22). inflamasyon bozukluklarimnin eslik ettigi bulasici olmayan hastaliklar arasinda;
astim, gida alerjisi, kalp hastaliklari, inme, kanser, romatolojik hastaliklar, psdriyazis,
obezite ve iliskili metabolik hastaliklar sdylenebilir (14, 47). Diinya Saglik Orgiitii'ne
gore kiiresel dlgekte biitlin 6liimlerin yaklasik %70’inden bulasici olmayan hastaliklar

sorumludur (1).

Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (IBH); gastrointestinal sistemde kronik inflamasyona
sebep olan, ataklarla seyreden, tekrarlayic1 6zellige sahip Ulseratif Kolit (UK) ve
Crohn Hastalig: (CH)’ndan olusmaktadir (2, 3). Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 kesin
olarak tedavi edecek veya uzun donem morbiditesi lizerinde 6nemli etki olusturacak
bir ilag heniiz bulunamamustir. Ulseratif Kolit yalmizca kolonda mukoza ve submukoza
tutulumu yapar. Buna karsin Crohn Hastalig1 agizdan aniise kadar gastrointestinal

sistemin her segmentini, tam kat tutabilir. (4)

IBH risk faktorleri arasinda; genetik yatkinlik, barsak florasinda degisiklik olmasi,
gastrointestinal ~ sistemin bariyer gorevinde defekt gelismesi, mikrobiyal
enfeksiyonlara uygunsuz immiin yanit verilmesi sayilabilir. Bu anlamda IBH’in
etiyolojisinde genetik etmenler ile; mikrobiyal ortam ve ¢evre faktorlerinin etkisinin
oldugunu sdyleyebiliriz. Son 50 yil igerisinde baslangic yas1 gittikce diismek iizere
IBH insidansinda siirekli bir artis goriilmektedir (4, 48).



Bu haliyle IBH diinya ¢apinda bir saglik sorunu haline gelmistir (49). 2013 senesinde
yapilan bir ¢calismaya gore Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da sirastyla 1,5 ve 2 milyon

IBH hastas1 mevcut oldugu ifade edilmistir. (50, 51)

Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (The Centers for Disease Control and
Prevention)’nin 2015 verilerine gére ABD’de yaklasik olarak 3 milyon yetiskin IBH
(UK veya CH) tanihidir. IBH insidansinda 2030 yilinda 4-6 kata varan bir artis
beklenmektedir (52). IBH yaygm olarak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
goriilmektedir (53, 54). Bu durum IBH gelisiminde endiistriyel kirlilik gibi ¢evresel

etmenlerin 6nemine isaret etmektedir (13, 51, 55-57).

IBH gastrointestinal sistemin uzun siireli inflamasyonla seyreden kronik inflamatuar
bozuklugudur (58). IBH patogenezinde dogal ve adaptif immiin cevapta bozukluk yer

almaktadir. Interldkin sekresyonu direkt hiicre hasarma neden olmaktadir (13, 59).

Her ne kadar iBH’a yatkinlik genleri (NOD2 gen varyantlar1 gibi) (60, 61) tespit
edilmis olsa da yapilan aragtirmalar sigara, oral kontraseptifler, beslenme sekli,
apendektomi, antibiyotikler, enfeksiyonlar, 6zellikle cocukluk déneminde asir1 steril
ortam, endiistriyel kirlilik gibi faktorlerin etkisini ortaya koymaktadir (62-64). Biitiin
bunlara ragmen simdiye dek IBH’in etiyolojisi ve patogenezini kesin olarak
belirleyecek veriler elde edilememistir. Bu nedenle bu alanda ek ¢alismalar
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. IBH patogenezinde, genetik yatkinlig1 olan konak
ile cevresel faktorler arasindaki etkilesimin normal barsak florasini etkiledigi ve bu
antijen-antikor reaksiyonunun uygunsuz mukozal immiin yamiti tetikledigi

diistiniilmektedir (4).

IBH igin bildirilen en yiiksek prevalans degerleri Avrupa (UK Norveg’te 505/100 000,
CH Almanya’da 322/100 000) ve Kuzey Amerika’ya (UK ABD’de 286/100 000, CH
Kanada’da 319/100 000) aittir. Béylece Kuzey Amerika ve Avrupa’da IBH prevalansi
%0,3°1 asmustir (51).

UK igin en yiiksek yillik insidans degeri 24,3/100 000 ile Avrupa’dadir. Bunu 19,2/100
000 ile Kuzey Amerika takip etmektedir. Asya ve Orta Dogu igin yillik UK insidansi
ise 6,3/100 000°dir. CH igin bildirilen en yiiksek yillik insidans degeri 20,2/100 000
ile Kuzey Amerika’ya aittir. Bunu 12,7/100 000 ile Avrupa takip etmektedir. Asya ve



Orta Dogu icin ise 5/100 000°dir. IBH icin bildirilen en yiiksek prevalans degerleri
Avrupa (UK igin 505/100 000, CH igin 322/100 000) ve Kuzey Amerika (UK 249/100
000, CH 319/100 000)’ya aittir (4).

1998 Mart Ay ile 2002 Mart Ay aras1 Tiirkiye’nin Trakya bdlgesi UK insidans1 0,59-
0,89/100 000, UK prevalanst ise 4,5/100 000 olarak bildirilmistir (65).

Tozun ve arkadaslarmin yaptig1 ¢ok merkezli calismada ise UK insidansi 4,4/100 000,
CH insidansi ise 2,2/100 000 bulunmustur (66).

CAKIR yaptig1 ¢alismada UK insidansini 3,67/100 000, CH insidansin1 7,34/100 000,
UK prevalansin1 17,6/100 000, CH prevalansini ise 16/100 000 olarak bildirmistir
(67).

2.2. Bisfenol ve Tiirevleri

Yiyecek ve iceceklerin paketlenip saklanmasi modern gida temin zincirinin 6énemli bir
parcasini teskil etmektedir (10). Aralarinda plastik, cam, metal, silikon ve polyethylene
terephthalate (PET) ve bisfenollerin bulundugu pek cok materyal ¢esidi gida
paketlenmesinde kullanilmaktadir (11). Bisfenol A (BPA), gida ambalaj endiistrisi
basta olmak iizere pek cok alanda yaygin olarak kullanilan bir kimyasaldir. Yapilan
calismalara gore insan viicudunda da tespit edilmistir (12, 13). Arastirmacilar endokrin
bozucu kimyasallarin, bulagici olmayan hastaliklara sebep oldugunu ortaya koymustur

(14, 15).

En yaygin bulunan endokrin bozucu kimyasallardan olan BPA (2,2-bis(4-
hydroxyphenyl) propane) (68), zayif dstrojenik etki gdsteren sentetik bir molekiildiir
(69, 70). BPA, diger plastikler i¢in polimer olmayan bir katki maddesidir (71-73).
BPA, polikarbonat plastiklerin ve epoksi re¢inelerin (6r. metal gida ambalajlarinin ig
yiizlerinin kaplamalari) tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilir (74). Kullamildig:
uriinler arasinda plastik bardaklar, tabaklar, oyuncaklar, kagit havlular, su siseleri (11,
75), biberonlar (73, 76), 1s1ya duyarli kagitlar (42), medikal aletler, dental kompozitler
(22, 77), dental dolgu malzemeleri (78-80), pek c¢ok elektronik iiriin (36, 81) basta
olmak iizere pek ¢ok mamul sayilabilir. Gerek diinya c¢apinda kullanimi gerekse
kullanildig: alanlarin yayginligi BPA’y1 cok 6nemli bir ¢evre kirletici yapmaktadir (82-
84). BPA kolaylikla yiyecek ve iceceklere sizar, bu iriinlerin tiiketimiyle birlikte



viicuda alinir (8, 32, 85-89). Diyet ile ve diger yollarla viicuda alinan BPA, kan ve idrar
orneklerinde litre bagina pikomolden mikromole varincaya dek degisen
konsantrasyonlarda tespit edilebilir (90-93). Her giin kullanilan pek ¢ok iirlinde
bulundugu degerlendirildiginde, BPA maruziyetinden kaginmanin hemen hemen

imkansiz hale geldigi sOylenebilir (42, 94).

BPA’nin insanlar ve hayvanlar iizerine olan zararli etkileri yaygin bir sekilde
bildirilmistir (73, 95-97). Bisfenol’e maruziyet genelde diyet yoluyla olmaktadir (98).
BPA, cesitli niikleer reseptor iliskili yolaklar araciligiyla pek cok olumsuz etkiye sebep
olabilir (99-101). Bu niikleer reseptorler arasinda Ostrojen reseptorii (ER), androjen
reseptorli (AR), tiroid hormon reseptorii (TR) sayilabilir. BPA’nin genomik olmayan

yollar araciligiyla etkisini gosterdigi bildirilmistir (102, 103).

Diistik doz BPA’nin pek ¢ok hastalik ile olan iliskisi arastirmalarla ortaya konmustur.
BPA’nin insanlarda; gelisimsel ve metabolik (104) zararlar ile iireme sistemi (105-
107), kardiyovaskiiler sistem (104), bagisiklik sistemi, sinir sistemi (32) {izerine olan
olumsuz etkileri kanitlanmistir. Karaciger hasari yaptigi (108, 109), hatta karsinojenik
oldugu pek ¢ok c¢alismada belirtilmistir (11, 32, 68, 110, 111). BPA’nin meme,
pankreas ve kolorektal kanser hiicrelerinin biiylimesini artirdigi bulunmustur (112).
Yapilan c¢alismalarda BPA’nin Alkolik Olmayan Yagli Karaciger Hastaligi (113),
hipertansiyon, obezite (42, 114, 115), diabetes mellitus (DM) (116, 117), tiroid
fonksiyon bozuklugu riskini artirdig: tespit edilmistir (118). BPA, sperm iiretiminde
azalmaya neden olmaktadir (119). BPA plasentayr ge¢ip, embriyo gelisiminde
bozukluga (120), kromozomal hasarlara, abortus ve dogum anomalilerine yol agabilir
(121, 122). Yakin zamanda yapilmis calismalar, 6zellikle hamilelik ve emzirme
doneminde endokrin bozucu kimyasallara maruziyetin daha zararli oldugunu (36,
123); ve immiin sistem gelisiminin olumsuz etkilendiginin altin1 ¢izmektedir (42, 97).
BPA’nin gastrointestinal sistem iizerine olumsuz etkileri oldugu tespit edilmistir.
Ancak gastrointestinal sistem gelisimi iizerine olan etkisi ile ilgili daha fazla ¢calismaya

ihtiya¢ duyulmaktadir (93).

Barsak florasmnin insan sagligi agisindan kritik Onemi yapilan c¢aligmalarca
gosterilmistir (124). Gida yoluyla maruz kaldigimiz kimyasallar barsak floramizda

bulunan trilyonlarca mikroorganizmanin yapisini ve aktivitesini degistirmektedir (89,



125, 126). Boylece immiin dengemiz bozulmaktadir (13, 114, 127, 128). Besinlerinde
BPA bulunan farede barsak florasindaki mikroorganizma ¢esitliliginin azaldig1 ve

degisime ugradigi tespit edilmistir (89).

Gastrointestinal sistem disaridan gelen zararli maddelere karsi viicudun savunma
hattin1  olusturmaktadir (32). BPA maruziyeti barsak hasarina, barsak epitel
hiicrelerinde mitokondriyal hasarin eslik ettigi proliferasyon inhibisyonuna ve
apoptozis aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu durum barsak bariyer fonksiyonunda
bozulmay1 beraberinde getirmektedir (129, 130). BPA, barsak siki baglanti
proteinlerinin (zona occludens-1 ve occludin) azalmasina sebep olmakta, boylece

barsak gecirgenligini artirmakta ve endotoksin seviyelerini yiikseltmektedir (89).

Sicanlarda  perinatal donemde BPA maruziyetinin barsak imminitesinin
homeostasisini bozdugu (128) ve eriskin donemde pro-inflamatuar patolojilere risk
teskil ettigi tespit edilmistir (131). Endokrin Bozucu Kimyasallar barsak immiinitesini
bozmaktadir. Immiin cevabi baskilayarak enfeksiyonlara veya immiin cevabi asir1 hale
getirerek gida alerjisi (131, 132) ve IBH gibi bulasici olmayan hastaliklara yatkinlig
artirabilmektedir (19-21, 24, 82, 133-135). Arastirmacilar BPA’nin barsak florasinda
bozulma (136) ile kronik enflamasyonu artirdig1 (42) ve kolit tablosuna yol agtigini
belirtmislerdir (8, 12, 137). Sicanlarda yapilan bir ¢alismada BPA ile bozulmug immdiin
yanitin barsaklarda parazit enfeksiyonlarini arttirdig: tespit edilmistir (138). Ancak ne
yazik ki literatiirde BPA’nin gastrointestinal sistem {izerine etkileri agisindan siirh

sayida aragtirma mevcuttur.

Yapilan arastirmalarda BPA’nin kan-beyin bariyerini gegtigi kanitlanmistir (139).
Farelerde yapilan caligmalarda diisik doz BPA ile kronik maruziyetin beyin
hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugu ve bdylece 6grenme ve hafiza yeteneklerinde
bozukluklara yol actig1 (80, 140) tespit edilmistir. Ayrica BPA maruziyeti ile davranig
degisikliklerini iligkilendiren calismalar mevcuttur (141, 142).

1980’11 yillarda Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) BPA referans
dozu olarak 50 pg/kg/gilin’li belirlemistir (143). BPA ve istenmeyen etkileri ile ilgili
yeni bir risk degerlendirme yapilmasi ihtiyact sonucunda Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA), tolere edilebilen giinliik alim miktarin1 (TDI) 50 pg/kg/giin’den 4
ng/kg/giin’e distirmiistiir (98). Ancak BPA maruziyetinin tolere edilebilen giinliik



alim miktarinin altinda olmasina ragmen; liremeye dair, gelisimsel, immiin ve
metabolik fonksiyonlart olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (89, 106, 144). 2023
senesinde EFSA, BPA ile ilgili tabloyu tekrar gozden gecirerek tolere edilebilen
glinliik alim miktarini 0,2 ng/kg/giin olarak giincellemistir (145). BPA, 2017 senesinde
Avrupa Kimyasal Ajanst (ECHA) tarafindan “cok yiiksek seviyede endiselendiren
maddeler” arasinda listelenmistir. Biitiin bu zararli etkiler nedeniyle 2011 yilinda
Kanada, ABD, Avrupa Birligi ve Cin BPA’nin bebek iiriinlerinde kullanimin
yasaklamistir (11, 69, 80, 146). BPA’nin hayatin her alaninda yaygin olarak
kullanilmasi ile giin gectikge maruziyetinin artmasi, insan sagligi tizerine olan olumsuz

etkileri tizerinde daha fazla diistinliilmesine sebep olmustur (73).

BPA’nin yar1 0mrii yaklasik 6 saattir. BPA idrarda konjuge formda atilir. Bu konjuge
formlar1 BPA-glukuronid ve BPA-siilfat’tir (147). BPA’nin viicuttan ana atilimi feges
iledir. Bunun yaninda idrar yoluyla da atilir (148).

BPA’nin insan sagligi iizerine olusturdugu riskler, BPA maruziyetini azaltacak
stratejiler gelistirmeye yol agmustir (36). Yakin zamanda getirilen diizenlemelerle
birlikte BPA’'nin gida ile temas eden materyallerde daha fazla kullaniminin 6niine
gecilmistir (22, 37). Giincel diizenlemeler 15181nda gida ambalaj sirketleri BPA’'nin
kullanimin1 azaltacak ve sonlandiracak alternatifler {izerinde arastirma yapmaktadir
(38, 39). Bu durumun neticesinde BPA analoglarinin kullanildig: pek ¢ok tirtin BPA-
free etiketiyle piyasada yayginlasmaya baslamistir.

BPA’ya alternatif olarak kullanimina baglanan bisfenol tiirevleri arasinda bisfenol AF,
bisfenol AP, bisfenol B, bisfenol F, bisfenol P, bisfenol S, bisfenol Z, fluorene-9-
bisfenol (BHPF) gibi pek ¢ok kimyasal madde sayilabilir (13, 40, 41). 2017 yilinda
kiiresel capta iiretilen ve kullanilan BPA miktart 7.1 milyon tonu ge¢mistir. Yillik %
4.6 orani ile bu miktarin artis1 beklenmektedir (149, 150). Bu nedenle BPA’nin zararlh

etkilerinin yakindan takip edilmesi siirdiiriilmelidir (80).

BHPF’nin anti-Ostrojenik etki ile gebelik komplikasyonlarma sebep oldugu
bildirilmistir (151). Ayrica farelerde yapilan ¢alismalar BHPF nin over ve karaciger

tizerindeki zararl etkisini ortaya koymustur (13, 152, 153)
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Bisfenol F (BPF) ve Bisfenol S (BPS) gibi baz1 BPA analoglari, kisa bir karbon zinciri
ile birbirinden ayrilmig iki benzen halkasindan olusan temel bisfenol yapisini
muhafaza etmektedir. Bu durum BPA alternatiflerinin saglik agisindan giivenli olup

olmadiginin sorgulanmasina yol agmaktadir (38).

BPS, BPA’dan daha fazla 1s1ya direngli (154) ve fotorezistan 6zellik gdstermektedir.
Polikarbonat ve epoksi recinelerin (155), endiistriyel ve tiiketiciye yonelik iiriinlerin
(156) tiretiminde BPA’nin yerine kullanilmaktadir (43, 157). Heniliz BPS’1 kisitlayan
cok fazla diizenleme bulunmamaktadir (157-159). Avrupa’da yillik BPS iiretimi 1000
ile 10 000 ton arasinda degismektedir ve bu miktar siirekli artis gdstermektedir (160).
BPA’'nin aksine BPS heniiz ECHA tarafindan toksik etkileri ile ilgili
siiflandirilmamistir. Avrupa Birligi’nde lireme sagligina olan toksik etkileri agisindan
BPS’nin smiflandirilmas1 Kasim 2023°te  baslayacakti. BPAF’nin toksisite

siniflandirilmasi ise Avrupa Birligi komisyonunda karar asamasindadir (161).

Her ne kadar molekiil biiyiikliigii ve yapis1t BPA ile benzer olsa da BPS, niikleer
Ostrojen reseptor (ER) a ve b’ye daha az afinite sergilemektedir (162, 163). Ancak
membran Ostrojen reseptoriine baglanabilmektedir (164). BPS plasentay1 gecip fetal
gelisim agisindan risk teskil etmektedir (120, 165, 166). Son yillarda fetal ve neonatal
donemdeki risklerini azaltmak amaciyla BPA kullanimina pek ¢ok kisitlama getirildigi
diistiniilecek olursa; BPS’nin olas1 risklerinin alternatif olarak kullanilmasini
sorgulatacag diistiniilmektedir. BPS’nin olas1 zararlar ile ilgili yeterli ¢alisma heniiz

mevcut degildir (42).

BPS, viicutta metabolize olmas1 sonrasi idrarda %81-84 oraninda konjuge formlarinda
atilir. Bu konjuge formunun ise %83’linii BPS-glukuronid, %16’si1 ise BPS-siilfat
olusturur. Yapilan calismalarda BPS’nin biyo-yikiminin BPA’ya gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. BPS’nin konjuge formlar1 ¢ok hidrofiliktir ve yar1 émrii 12
saatten daha diistiktiir. Hizlica idrarla atilirlar. BPS’nin viicuttan ana atilimi idrar ile
olmaktadir. Konjuge BPS viicutta en fazla barsaklarda birikir. Bu durum barsak flora
bakterlerinin serbest BPS’1 konjuge formlarina cevirecek pek cok enzime sahip
olmalan ile agiklanmaktadir. Hem BPA hem BPS igin barsaklar, baslica metabolize

olduklar1 alandir (148).
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Diger BPA analogu olan BPF, kalin bir tabaka olusturmasi ve dayanikliligi nedeniyle
epoksi regine iiretimi ve kaplamalarda kullanilmaktadir (167). BPF epoksi regineleri
vernik, cila, kaplama, yapistirici, su tesisati, dis dolgular1 ve gida paketlemesi gibi pek
cok alanda kullanilmaktadir (168). BPF, BPA ile kiyaslanabilir 6l¢iide Ostrojenik ve

anti-androjenik aktivite sergilemektedir (169).

Bahsedilen Bisfenol cesitleri kolayca cevreye yayilmaktadir. Insanlar ozellikle
yiyecekler ve icecekler araciligryla bu kimyasallara maruz kalmaktadir (170). ABD’de
yiyeceklerde yapilan bir ¢aligmada test edilen numunelerin %75’inde BPA, BPF ve
BPS gibi bisfenol ¢esitlerine rastlanmistir (39).

BPA’ya gore kullanim1 daha yeni olan analoglar iizerinde daha fazla ¢aligmaya ihtiyac

duyulmaktadir(22, 43, 44).

2.3. Kalin Barsak Anatomisi ve Embriyolojisi

Eriskin bir insanda kalin barsagin toplam uzunlugu ortalama 1300 mm’dir (1100-2108
mm). Barsak gelisimi dogum sonrasi 4-5 yasina kadar devam eder. Kalin barsak
toplam uzunlugu gebeligin 14. haftasinda 80 mm iken 23. haftada 250 mm ve 40.
haftada 327 mm’ye ulasir. Fetal donemde 10. haftadan 40. haftaya kadar kalin barsak
capt 0,75 mm’den 15.44 mm’ye ulasir. Oransal olarak transverse kolon ve sigmoid
kolon kalin barsagin en uzun boliimleridir (Sirastyla %30 ve %27). Diger daha kii¢iik
boliimlerden olan ¢ekum %3, ¢ikan kolon %12, inen kolon %14, rektum %14 ve son
olarak anal kanal kalin barsagin yaklasik %3 iinti teskil eder. Gelisimi esnasinda kalin
barsak batin sag alt kadraninda yiikselmeye baslar, biitiin batin boslugunu kat ettikten
sonra son olarak aniise inisini gergeklestirir. Sag ve sol kolik fleksuralar transverse ile,

¢ikan kolon ve inen kolon arasinda bulunan biikiilme bdélgeleridir.

Yapilan arastirmalara gore postanatal 6. Aya kadar kalin barsak uzunlugu 568+ 27
mm’ye ulasir. 49-60 aylar aras1 bu uzunluk 1224+ 57 mm’yi bulur. Bu dénemde kalin
barsak uzunlugunda artisin viicut uzunlugu ile dogru orantili oldugu gosterilmistir. 5
yas sonrasi kalin barsaktaki hizli uzama son bulur ve erigkin kalin barsak uzunluguna

benzer bir hal alir (171).
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Kalin barsak 3 germ tabakasi olan endoderm, mesoderm ve ektoderm’den gelismistir.

Bu germ tabakalari sirasiyla epitel tabakasi; diiz kas tabakasi, bag dokusu ile kan

damarlar1 ve enterik sinir sistemini olusturmuslardir.

Anterior intestinal portal (AIP) ve caudal/posterior intestinal portal (CIP)

katlantilarinin gelisip kapanmalar1 ile primordial barsak olusur. Bu gelisim siireci

preanatal 4. haftadan sonra barsak taslaginda 6n barsak (foregut), orta barsak (midgut),

son barsak (hindgut)’in goriilmesine yol acar. Kalin barsak, orta barsak ve son

barsaktan geligmistir.

Barsak epiteli devamli gelisimini siirdiirmektedir. Bu devamli gelisimini barsak

kriptlerinin tabaninda bulunan 6nciil (progenitor) kok hiicreler saglamaktadir.

Tablo 2.1. Barsak gelisimi sirasinda gerceklesen baslica embriyolojik asamalar (172)

Embriyonik Hafta Gelisim Evresi
3. hafta — Gastrulasyon
— Primordial Barsak olusumu
4. hafta —  On barsak, orta barsak, son barsagin
ay1rt edilebilir olmasi
6. hafta — Barsak liimeninin kaybolmasi
7. hafta — Omfaloenterik kanalin kaybolmasi
8. hafta — Barsak tiipiinin tekrar kanalize
olmasi
— Umbilikal kord igerisindeki orta
barsak halkasinin saat yOniiniin
tersine 90° donmesi
9. hafta — Villus yapisinin olusmaya baslamasi
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10. hafta — Orta barsagin saat yoniinde 180°

donerek karin bosluguna dénmesi

11. hafta — Sirkiiler ve longitudinal diiz kas

tabakalarinin olugmasi

12. hafta — Kript yapisinin olugmasi

14. hafta — Mukozada kas tabakasimnin olusmasi

(muscularis mucosa)

24. hafta — Barsagin  emilim  fonksiyonu
kazanmasi
32. hafta — Eriskin seviyesinde emilim

kabiliyeti kazanilmasi

Prenatal 9. Haftada orta ve son barsaktaki ¢ok kathi kiibik epitel yerini tek kath
kolumnar epitele birakmaya baslar. 10. Haftada villus benzeri yapilar ortaya ¢ikar. 11-

12. haftalarda epitelyal hiicrelerin farklilasmasiyla goblet hiicreleri ilk defa goriiniir

(Tablo 2.1) (172).

Sicanlar ile insanlarin sindirim sistemi anatomileri genel olarak birbirine benzerdir.
Her ne kadar organ biiyiikliikleri arasindaki fark ¢ok olsa da, siganlarin anatomik

acidan kiiciik olmalar1 deneysel caligmalarda avantaj saglamaktadir.

Insanlarin aksine siganlarda sigmoid kolon bulunmamaktadir, gekumlari gérece sivri
uclu biiyiik bir boru seklindedir. Ozellikle oransal olarak insan ¢cekumuna gére sigan
¢ekumunun biiylik olmas1 dikkat c¢ekicidir. Ayrica sicanlarda solucansi (vermiform)
appendiks bulunmamaktadir. Bahsedilen anatomik farkliliklara ragmen histolojik

yapilarinin benzerligi dikkat ¢ekicidir (173).
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2.4. Kaln Barsak Histolojisi

Kolon mukozasi tek katli kolumnar epitel ile doselidir. Bu tek katli kolumnar epitel
hem liimene bakan yiizeyi hem de kriptlerin iizerini orter. Epitel tabakasinin altinda
lamina propriya ve muskularis mukoza adi verilen ince bir kas tabakasi bulunur.
Mukoza tabakasinda bulunan intestinal glandlar, bir diger deyisle Lieberkiihn
kriptalart tiibiiler bir yapiya sahiptirler ve limene acilirlar. Normal sartlarda biitiin
kolon mukozasinda bulunan kriptler lenfoid agregasyonlarin oldugu alanlarda

bulunmazlar.

Kolonun tek katli kolumnar epiteli viicut ile luminal ¢evre arasinda bariyer fonksiyonu
goriir. Bu epitel tabakasi, emilim yapan (absorptif) hiicreler ile goblet hiicreleri
barindirir. Emilim yapan hiicreler kolondaki iyon ve su transferinden sorumludurlar.
Goblet hiicreleri miikoz graniilleri sentezler, depolar ve sekrete eder. Rutin
Hematoksilen - Eosin boyamada (H-E) miikéz graniiller nedeniyle goblet hiicreleri

sitoplazmalar1 bosmusgasina bir goriintiiye sahiptir.

Kriptlerlerin intestinal gland olarak bulunmalarinin yani sira bir diger 6nemli gorevleri
de ylizey epitelini yenilemektir. Kript tabaninda bulunan proliferatif kok hiicrelerin

varlig1 bu fonksiyonu saglar (174).

Mukoza epitel tabakasinin altinda lamina propriya ile devam eder. Gevsek bag dokusu
ozelligi tasiyan bu tabakada bol miktarda kollajen bulunur. Lamina propriya,

bagisiklik sisteminin koruyuculuguna dair 6nemli gorevler listlenir.

Mukoza igerisinde lamina propriyanin derininde muscularis mukoza tabakas1 bulunur.
Burada bulunan diiz kas hiicrelerinin kasilip gevsemesi, mukozanin emilim ve

sekresyon gorevlerini yapmasina katki saglar.

Mukoza tabakasinin derininde bulunan submukoza siki bag dokusu yapisina sahiptir.
Burada bulunan enterik sinir sistemi hiicreleri Submukozal Meissner Pleksusu’nu
olusturur. Bunun yaninda submukozada arteriyol, veniil ve lenfatik damarlar da

gbzlenir.

Muskularis eksterna tabakasi submukoza tabakasinin derininde yer alan esas kas
tabakasidir. Icte sirkiiler dista longitudinal diiz kas hiicreleri icerir. Bunun yani sira

burada bulunan Auerbach Pleksusu enterik sinir sisteminin bir pargasidir.
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Kolonun intraperitoneal olarak bulunan alanlarinda serosa tabakasi, periton disinda
diger yapilara tutundugu boliimlerinde ise adventisya tabakasi muskularis eksterna
tabakasini sarar. Serosa, mesotel adi verilen tek katli kiibik epitel ile hemen altinda yer
alan bag dokusundan olusur. Adventisya denildiginde ise yalnizca bag dokusu

yapisindan soz edilir (175).

2.5. Inflamasyon ve inflamatuar Hiicre Infiltrasyonu

Lokal bagisiklik sistemleri de§isen g¢evre sartlarina uyum saglamak zorundadir.
Sindirim sistemi ¢evresel degisikligin en fazla arttifi bolgelerden biridir.
Gastrointestinal sistemde immiin savunma genelde mukozada ger¢eklesir. Lamina
propria dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemine dair pek ¢ok hiicre igerir. Epitel
tabakasinda pek ¢ok lenfosit bulunur. Her ne kadar ince bir basement membran ile
birbirlerinden ayrilsalar da lamina propria ve epitel tabakasi iki farkli immiin ortam
olusturur. Bunun yani sira sindirim sistemi boyunca bu ortamlar1 da degisiklik gosterir.
Kalin barsagin bakteriyal flora agisindan biiyiik bir zenginlige sahip olmas1 bagisiklik
sisteminin sagligi agisindan 6nem arz eder. Mukus iireten goblet hiicreleri kalin
barsakta fazladir. Distal kolon seviyesinde goblet hiicreleri epitelyal hiicrelerin %
25’ini olusturur. Bu oran ince barsaklarda % 10 kadardir. Bunun yani sira glikokaliks
olarak adlandirilan mukus tabakasi da kalin barsakta en fazladir. Kalin barsaktaki
mukus tabakasi kendi igerisinde 2 farkli tabakaya ayrilir: igte, barsak yiizeyine yapisik
daha yogun mukus tabakasi ile, dista daha gevsek mukus tabakasi. Distaki daha gevsek
mukus tabakasi ince barsaklarda bulunan mukus tabakasina benzer. Saglikli bir bireyin
kalin barsaginda bakteriler dis mukus tabakasinda bulunurlar, i¢ mukus tabakasina
ulasamazlar. Mukus iiretimi 16kotrienler, interferon-y (IFNy), interlokin-9 (IL-9) ve
IL-13 tarafindan kontrol edilir. Mukus fiziki bir bariyer gérevi gérmesinin yani sira
icerisinde bulunan miisin glikoproteinleri aracilifiyla bakterilere direkt toksik etki
eder. Mukus sentezinde sorun olmasi, flora bakterilerinin epitelyal yiizeye temas
etmesi ile inflamasyona sebep olup kolit ve kansere yatkinlig1 artirmaktadir. Bariyer
ve absorptif fonksiyonlarina ilave olarak epitelyal hiicreler, 6rnek tanimlama
reseptorleri (pattern recognition receptor) (PRR) ile aktive olarak iirettikleri
mediatdrler ile bagisiklik sistemi hiicrelerini harekete gegirirler. Ornegin toll-like
receptor-2 (TLR2) en fazla proksimal kolonun epitelyal hiicreleri tarafindan eksprese

edilir. TLR4 ve CD14 ince barsaga kiyasla kalin barsakta daha fazla eksprese edilir.



16

Barsaklarda gut-associated lymphoid tissue (GALT) ile drene oldugu lenf nodlari,
kazanilmig immiin yanitin temel bolgelerini teskil eder. Bunun yaninda efektor
bagisiklik sistemi hiicreleri epitel tabakasi1 ve lamina propriada diffiiz olarak yayilmis
olarak bulunur. GALT, mucosa ve submukosada bulunan subepitelyal lenfoid
agregatlari icerir. Bu agregatlar, folikiil iligkili epitel tarafindan ortiilmiistiir. Bu lenfoid
alanlar kalin barsakta kolon plaklart (colonic patches) olarak adlandirilmistir. Bu
lenfoid bolgelerin gelisimi intrauterin hayatta baglayip dogum sonrasi tamamlanir.
Yapilan arastirmalar farkli bolgelerdeki lenfoid bolgelerin gelisim hizlarinin da farkl
oldugunu gostermistir. GALT tekli izole lenfoid dokular (solitary isolated lymphoid
tissues) (SILT) denen kiiciik lenfoid agregatlar1 da igerir. Tekli izole lenfoid dokular,
baslangigta kript plaklar1 (cryptopatches) halindeyken olgunlasip izole lenfoid
folikiiller (ILF)’e doniisiirler. ILF’ler daha artan bakteri yiikii nedeniyle daha fazla
ileum ve kolonda bulunmaktadir. Farelerde yapilan arastirmalarda kript plaklarinin
postnatal ilk 2 haftada gelistigi tespit edilmistir. Insanlarda kript plaklar heniiz

gosterilememistir. Bu alanda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Barsaklarin lenfatik drenajini saglayan lenf nodlar1 viicudun en biiyiik lenf nodlaridir.

Bu durum barsaklarin ¢evresel etkiye siirekli maruz kaldiginin bir gostergesidir.

Lamina propriya ve epitel sahip olduklar1 bagisiklik hiicreleri acisindan faklilik arz
etmektedir. Lamina propriya B ve T lenfositler ile dentritik hiicreler, makrofajlar,
eozinofiller ve mast hiicreleri gibi dogal bagisiklik elemanlarina sahiptir. Buna karsin
epitel tabakasi yalnizca T lenfositlere ev sahipligi yapar. Lamina propriya ve epitel
tabakasi birlikte, viicudun en fazla sayida T lenfosit, plasma hiicresi ve makrofajlarini

bulundurur. Ancak barsak segmentleri icerisinde hiicre dagilimlarinin degistigi

unutulmamalidir.

Intraepitelyal lenfositler (IEL) enterositler arasinda 100 epitel hiicresine karsilik 10-15
T lenfosit olacak sekilde bulunurlar. Ileum ve kolon ofTCR*CD4 CDS$ intraepitelyal

lenfositlerini fazlaca bulundurur.

Lamina propriada CD4" ve CD8" T lenfositleri 2/1 oraninda bulunur. Lamina
propriada bulunan CD4" T lenfositleri ¢ok ¢esitli alt kiimelere sahiptir. IL-2*, IL-2*
IFNy* , IFNy" ve IL-17" IL-10 iireten FOXP3" regiilator T (Treg) ve FOXP3™ Treg

hiicreleri bunlar arasinda sayilabilir. T helper 17 (Tul7) ve Treg hiicrelerinin dagilimi
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arasinda ters oranti vardir. Tul7 hiicrelerinin sayist duodenumdan kolona dogru
gittikce azalirken, Tree hiicreleri en fazla kolonda bulunur. Her ne kadar barsak
mukozas1 boyunca IL-10 iireten CD4" T hiicrelerine rastlansa da en fazla kolonda
bulunur. Kolondaki IL-10 iireten bu CD4" T hiicrelerinin ¢ogunlugunu ise FOXP3"
Treg hiicreler olusturmaktadir.Ote yandan IL-17 iireten CD4" T hiicrelerinin de ¢ogu

ileum ve kolonda lamina propriyasinda bulunur.

Normal barsak lamina propriasinda pek ¢ok plasma hiicresi yer almaktadir. Ozellikle
distal kolonda bu plasma hiicrelerinin yogunlugu artar. Bu plasma hiicrelerinin
cogunlugu IgA iiretir. Bahsedilen plasma hiicreleri duodenum ve jejenumda IgAl
tiretirken, kolonda IgA2 {iretir. Bu durum ince ve kalin barsaklardaki B lenfosit

olgunlagmalarinin da farkli oldugunu géstermektedir.

Mononiikleer fagositer sistem makrofajlar ve dendritik hiicrelerden olusmaktadr. ikisi
de antijenlerin alim1 ve sunumunda gorev alir. Saglikli barsak lamina propriasinda en
fazla bulunan 16kosit ¢esidi makrofajlardir. Fagositozla mikroorganizmalar1 ve 6l
hiicreleri yikmasinin yani sira epitelyal hiicre yenilenmesini artiran mediatorleri de
iiretir. Urettigi IL-10 ile TLR ligand gibi uyaranlara inflamatuar cevabi engelledigi gibi
mukozadaki FOXP3" Treg hiicrelerinin hayatta kalmasini ve aktivitesini artirir. IL-10
reseptor sinyal yolagi knock-out olan farelerde kolit gelisimi gozlenmistir. Barsak
makrofajlart; F4/80 (EMR4), CD68 (macrosialin) ve CD163 marker’larina sahiptir.
Hem ince barsak hem kalin barsakta bulunan makrofajlar MHC-2, CD163 eksprese
ederler. Ancak kalin barsak makrofajlar1 asit fosfataz, non-spesifik esteraz, CD40,

CCRS5 ve formil peptit reseptoriine daha fazla sahiptir.

Barsak dendritik hiicreleri, CD11c¢", MHC-2*, CD64", F4/80° ozellik sergilerler.
CD103 ve CD11b eksprese edip etmemelerine gore simiflandirtlirlar. CD103°CD11b

dendritik hiicreler kolonda en fazla bulunan alt tipidir.

Eosinofiller de barsak immiinitesinde gorev alir. CCR3 ve Siglec-F eksprese ederler.

Barsakta doku yenilenmesinde goérev aldiklar1 diisiiniilmektedir.

Saglikl1 sindirim sisteminde mast hiicreleri genellikle lamina propria ve submukozada

bulunur. Epitelyal bariyerin biitiinliigii ile peristaltizmi diizenleyen mediatorler iiretir.
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CCRI10 ve ligand1 CCL822 kolona IgA" plasmablastlarin yerlesmesinde yer alir. G
protein-coupled reseptdr 15 (GPR15) kolonda T lenfosit homeostasisini diizenler

(174).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Yontemi:

Hayvanlar her grupta 8 sican olacak sekilde 6 gruba ayrilmistir.
Grup 1: Negatif Kontrol Grubu: Yalnizca ad libitum su ve yem verilmistir.

Grup 2: Tastyici kontrol grubu: %0,1 ethanol misirézii yagi igerisinde 21 giin oral

gavaj yolu ile verilmistir. (22, 36)

Grup 3: Bisfenol A (BPA) grubu: 0,5 pg/kg/giin BPA (HPC, Uriin Kodu: 674645),
oral % 0,1 ethanol misirdzii yagi c¢oziiclisii igerisinde 21 giin oral gavaj yolu ile

verilmistir. (22, 36)

Grup 4: Bisfenol A (BPA) grubu: 5 pg/kg/giin BPA (HPC, Uriin Kodu: 674645), oral
% 0,1 ethanol misirdzii yag: ¢oziiciisii igerisinde 21 giin oral gavaj yolu ile verilmistir.

(22, 36)

Grup 5: Bisfenol S (BPS) grubu: 0,5 pg/kg/giin BPS (ALFA AESAR, Uriin Kodu:
A17342.30), oral % 0,1 ethanol misirdzii yag: ¢oziiciisii igerisinde 21 giin oral gavaj

yolu ile verilmistir. (22, 36)

Grup 6: Bisfenol S (BPS) grubu: 5 pg/kg/giin BPS (ALFA AESAR, Uriin Kodu:
A17342.30), oral % 0,1 ethanol misirdzii yag: ¢oziiciisii igerisinde 21 giin oral gavaj

yolu ile verilmistir. (22, 36)

3.2. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deneyin sonunda sicanlar 90 mg/kg ketamin / 10 mg/kg ksilazin anestezi ile sakrifiye
edilerek, vena cava inferior’larindan 5 ml kan alindiktan sonra kalin barsak dokular1
¢ikarilmistir. Alinan dokular %10 tamponlanmis formaldehit icerisinde fikse edilip oda
1sisinda muhafaza edilmistir. Alinan kan 10 ml’lik sar1 kapakli jelli biyokimya
tiiplerine konulmustur. Sonrasinda 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum
kistimlar1 mikropipet tiiplerine aktarilmistir. Olgiim yapilana kadar serumlar -80 °C” de
muhafaza edilmistir. Serum O6rneklerinde total kolesterol degerleri Gaziantep

Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda Beckman Coulter
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AUS5800 biyokimya otoanalizatoriinde, sicana uyumlu kitler kullanilarak dl¢iilmiistiir.

(153).

3.3. Idrar Orneklerinin LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi

Sican idrar numuneleri 21 giinliik Bisfenol analoglar1 maruziyeti sonrasi denek
mesanelerinden alindi. Sican idrarinda BPA ve BPS diizeylerinin analizi proje
kapsaminda hizmet alimi1 saglanan bir analiz laboratuvarinda gergeklestirilmistir. BPA
ve BPS oOl¢iimii i¢in sivi kromatografi-kiitle spektrometre cihazi (LC-MS/MS)
kullanilmistir. Kullanilan LC-MS/MS cihazi1 Agilent marka 6470 modelidir.

3.4. Jasem Glukuronidaz Enziminin Hazirlanmasi

BPA ve BPS’nin idrardaki konjuge formlarini serbest hale getirmek i¢in glukuronidaz

enzimi kullanildi (147, 148).

2 mg jasem glukuronidaz enzimi tartildi ve Iml Jasem buffer reaktifi ile ¢oziildii.
Caligma yapilacak numune sayisina bagli olarak c¢aligma oOncesinde taze olarak

hazirlandi.

3.5. Kalibrator Seviyelerinin Hazirlanmasi

BPA kalibrasyonu yapmak i¢in hazirlanan standart konsantrasyonlari; BPA i¢in 0.5, 1,
2, 5, 10, 50, 100 ng/mL methanol icerisinde olmak {izere, her bir kalibrator
seviyesinden HPLC viali igerisine 200 pL alindi. Uzerine sirastyla 25 pL internal
standard, 50 puL Jasem buffer reaktifi ve 250 pL Jasem reaktif-1 eklenip 5 sn
karistirildi. Daha sonra LC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

3.6. Idrar Numune Hazirh

Kapakli cam santrifiij tiipii icerisine 200 pL idrar numunesi alindi. Uzerine 25 pL
internal standard ve 50 pL Jasem glukuronidaz enzimi eklenip 5 sn karistirilip agz1
kapatilarak 370C’de 3 saat boyunca bekletildi. Daha sonra 250 uL Jasem reaktif-1
eklenip 5 sn karistirildi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen {ist faz LC-
MS/MS sistemine enjekte edildi.



3.7. Cihaz Parametreleri

Tablo 3.1. MS/MS Sistemi Parametreleri

21

Agilent 6470 LC-MS/MS

lon source ESI (Agilent Jet Stream)
Polarity Negatif

Gas Temperature 350 °C

Gas Flow 10 L/min

Nebulizer Pressure 40 psi

Sheath Gas Temperature 400 °C

Sheath Gas Flow 10 L/min

Capillary Voltage 2500 V (Negatif)
Nozzle Voltage 500 V

Resolution MS1 and MS2

Unit resolution

Tablo 3.2. HPLC Parametreleri

Time Solvent A (%) Solvent B (%) Flow (ml/min)
0.0 67 33 0.7
35 67 33 0.7
4.0 40 60 0.7
6.0 5 95 0.7
7.0 5 95 0.7
7.1 67 33 0.7
9.5 67 33 0.7




Kolon Firim 140 °C
Enjeksiyon Hacmi  : 10 pL
Analiz Sturesi :10.0 dakika

Tablo 3.3. Kiitle Gegisleri

Precursor | Product | Dwell | Frag. | CE
Analit Polarite
(m/z) (m/z) (ms) V) W)
BPA 227,0 212,1 150 120 14 Negative
BPA Confirm 227,0 133,1 150 100 28 Negative
BPA-IS 241,2 2232 150 120 14 Negative

Tablo 3.4. Segment

Time
0,0 Waste
1,8 MS
5,0 MS
6,0 Waste
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3.8. Kontrol Kromatogramlari:

GEcREfEcSSFIcRERECRERE_REE

Coures %) va Aequisitin Tane (m

Sekil 3.2. Bisfenol A internal standartina ait kromatogram

3.9. Idrar Kreatinin Analizi
21. giin oral gavaj uygulanmasini takiben deney hayvanlar1 metabolik kafese tasindi

ve 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Idrar kreatinin degerleri Gaziantep Universitesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda Beckman Coulter AU5800 biyokimya

otoanalizatoriinde, sigana uyumlu kitler kullanilarak 6l¢tildii.
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Idrar konsantrasyonu su tiiketimine gore degisebildiginden tiim Orneklerde idrar
kreatinin seviyesi de &l¢iildii. Idrar BPA konsantrasyonlari (ng/ml), kreatinine (mg/dl)
gore diizeltme uygulandiktan sonra, diizeltilmis BPA (ug/g kreatinin) degerleri
istatistiksel analizler i¢in degerlendirilmistir. (104, 115).

3.10. Dokularin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Isik mikroskobik incelemeler i¢in alinan kalin barsak doku oOrnekleri %10’luk
tamponlanmis formaldehit i¢inde fikse edildi. Artan konsantrasyonlardaki ethanol
soliisyonlartyla dehidrasyonu yapilan doku oOrnekleri seffaflagtirma asamasi igin
ksilende yarim saat bekletildi. Parafin serilerinden gegirilerek dokular parafin bloklara
gomiildii. Parafin bloklardan mikrotomla kesilen 4,5 pm kalinligindaki doku kesitleri,
151k mikroskobisinde degerlendirilmek iizere Hematoksilen Eosin ile boyandi. Tiim
151k mikroskobik kesitleri, fotomikroskoba bagli bir dijital kamera ile gdzlemlendi ve
cellSens yazilimi ile fotograflandi. Barsak dokularinin histomorfolojik skorlamasi
Erben, Loddenkemper (176)’in yaptig1 skorlama temel alinarak degerlendirildi (22,
176). Tiim histopatolojik degerlendirme siireci Gaziantep Universitesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmastir.

3.11. Erben Histomorfolojik Skorlamasi

Calismada, kimyasal maddeye maruz kalma yollarimin farkliligina gore alternatif
skorlama sistemleri gelistirdigi i¢in Erben histomorfolojik skorlama sistemi kullanildi.
Oral gavaj ile bisfenol analoglarinin inflamatuar etkisini kiyas etmek igin

Tablo.3.5’teki parametreler kullanilmistir (176).

Lamina propriyay: infiltre eden lokositler bazen daha derindeki tabakalara da
yayilabilmektedir. Her ne kadar bu I0kositler arasinda nétrofiller, eosinofiller,
monositler, plasma hiicreleri ve lenfositler bulunsa da Erben skorlama sisteminde
“inflamatuar hiicreler” genel isimlendirilmesi ile ifade edilmis ve skorlamaya dahil
edilmislerdir. Bu inflamatuar hiicreler high-power field (hpf: 0,306 mm?) basina cevre

dokuya oranlarina gore puanlanmistir (176).
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Tablo 3.5. Erben Histomorfolojik Skorlamasi (176)

Inflamatuar Hiicre
Barsak Mimarisi
Infiltrasyonu
Skor -1 Skor -2
Epitelyal Mukoza
Siddeti Kapsam
Degisiklikler | Mimarisi
Hafif
Fokal
(<hpf’nin Mukoza 1 1
erozyonlar
%25°1)
Orta
hpf’nin | Mukoza ve + Fokal
2 Erosyonlar 2
(%25- submukoza Ulserasyonlar
50’si)
Yaygin
tilserasyonlar
Belirgin
+
(>hpf’nin | Transmural 3 3
graniilasyon
%51°1)
dokusu+
psodopolip
Skor 1 ve 2’nin Toplam 0-6

3.12. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi:

Calisma oncesi, calismada kullanilacak denek sayisini belirlemek i¢in “Power Analizi”
yapilmistir. Gruplar aras1 Erben Histomorfolojik Skorlamalar1 (176) arasinda biiyiik
bir etki biyiikligli (f=0,8) olusacagi beklentisinin istatistiksel olarak anlamli

bulunmasi amaciyla her grupta gerekli minimum denek sayis1 7 olarak belirlenmistir
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(0=0,05; 1-p=0,80) (22). Caligma sirasinda olusabilecek kayiplar géz oniine alinarak
her gruptaki denek sayisinin %10 artirilmast planlanmistir. Bu nedenle her grupta 8
denek kullanilarak toplam 48 denek iizerinde ¢alismanin yiiriitiilmiistiir. Gii¢ analizi
Gpower 3.9.1 yaziliminda yapilmistir. Sayisal degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shaphiro Wilk testi test edilmistir. Normal dagilmayan degiskenlerin 6
grupta karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis ve Dunn testi kullanilmistir. Analizlerde
SPSS 22,0 Windows versiyon paket programi kullanilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.

3.13. Deney Gruplan

Hayvan tiirii olarak yapilan literatiir taramalar1 sonucunda siklikla kullanilan ve bu
caligmalar i¢in uygun oldugu diisiiniilen 250-300 gram agirliginda, 4 aylik Sprague
Dawley 1rki disi sicanlar secilmistir (36, 73).

Deney gruplar1 Tablo 3.6’da belirtilmistir.

Tablo 3.6. Deney Gruplari

GRUPLAR UYGULAMA | GRUP BASINA
SURESI HAYVAN ADEDI
Grup 1: Negatif Kontrol Grubu: Yalnizca |21 giin 8

ad libitum su ve pellet verildi.

Grup 2: Tasiyict kontrol grubu: %0,1 |21 giin 8
ethanol misirdzli yag icerisinde oral gavaj

yolu ile verildi. (22, 36)

Grup 3: Bisfenol A (BPA) grubu: 0,5 pg/kg |21 giin 8
/glin BPA, oral % 0,1 ethanol misirézii yagi
coziiclisi icerisinde oral gavaj yolu ile

verildi. (22, 36)
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Grup 4: Bisfenol A (BPA) grubu: 5 pg/kg
/glin BPA, oral % 0,1 ethanol misirézii yagi
coziiclisii icerisinde oral gavaj yolu ile

verildi. (22, 36)

21 giin

Grup 5: Bisfenol S (BPS) grubu: 0,5 ng/kg
/glin BPS, oral % 0,1 ethanol misirozii yagi
¢Oziiclisii icerisinde oral gavaj yolu ile

verildi. (22, 36)

21 giin

Grup 6: Bisfenol S (BPS) grubu: 5 pg/kg
/glin BPS, oral % 0,1 ethanol misirozii yagi
coziiclisii icerisinde oral gavaj yolu ile

verildi. (22, 36)

21 giin

Arastirmada kullanilan toplam hayvan sayisi

48




4. BULGULAR

4.1. idrar Kreatinini Bulgular

28

Idrar kreatinini bakimindan (mg/dl) gruplar arasmnda anlamli farklihik bulundu

(p=0,022). Grup 4’iin idrar kreatinin miktar1 grup 1 ve grup 2’den anlamli derecede
yuksek bulundu (p=0,006, p=0,001) (Tablo 4.1), (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Idrar Kreatinin Miktar Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

n Ort+St.Sapma Medyan (Min-Max) P
Idrar Grup1 [6 |63,33+13,81 59,5 (48 -87) 0,022*
Kreatinini | Grup 2 |7 58,71 £12,24 54 (45 -77)
(mg/dl)  |Grup3 |5 72,4 £16,52 71 (53 -91)
Grup4 |7 [91,86+ 17,02 97 (69 -118)
Grup 5 |7 (70,43 +11,15 71 (55 -90)
Grup6 |7 |77+£18.8 79 (47 -103)

*p<0,05 diizeyinde anlamli, Kruskal Wallis ve Dunn testi
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Grup 1

Grup 2 Grup 3

Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 4.1. Idrar Kreatinin Miktari Istatistiksel Degerlendirme Sonuglar

4.2. idrar BPA Degerleri Bulgular

Idrar BPA degerleri bakimindan (ng/ml (ppb)) gruplar arasinda anlamli farklilik

bulundu (p=0,001). Grup 4’{in idrar BPA miktar1 grup 1 ve grup 3’ten anlaml1 derecede

yiiksek bulundu (p=0,017, p=0,001). Grup 6 ’nin idrar BPA miktari grup 1 ve grup 3’ten

anlamli derece yiiksek bulundu (p=0,010, p=0,001). Grup 5’in idrar BPA miktar1 grup

1, grup2 ve grup 3’ten anlaml derecede yiiksek bulundu (p=0,005, p=0,029, p=0,001)
(Tablo 4.2), (Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Idrar BPA Miktar: Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

n Ort£St.Sapma Medyan (Min-Max) P
BPA Grup 1 |6 139,28 £ 92,49 133,77 (29,62 -248,08) 0,001*
ng/ml Grup2 |7 [298,65+244,59 |184,89 (79,03 -716,26)
(ppb) Grup3 |5 [41,9+40,28 29,06 (0 -99,3)
Grup 4 |7 1104,88 £ 1065,61 | 787,1 (130,46 -3165,38)
Grup 5 |7 1325,6 £ 971,44 | 1083,11 (167,74 -3091,81)
Grup 6 |7 1175,94 +1288,53 | 863,56 (188,53 -3988,39)

*p<0,05 diizeyinde anlamli, Kruskal Wallis ve Dunn testi
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Sekil 4.2. idrar BPA Miktari Istatistiksel Degerlendirme Sonuglar

4.3. Diizeltilmis BPA Degerleri Bulgular:

Diizeltilmis BPA (ug/g kreatinin) degerleri bakimindan gruplar arasinda anlamli

farklilik bulundu (p=0,001). Grup 2’nin diizeltilmis idrar BPA miktar1 grup 3’ten

anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,046). Grup 4’iin diizeltilmis idrar BPA miktari

grup 3’ten anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,004). Grup 5’in diizeltilmis idrar

BPA miktar1 grup 1, grup 2 ve grup 3’ten anlaml derecede yiiksek bulundu (p=0,005,

p=0,049, p=0,001). Grup 6’nin diizeltilmis BPA miktar1 grup 1 ve grup 3’ten anlaml
derecede yiiksek bulundu (p=0,018, p=0,001) (Tablo 4.3), (Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Idrar Diizeltilmis BPA Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

n Ort£St.Sapma Medyan (Min-Max) P
BPA pg/g |Grup 1 |6  [247,13£195,86 213,33 (49,37 -516,83) 0,001*
kreatinin |[Grup2 |7 [553 +509,48 355,56 (115,17 -1492,21)
Grup3 |5 ]59,95+61,26 33,4 (0-139,85)
Grup 4 |7 1180,28 +1016,19 | 803,16 (130,46 -2682,52)
Grup 5 |7 1906,87 + 1338,65 | 1294,64 (226,67 -4122,41)
Grup 6 |7 1505,88 + 1299,45 | 1220 (207,18 -3872,22)

*p<0,05 diizeyinde anlamli, Kruskal Wallis ve Dunn testi
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Sekil 4.3. idrar Diizeltilmis BPA statistiksel Degerlendirme Sonuglar

4.4. idrar BPS Degerlerine Dair Bulgular
Sicanlarin idrar Orneklerinde yapilan LC-MS/MS analizlerine gore BPS tespit
edilmedi (<1 ng/ml (ppb)).

4.5. Kan Total Kolesterol Degeri Bulgulari

Kan total kolesterol degerleri bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu
(p=0,011). Grup 5’in total kolesterol degeri grup 2’den anlamli derecede yliksek
bulundu (p=0,044). Grup 3’iin total kolesterol degeri grup 2’den anlamli derecede
yuksek bulundu (p=0,017). Grup 6’nin total kolesterol degeri grup 2’den anlaml
derecede yiiksek bulundu (p=0,007). Grup 4’iin total kolesterol degeri grup 2’den
anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,002). Grup 1’in total kolesterol degeri grup
2’den anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001) (Tablo 4.4), (Sekil 4.4).



Tablo 4.4. Kan Total Kolesterol Miktari Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

32

n Ort=St.Sapma | Medyan (Min-Max) (P
Total Grupl |7 64,14 £ 15,96 |67 (45 -83) 0,011%*
Kolesterol |Grup2 |8 43,5+ 3,59 44,5 (37 -47)
(mg/dl) Grup3 |6 55,67+10,48 |57,5(40-67)
Grup4 |7 61 +10,15 57 (49 -81)
Grup5 |8 54+9.91 51,5 (43 -72)
Grup6 |7 59 + 13,54 59 (39 -84)

*p<0,05 diizeyinde anlamli, Kruskal Wallis ve Dunn testi
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Sekil 4.4. Kan Total Kolesterol Istatistiksel Degerlendirme Sonuglart

Grup 3

4.6. Erben Skorlamasi Bulgulan

Grup 4

Grup 5

Grup 6

Kalin barsak doku 6rneklerinde Erben Histomorfolojik skorlamasi bakimindan gruplar

arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0,036). Grup 4 “iin Eben skorlamas1 grup 3'ten

anlamli derecede yliksek bulundu (p=0,008). Grup 4 “iin Eben skorlamas1 grup 5'ten
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anlamli derecede yiiksek bulundu (p= 0,002). Grup 4 “lin Eben skorlamasi grup 6’dan

anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,020).

Tablo 4.5. Erben Skorlamasi Istatistiksel Degerlendirme Sonuglar

n Ort£St.Sapma | Medyan (Min-Max) |P
Ive2nolu |Grupl (4 1,75+ 0,5 2(1-2) 0,036*
skorlamalarin | Grup 2 |4 2+1,15 2(1-3)
toplami1 Grup3 |4 1,25+0,5 1(1-2)
Grup4 |4 3+0 3(3-3)
Grup 5 |4 1+0 1(1-1)
Grup 6 |4 1,5+1 1(1-3)
*p<0,05 diizeyinde anlamli, Kruskal Wallis ve Dunn testi
3,00 — -
g
5 250
E
£
£ 200
3
E 150
1,00 —
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 4.5. Erben Skorlamasi Istatistiksel Degerlendirme Sonuglar

4.7. Isik Mikroskobik Bulgular

Calisgmamizda negatif kontrol, tasiyict kontrol ve deney gruplarinin inflamasyonunu

degerlendirmeye

yonelik  yapilan Erben histomorfolojik

Hematoksilen-Eosin (H-E) boya kullanildi (176).

skorlamasi i¢in
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4.7.1. Negatif Kontrol Grubu (Grup 1):
Mukoza ve submukozada inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.6, 7).

Mukozada kriptalar1 yer yer kenara iten nodiill benzeri inflamatuar hiicre

infiltrasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.6. Negatif Kontrol Grubu Kolon Kesiti (H-E 4x)



l-f

Sekil 4.8. Negatif Kontrol Grubu Kolon Kesiti (H-E 20x)
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4.7.2. Tasiyic1 Kontrol Grubu (Grup 2):

Mukoza ve submukozada inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.9,
10). Zaman zaman bu infiltrasyonun asir1 arttign goriildii (Sekil 4-11). Ozellikle
inflamatuar invazyonun asirt arttig1 bolgelerde vaskiilarizasyonda artis dikkat ¢ekici
bulundu (Sekil 4.10). Mukozada kriptalar1 yer yer kenara iten nodiil benzeri
inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.10). Bu inflamatuar hiicrelerin

kriptleri de invaze ederek kriptit tablosuna sebep olduklar tespit edildi (Sekil 4.12)

Sekil 4.9. Tastyic1 Kontrol Grubu Kolon Kesiti (H-E 4x)



Sekil 4.11. Tastyic1 Kontrol Grubu Kolon Kesiti (H-E 4x)

180 v
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Sekil 4.12. Tastyic1 Kontrol Grubu Kolon Kesiti (H-E 20x)

4.7.3. 0,5 pg/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 3)
Mukoza ve submukozada inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.13, 16).
Vaskiilarizasyonda artig gortildii (Sekil 4.14). Mukozada kriptalar1 yer yer kenara iten

nodiil benzeri inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gézlendi (Sekil 4.15)



Sekil 4.14. 0,5 pg/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 3) (H-E 20x)
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Sekil 4.16. 0,5 pg/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 3) (H-E 40x)
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4.7.4. 5 ng/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 4)
Mukoza, submukoza ve muscularis eksterna tabakalarinda inflamatuar hiicre
infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.17, 19, 20). Mukozada kriptalar: yer yer kenara iten nodiil

benzeri inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gézlendi (Sekil 4.18).

Sekil 4.17. 5 ng/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 4) (H-E 4x)



Sekil 4.19. 5 pg/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 4) (H-E 20x)
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Sekil 4.20. 5 pg/kg Bisfenol A (BPA) grubu (Grup 4) (H-E 20x)

4.7.5. 0,5 pg/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 5)
Mukoza ve submukozada az miktarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil
4.21-24).



Sekil 4.22. 0,5 pg/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 5) (H-E 10x)
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Sekil 4.24. 0,5 pg/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 5) (H-E 40x)
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4.7.6. 5 pg/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 6)
Mukoza ve submukozada inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.25).
Mukozada kriptalar1 yer yer kenara iten nodiill benzeri inflamatuar hiicre
infiltrasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.27). Zaman zaman bu infiltrasyonun asir1 arttigi
goriildii (Sekil 4.25, 26, 28). Ozellikle inflamatuar invazyonun asir1 arttig1 bolgelerde
vaskiilarizasyonda artis dikkat ¢ekici bulundu (Sekil 4.26-28).

Sekil 4.25. 5 ng/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 6) (4x)



Sekil 4.27. 5 pug/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 6) (20x)
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Sekil 4.28. 5 ng/kg Bisfenol S (BPS) grubu (Grup 6) (40x)
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5. TARTISMA

Yapilan ¢aligmalar BPA’nin, klasik niikleer 6strojen reseptdrii alfa ve beta’ya, dstradiol
(E2)’e gore 1000-10.000 kat zayif baglandigini tespit etmistir. Daha yeni tarihli
arastirmalar ise c¢ok diisiik dozda BPA’nin, E2’nin hiicreler {izerine gerceklesen
etkisine yaklasik olarak esit derecede etki edebildigini ortaya koymustur. Bu durum
arastirmacilarca BPA’nin klasik ve klasik olmayan membran Ostrojen reseptorlerine
baglanma kabiliyeti ile iligkilendirilmistir. Bunun yaninda G protein kenetli reseptor
(GPR30)’e baglanabilmesi ve genomik olmayan (non-genomic) yolaklarla etki
edebilmesi de tesirinin artmasinda kayda deger goriilmiistiir. BPA’nin glukuronid ve
siilfat gibi metabolit formlarinin Ostrojenik etkisinin daha fazla olabildigi tespit
edilmistir. E2, klasik dstrojen reseptdrlerinin ligand baglanma bolgeleri aracilig ile
etmektedir. BPA’'nin klasik olmayan reseptorler tizerinden etki etmesi fakli
transkripsiyonel yardimci diizenleyicilerin (co-regulator) gorev almasina sebep
olmaktadir. Bu durum BPA’y1 yalnizca Ostrojeni taklit eden bir ajan olmaktan
cikarmaktadir. BPA'nin 0strojen benzeri etkisini kuvvetlendiren sebeplerden birisi de
alfa fetoprotein (AFP) gibi strojen baglayici serum protenleri ile olan zay1f iliskisidir.
Fetiis ve yenidogan karacigerinde {iretilen AFP, plasmada E2’yi baglar. Bdylece
dokular E2’nin asir1 etkilerinden korunmus olur. Ote yandan BPA, AFP tarafindan ¢ok
az baglanabilmektedir. Bu durumda BPA, E2’ye gore Ostrojen duyarli dokulara daha
fazla ulagabilmektedir. Yakin zamanda yapilan calismalara gore Ostrojen reseptorleri

icerisinde ER gama, BPA’ya yliksek spesifite ile giiclii bir sekilde baglanmaktadir.

BPA, 6strojen benzeri etkisinin yani sira tiroid hormonlar1 lizerinde de etki eder. BPA,
ozellikle trityodotironin (T3) hormonunu inhibe eder. Her ne kadar BPA’nin tiroid
hormon reseptorlerine baglanmasi, dstrojen reseptdrlerine olan afinitesinden az olsa
da; yardimer baskilayict mediator N-CoR (the Nuclear receptor Co-Repressor)u
devreye alarak tiroid hormon reseptor iliskili gen ekspresyonunu azaltir ve etkisini

diisiik dozda da olsa gostermis olur.

BPA, glukukokortikoid reseptorlerine baglanip agonist etki yapmaktadir. Ayrica
BPA’ya maruziyetin epigenomik degisiklik yaptig: tespit edilmistir. BPA bu etkisini
DNA metilasyonunu degistirerek yapmaktadir. Aragtirmacilar BPA’nin olusturdugu
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epigenomik degisikliklerin, endokrin bozucu etkilerinin genel mekanizmasina dair

fikir verebilecegini belirtmektedir (177).

BPS maruziyeti sonrasi serotonin, glutamin, glisin ve taurin gibi norotransmitter
seviyelerinde 6nemli derecede artis meydana gelmektedir. Ozellikle glutamerjik
sinaptik yolaklarin aktivasyonu ile artan glutamin, BPS maruziyeti sonrasi etkisi en
belirgin olan ndrotransmitterdir. BPS maruziyetine dair bilgi norotransmitterler
araciligiyla hizli bir sekilde barsak-beyin aksinda iletilir. Bunun sonucunda
néroimmiin sistem araciligryla barsakta bagisiklik savunmasi aktive edilir. IL-17, IFN-
v, TNF-a gibi salgilanan sitokinler barsak hiicreleri arasinda bulunan sik1 baglantilari
(tight junction) parcalar. Barsak bariyerinin bozulmasi ile inflamasyon iyice artar

(178).

Calismamizda bisfenol A ve bisfenol S’nin Sprague-Dawley cinsi sicanlarin kalin
barsaklar1 tiizerindeki inflamatuar etkileri, kan total kolesterol degerlerinde

olusturduklart degisiklikler ve idrarda atilimlar1 karsilastirilmistir.

21 giin oral gavaj ile bisfenol analoglarima maruziyet neticesinde LC-MS/MS
analizleri deneklerin idrarlarinin hi¢ birinde BPS tespit etmemistir (<1 ng/ml (ppb)).
Bu durumun BPS’nin BPA’ya gore daha az biyo-yikima ugramasi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Mao ve arkadaslari, BPS metabolizmasin1 degerlendirmek igin
yaptiklar1 ¢alismada bizim kullandigimiz 0,5 ve 5 pg/kg/giin BPS dozlarinin aksine
500 pg/kg/giin BPS dozunu tercih etmislerdir. Bizim g¢alismamizdaki esas amag
bisfenol A i¢in Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan belirlenen esik
deger dozlar1 kullanarak bisfenol A ve S’nin etkilerini kiyas etmektir (98). BPS nin

etkisinin degerlendirilmesi i¢in ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Negatif kontrol (Grup 1), tasiyic1 kontrol (Grup 2) ve BPS deney gruplarinin (Grup 5
ve 6) idrarlarinda BPA tespit edilmesine enjektor ve idrar kaplar1 gibi materyaller ile

misirdzli yaginin bisfenol A kontaminasyonunun yol actig1 diistiniilmektedir.

Bahsedilen gruplar arasi degisen miktarlarda BPA kontaminasyonun ise yardimci
materyallerin fakliligindan ileri geldigi izerinde durulmaktadir. Bu anlamda yardimci
materyallerin farkli planlandigi bir deney modeli ile ileri arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Bunun yani sira diigiik doz BPA verilen Grup 3’iin diizeltilmis BPA verileri g6z 6niinde
bulunduruldugunda deney siiresi boyunca birden fazla idrar analizi ile birlikte bisfenol
A’nin ana atilim yolu olan fegeste bisfenol tetkikinin 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir

(147, 148).

Delwatta ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmaya gore 4-5 aylik disi Sprague-Dawley
siganlarin normal kan total kolesterol degerleri 45.20 & 14.5 mg/dl olarak bulunmustur
(179). Bu durum misir6zii yagmin total kolesterol degerlerini azalttigini ifade eden
calismalarla uyumludur (180). Kan total kolesterol degerleri incelendiginde, yalnizca
%0,1 ethanollii misirézii yagina maruz birakilan tasiyici kontrol grubunda (Grup 2)
total kolesterol degerlerinde azalma tespit edilmistir. Bunun yaninda BPA ve BPS’ye
maruz birakilan deney gruplarinin total kolesterol degerlerinin artmasi bisfenol

analoglarinin aterojenik etkilerini ifade etmesi agisindan 6nemlidir (181, 182).

Erben Skorlamasi sonuglarina bakildiginda tastyici kontrol grubu olan 2. grubun
(Erben Skoru: 2) inflamasyonunun artmasi dikkat ¢ekicidir. Arkasinda yatan sebebi
anlamak i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ vardir. Yiiksek doz BPA’'nin Grup
4 iizerinde belirgin inflamatuar etkiye sahip oldugu (Erben Skoru: 3); yiiksek doz
BPS’nin diisik doz BPS’ye oranla Grup 6 iizerinde inflamasyonu artirdigi
gozlenmistir. Esit dozajda BPS’nin ise BPA’ya gore kalin barsak {izerinde daha az

inflamatuar etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢aligma neticesinde BPA’nin BPS’ye gore kalin barsak iizerinde daha fazla
inflamatuar etkisi oldugu tespit edilmistir. Hem BPA hem BPS’nin total kolesterolii
artirict etkileri gosterilmistir. Calismamizda BPS’nin ana atilim yolu olan idrarda tespit
edilmemesi, biyo-yikiminin BPA’ya gore ne denli az oldugunu gostermistir. Bu durum

BPS’nin kronik maruziyette viicutta birikimi ile ilgili endiseleri artirmistur.

Aragtirmamizin sonuglar1 giinliik hayatta gida sektoriinden saglik tiriinlerine pek ¢ok
alanda BPA basta olmak iizere bisfenol analoglar1 ile maruziyetin yaygin oldugunu
gostermistir. Bu anlamda bisfenol analoglarinin kullanimina dair daha siki
diizenlemelerin yapilmasi gerekmektedir. Avrupa Birligi’nde 2023’{in son ¢eyreginde
yiirtirlige girecek BPS toksisite siniflandirmalart ile birlikte bisfenol tiirevlerinin
kullanimina dair arayigin artarak devam edecegi sdylenebilir. Sonug¢ olarak viicutta
pro-inflamatuar etkiye sahip bu endokrin bozucu kimyasal maddeler ile ilgili daha

fazla galigma yapilmasi gerekmektedir.
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