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OZET

GUNES KORUYUCU ETKEN MADDESI OLAN OKSIBENZON VE ANA
METABOLITI BENZOFENON-1’IN TM3 LEYDIG HUCRELERINDE
POTANSIYEL TOKSIiK ETKILERININ INCELENMESI

Sena ERGUN
Farmasotik Toksikoloji Ana Bilim Dali
Farmasotik Toksikoloji Yiiksek Lisans Programi
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Aralik 2025
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Merve BAYSAL

Glines koruyucu kullanimi son yillarda artis gostermistir. Ancak bu artis hem ¢evre hem
de insan saglig1 i¢in endigeleri beraberinde getirmektedir. Bazi ultraviyole filtrelerin
sucul ekosistemlerde zararli etkilere yol agtig1 ve organizmalarda endokrin bozucu
aktivite gosterebildigi bildirilmistir. Son yillarda erkek fertilite diizeylerinde belirgin bir
azalma gdzlenmistir ve bu diisiislin nedenlerinden birinin ¢evresel kirleticilerin endokrin
bozucu etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Kimyasal bir ultraviyole filtre olan oksibenzon
diger adiyla benzofenon-3 genellikle giines koruyucularda ve kozmetiklerde
kullanilmaktadir. Deriden absorbe olarak kan dolasimina gectigi bilinmektedir ve ana
metaboliti benzofenon-1’dir. Bu ¢alismada TM3 fare Leydig hiicrelerinde oksibenzon
ve benzofenon-1’1in sitotoksisitesi MTT ve notral kirmizi yontemiyle degerlendirilmistir.
Comet yontemiyle DNA hasar1 olusturma potansiyelleri degerlendirilmistir. Reaktif
oksijen tiirevleri olusturma seviyeleri ve testosteron diizeyleri dl¢lilmiistiir. Sonugclar,
benzofenon-1’in TM3 hiicrelerinde benzofenon-3’e kiyasla daha giiclii sitotoksik ve
oksidatif yanitlar olusturabilecegini, ancak incelenen deneysel kosullar altinda iki
bilesigin de DNA biitiinliigii ve testosteron diizeylerini anlaml bi¢imde etkilemedigini

ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Benzofenon-3, Benzofenon-1, Gilines koruyucu, Toksisite, Erkek

ureme sistemi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIALLY TOXIC EFFECTS OF OXYBENZONE
SUNSCREEN ACTIVE INGREDIENT AND ITS MAIN METABOLITE
BENZOPHENONE-1 ON TM3 LEYDIG CELLS

Sena ERGUN
Department of Pharmaceutical Toxicology
Programme in Pharmaceutical Toxicology
Graduate School of Anadolu University, December 2025
Supervisor: Asst. Prof. Merve BAYSAL

The use of sunscreen has increased in recent years. However, this increase has raised
concerns for both the environment and human health. Some ultraviolet filters cause
damage in aquatic environments and exhibit endocrine-disrupting activity in living
organisms. A decline in male fertility levels has been observed in recent years, and it is
assumed that one of the reasons for this decline is the endocrine-disrupting activities of
environmental pollutants. Oxybenzone, also known as benzophenone-3, a chemical
ultraviolet filter, is commonly used in sunscreens and cosmetics. It is absorbed through
the skin and enters the bloodstream, and its main metabolite is benzophenone-1. In this
study, the cytotoxicity of oxybenzone and benzophenone-1 in TM3 mouse Leydig cells
was evaluated using the MTT and neutral red methods. Their potential to cause DNA
damage was assessed using the comet assay. Levels of reactive oxygen species
formation and testosterone levels were measured. The findings indicate that
benzophenone-1 may elicit stronger cytotoxic and oxidative responses in TM3 cells
compared to benzophenone-3; however, under the experimental conditions evaluated,

neither compound exerted a significant effect on DNA integrity or testosterone levels.

Keywords: Benzophenone-3, Benzophenone-1, Sunscreen, Toxicity, Male reproductive

system.
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1 GIRIS VE AMAC

Giinesten gelen ultraviyole (UV) 1sinlar cilt kanserlerine, yaglanmaya ve inflamasyona
sebep olmaktadir (Tang vd., 2024). Son yillarda bu konular hakkindaki bilinglenme ile
toplumda giines koruyucu kullanimi artis gostermektedir. Ancak bu artis hem ¢evre hem
de insan saglig1 i¢in endigeleri beraberinde getirmektedir. Diinyanin farkli yerlerindeki
g0l, nehir, deniz gibi ortamlarda ve sucul organizmalarda yapilan ¢alismalarda ng/l ve
ng/l arasindaki konsantrasyonlarda UV filtre oldugu bulunmustur. Mercan resiflerinin
zarar gormesi sebebiyle Hawaii gibi bazi bolgelerde benzofenon-3 (oksibenzon, BP-3)
ve oktinosat satig1 yasaklanmistir. Ayrica organik UV filtreler lipofilik maddelerdir ve
biyoakiimiilasyon nedeniyle besin zincirine katilim séz konusudur (Suh vd., 2020;
Shetty vd., 2023). Bazi calismalarda UV filtrelerin deriden gegerek insanlarda kan
dolagimina katildigr gosterilmistir (Jesus vd., 2022; Matta vd., 2020). Bu da toksisite

olusumu agisindan bir potansiyel olusturmaktadir.

Benzofenon-3 ve ana metaboliti benzofenon-1 (BP-1) giines koruyucu ve kozmetiklerde
kullanilan organik bir UV filtresidir. BP-3’iin deriden gegerek sistemik absorbsiyon
yaptig1 gosterilmistir (Mustieles vd., 2023). Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
ve Beslenme Inceleme Arastirmasi (National Health and Nutrition Examination Survey,
NHANES) kapsaminda yapilan testlerde 2517 kisiden alinan idrar 6rneklerinin yaklagik
%97’sinde BP-3’e rastlandig1 bildirilmistir (DiNardo ve Downs, 2018; Calafat vd.,
2008). BP-3 hizli bir sekilde benzofenon-1’e metabolize olmakta ve idrar ile
atilmaktadir. BP-1’in dokularda birikim yapip yapmadig bilinmemektedir. Avrupa
Tiiketici Giivenligi Bilimsel Komitesi (Scientific Committee on Consumer Safety’e,
SCCS) gore BP-1’in kozmetik iiriinlerde 151k stabilizatorii kullanilmasi giivenli degildir
(SCCS, 2025). Ana metabolit olmasina ragmen BP-1 ile ilgili yapilan calismalar
kisithidir bu sebeple BP-1 hakkinda toksikolojik olarak daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. BP-3 ile birlikte BP-1’in de risk degerlendirmesinde ve diizenleyici
karar stireclerinde dikkate alinmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir. Yapilan in vitro
calismalarda BP-3 ve BP-1’in 0Ostrojenik ve antiandrojenik aktivite gosterdigi
gosterilmisti. Hormon hassas dokularda kanseri indiikleme potansiyeli oldugu

bildirilmistir (Mustieles vd., 2023).

Erkek fertilite diizeylerinde son yillarda bir diisiis goriilmektedir. Erkek {ireme

fonksiyonlarindaki azalmaya cevresel kirleticilerin ve endokrin bozucularin neden



olduguna dair bir endise bulunmaktadir (Han ve Huang, 2021). Ayrica bu durumun
altinda yatan mekanizmalar da tam olarak anlasilamamustir (Ye vd., 2020). BP-3 ve BP-
I’in erkek iireme sisteminde ¢esitli toksisitelere neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan in vitro ¢alismalarda her iki maddenin de antiandrojen aktivite gosterdigi
bulunmustur (Mustieles vd., 2023). In vivo c¢alismalarda ise BP-3’iin sperm
parametrelerinde bozulmalara sebep oldugu gosterilmistir (French, 1992). Ergenlik
cagindaki erkeklerde yapilan bir calismada BP-3 serum total testosteron seviyesi
disiikliigi ile iliskilendirilmistir (Scinicariello ve Buser, 2016). BP-3 ve BP-1’in
endokrin aktif maddeler oldugu, BP-3’iin insan maruziyetinin biyiikligi ve sistemik
dolagima ge¢mesi goz Oniline alindiginda erkek {lireme sistemi iizerine olan toksik

etkilerinin incelenmesi gerekmektedir (Calafat vd., 2008; SCCS, 2025).

Bu tez c¢alismasinda BP-3 ve ana metaboliti BP-1’in TM3 Leydig hiicrelerinde
potansiyel sitotoksisitesinin ve genotoksisitesin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica
potansiyel toksisite mekanizmalari hakkinda yorum yapabilmek icin reaktif oksijen

tiirevleri olusumu ve testosteron seviyeleri incelenmistir.



2 ALAN YAZIN
2.1 Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; skrotumda bulunan testis ve epididimis, vas deferens, seminal
vezikiiller, cowper bezi, prostat bezi ve penisten olugsmaktadir (Ernstmeyer ve
Christman, 2024; Erbas, 2024). Testisler sperm ve testosteron iiretiminde gorev
almaktadir (Sekil 1). Testislerde Sertoli, Leydig ve germ hiicreleri bulunmaktadir. Bu
hiicreler spermatogenezi, testosteron iiretimini ve ikincil cinsiyet karakterlerinin
olugmasint kontrol eder. Adrenal kortekste de androjen iiretilir, ancak erkeklerde
androjen ve testosteron liretiminin baglica kaynagi Leydig hiicreleridir. Hipotalamustan
salgilanan gonatropin salgilatict hormon sayesinde folikiil stimiile edici hormon (FSH),
luteinlestirici hormon (LH) ve testosteron seviyeleri kontrol edilmektedir. Ayrica bu
hormonlar birbirlerinin diizeylerini de etkilemektedir. Androjen iiretimi hipofiz bezi
tarafindan tretilen LH etkisiyle gerceklestirilmektedir. Sertoli hiicreleri FSH tarafindan
uyarilmaktadir ve spermatogenez i¢in temel Oneme sahiptir. Bunun yaninda, Sertoli
hiicreleri FSH’1n diizenlenmesinde ve testosteron miktarinin yogunlastirilmasinda gérev

almaktadir (Wong ve Khan, 2022; Aladamat ve Tadi, 2022).

Sekil 2.1

Skrotum ve Testikiiler Steroidogenez

Epididimis

Leydig hiicresi

[ Kolesterol LH

Progesteron

Testosteron

Testis

Sertoli hiicresi

Testosteron FSH

o

DHT Ostradioll

Skrotum

*FSH: Folikiil Stimiile Edici Hormon, LH: Luteinlestirici Hormon, DHT: dihidrotestosteron

Kaynak: Smart Servier Medical Art, Wikimedia Commons, CC BY 3.0 lisansi altinda kullanilmig ve
Mason, 2016°dan uyarlanmigtir.



Embriyo gelisiminde Leydig hiicrelerinin salgiladig1 androjenler sayesinde erkek tlireme
organlar1 olugmaktadir. Sertoli hiicreleri Miillerian inhibe edici faktor salgilayarak erkek
embriyoda disi iireme organlarinin olusmasini engellemektedir. Erkek embriyosunun
gelisiminin 7. ayinda testisler karin duvarindan asagi dogru hareket ederek skrotum
konumuna yerlesmektedir. Spermatogenez ise ergenlik ile baslamaktadir. Spermler
testislerde bulunan seminifer tiipgiiklerde gelismektedir. Daha sonra epididimiste
olgunlasip depolanmaktadir. Ejakiilasyon sirasinda spermler epididimisten ¢ikarak vas
deferense ulagmaktadir. Seminal vezikiiller, cowper bezi ve prostat bezi tarafindan
tiretilen semen sivisiyla birlikte bosaltim sisteminde de gorevli olan iiretra ile viicut
disina ¢ikmaktadir (Gilbert, 2000; Ernstmeyer ve Christman, 2024; Erbas, 2024;
Gurung vd., 2023).

2.1.1 Erkek iireme sistemi toksisitesi

Ureme toksisitesi; herhangi bir madde ya da maddeler sebebiyle iireme fonksiyonunun
bozulmasi ve embriyoda gelisim geriligi, malformasyon ya da O6lim gibi olumsuz
etkilerin meydana gelmesidir (Mantovani ve Maranghi, 2005). Ureme toksisitesi
nedeniyle testislerde, epididimiste, olgun spermde, hormon diizenleyici sistemde ya da
direkt hiicreler iizerinde advers etkiler olusabilmektedir (Creasy, 2001). Kriptorsidizm,
hipospadias, kan testis bariyerinde bozulma, testis kanseri, infertilite meydana

gelebilmektedir (Sousa vd., 2017).

Diinya Saglhk Orgiiti'ne (DSO) gére infertilite milyonlarca insan1 etkilemektedir ve
diinya ¢apinda iireme c¢aginda olan alt1 kisiden birinin hayatlari boyunca infertilite ile
karsilasacaklar1 tahmin edilmektedir (DSO, 2024). Erkek infertilitesi diinya genelinde
artis gostermektedir (Huang vd., 2023). 1973-2018 yillarinda yapilan ¢alismalara gore
son yillarda erkeklerdeki sperm sayisi hizli bir diisiis gostermistir (Levine vd., 2022).
Erkek tireme sistemi ile ilgili bagka problemlerde de artis goriilmektedir. Her ne kadar
Oliim oranlar1 6nemli oranda degismese de testis kanseri insidansinda da bir yiikselis

gbzlenmektedir (Giona, 2022).

Testis kanseri, kriptorsidizm, hipospadias ve sperm iiretimindeki bozukluklar; testikiiler
disgenezis sendromu hipotezine gore genetik ve cevresel faktorler nedeniyle anne
karnindaki testis gelisimindeki bozukluklardan kaynaklanmaktadir (Bay vd., 2006;
Irkilata ve Alp., 2012). Bu hipotezi destekleyecek sekilde; sentetik bir Ostrojen olan



dictilbestrola hamilelik sirasinda maruz kalan kadinlarin erkek c¢ocuklarinda testis
kanseri, infertilite ve lirogenital anormallik geligsme riski artis1 bildirilmistir (Palmer vd.,

2009).
2.2 Endokrin Bozucular

Endokrin bozucular; hormon dengesini degistiren ya da hormon sentezine etki eden
cevrede bulunan dogal ya da sentetik bilesiklerdir (Lee vd., 2012). Endokrin bozucular
Ostrojen, androjen ya da tiroit gibi hormonlar1 taklit edebilmekte, reseptorlerde
antagonist olarak davranabilmekte ya da viicuttaki hormonlarin metabolizmasini
etkileyebilmektedir (Kabir vd., 2015). Etkilerini insan viicudunda ve dogal yasamda
reseptor sistemi lizerinden (niikleer reseptorler -Ostrojen, androjen, retinoid reseptorleri,
peroksizom proliferatdr aktive edici reseptdr gama vb.-, steroid hormon reseptorleri,
norotransmitter reseptorleri vb.), direkt hormonlarla iligkili proteinlere etki ederek,
enzimatik yollar ile ya da DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi epigenetik

degisikliklerle gostermektedirler (Coster ve Larebeke, 2012; Ahn ve Jeung, 2023).

Viicuttaki c¢esitli etki mekanizmalar1 nedeniyle endokrin bozucularin kimyasal yapisina
bakilarak endokrin bozucu olup olmadiklarini tespit etmek genellikle miimkiin degildir.
Ancak dioksin ve pestisitler gibi baz1 endokrin bozucularin yapisinda klor ve brom gibi
halojenler bulunmaktadir. Baz1 endokrin bozucular ise agir metaller ve metaloitlerden

olusmaktadir (Kabir vd., 2015).

Endokrin bozucular kimyasal ve kimyasal olmayanlar olarak ayrilmaktadir. Dogal
endokrin bozuculara ornek olarak fitodstrojenler, nikotin ve yapay 1sik verilebilir.
(Reincke vd., 2024; Russart ve Nelson, 2018). Fitodstrojenler insan hormonlarina
benzer yapiya sahip ve Ostrojenik etki gdsteren polifenolik bitkisel bilesiklerdir

(Dominguez-Lopez vd., 2020).

Kimyasal endokrin bozucular cesitli siniflardan olusmaktadir. Poliklorlu bifeniller
(PCB), polibromlu bifeniller (PBB), dioksinler gibi endiistriyel bilesikler; dikloro-
difenil-trikloroetan (DDT) gibi pestisitler; dietilstilbestrol gibi farmasotik bilesikler;
bisfenol A (BPA) gibi plastikler ve plastiklestiriciler bu siniflara 6rnek olarak verilebilir
(Kabir vd., 2015). Endokrin bozucu kimyasallara insanlar gesitli kaynaklardan maruz

kalmaktadir (Tablo 2.1). Gidalarda, kisisel bakim {iriinlerinde, suda, toprakta, havada,



ev ici tozlarda bu kimyasallar bulunmaktadir (Reincke vd., 2024; Del Rio Barrera,
2025).

Tablo 2.1

Endokrin Bozucu Kimyasal Kaynaklar ve Ornekler

Endokrin bozucu kimyasal kaynaklar: Ornekler

Pestisitler DDT, malatiyon, klordan
Agir metaller Arsenik, kadminyum
Organik solventler Benzen, toluen

Kisisel bakim iiriinleri Triklosan, biitilparaben
Farmasétikler Tamoksifen, kontraseptifler
Plastikler ve plastiklestiriciler Bisfenol A, ftalatlar

Alev geciktiriciler Polibromlu difenil eter
Partikiiller Silika tozu

Kaynak: Macedo vd., 2023; Casals-Casas ve Desvergne, 2011; Maradonna vd., 2009

Avrupa Endokrinoloji Dernegi tarafindan endokrin bozucu kimyasallar olarak da bilinen
endokrin sistemde bozulmaya ve saglik iizerinde advers etkilere sebep olan ¢ok
miktardaki yapay kirleticiler hakkinda endise duyuldugu belirtilmistir (Reincke vd.,
2024). Endokrin bozucular; sinir sistemini, tiroit fizyolojisini etkileyebilir, kortikoid
hormonal fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir, metabolik hastaliklara,
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina, erkek ve kadin iireme sistemi hastaliklarina sebep
olabilir (Kabir vd., 2015; Ahn ve Jeung, 2023). Endokrin bozucular yetigkinlige gore
erken gelisim asamalarinda daha etkilidir. Ancak bu maddelerin advers etkileri uzun
yillar sonra ortaya c¢ikabilir. Ayrica endokrin bozucularin sebep oldugu gen
ekspresyonundaki degisimler ile bazi etkiler gelecek nesillere aktarilabilir (Kabir vd.,

2015; Ahn ve Jeung, 2023)
2.3 Giines ve UV Isinlan

Giines genis bir spektrumda elektromanyetik 151n yaymaktadir. Bu 1sinlar UV, goriiniir
ve infrared radyasyon olarak siiflandirilabilir. Diinyaya ulasan giines 1sinlarinin %5’ini
UV radyasyon olusturur (Svobodova ve Vostalova, 2010). UV; UVA (320-400 nm),
UVB (290-320 nm), UVC (200-290 nm) olarak {i¢ tipten olusmaktadir. UVA da UVAI1
(340-400 nm) ve UVA2 (320-340 nm) olarak alt siniflara ayrilmaktadir. Atmosferdeki
ozon tabakasi tarafindan UVC’nin tamami emilmektedir. UVB’nin ise yaklasik %901

emilmektedir. UVA radyasyonu {izerine ise ozon tabakasinin fiili olarak bir etkisi



yoktur. Ozon tabakasinin incelmesi ile diinyanin UV radyasyonuna olan maruziyeti

artmistir (Rai vd., 2012).

2.4 Giines Maruziyetinin Zararh Etkileri

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda giines 15181nin insanlar i¢in hem faydali hem de
zararli Ozelliklerinin oldugu gosterilmistir. Glines 15181 maruziyeti deri yoluyla
gerceklesmektedir. Deri, viicudu istenmeyen biyolojik cevaplara neden olabilecek i¢ ve
dis etkenlerden koruyan bir bariyer olan ince doku tabakasidir. Solar UV radyasyon
sebebiyle olusan deri hasari énemli bir problemdir (Merin vd., 2022). UV spektrumu
derinin yaslanmasina, giines yanigina, prekanserojen ve kanserojen lezyon olusmasina
ve immiinosupresyona neden olabilmektedir. UVA yaslanma ve pigmentasyon etkileri
ile iligkilendirilmistir. Deri tabakasinin derinlerine ge¢mektedir ve reaktif oksijen
tirevleri (ROT) olusumuyla indirekt olarak DNA hasarina sebep olmaktadir. Dermisteki
inflamatuvar hiicrelerin artisina sebep olurken Langerhans hiicrelerinin azalmasina
neden olmaktadir. UVA, bir tiimor baskilayici gen olan p53’iin ekspresyonunu
arttirrken bir yandan da UVB’nin neden oldugu kanserojenite ve oksidatif stres
olusumuna katki saglamaktadir. UVB maruziyeti glines yaniklarina ve DNA zinciri
kiriklarina ve melanoma olmayan cilt kanserleriyle giiclii bir sekilde iliskilendirilen
primidin dimer mutasyonlarinin iiretimine sebep olmaktadir (Rai vd., 2012; Hanneman
vd., 2006; Lavker vd., 1995; Seité vd., 2000; Rhodes, 1998). Genellikle deride goriilen
ve pigment iceren melanositlerin malignant transformasyonuyla olusan melanomanin
bir tiirii olan kutan6z melanoma; cilt kanserlerinin en agresif ve 6liimciil formudur.
Tamir edilmeyen DNA hasar1 sebebiyle olusur ve bunun nedeni ¢ogunlukla UV

radyasyondur (Raimondi vd., 2020).

UV 1smlan kisa siirede deride gozle goriilebilen degisikliklere sebep oldugu, deri
yaslanmasint hizlandirdigi ve kansere neden oldugu sebebiyle arastirmalarin odak
noktas! olmustur. infrared ve gériiniir bolgedeki 1sinlarmn da biyolojik etkileri oldugunu
gosteren calismalar vardir (Svobodovd ve Vostalova, 2010). Infrared A, deri
hiicrelerinde gen ekspresyonlarinda degisime neden olabilmektedir; bu nedenle deri
yaslanmasini hizlandirmakta ve kanser gelisimine neden olabilmektedir (Rai vd., 2012).
Gorliniir bolge 1s1nlart ise dnceden 6nemsiz olarak siniflandirilmalarina ragmen yapilan

caligmalarda agik tenli insanlarda eritem olusumuna neden oldugu, koyu tenli insanlarda



ise UVA1’e kiyasla daha giiglii ve daha uzun siiren pigmentasyona sebep oldugu ortaya

koyulmustur (Lyons vd., 2021; Ezekwe vd., 2022).
2.5 Giinesten Korunma Yontemleri
2.5.1 Fiziksel korunma: Kiyafet ve golgeleme

Gilinese maruz kalmamak giines 1sinlarindan korunmak i¢in en iyi yontemdir. Fakat bu
her zaman miimkiin olmamaktadir. Giinesten korunmak i¢in kiyafetleri kullanmak da
eski ve etkili bir yontemdir. Erken yasamda UV maruziyetinin azaltilmasinin cilt
kanserinin 6nlenmesinde etkili oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. Bu nedenle ¢ocuklarin
UV radyasyondan korunacak sekilde giyinmesi Oonem tasimaktadir. Ayrica disarida
calisanlar ya da hassasiyeti olanlar icin de kiyafetler etkili bir yontemdir. Ipliklerin ve
kumaslarin UV koruyucu 6zelliklerinin bulunmasi; materyal, renk, ag yogunlugu ve
tasarim gibi bir¢ok faktdre baglidir. UV 1sinlarinin bir¢ok goz hastaliginin gelisiminde
rol oynamasi nedeniyle, giines gozliigii kullanimi1 da 6nemli bir koruyucu faktor olarak

degerlendirilmektedir (Svobodova ve Vostalova, 2010).

2.5.2 Kimyasal korunma: Giines koruyucu iriinler

Giliniimiizde topikal giines koruyucularda kullanilan maddeler, etki mekanizmalarina
gore birincil ve ikincil koruyucular olarak sinmiflandirilmaktadir. Birincil faktorler yani
giines koruyucular UV 1gmnlarin1 emer ya da yansitir. Ikincil faktorler (antioksidanlar,
osmolitler, DNA onarict enzimler gibi) ise UV ile baglayan fotokimyasal asamalar

bozarak cilt hasarini azaltir (Rai ve ark., 2012).

Piyasada bulunan ilk giines koruyucular, oncelikli olarak UVB radyasyonuna karsi
koruma saglamak amaciyla gelistirilmistir. 1990’11 yillarda ise UVA absorblayicilarin da
kullanima sunulmasiyla birlikte genis spektrumlu UV filtrelerinin kullanimi miimkiin
hale gelmistir (Svobodovd ve Vostalovd, 2010). Giines koruyucular; kimyasal
absorblayicilar (organik) ve fiziksel bloklayicilar (inorganik) olarak mekanizmalarina
gore iki smifa ayrilmaktadir. Kimyasal giines koruyucular, genellikle bir karbonil
grubuyla birlesmis aromatik bilesiklerdir. Bu yapidaki molekiiller yiiksek enerjili UV
1sinlarin1 absorblayarak diisiik enerjili olarak salinmasini saglamaktadir. Fiziksel giines
koruyucular ise UV radyasyonu yansitmakta ya da dagitmaktadir. Titanyum dioksit ve

¢inko oksit gibi inert mineraller icermektedirler (Rai vd., 2012).



Kimyasal gilines koruyuculardan UVB filtreler; aminobenzoatlar, sinnamatlar,
salisilatlar, oktokrilen, ensulizol ve kamfor tiirevleridir. UVA filtreler ise; benzofenonlar,
antranilatlar, avobenzonlar ve ekamsiildiir. Genis spektrumlu giines koruyucular;
metilen-bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (MBBT) ve bis-etilheksiloksifenol

metoksifenil triazin (BEMT)’1 igermektedir (Gabros vd., 2024).
2.6 UV filtreler
2.6.1 inorganik UV filtreler

Mineral filtreler olarak da bilinen ve Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi
(U.S. Food and Drug Administration, FDA) ve Avrupa Kimyasallar Ajansi1 (European
Chemicals Agency, ECHA) tarafindan onaylanan iki inorganik UV filtre bulunmaktadir:
titanyum dioksit ve c¢inko oksit (Schneider ve Lim, 2019; Lu, 2025). Bu UV filtreler,
inert pigmentlerden olusmakta olup epidermisin iist tabakasini opak bir film tabakasiyla
kaplayarak gelen radyasyonu absorbe eder, yansitir ve dagitir. Mikropartikiil
formundaki filtrelerde yansitma ve dagitma siiregleri onemli bir rol oynamaktadir.
Ancak bu maddelerin nanopartikiil formda UV filtresi olarak kullanilmasi durumunda,
korumanin yaklasik %95°1 absorbsiyon yoluyla, yalnizca %5°1 ise yansitma ve dagitma

mekanizmalariyla saglanmaktadir (Lu, 2025; Bens, 2014; Araki ve Baby, 2025).

Inorganik UV filtreleri, absorbsiyon, yansitma ve sagilma gibi farkli etki
mekanizmalarina sahip olduklar1 i¢in organik filtrelere kiyasla daha genis bir UV
absorpsiyon spektrumuna sahiptir. Titanyum dioksit ¢ogunlukla UVB araliginda
absorpsiyon gosterirken ¢inko oksit hem UVB hem de UVA ile etkilesmektedir. Bu
nedenle ikisinin birlikte kullanimi daha genis spektrumlu bir giines korumasi

saglamaktadir (Araki ve Baby, 2025).

Baz1 organik UV filtrelerin satisi, su ekosistemine verdikleri zararlar nedeniyle
yasaklanmistir. Bu durum, inorganik UV filtrelerin ¢evre dostu bir alternatif olarak
degerlendirilmesine yol agmistir. Ancak yapilan aragtirmalar, inorganik UV filtrelerin de
su ekosistemine olumsuz etkilerinin bulundugunu gostermektedir. Bir calismada
nanopartikiil olmayan ¢inko oksit ve titanyum dioksit karigiminin denizkestanelerinin
(Paracentrotus lividus) gelisiminde 6nemli advers etkilere sebep oldugu gdsterilmistir
(Marcellini vd., 2024). Bu UV filtrelerin sucul ortama zararlar1 hakkinda baska
caligmalar da mevcuttur (Sendra vd., 2017; Corinaldesi vd., 2018).



Titanyum dioksit ve ¢inko oksit deri igine fazla ge¢is yapmadiklart i¢in toksisiteleri
azdir. Ote yandan nanopartikiiller konusunda endiseler bulunmaktadir. Titanyum dioksit
ve ¢inko oksit nanopartikiilleri UV maruziyeti sonucunda cesitli serbest radikaller
olusturmaktadir. Bu nedenle formiilasyonlara serbest radikalleri nétralize eden maddeler
eklenmektedir (Lu, 2025). Titanyum dioksit nanopartikiilleri, inhalasyon yoluyla
maruziyet durumunda potansiyel kanserojen olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla,
bu maddelerin aerosol formiilasyonlarda kullanimi uygun goriilmemektedir (Araki ve

Baby, 2025).
2.6.2 Organik UV filtreler

Organik UV filtreler; paraaminobenzoik asit esterleri, salisilik asit tiirevleri, sinnamik
asit tiirevleri, benzilidenkamfor tiirevleri, dibenzoilmethan tiirevleri, triazin tiirevleri,
benzofenon tiirevleri, benzimidazol ve benzotriazol tiirevleri olarak kimyasal yapilarina
gore siiflandirilabilir. Karbonil gruplariyla konjuge olmus aromatik molekiillerdir. UV
dalga boyu araligindaki fotonlar1 absorbe ederek etkilerini gdosterirler. UV
radyasyonundan gelen enerji, organik UV filtre molekiillerinin elektronlarint uyarir ve
bu enerji 1s1 seklinde geri salinir. UV spektrumunda tamamen koruma saglayamadiklari
icin {irlin formiilasyonlarinda genelde birden fazla UV filtresi bulunur (Bens, 2014;
NASEM, 2022). Organik UV filtreler giines koruyucular diginda ayrica 1sikla bozulmay1
onlemek amaciyla kisisel bakim {riinlerinde, plastiklerde, boyalarda ve tekstilde

kullanilmaktadir (Mitchelmore vd., 2021).

Organik UV filtreler oncelikle UVB radyasyonuna karsi koruma saglamaktadir.
Benzofenonlarda zayif UVA korumasi da bulunmaktadir. Avobenzon genis UVA
korumasi1 saglasa da fotoreaktif Ozelligi bulunmaktadir. Ekamsil, dietilamino
hidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB), MBBT, BEMT gibi yeni filtreler daha iyi UVA
korumasi ve fotostabilite saglamaktadir. Organik UV filtrelerin fotokimyasal stabilitesi

hem insan sagligi hem de ¢evre agisindan ¢ok onemlidir (T&Sinska vd., 2024).

Cesitli calismalarda organik UV filtrelerin insanlarda kan dolagimina katildig:
gosterilmistir (Breakell vd., 2024). Bir klinik calismada organik UV filtreler olan
avobenzon, BP-3, oktokrilen, homosalat, oksisalat, oktinosatin insanlarda sistemik
dolasima gectigi raporlanmistir (Matta vd., 2020). UV filtrelere maruziyet insanlarda

cesitli endokrin bozucu etkilere neden olabilmektedir. Baz1 UV filtreler polikistik over
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sendromu, diyabet, testosteron diisiikliigii ile iligskilendirilmistir (Scinicariello ve Buser.,

2016; Li vd., 2018; Gu vd., 2018; Huang vd., 2021).

UV filtrelerin ¢evreye karigsmasi yiizme gibi aktivitelerle ya da insan viicudundan atik
sulara ulagarak olmaktadir. Ayrica plastik gibi ¢esitli tirlinlerde kullanilmalar1 sebebiyle
de kirlilik yaratmaktadirlar. Bu filtrelerin yiiksek lipofiliteye sahip oldugu da g6z oniine
alindiginda sucul ortamda biyoakiimiilasyon tehlikesi olusturmalar1 ve bdylece besin
zincirine katilmalar1 endise yaratmaktadir (T&$inska vd., 2024; Huang vd., 2021). iber
Yarimadasi’ndaki nehir havzalarinda ¢esitli balik tiirlerinde lipofilik 6zelligi yiiksek
olan ¢esitli UV filtreler tespit edilmistir. Ayrica biyomagnifikasyonu gosterir sekilde
avcl baliklarda bu kimyasallara daha yiiksek miktarlarda rastlanmistir (Gago-Ferrero
vd., 2015). Bu kimyasallar baliklarda ostrojenik, antidstrojenik, androjenik etkiler gibi
cesitli advers etkilere sebep olmaktadir ve fertiliteyi etkilemektedir (Gago-Ferrero vd.,

2012).

Baz1 UV filtreler; DNA hasarina, hormon bozulmasina, oksidatif strese, fotosentez
inhibisyonuna, hastalik yatkinliinin artmasina, 1s1 stresinin siddetlenmesine neden
olarak mercan resiflerinin beyazlamasina sebep olmaktadir (Thomas vd., 2024) (Gorsel
2.1). Symbiodinium cinsi dinoflagellate alg ve su alti hayvani olan mercan arasindaki
simbiyozlarin rengini kaybetmesine beyazlama denilmektedir. Bunun sonucunda
azalmis biiyime ve artmis mortalite goriilmektedir (Douglas, 2003). Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde Hawaii ve Key West’te sucul ekosisteme zararlar1 dolayisiyla BP-
3 ve oktinoksat satis1 yasaktir (Suh vd., 2020). Ayrica ada iilkesi olan Palau ve
Bonaire’de de BP-3 yasaklanmistir (Thomas vd., 2024).

Gorsel 2.1

Beyazlamis Beyin Mercanlar: ve Staghorn Mercanlari (Acropora cervicornis)

Kaynak: Ananda Ellis’/NOAA, Wikimedia Commons
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2.6.2.1 Benzofenon tiirevleri ve yapisal analoglar:

Benzofenonlar aromatik ketonlardir. Iki benzen halkasinin bir karbonil grubuyla
baglanmasi ana yapiy1 olusturmaktadir (Mao vd., 2022). Bitkilerden mantarlara birgok
tiirde benzofenonlara rastlanmistir. Simdiye kadar 300’{in {izerinde dogal benzofenon
tanimlanmistir ve bu bilesikler arasinda hem yapisal 6zellikler hem de biyoaktivite
profilleri bakimindan belirgin farkliliklar bulunmaktadir (Wu vd., 2014). Yapay
benzofenonlar ise insan kullanimi i¢in sentezlenmektedir. FDA monograf listelerinde
yer alan benzofenonlar; sulisobenzon (benzofenon-4), dioksibenzon (benzofenon-8) ve

BP-3’tiir (Mustieles vd., 2023).
2.7 Benzofenon-3 ve Benzofenon -1

Benzofenon-3 (2-hidroksi-4-metoksibenzofenon, oksibenzon, BP-3) ilk kez 1906
yilinda sentezlenmistir ve FDA giines koruyucularda kullanimin1 1980°lerde
onaylamistir (Sekil 2.2). Benzofenon-1 (2,4-dihidroksibenzofenon, BP-1) ise BP-3’iin
insanlarda ve kemirgenlerde major metabolitidir (Mustieles vd., 2023) (Sekil 2.3). En
cok kullanilan benzofenon BP-3’tlir. UVB ve UVA2 aralifinda etki gdsterme kapasitesi
yiiksektir. Genis spektrumlu bir UVA filtresi olmasina ragmen 1518a kars1 dayaniksizdir.
Hizli bir sekilde okside olabilmekte, antioksidan sistemlerini inaktive duruma

getirebilmektedir (Kullavanijaya ve Lim, 2005).

Sekil 2.2

Benzofenon-3tin Kimyasal Yapisi

Kaynak: Pubchem
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Sekil 2.3

Benzofenon-1’in Kimyasal Yapisi

Kaynak: Pubchem

UV filtresi olarak kullanimi temel amaci olmakla birlikte, BP-3 kisisel bakim
iriinlerinde fotostabilizasyon saglamak amaciyla da kullanilmaktadir. Pudra, sampuan,
krem ve maskara gibi bircok kozmetik {iriinde yer almaktadir. Ayrica BP-3, ¢evresel bir
kirletici olarak hava, su, gida ve plastik ambalajlarda da tespit edilmektedir (Wnuk vd.,
2022). Benzofenonlara insan viicudunda ve kiyafetlerde de rastlanmistir (Mao vd.,
2022). BP-1’in ise her ne kadar UV stabilize edici olarak kozmetiklerde ve plastik
tiriinlerde kullanildig1 diisiiniilse de direkt kullanim verileri kisithdir (Mustieles vd.,
2023). Bununla birlikte, dermal yolla uygulanan BP-3’iin kan dolasimina gectigi ve
baslica metaboliti BP-1 iizerinden idrar yoluyla atildig1 bilinmektedir. Bu nedenle BP-

I’in degerlendirilmesi de 6nem arz etmektedir (Mustieles vd., 2023).

Benzofenonlar1 iceren iiriinlerin siklikla kullanilmas1 ¢evre ve insan sagligi icin risk
olusturmaktadir. Benzofenonlar arasinda insan viicudunda en ¢ok tespit edilenler BP-3
ve BP-1’dir (Mao vd., 2022). BP-3’iin giivenliligi hakkindaki endiseler sonucu bir¢ok
iilke bu bilesigi yakindan incelemeye baslamistir. FDA, diger giines koruyucular
arasindan BP-3 icin ek toksikolojik veriler olusturulmasii ve giivenliliginin yeniden
degerlendirilmesine Oncelik vermistir (Mustieles vd., 2023). Avrupa’da potansiyel
endokrin bozucu etkisi sebebiyle ECHA tarafindan eylem plani listesine dahil edilmistir.

2017’den itibaren Avrupa Birligi’'nde BP-3 kullanim sinirlar iiriin agirligina gore giines
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koruyucularda %10’dan maksimum %6’ya, diger kozmetiklerde ise %5’e
diistiriilmiistiir. 2018°de BP-1 Avrupa Komisyonu tarafindan potansiyel endokrin
bozucularin Oncelik listesine almmisti. 2021 yilinda SCCS BP-3’iin  giines
koruyucularda %6 oranindan ¢ok kullanilmasinin tiiketiciler i¢in giivenligi olmadigi
sonucuna varilmigtir (Mustieles vd, 2023). ABD, Japonya ve Giiney Kore’de ise
potansiyel zararli etkileri nedeniyle smir %5 olarak belirlenmistir. Ancak Amerika
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) BP-3 maruziyetinin popiilasyonda yaklasik %97 oldugunu bildirmistir (Wnuk vd,
2022). Son Avrupa diizenlemesine gore BP-3’1in bir iiriindeki agirlik olarak orani %6’y1
asmamalidir fakat bu sinirin yeterli olmayabilecegi diisiiniildiigli i¢in bu diizenlemenin
tekrar gozden gecirilmesi Onerilmektedir. BP-3 hizli bir sekilde BP-1’e metabolize
olmakta ve idrar ile atilmaktadir. BP-1’in dokularda birikim yapip yapmadigi
bilinmemektedir. Ana metabolit olmasina ragmen BP-1 ile ilgili yapilan caligmalar
kisithidir bu sebeple BP-1 hakkinda toksikolojik olarak daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. BP-3 ile birlikte BP-1’in de risk degerlendirmesinde dikkate alinmasinin
gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Mustieles vd, 2023).

2.7.1 Toksikokinetik ozellikler

UV filtrelerin sadece cilt yiizeyinde etki gostermesi gerekmektedir. Dermis sinirimi
gecerek sistemik dolasima katilmalari istenmemektedir. Ancak BP-3 deriden
gecebilecek kadar kiiclik bir molekiil boyutuna sahiptir. BP-3, insanlarin serumlarinda
diger kimyasal filtrelere gore 10 kat daha fazla konsantrasyonda bulunmustur (Wnuk
vd., 2022). Plazmada tasiyici proteinler tarafindan tasinma, alblimin ile etkileserek ilac,
tiroit hormonlari, seks hormonlar1 gibi bilesikleri yerinden etme gibi etkilere yol agma
potansiyeli vardir (Wang vd., 2016). Hayvan deneylerinde topikal olarak uygulanan BP-
3; beyin, karaciger, kalp, bobrek, dalak, kas ve testislerde tespit edilmistir. Insan siitiine

ve amniyotik siviya gecebilmektedir. (Wnuk vd., 2022).

Sicanlarda yapilan toksikokinetik ¢alismalarinda genel olarak BP-3’iin, tek doz oral
gavaj uygulamasindan sonra hizlica emildigi ve 3-4 saat i¢inde en yiiksek plazma
seviyesine ulastig1 tespit edilmistir. Plazma proteinlerine baglanan BP-3 yaklagsik 5
saatlik bir plazma eliminasyon yar1 omriine sahiptir. Kemirgenlerde genellikle major
olarak BP-1 ve bazi mindr metabolitlere metabolize olur. Sigcan mikrozomlariyla in vitro

ortamda inkiibe edilen BP-3’te de benzer metabolitler olusmustur. Uygulanan dozun
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biiylik bir kism1 idrar yoluyla (%53—%358) elimine edilirken, bir kism1 ise digk1 yoluyla
(%38-%42) atilmaktadir (Mustieles vd. 2023).

Insanlarda yapilan cesitli toksikokinetik ¢alismalarda BP-3’iin kan dolasimina gectigi ve
ana metaboliti BP-1 ile idrar yoluyla atildigi gosterilmistir. Benzofenonlarin insan
karacigerinde sitokrom P450 enzimleri ile faz 1 ve faz 2 biyotransformasyonlarina
ugradig1 diisiiniilmektedir (Mao vd., 2022). Tim viicuda yapilan tek doz BP-3
uygulamasinin  ardindan, kisa siire icinde plazma seviyelerinde yiiksek
konsantrasyonlara ulasilabilecegi rapor edilmistir (Mustieles vd., 2023). Yapilan bir
calismada, 24 katilimciya %6 BP-3 iceren iriinler 4 giin boyunca giinde 4 kez
uygulanmis ve plazma diizeyleri 7 giin siireyle izlenmistir. Caligma sonucunda BP-3’iin
uzun bir terminal yar1 6dmre (24-31 saat) sahip oldugu ve birikim gosterebildigi
belirlenmistir (Matta vd., 2019; Wnuk vd., 2022). insan toksikokinetik ¢alismalarin,

plazma benzofenon-1 verilerinin olmayist sinirlamaktadir (Mustieles vd., 2023).
2.7.2 Cevreye olan etkileri

Benzofenon-3, oktokrilen, oktinoksat ve etilheksil salisilat gibi giines koruyucularin,
diinya genelinde birgok su kaynaginda tespit edildigi gdsterilmistir (Schneider ve Lim,
2019). Dogal su kaynaklar1 disinda UV filtreler ylizme havuzlar1 gibi klorlanmis sularda
da bulunmustur. Organik filtreler klor ile reaksiyona girebilmekte ve tehlikeli doniisiim
tirtinleri olusturabilmektedir. Klorlanmis BP-3’iin in vitro hiicreler iizerinde daha
oldiiriicti oldugu bulunmustur (Schneider ve Lim, 2019). Buna ek olarak, s6z konusu
UV filtrelerin geleneksel atik su aritim yontemleriyle etkin bicimde uzaklastirilamadig:
bildirilmistir. Laboratuvar c¢alismalari, o0zellikle BP-3’iin  mercan resiflerinin
beyazlamasinda potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Schneider ve Lim,
2019). BP-3’iin bu duruma viral enfeksiyonlarin olusmasina katki saglayarak neden

oldugu diisiiniilmektedir (Florent vd., 2024).

Diinya tizerindeki gesitli balik tiirlerinde 4-metilbenziliden kafur, BP-3, oktokrilen ve
oktinoksat gibi UV filtreleri bulunmustur. Bu sorunun besin zinciri agisindan potansiyel
sonuglar dogurabilecegi diisiiniilmektedir. Baliklardaki konsantrasyonlar1 az olsa da
biyoakiimiilasyon ve biyomagnifikasyon dikkate alinmalidir (Schneider ve Lim, 2019).
Yapilan arastirmalar, gokkusagi alabaligi ve Japon piring baliginda yiiksek BP-3

maruziyetinin, yumurta iiretiminde azalmaya, yavru sayisinda belirgin bir diisiise ve
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disilerde bulunan yumurta sarist proteini vitellogeninin erkeklerde indiiklenmesine
neden oldugunu ortaya koymaktadir (Coronado vd., 2008). Bu bulgular potansiyel
feminizasyonu gostermektedir (Schneider ve Lim, 2019). Norveg¢’te yapilan
caligmalarda, morina balig1 karacigerinde oktokrilen ve BP-3 tespit edilmistir. Beyaz
balikta ise oktinoksat ve BP-3 varlig1 saptanmistir (Langford vd., 2015). Benzer sekilde,
Ispanya’da cesitli balik tiirlerinde de bu UV filtrelerin bulundugu rapor edilmistir
(Schneider ve Lim, 2019). Ayrica baliklar iizerinde benzofenon-1, -2, -3 ve -4

maruziyetinin karaciger hasarina sebep oldugu bulunmustur (Yao vd., 2024).
2.7.3 insan sagh iizerine etkiler
2.7.3.1 Maruziyet diizeyleri ve klinik bulgular

2003-2004 yillarinda NHANES verileri kapsaminda yapilan testlerde 6 yasindan biiyiik
ya da esit 2517 kisiden alinan idrar 6rneklerinin yaklasik %97’sinde BP-3’e rastlandig1
bildirilmigtir (Calafat vd., 2008). Danimarka’da ortalama yas1 20 olan yaklasik 300
erkegin idrarinda yapilan ¢aligsmalarda ise alinan biitiin 6rneklerde BP-3 tespit edilmistir
(Frederiksen vd., 2020). Ayrica yeni dogan yogun bakim iinitesindeki 42 prematiire
bebegin idrarindan alinan orneklerin biiyiik ¢ogunlugunda BP-3 bulunmustur (Calafat
vd., 2009). ABD’de hamile kadinlarinin idrar Orneklerinde (71 ornek) yapilan
caligmalarda, BP-3 en az %99 oraninda tespit edilmistir. 69 amniyotik s1v1 6rneginin ise

%61’inde BP-3 bulunmustur (Philippat vd., 2013).

Insanlarda topluma yayilmis olan bu maruziyet seviyesinin birincil nedeninin kisisel
bakim friinleri oldugu diisiiniilmektedir. BP-3 maruziyetinin 6nlenmesinde iiriin
iceriginin Onemini degerlendiren bir ¢aligmada, ergenlik ¢agindaki 100 Latin kokenli
kiz ¢ocugu, kullandiklar1 kisisel bakim {iriinlerinin igeriginde BP-3 bulunmamasina
0zen gostermistir. Bunun sonucunda maddenin idrar konsantrasyonunda ortalama %36
oraninda bir azalma goriilmiistiir (Harley vd., 2016). Ancak maruziyette toz, hava,
musluk suyu, deniz lriinleri, plastik paketli yiyecek ve icecekler gibi faktorlerin de
etkili oldugu varsayilmaktadir. Bu durum c¢ocuklar da dahil biitiin popiilasyonlarda,
giines kremi kullannommdan ve mevsimden bagimsiz goriilen BP-3 maruziyetini

aciklamaktadir (Mustieles vd. 2023).

Cesitli aragtirmalar, BP-3’{in organizmada birikim potansiyeline sahip oldugunu ortaya

koymustur. Nitekim yapilan bir ¢alismada, hem BP-1 hem de BP-3’iin insan tirnak
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dokularinda birikebildigi gosterilmistir (Martin-Pozo vd., 2021). 144 kisiden alinan
adipoz doku oOrneklerinin ise %79,2’sinde BP-3 tespit edilmistir (Artacho-Cordén vd.,
2018).

Yapilan bir bagka calismada, NHANES verileri kullanilarak 1829 bireyin idrar BP-3
diizeyleri ile serum tiroksin (T4) hormon diizeyleri anlamli bir negatif korelasyon tespit
edilmistir. BP-3’in serbest ve toplam tiroksin hormonu seviyelerini dustrdiigi
gosterilmistir (Kim vd., 2017). 439 gebeden alinan biyolojik dérneklerin analizinde, BP-
3 maruziyetinin serum triiyodotironin (T3) diizeylerinde azalma ile iliskili oldugu
saptanmistir. BP-3 maruziyetinin tiroit stimiile edici hormon (TSH) diizeyleriyle
pozitif, tiroksin (T4) diizeyleriyle ise negatif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir. Bu
durum, BP-3’iin tiroksin baglayic1 globulin  seviyelerini  azaltabilecegini
disiindiirmektedir. T3 ve T4 diizeylerindeki diisiise eslik eden artmis TSH diizeyleri ise
subklinik hipotiroidizm gostergesi olarak degerlendirilebilir (Aker vd., 2018).

25 endometriyozis hastas1 ve 74 kisilik kontrol grubu ile yapilan bir ¢aligmada BP-1 ve
BP-3 maruziyeti ile endometriyozis olusumu riski arasinda pozitif bir iliski bulunmustur
(Peinado vd., 2021). 18-44 yas araliginda bilinen kronik rahatsizlifi olmayan 143
kadinin idrar ve kan 6rneklerinde yapilan analizlerde BP-1 ve BP-3; 6stradiol, FSH, LH
hormonlarinin azalmasi, progesteron hormonunun ise artis1 ile iliskilendirilmistir

(Pollack vd., 2018).

Cocuk sahibi olmak isteyen 339 erkegin sperm plazmasindan alman Orneklerin
%80’inde benzofenonlara rastlanmistir. Benzofenon-2’nin sperm ylizdesinde diisiise
neden oldugu gosterilmistir (Smarr vd., 2018). Yine 413 erkekten alinan ornekler ile
yapilan baska bir ¢alismada benzofenon-2 ve benzofenon-8’in g¢esitli sperm
parametrelerini etkiledigi goriilmiistiir (Louis vd., 2015). Yapilan bir¢cok c¢alismada ise
BP-3 ve sperm kalitesi arasinda bir iliski bulunamamistir (Mustieles vd. 2023). 2011-
2012 yillar1 arasinda NHANES verileri kullanilarak yapilan baska bir calismada
ergenlik cagindaki erkeklerin testosteron seviyeleri ile BP-3 arasinda negatif bir iliski
bulunmustur (Scinicariello ve Buser, 2016). Ispanya’da 215 {iniversite dgrencisinden
aliman Orneklerde BP-3 ve BP-1 diizeyi ile FSH seviyeleri arasinda pozitif bir iliski

bulunmustur (Adoamnei vd., 2018).

17



Dogum o6ncesi annelerin idrarinda BP-3 konsantrasyonu dl¢iilmiis ve potansiyel BP-3
miktarina bagl olarak erkeklerde daha yiliksek dogum agirligi, kizlarda daha diisiik
dogum agirlig1 gozlenmistir (Wolff vd., 2008). Cocuklarin norogelisim diizeyleri ile BP-
3 iliskisi de incelenmis ancak herhangi bir iliski bulunmamistir (Jiang vd., 2019;
Nakiwala vd., 2018). Ote yandan Cin’de 386 anne-gocuk giftinde maternal BP-3
seviyeleri ¢cocuklarda daha kotii prososyal davranislarla iliskilendirilmistir (Guo vd.,

2020).

Benzofenon-3’ilin ergenlige olan etkisi ile ilgili de baz1 arastirmalar yapilmistir. 200
Silili kiz ¢ocugunda BP-3 maruziyeti erken menstrilasyon baglangici ile
iliskilendirilmistir (Binder vd., 2018). Bunun yaninda bazi arastirmalarda ise
menstrilasyon baslangic yas1 ve BP-3 arasinda 6nemli bir iliski bulunmamistir (Buttke
vd., 2012; Harley vd., 2019). 7 ve 15 yas araliginda 327 ¢ocukta yapilan prospektif bir
arastirmada idrardaki BP-3 konsantrasyonu ile testis hacmi arasinda ters ve dnemli bir
iliski oldugu bulunmustur. BP-3 erkeklerde gec ergenlik ile iligkilendirilmistir (Huang
vd., 2020). Danimarkali ergenlik 6ncesi ¢ocuklarda yapilan kiiciik bir pilot arastirmada
BP-3 maruziyeti ile yiliksek tiroid hormon reseptor interaktdor gende (TRIP6) DNA
metilasyonu ve diisiik TRIP6 protein seviyelerinin iligkili oldugu belirlenmistir. TRIP6
genel olarak ergenlikte testis Leydig hiicrelerinde indiiklenmektedir (Almstrup vd.,

2020).

Bahsi gecen calismalar disinda BP-3 ve BP-1’in metabolik saglia olan etkisi hakkinda
yapilan arastirmalarda sasirtict bir sekilde tip-2 diyabet riskine kars1 koruyucu iliskileri
oldugu ortaya koyulmustur (Mustieles vd., 2023). Hamile kadinlarda oksidatif stres ve
inflamasyon lizerine yapilan bir ¢alismada, BP-3 maruziyetinde C-reaktif protein ile
degerlendirilen sistemik inflamasyon diizeylerinin diisiik oldugu gosterilmistir (Watkins

vd., 2015).
2.7.3.2 In vitro ve in vivo toksisite bulgulart

Erkek sicanlara 4 hafta boyunca giinde 2 kez dermal olarak uygulanan BP-3 (100
mg/kg)’lin; viicut agirhiginda, organ viicut agirli§i oraninda, hematolojik ve klinik
parametrelerde anlamli degisikliklere neden olmadigi bildirilmistir (Okereke vd., 1995).
Ancak yine fare ve siganlar iizerinde yapilan calismalarda karacigerin benzofenon

toksisitesinde hedef organ oldugu gosterilmistir. Karaciger agirhiginda artisa,
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hepatoseliiler hipertrofiye, klinik kimyasal degisikliklere ve mikrozomal sitokrom P450
2B izomerinin indiiklenmesine sebep olmustur. Bobrek agirliginda artis ve mikroskobik
degisiklikler sebebiyle si¢anlarda bobregin de benzofenon toksisitesi i¢in hedef organ

oldugu diistiniilmektedir (Chhabra, 2000).

Iki senelik bir kanserojenite ¢aligmasinda; BP-3 maruziyetinin uterusu etkiledigi,
stromal poliplerin ve endometriyal hiperplazi olusumunu 6nemli derecede arttirdigi
gosterilmistir. Ancak gozlenen bu histopatolojik degisikliklerin uterus kanserine neden
olmadig1 bulunmustur. Ayn1 calismada yliksek doz grubunda testislerin etkilendigi
goriilmiistiir. Interstisyel hiicre hiperplazisinde ve arteriyollerde fibrinoid nekroz
olusumunda artis tespit edilmistir. Disilerde oldugu gibi erkeklerde de testis kanseri
olusumunda bir artis bulunmamistir. Tiroit bezlerinde; hormon iiretimini saglayan
hiicrelerde 6nemli bir degisiklik goriilmese de C hiicrelerinde adenoma olusumunda

artis bildirilmistir (NTP, 2023).

Erkek siganlarda yapilan tekrarli doz BP-3 maruziyetinde; viicut agirliginda énemli bir
diislis goriilmiistir. Ayrica epididimis ve epididimis kuyrugu agirliginda da onemli
disiisler tespit edilmistir. Yiiksek dozda epididimal sperm konsantrasyonunda %30
azalma gergeklesmistir. Oral olarak yiiksek dozda BP-3 alan farelerde sperm
konsantrasyonlarinda %27°lik bir diisiis gézlemlenmistir. Ayrica test edilen li¢ dozda da
sperm hiicrelerindeki anormalliklerin sayist artmistir. Dermal olarak BP-3 uygulanan
farelerde doza bagimli olarak epididimal sperm konsantrasyonlarinda diisiis yasanmistir
(French, 1992). Prenatal ve laktasyon sirasinda BP-3 maruziyeti olan siganlarda
testosteron seviyeleri kontrol gruplarina gore daha diisiik Olciilmiistiir. Yiiksek dozda
%28’lik oOnemli bir diisiis tespit edilmistir. Ayrica prostat ve testislerde gen
ekspresyonlarinda degisiklikler goriilmiistiir. Testislerde Ostrojen reseptorii a (ERa) ve
ostrojen reseptorii B (ERrp) mRNA ekspresyonlarina diisiis tespit edilmis ve sperm
motilitesiyle ilgili birka¢ genin ekspresyonunda da diisiis gézlenmistir (Nakamura vd.,

2018).

Disi iireme sistemi hakkinda da cesitli arastirmalar yapilmistir. Farelerde yapilan bir
calismada yliksek dozlarda BP-3 maruziyetinde 0strus dongiisiiniin uzadig1 goriilmiistiir
(French, 1992). Calismalarin hassaslifina bagli olarak bazi calismalarda rahim
agirhginda onemli bir artis goriilmezken, yetiskin olmayan si¢anlarda yapilan bir

arastirmada rahim agirliginda %23 artis tespit edilmistir (Schlumpf vd., 2001). Ayrica
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yiiksek doz BP-1’in de sicanlarda rahim agirliginda artisa sebep oldugu bulunmustur
(Koda vd., 2005). Rahimdeki gen ekspresyonlarinda da degisiklikler goriilmiistiir. ERa
mRNA ekspresyonu, farelerde BP-3 maruziyetinde kontrol grubuna gore Onemli
derecede yiikselmistir (LaPlante vd., 2018). Yiiksek yagh diyet ile beslenen farelerde
BP-3 maruziyetinde meme tiimor hiicresi cogalmasinda artis yaganmistir (Kariagina vd.,
2020). Ergenlikteki disi farelerde diisiik ya da yiiksek doz BP-3 maruziyetinde
memelerde yag biiyiimesinde 6nemli bir artis gézlenmistir (Matouskova vd., 2020).
Ayrica farelerde BP-3 meme epitelyumunda progesteron reseptér ekspresyonunu
degistirmis ve progesteron-pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur (LaPlante
vd., 2018). Farelerde yapilan 28 giinlik bir gelisim toksisitesi ¢alismasinda igme
suyundan BP-3’e maruz kalan disi farelerin embriyolarinin gelisimleri etkilenmis ve
blastosit agamasina ulasan embriyo sayist ciddi oranda azalma gostermistir (Jin vd.,

2020).

Benzofenon-3 kan beyin bariyerinden iyi bir sekilde ge¢mektedir. Prenatal donemde
subkutan yolla BP-3’a maruz birakilan fare embriyolarinin beyinlerinde apoptoz
aktivasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinde kayip, otofaji diizensizlikleri ile
epigenetik ve posttranslasyonel degisiklikler gozlenmistir. Ayrica ndrogenezis ve
ndrotransmisyondan sorumlu olan genlerin ekspresyonu BP-3 tarafindan bozulmustur.
BP-3’lin neden oldugu etkiler, sizofreni ve Alzheimer gibi hastaliklarin baslangicinda
fetal doneme ait bir temel olabilecegini diisiindiirmektedir (Wnuk vd., 2019; Wnuk vd,
2022). Sicanlar ile yapilan bagka bir c¢alismada ERP ekspresyonunda azalma
goriilmiistiir.  Frontal kortekste olusan apoptoz ile Ostrojen reseptorlerinin
ekspresyonundaki azalmanin iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir (Krzyzanowska

vd., 2018).

Benzofenon-3’lin sigan timosit hiicrelerinde hiicre igi Zn?* seviyelerini arttirarak
oksidatif stresi indiikledigi ve bu mekanizma aracilifiyla yiiksek konsantrasyonlarda
sitotoksisiteye neden oldugu gdosterilmistir (Utsunomiya vd., 2019). Baska bir ¢alismada
sigan hepatositlerinde BP-3, konsantrasyon ve zamana bagli hiicre 6liimiine sebep
olmustur. BP-1’in ise toksisitesinin ana bilesikten yiiksek oldugu bulunmustur
(Nakagawa ve Suziki, 2002). Ayrica BP-3’ilin apoptozu indiikleyerek sitotoksisiteye
neden oldugu ve norotoksisite gosterdigini bildiren bazi c¢alismalar da vardir

(Broniowska vd., 2016).
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Yapilan smirli genotoksisite c¢alismalarinda ise BP-3 ve BP-1’in potansiyel mutajen
oldugu gosterilmistir (Mustieles vd., 2023). BP-3’iin primer insan lenfositlerinde
mikroniikleus olusumunu ve kromozomal aberasyon sayisini arttirdigi bulunmustur
(Santovito vd., 2019). BP-1 ise insan keratinositlerinde yapilan bir ¢alismada
fotogenotoksik olarak nitelendirilmistir ve topikal kullanimindan kaginilmasi

Onerilmistir (Amar vd., 2015).

Benzofenon-1’in insan prostat kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini ve metastazi
arttirdigy  bildirilmistir (Kim vd., 2015). Insan akciger hiicrelerinde ise BP-3’iin
metastatik potansiyeli yiikselttigi belirlenmistir (Phiboonchaiyanan vd., 2017). BP-1
insan ovaryum hiicrelerinde hiicre ¢cogalmasini arttirmis ve Ostrojen reseptorlerine bagli
olarak metastazi indiiklemistir. Ayrica BP-3 ve BP-1’in insan meme kanseri
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasimi ve migrasyonunu artirdigi gosterilmistir (Alamer ve

Darbre, 2017).

Hiicre temelli raportér gen deneylerinde BP-3’iin Ostrojenik aktivite gosterdigi
gosterilmistir. BP-1’in ise Ostrojenik etkilerinin daha gii¢lii oldugu bulunmustur. BP-3
ve BP-1 androjen reseptorlerine antagonist 6zellik gostermis ve BP-1"in etkisinin daha
giiclii oldugu bulunmustur (Watanabe vd., 2015). Ayrica BP-3 bir tiroit reseptor

agonisti olarak tanimlanmistir (Schmutzler vd., 2007)

Benzofenon-1’in Leydig hiicrelerinde testosteron sentezinin son asamasini katalizleyen
enzim 17 P hidroksi steroid dehidrojenaz (17B8-HSD3) inhibitorii oldugu gosterilmistir
(Nashev vd., 2010). insan sperm hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada ise BP-3’iin
progesteronun etkilerini taklit ederek sperm fonksiyonunu etkileyebilecegi fikri ortaya

stiriilmiistiir (Rehfeld vd., 2018).
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Kullamilan Materyaller

3.1.1 Kimyasal maddeler

Oksibenzon (BP-3, CAS-No: 131-57-7)
2,4-Dihidroksibenzofenon (BP-1, CAS-No: 131-56-6)
DMEM/Ham’s F-12 besiyeri (L-Glutamin ve 15 mM HEPES)
Fetal Si1gir Serumu

At Serumu

PBS tabletleri MP

Trypsin EDTA Soliisyon C

Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi

Tripan mavisi

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Tris base buffer

Sodyum kloriir

EDTA disodyum

Sodyum hidroksit

Tris HCI1

DCFDA / H,DCFDA —Hiicresel ROT Kiti

Fare/Si¢an Testosteron ELISA Kiti

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolyum bromidir)
Notral kirmizi ¢ozeltisi (9%0,33)

Kalsiyum klortir dihidrat

Formaldehit ¢ozeltisi (%37)
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Merck
Sigma-Aldrich
Capricorn Scientific
Capricorn Scientific
Capricorn Scientific
Biomedicals
Biological Industries
Wisent Bio Products
Bio-Rad

Honeywell

Wisent Inc.

Wisent Inc.

Wisent Inc.
Sigma-Aldrich
BioShop

Abcam

Abcam

Serva
Sigma-Aldrich
Merck

Merck



Etanol (absolii)
Glasiyel asetik asit

Hidroklorik asit

Normal erime noktali agar

Diisiik erime noktali agar

Triton X-100

Hidrojen peroksit (H202 %30)

SYBR Green I Boyasi

3.1.2 Cihaz ve ekipmanlar

Otomatik Pipet (10, 200, 1000 pl)

Vorteks

Mikroplaka okuyucu
Hiicre sayim cihazi
Hiicre sayim slayti
Lam (26 x 76 mm)
Lamel (24 x 60 mm)
Santrifii
Biyogiivenlik kabini
Buzdolab1
Mikrodalga firin

-80 °C dondurucu
Su banyosu

Ters mikroskop

CO; inkiibatori

23

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Invitrogen

Eppendorf
Scilogex
Biotek
Bio-Rad
Bio-Rad
Epredia
Epredia
Eppendorf
Antes
Argelik
Beko
Panasonic
Wise Clean
Leica

Thermo Fisher



Otoklav Hirayama
Hassas terazi Ohaus

pH metre Mettler Toledo
Distile su cihaz1 Tectlo
Ultrasaf su cihaz1 Merck Millipore
Santrifiij tiipleri Microcult

25 ve 75 cm®’lik flasklar Nest

6, 24, 96 kuyucuklu plaklar Biofil

Kryo vial tiip Nest

15 ve 50 ml steril santrifiyj tiipii Nest

5, 10, 25 ml steril serolojik pipet Nest
Rezervuar Isolab

Pipet ucu (10, 100, 200, 1000 pl) Tarsons

Siringa ucu filtre (0,22 um)
Cam sale

Elektroforez tanki

Floresan mikroskopu

Elektroforez gii¢ kaynagi

Aisima Corporation
Superior

Cleaver Scientific
Leica

Thermo-Scientific

Comet Assay IV goriintii analiz sistemi Perceptive
Instruments
Mikrosantrifiij tiipleri Microcult

3.1.3 Hiicre hatt1

11-13 giinliik erkek fare (Mus musculus, BALB/c) Leydig hiicrelerinden elde edilen
TM3 (Cytion katalog numarast 305167) hiicre hatti, Cytion (Almanya) firmasindan

temin edilmistir. Epitel morfolojiye sahip ve adherent (yapisan) hiicrelerdir.
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3.1.4 Cozeltiler
3.1.4.1 Hiicre kiiltiirii icin kullanilan cozeltiler
3.1.4.1.1 Besiyeri hazirlanmast

Besiyeri, DMEM F12 bazal besiyerine %2,5 fetal sigir serumu, %5 at serumu ve %1

penisilin-streptomisin eklenerek hazirlanmistir. 4 °C’de saklanmaistir.
3.1.4.1.2 Fosfat tamponu (PBS) hazirlanmasi

1 adet PBS tableti 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Siringa ucu filtre ile (0,22 pm) steril

edilerek porsiyonlanmis ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.1.4.1.3 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

10X Tripsin-EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) ¢ozeltisi PBS ile 1X konsantrasyona

seyreltilip porsiyonlanarak -20 °C’de saklanmustir.
3.1.4.2 MTT yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) cozeltisi (5 mg/ml):
Isiga duyarli bir madde oldugundan, islemler karanlik kosullarda gerceklestirilmistir.
MTT ¢ozeltisi PBS ile hazirlanmis; filtre kullanilarak sterilize edilmis ve ardindan

porsiyonlara ayrilmis ve -20 °C’de saklanmustir.
3.1.4.3 Notral kirmizi alim testinde kullanilan ¢ozeltiler

Notral kirmizi c¢ozeltisi (50 pg/ml): %0,33 nétral kirmizi ¢ozeltisi besiyeri ile istenen
konsantrasyona seyreltilmistir. Yaklagik 24 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe

edilmis ve deney oncesi 0,22 um filtre ile steril edilmistir.

Formol-kalsiyum c¢ozeltisi (%4): 1,325 g kalsiyum kloriir dihidrat 10 ml distile su
igerisinde ¢Oziilmiistiir. 10,81 ml %37°1lik formaldehit eklendikten sonra ¢ozelti distile
su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda ve 1siktan korunarak muhafaza

edilmistir. Taze hazirlanmustir.

Asetik asit-etanol c¢ozeltisi (%1): 25 ml absolii etanole 0,5 ml glasiyel asetik asit

eklendikten sonra distile su ile 50 ml’ye tamamlama yapilmistir. Taze hazirlanmustir.
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3.1.4.4 Reaktif oksijen tiirevleri olusumunun élgiilmesindekullanilan ¢ozeltiler

20 mM 2’,7°-diklorofluresin diasetat (DCFDA) (DMSO iginde), 10X Tampon, 55 mM
tert-biitil hidroperoksit (TBHP) kit i¢erisinde mevcuttur. -20 °C’de ve 1s1ktan korunarak

saklanmistir.
1X tampon: Cift distile su ile 10X tampon seyreltilerek elde edilmistir.

1X takviye edilmis tampon: 1X tampona 1:10 oraninda fetal siir serumu eklenerek

hazirlanmustir.

DCFDA cozeltisi: 20 uM konsantrasyonda DCFDA ¢ozeltisi kullanilmis, 1X tampon

ile stok ¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanmistir.

TBHP cozeltisi (pozitif kontrol): Stok ¢ozelti 100 uM konsantrasyona 1X takviye

edilmis tampon ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Madde konsantrasyonlari: Belirlenen konsantrasyonlar maddelerin DMSO stok

cozeltilerinden 1X takviye edilmis tampon ile seyreltilerek hazirlanmistir.
3.1.4.5 Comet yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

10 N NaOH c¢ozeltisi: 100 g NaOH, 250 mL distile su ile ¢oziilerek pH degeri 10

olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C’de muhafaza edilmistir.

200 mM disodyum EDTA cozeltisi: 3,72 g disodyum EDTA 40 ml distile su ile
¢Oziilmiistiir. pH 10’a ayarlanan c¢ozeltinin hacmi 50 ml’ye tamamlanip 4 °C’de

saklanmistir.

Stok lizis ¢ozeltisi: 29,22 g NaCl, 7,44 g disodyum EDTA, 0,24 g tris baz, 2 g NaOH
bir miktar distile suda ¢oziliip pH degeri 10’a ayarlanmistir. 178 ml’ye tamamladiktan

sonra oda sicakliginda saklanmigtir.

Lizis ¢ozeltisi: 2 ml Triton X, 20 ml DMSO, 178 ml stok lizis karistirilarak deney giinii

hazirlanmis ve kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de bekletilmistir.

Elektroforez cozeltisi: 5 ml 200 mM disodyum EDTA c¢ozeltisi, 30 ml 10 N NaOH,
965 ml distile su karistirilarak taze hazirlanmis ve kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de

saklanmistir.
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Normal erime noktal agar: Konsantrasyonu %1 (agirlik/hacim) olacak sekilde distile

su i¢erisinde hazirlanan agar mikrodalgada ¢6ziilmiistiir.

Diisiik erime noktal agar c¢ozeltisi: Diisiik erime noktali agar konsantrasyonu %l

(agirlik/hacim) olacak sekilde PBS icerisinde hazirlanmis ve mikrodalgada ¢oziilmiistiir.

H20:2 ¢ozeltisi: Cozeltiler deney giinii taze hazirlanmistir. Distile su ile 100 mM H>O»
stok ¢ozelti 9%30’luk Hz02’den hareketle hazirlanmistir. Deneyde kullanilan

konsantrasyon PBS ile seyreltilerek elde edilmistir.

Tris EDTA (TE) tampon c¢ozeltisi: 10 mM Tris-HC] ve 1 mM EDTA-Na; icerecek
sekilde bir TE tamponu hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,5 ml nétralizasyon tamponu ile 0,1
ml 200 mM EDTA-Nay ¢ozeltisi ve 18 ml distile su karistirilmistir. pH 8’e ayarlanmis

ve son hacim 20 ml’ye tamamlanmaistir.

SYBR Green I boya cozeltisi: SYBR Green I boyasi1 (10000X), TE tamponu igerisinde

1:5000 oraninda seyreltilerek kullanima hazirlanmastir.
3.1.4.6 Testosteron diizeyinin élciilmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Standart ¢ozeltileri, anti-testosteron reaktifi, 20X enzim konjugati, 20X yikama
tamponu, TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin) substrati, durdurma ¢o6zeltisi ve seyreltme

¢Ozeltisi kit i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.
Yikama tamponu: 20X tampon distile su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Enzim konjugati: 20X enzim konjugati seyreltime ¢ozeltisi ile seyreltilerek

hazirlanmustir.

3.2 Metot

3.2.1 Hiicre kiiltiirii uygulamalar:
3.2.1.1 Stok hiicrelerin acilmast

1. -80 °C’deki dondurucudan/azot tankindan ¢ikarilan hiicreler 37 °C sicakliktaki
su banyosunda ¢oziilmiistiir.
2. Coziinen hiicre siispansiyonu 8 ml besiyerine eklenerek 130 % g’de 5 dakika

santrifiij edilmistir.
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3. Santrifiijden sonra silipernatant uzaklastirilmis, hiicre pelleti 7 ml besiyeri ile
tekrar siispande edilmistir.

4. Hiicreler 25 cm?’lik flaska ekilmis ve 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe
edilmistir. Cogalan hiicreler 75 cm?’lik flasklara alinmstir.

3.2.1.2 Pasaj islemi

1. 75 cm®lik flasklardaki hiicreler yeterli yogunluga geldiklerinde besiyeri
uzaklastirilmis ve flask 5 ml PBS ile yikanmaistir.

2. 1X tripsin-EDTA ¢ozeltisi (2 ml) eklenip inkiibatorde 2-3 dakika bekletilmistir.

3. 6 ml besiyeri ilavesi ile tripsin-EDTA aktivitesi sonlandirilip hiicreler istenen
yogunluga gore flasklara bolinmiistiir.

4. Deneylerde 2. - 10. pasaj hiicreler kullanilmistir.

3.2.2 Konsantrasyon belirleme

Uygulanacak konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla literatiir taramasi yapilmaistir.

Bir in vivo ¢aligmada hamile disi si¢anlara besin ile BP-3 verilmistir ve dogum
sonrasinda da yavrulara verilmeye devam edilmistir. Toplanan kan
orneklerindeki serbest BP-3 ve BP-1 konsantrasyonlar1 15-150 ng/ml olarak
bulunmustur (Mutlu vd., 2017).

Benzofenon-3 ve BP-1°e iliskin c¢esitli insan biyoizleme c¢alismalar1 da
bulunmaktadir. 300 kisiden alinan serum numunelerindeki BP-3 diizeylerinin
medyan degeri 0,16 ng/ml (0,0007 uM) olarak raporlanmistir (Frederiksen vd.,
2020). Baska bir ¢alismada ise 23 yetiskinden alinan kanda BP-3 diizeyi medyan
degeri 2,09 ng/ml (0,0092 uM), aralig1 ise <0,52-3,38 ng/ml (<0,0023- 0,0149
uM) olarak bulunmustur. BP-1 ise drneklerin sadece %4’iinde ve <0,06-0,15
ng/ml (<0,0003- 0,0007 pM) diizeylerinde tespit edilmistir. idrar numunelerinde
ise BP-1’in tespit edilme oram1 %357 olarak verilmistir (Zhang vd., 2013). Bir
diger ¢aligmada 4 giinliik losyon ya da sprey uygulanan toplam 24 kiside BP-
3’lin maksimum kan plazma konsantrasyonu geometrik ortalamasi losyon i¢in
258,1 ng/ml (1,131 uM), sprey i¢in ise 180,1 ng/ml (0,7891 uM) bulunmustur
(Matta vd., 2020).

TM3 hiicre hatt1 ile ilgili yapilan literatiir incelemesinde, BP-3’iin bu hiicrelerde

0,0001-500 uM konsantrasyon araliginda kullanildig: belirlenmistir (NTP, 2009;
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Broniowska vd., 2016; Sung vd., 2024). BP-1 ise 0,0005-500 puM arasinda
calisilmigtir (Nakagawa ve Suzuki, 2002; Park vd., 2013; Shin vd., 2016).

Sonug olarak BP-1 ve BP-3’iin nM veya uM diizeylerindeki maruziyetleri ile hiicre
kiiltiirti uygulamalar1 dikkate alinarak, hiicre canlilig1 belirlenmesi deneylerinde 0,1-500

uM konsantrasyon araligi sec¢ilmistir.

Benzofenon-3 ve BP-1’in stok c¢ozeltileri DMSO ile taze hazirlanmistir. Istenen
konsantrasyonlara ise besiyeri ile seyreltilmistir. Maddelerin ¢oziintirliikkleri dikkate
alinarak denemeler yapilmis ve uygulanan konsantrasyonlardaki maksimum DMSO
orant %1 olarak belirlenmistir. Kontrol grubu olarak, %1 DMSO igeren besiyeri ile

muamele edilen hiicreler kullanilmistir.

24 ve 48 saat maruziyet ile elde edilen MTT bulgularinin, ayn1 siirelerde elde edilen
NKA bulgulariyla benzerlik gostermesi nedeniyle; DNA hasari, ROT olusumu ve
testosteron diizeyi analizlerinde 24 saat MTT verileri esas alinmistir. Bu deneylerde
hiicre canliligmin sirasiyla yaklasik %90, %80 ve %70 oldugu 1Kio, 1Kz ve 1K3o

konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

24 saat BP-3 maruziyeti MTT testi sonuglarina gére hesaplanan konsantrasyonlar 1Ko:
130,55 uM, IK2o: 198,90 uM, IKzo: 267,24 uM ve 1Kso: 403,93 pM’dir. Benzer sekilde,
24 saatlik BP-1 maruziyeti sonucuna gére konsantrasyonlar 1Kio: 80,73 uM, 1Kao:

134,70 puM, 1K30: 188,66 pM ve IKso: 296,59 uM olarak bulunmustur.
3.2.3 Hiicre canliliginin belirlenmesi deneyleri
3.2.3.1 MTT testi

1983 yilinda Mosmann tarafindan hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in gelistirilen hizli,
kolorimetrik ve kantitatif bir testtir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT nin canl
hiicreler/mitokondrisi hasar gérmemis hiicreler tarafindan indirgenerek mor mavi renkli
ve suda ¢Oziinmeyen formazan iriiniine doniismesi prensibine dayanmaktadir

(Mosmann, 1983; Ghasemi vd., 2021).

Uygulama
1. Flasklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmistir.
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2. 2-3 dakika inkiibatorde bekletildikten sonra hiicrelerin yilizeyden ayrilma
durumu ters mikroskop ile kontrol edilmistir. Tripsin-EDTA aktivitesini
sonlandirmak i¢in besiyeri eklenmistir.

3. 130 x g’de 5 dakika santrifiij edilmis, ardindan siipernatant uzaklastirilmistir.

4. Besiyeri ile hiicreler siispande edilmistir. 10 pl hiicre siispansiyona 10 pl tripan
mavi boyasi eklenerek hiicre sayim cihazi ile sayim yapilmstir.

5. 1 x 10* hiicre/100 ul olacak sekilde hesaplanarak kuyucuklara ekim yapilmis ve
24 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

6. BP-3 ve BP-1 konsantrasyonlart (0,1-0,5-2,5-12,5-62,5-125-250-500 uM) ve
kontrol (%1 DMSO igeren besiyeri) 4 tekrarli olarak kuyucuklara uygulanmistir.
24 ve 48 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

7. Siire sonunda hiicrelerin iizerindeki ¢dozeltiler uzaklastirnlmistir. 5 mg/ml
konsantrasyonda PBS ile hazirlanan MTT ¢ozeltisi 1:10 oraninda besiyeri ile
seyreltilmis ve her kuyucuga 100 pl uygulanarak 3 saat 37 °C CO»
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

8. Daha sonra MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Kuyucuklara 100 pl DMSO
eklenerek olusan formazan tuzlari ¢éziilmiistiir.

9. Mikroplaka okuyucuda 540 nm’de absorbans degerleri okunmustur.

10. Her konsantrasyon igin inhibe etme yiizdeleri hesaplanmis ve maddelerin IKso
(yart maksimum inhibitdr konsantrasyon) degerleri belirlenmistir.

11. Deneyler, farkl giinlerde ii¢ bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmistir.

Yiizde hiicre canliligi hesaplanirken madde maruziyetinin oldugu kuyucuklarin
absorbans degerinden bos olan kuyucuklarin absorbansinin ortalamasi c¢ikarilmais,
kontrol igeren kuyucuklarin absorbansinin ortalamasina bolinmiis ve 100 ile

carpilmistir.

3.2.3.2 Notral kirmuzi alim testi

Notral kirmizi alm (NKA) testi in vitro olarak uygulanan basit bir kantitatif hiicre
canliligr testidir. Notral kirmizi zayif katyonik bir boyadir ve canli hiicrelerde plazma
membranindan gecerek lizozomlarda konsantre olmasi prensibine bagli olarak hiicre
canliligmin  belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Hiicre  yiizeyindeki, lizozom
membranindaki ya da diger degisiklikler geri doniisiimsiiz oldugunda nétral kirimizi

alimi1 ve baglanmasi azalmaktadir (Borenfreund ve Puerner, 1984; Ates vd., 2017).
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Uygulama

1.

7.
8.

Hiicreler plakalarda MTT uygulamasindaki gibi ekilmis ve maddeler de aym
sekilde uygulanmistur.
24 ve 48 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

. Besiyeri uzaklastirilmis ve 200 pl nétral kirmizi igeren besiyeri eklenmistir. 3

saat 37 °C COz inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra nétral kirmizi1 ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. 200 pl formol-
kalsiyum ¢ozeltisi uygulanmistir ve 300 pl Ca™ ve Mg™ igermeyen fosfat
tamponu ¢ozeltisi (DPBS) ile yikama yapilmstir.

Hiicrelerdeki boyanin ekstraksiyonu icin plakalar 200 pl asetik asit-etanol
cozeltisi ile 20 dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra mikroplaka
okuyucuda 540 nm’de okuma yapilmistir.

Her bir konsantrasyon i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmistir (Baysal ve
Atli-Eklioglu, 2021).

MTT yontemindeki gibi yiizde hiicre canlilig ve IKso degerleri hesaplanmistir.

Deneyler, farkl giinlerde ii¢ bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmistir.

3.2.4 Reaktif oksijen tiirevleri 6l¢iimii

Reaktif oksijen tiirevleri olusumunun 6l¢tilmesinde DCFDA / HoDCFDA - Hiicresel

ROT kiti kullanilmigtir. DCFDA yontemi canli hiicrelerde ROT un kantitatif 6l¢limii

icin kullanilmaktadir. Florejenik bir boya olan DCFDA, hiicre i¢ine alindiktan sonra

hiicresel esterazlar tarafindan floresan 6zelligi bulunmayan bir bilesige deasetile edilir;

bu bilesik, ortamda reaktif oksijen tiirleri (ROT) bulundugunda oksitlenerek 2°,7’-

diklorofloresein (DCF) formuna doniisii. Ana bilesik ile deasetile edilmis formu

floresan 6zellik gostermezken, olusan DCF floresan spektroskopisi ile dl¢iilebilmektedir

(Tetz vd., 2013; http-1).

Uygulama

l.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakada her kuyucukta 25 x 10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. 24 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Besiyeri uzaklastirilmis ve her kuyucuga 100 ul 1X tampon eklenmistir.

Tampon uzaklastirilmistir ve her kuyucuga 100 pl 20 uM DCFDA ¢ozeltisi
eklenmis ve 45 dakika 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
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4. DCFDA c¢ozeltisi uzaklastirllmistir. Kuyucuklara takviye edilmis tampon

icerisinde BP-3 ve BP-1’in iKjo, IK20 ve iK30 konsantrasyonlari, kontrol ve
TBHP c¢ozeltileri (100 uM, pozitif kontrol) 3 ya da 4 tekrarli olacak sekilde
uygulanmustir.

4 saat 37 °C CO2 inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmigtir. Floresans plaka

okuyucuda Ex/Em = 485/535 nm’de okuma yapilmistir (http-1).

6. Deneyler, farkl giinlerde ii¢ bagimsiz tekrar olarak gergeklestirilmistir.

3.2.5 Comet yontemi

Okaryotik hiicrelerde niikleer DNA hasarmin degerlendirilmesi i¢in kullanilan hizli ve

kolay uygulanan bir testtir. Cesitli hiicre tiplerinde DNA hasarlarinin tespitinde

kullanilabilmektedir. Giiniimiizde siklikla kullanilan bu yontem (tek hiicre jel

elektroforezi) 1988 yilinda Singh ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Alkali kosullarda

gergeklestirildiginde ¢ift ve tek zincir kiriklari tanimlanabilmektedir. DNA’da olusan

zincir kiriklart sebebiyle DNA sarmallarinin gevseyerek anot yoOniine hareket ederek

floresan mikroskobunda kuyruklu yildiz (comet) goriintiisii olusturmasi esasina

dayanmaktadir (Singh vd., 1998; Dinger ve Kankaya, 2010; Collins vd., 2023).

Uygulama

1.

Her kuyucukta 50 x 10° hiicre/500 ul olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalarda
hiicreler ekilmistir. 24 saat 37 °C CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Siire sonunda BP-3 ve BP-1’in 1Ko, iK20 ve IK30 konsantrasyonlari, 75 pM
H>O2 (pozitif kontrol) ve kontrol uygulanmistir. 24 saat 37 °C COq

inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

. Besiyerleri uzaklastirilip kuyucuklar PBS ile yikanmistir. Kuyucuk basina

Tripsin-EDTA uygulanarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 saglanmistir.
Besiyeri ilavesi ile kuyucuklardan toplanan hiicreler 4 °C’de 2500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicreler PBS ile
siispansiyon haline getirilmistir. Deney buz iizerinde gerceklestirilmistir.

100 pl hiicre siispansiyonu 100 pl diisiik erime noktali agar ile birlestirilmistir.
Onceden normal erime noktal1 agar ile kaplanmig lamlara uygulanmistir.

10 dakika 4 °C’de bekletilmis, salelere yerlestirilmis ve 45 dakika 4 °C’de lizis
cozeltisinde bekletilmistir. Ardindan 5 dakika soguk distile su ile yikama
yapilmustir.
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7. Lamlar elektroforez tankina yerlestirilmis ve alkali elektroforez ¢ozeltisinde 15
dakika bekletilmistir.

8. Elektroforez 25 Volt 300 miliamperde 20 dakikada gerceklestirildikten sonra
lamlar soguk distile su ile 5 dakika, notralizasyon tamponunda ise 15 dakika
bekletilmistir.

9. Lamlar oda sicakliginda en az bir giin boyunca kurumaya birakilmistir.

10. Her konsantrasyon iki tekrarli ¢aligilmis ve 100 x 2 hiicre SYBR Green I boya
¢oOzeltisi ile boyama yapilarak Comet Assay IV ile analiz edilmistir.

11. Deney basamaklar1 karanlikta gergeklestirilmistir (Baysal ve Atli-Eklioglu,
2021).

12. Deneyler, farkli giinlerde {i¢ bagimsiz tekrar olarak gergeklestirilmistir.

3.2.6 Testosteron diizeyi ol¢iimii

Fare/sican testosteron enzim baglantili immunosorbent testi (Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) kiti, numunedeki testosteron ile testosteron-HRP
(Horseradish peroksidaz) konjugatinin anti-testosteron reaktifine yarigmali bir sekilde
baglanmas1 mekanizmasi ile ¢alisir (http-2).

Uygulama

1. 25 cm®lik flasklara 2 x 10° hiicre/3 ml olacak sekilde hiicre ekilmistir. 24 saat
maruziyet sonrasinda kontrol ve madde konsantrasyonlar1 (1Ko, 1K20 ve 1K30)
icin ikiger adet flasktan numune toplanmistir.

2. 15 dakika 1000 x g’de santrifiij edilmis, siipernatantlar1 porsiyonlanarak -20
°C’de saklanmistir.

3. Kit calismasina baglamadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.

4. Belirlenmis kuyucuklara 2 ya da 3 tekrarli olacak sekilde standart, kontrol ve
madde gruplarindan 25 pl eklenmistir.

5. Ardindan 100 pl seyreltilmis enzim konjugati ve 50 ul anti-testosteron konjugati
eklenmis ve 30 saniye karistirilmistir.

6. Uzeri kapatilan plaka 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir.

7. Kuyucuklardan sivilar uzaklastirilip ve yikama tamponuyla yikanmaigstir.

8. 100 ul TMB substrati eklenip karistirllmis ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir.

9. 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir. Renk degisimi gozlemlendikten sonra 15

dakika igerisinde mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okunmustur (http-2).
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10. Kitteki standartlarin konsantrasyonlarmin (0,1, 0,5, 2, 6, 18 ng/ml) 10 tabaninda

logaritmalar1 alinmig ve Microsoft Office Excel programinda absorbanslarina

kars1 standart grafigi cizilerek hesaplama yapilmistir (Sekil 3.1).

11. Deneyler, farkli glinlerde {i¢ bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1

Testosteron Diizeylerinin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Grafigi

Absorbans 450 nm
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Kensantrasyon (log(ng/mil))

3.2.7 istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 9.0 yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Verilerin dagilimiin normalligi Shapiro—Wilk testi ile, varyanslarin homojenligi ise

Brown—Forsythe testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren ve varyanslari

homojen olan veri setlerinde gruplar arasindaki farklar tek yonlii ANOVA analizi ile

incelenmis, anlamlilik durumunda Dunnett’in post-hoc testi uygulanmistir. Sonuglar

ortalama + ortalamanin standart sapmasi (SD) seklinde sunulmus olup, p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Hiicre Canlilig1 Bulgular
4.1.1 MTT deneyi bulgulan

Benzofenon-3 ve BP-1’in 0,1-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve 48 saat maruziyet
sonrasinda TM3 Leydig hiicre canliligia etkisi belirlenmistir. BP-3’e ait 24 saat
maruziyet MTT sonuglar1 Sekil 4.1’te verilmistir. 250 uM (p=.0047) ve 500 pM
(p<.0001) konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.1). 24 saat maruziyetin 1Kso degeri 403,93 uM
hesaplanmistir. 48 saat BP-3 maruziyetinde 250 uM (p=.0113) ve 500 uM (p<.0001)
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrole goére anlamli bir azalma tespit

edilmistir (Sekil 4.2). 48 saat maruziyetin IKso degeri 364,19 uM olarak hesaplanmustir.
Sekil 4.1

MTT BP-3 24 Saat Maruziyet Sonuglari
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Konsantrasyonlar

Sonuclar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmigtir. **
(p=.0047); ****(p<.0001)

35



Sekil 4.2

MTT BP-3 48 Saat Maruziyet Sonuglari
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Konsantrasyonlar

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanm standart sapmasi (SD) olarak verilmistir. **
(p=.0113); ***%(p<.0001)

24 saat BP-1 maruziyeti sonucunda 250 pM ve 500 puM konsantrasyonlarinda anlamli
olmak tizere, 62,5 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma
goriilmiistiir (Sekil 4.3). IKso degeri 296,59 pM bulunmustur. 48 saat BP-1 maruziyeti
sonucunda hiicre canliliginda 125 uM (p=.0086), 250 uM (p<.0001), 500 (p<.0001)
konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir (Sekil 4.4). iKso degeri 258,87

UM olarak belirlenmistir.

Benzofenon-1’in BP-3’e gore ayn1 konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat maruziyette hiicre

canlilif1 iizerinde daha fazla azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.3
MTT BP-1 24 Saat Maruziyet Sonuglari
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Konsantrasyonlar

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.
**E*(p<.0001)

Sekil 4.4
MTT BP-1 48 Saat Maruziyet Sonuglari
150

100
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Hiicre canlihif (%)

Konsantrasyonlar

Sonuclar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir. **
(p=.0086); ****(p<.0001)
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4.1.2 Notral kirmizi alim testi bulgular:

MTT deneyindeki konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat BP-3 ve BP-1 maruziyetinin hiicre
canliligma etkisi Ol¢lilmiistiir. TM3 hiicrelerinde 24 saat BP-3 maruziyeti 250 uM
(p=.0047) ve 500 uM (p<.0001) konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda anlamli bir
azalmaya yol acmustir (Sekil 4.5). IKso degeri 525 uM olarak belirlenmistir. 48 saat
maruziyette ise en ylksek konsantrasyonda bir azalma goriilse de istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmamustir (Sekil 4.6). IKso degeri 902 uM olarak bulunmustur.

Sekil 4.5
NKA Testi BP-3 24 Saat Maruziyet Sonuclari
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Konsantrasyonlar

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmigtir. **

(p=.0047); ****(p<.0001)
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Sekil 4.6
NKA Testi BP-3 48 Saat Maruziyet Sonuclari
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Konsantrasyonlar

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.

BP-1’in 24 saat maruziyetinde ise 250 puM (p=.0002) ve 500 uM (p<.0001)
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda anlamli bir azalma gériiliirken iKso degeri 356
uM olarak bulunmustur (Sekil 4.7). 48 saat maruziyette de yine ayni
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar tespit
edilmistir (250 pM (p=.0025) ve 500 uM (p<.0001)) ve IKso degeri 259 uM olarak
bulunmustur (Sekil 4.8). MTT deneyinde oldugu gibi, BP-1, BP-3’¢e kiyasla en yiiksek

konsantrasyonda hiicre canliliginda daha belirgin bir azalmaya neden olmustur.
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Sekil 4.7

NKA Testi BP-1 24 Saat Maruziyet Sonuclari
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Konsantrasyonlar

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.
***(p=.0002); ****(p<.0001)

Sekil 4.8

NKA Testi BP-1 48 Saat Maruziyet Sonuglari
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Konsantrasyonlar

Sonuclar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir. **
(p=.0025); ****(p<.0001)
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4.2 Reaktif Oksijen Tiirevi Bulgular:

Deneylerde, her iki madde i¢in 24 saat maruziyet sonrasinda MTT testi ile belirlenen
K10, IK20 ve K30 konsantrasyonlari uygulanmistir. BP-3 uygulanan gruplarda higbir
konsantrasyonda kontrole kiyasla anlamli bir degisim gozlenmezken, BP-1 tiim
konsantrasyonlarda ROT olusumunda kontrol grubuna gore anlamli bir artisa neden
olmustur (IKio: p=.0082, 1K20: p=.0012). iK30 konsantrasyonunda bu artis en fazladir
(p<0,0001). Ayrica pozitif kontrol de anlamli bir ROT artisina sebep olmustur
(p=.0074) (Tablo 4.1) (Sekil 4.9).

Tablo 4.1

Reaktif Oksijen Tiirevi Bulgular: Tablosu

Deney gruplar Kat Degisimi
Kontrol 1+0
Pozitif kontrol (100 nM TBHP) 3,63 £ 091
BP-1 iKio 1,31 + 0,09 **
BP-1 iKzo 1,39 + 0,04 **
BP-1 iKao 1,66 & 0,14 %%
BP-3 iK1 1,00+ 0,14
BP-3 iK2 0,96 + 0,08
BP-3 iK3o 1,03+0,10

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir. BP1:
IKio: ** (p=.0082), IK20: ** (p=.0012), K30, **** (p<0,0001), pozitif kontrol: ** (p=.0074)

TBHP: Tert-biitil hidroperoksit; BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; IK;o: Hiicre
canlihiginda %10 inhibisyona neden olan konsantrasyon; IK»o: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden
olan konsantrasyon; IKso: Hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon
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Sekil 4.9
Reaktif Oksijen Tiirevieri Bulgular:
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Deney gruplan

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir. BP-1:
IKio: ** (p=.0082), IK20: ** (p=.0012), K30, **** (p<0,0001), pozitif kontrol: ** (p=.0074)
TBHP: Tert-biitil hidroperoksit; BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; IKo: Hiicre

canlilifinda %10 inhibisyona neden olan konsantrasyon; [K»o: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden
olan konsantrasyon; 1K3o: Hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon

4.3 DNA Hasar1 Bulgulan

Her iki madde igin, 24 saat maruziyet sonrasinda MTT testi ile belirlenen 1Ko, IK2o ve
K30 konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Comet ydntemi sonuglari, her iki maddenin bu
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore ylizde kuyruk yogunlugu bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigini ortaya koymustur (Tablo 4.2)

(Sekil 4.10).
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Tablo 4.2
DNA Hasari Bulgular: Tablosu

Deney gruplari Kuyruk yogunlugu (%)
Kontrol 7,99 +£4,21
Pozitif kontrol (75 pM H:0>) 21,94 + 5,87
BP-1 iKio 6,17+ 2,89
BP-1 iK2o 6,20 + 1,70
BP-1 iK30 6,53 + 0,65
BP-3 iKio 7,38 +£3.23
BP-3 iK2o 7.41+1,12
BP-3 K30 7,57+ 0,78

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmigtir.

H0,: Hidrojen peroksit; BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; IKio: Hiicre
canliliginda %10 inhibisyona neden olan konsantrasyon; IKzo: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden

olan konsantrasyon; IKso: Hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon
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Sekil 4.10
DNA Hasari Bulgular
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Deney gruplan

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.

H>0,: Hidrojen peroksit; BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; [Kio: Hiicre
canlilifinda %10 inhibisyona neden olan konsantrasyon; [K»o: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden
olan konsantrasyon; IK3o: Hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon

Gorsel 4.1

Farkly Diizeylerde DNA Hasarini Gosteren Comet Goriintiileri

A: Normal, B: Az hasarli, C, D: Orta/Yiiksek diizeyde hasarlt
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4.4 Testosteron Diizeyleri

Benzofenon-3 ve BP-1’in 1Ko, IK20 ve K30 konsantrasyonlarmin 24 saat maruziyeti ile
olusan testosteron diizeyleri Olgiilmiistiir. Kontrol grubuna kiyasla testosteron
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (Tablo 4.3)

(Sekil 4.11).

Tablo 4.3

Testosteron Diizeyi Bulgular: Tablosu

Deney gruplar Testosteron konsantrasyonlari (pg/ml)

Kontrol 26,16 = 11,30

BP-1 iKio 19,61 + 1,83

BP-1 iK3 25,69 + 10,87

BP-1 K30 23,56 + 3,59

BP-3 iK1 22,11 £ 3,40

BP-3 iK2 21,36 +3,17

BP-3 iK3o 24,44 +2,85

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.

BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; 1K o: Hiicre canliliginda %10 inhibisyona neden
olan konsantrasyon; IKa: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden olan konsantrasyon; IKso: Hiicre
canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon
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Sekil 4.11

Testosteron Diizeyi Bulgular
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Deney gruplan

Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasi + ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmigtir.

BP-1: Benzofenon-1; BP-3: Benzeofenon-3, oksibenzon; IKo: Hiicre canliliginda %10 inhibisyona neden
olan konsantrasyon; 1Ka: Hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden olan konsantrasyon; IKso: Hiicre
canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon
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5 SONUC, TARTISMA VE ONERILER
5.1 Sonuc¢

Bu ¢alismada BP-3 ve BP-1’in TM3 hiicreleri iizerindeki potansiyel toksik etkileri
hiicresel canlilik, ROT olusumu, DNA biitiinliigli ve testosteron iiretimi ag¢isindan
degerlendirilmistir. Bulgular, her iki bilesigin de konsantrasyon artisiyla birlikte hiicre
canliliginda azalmaya neden olabildigini, ancak bu etkinin BP-1 maruziyetinde daha
belirgin oldugunu gostermektedir. BP-1’in uygulanan tiim konsantrasyonlarda ROT
olusumunu artirdigr, buna karsilik BP-3’tin  ROT olusumunu anlamli bi¢imde
tetiklemedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, Comet yontemi ile degerlendirilen DNA
biitiinliigli acisindan, bu deneysel kosullarda BP-1 ve BP-3 maruziyetinin TM3
hiicrelerinde OSlgiilebilir diizeyde bir artisa yol actigina dair bulgu elde edilmemistir.
Ayrica her iki bilesigin testosteron diizeyleri iizerinde anlamli bir degisiklige yol

acmadig1 belirlenmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, BP-1’in TM3 hiicrelerinde BP-3’e kiyasla daha giiclii
sitotoksik ve oksidatif etkiler olusturabilecegi, ancak her iki bilesigin de incelenen
kosullar altinda DNA biitiinliigli ve testosteron iiretimi {izerinde belirgin bir etkisinin
olmadig1 sonucuna varilabilir. Bu bulgular, TM3 hiicrelerinde BP-1 ve BP-3
maruziyetinin potansiyel toksikolojik profiline iliskin 6nemli bilgiler sunmakla birlikte,

daha kapsamli mekanistik ¢aligmalarla desteklenmeye ihtiya¢c duymaktadir.
5.2 Tartisma

Son yillarda UV 1sinlarinin zararl etkileri konusunda yasanan bilinglenme ile beraber
giines koruyucu kullanimi da artis gdstermistir. inorganik ve organik UV filtreler olarak
siiflandirilan glines koruyucular her yastan insan tarafindan kullanilmakta ve 1siktan
koruyucu olarak bazi endiistriyel iriinlerin bilesiminde de bulunmaktadir. Yaygin
kullanim1 sebebiyle UV filtrelerin insan sagliginda ve g¢evrede neden olabilecegi
potansiyel toksik etkilerin incelenmesi Oonem arz etmektedir. Ayrica BP-3’iin de
aralarinda bulundugu bazi UV filtreler endokrin bozucu etkilere sebep olmaktadir.
Diinya genelinde artan infertilite problemleri de diisiiniildiiglinde, bu maddelerin erkek

ve disi lireme sistemine etkileri agisindan da incelenmesi gerekmektedir.

Diinyada genelinde toprakta ve su kaynaklarinda BP-3 varlig: tespit edilmistir. Lipofilik

bir madde olan BP-3 ayrica bazi baliklarda da tespit edilerek biyoakiimiilasyon
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konusunda endiselere neden olmustur (Schneider ve Lim, 2019). Dermal olarak
uygulanan BP-3'iin %10'unun deriye niifuz ederek sistemik dolagima girdigi tahmin
edilmektedir (Wnuk vd., 2018). BP-3’iin basta BP-1 olmak iizere ¢esitli metabolitlere
dontistiigi bilinmektedir. ABD’de NHANES kapsaminda yapilan testlerde 2517 kisiden
alman idrar orneklerinin yaklagik %97’sinde BP-3’e rastlandigi bildirilmistir (Calafat
vd., 2008). Insanlardan alinan kan, siit, adipoz doku orneklerinde de BP-3’e
rastlanmistir. Ayrica tirnak 6rneklerinde de BP-3 ve BP-1 tespit edilmistir (Kim ve Choi,
2014; Martin-Pozo vd., 2021; Artacho-Cordon vd., 2018). Insanlardaki maruziyet ve
sistemik dolagima gegisi diisiiniildiiglinde BP-3 ve BP-1’in potansiyel toksik etkilerinin

bilinmesi ve mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 6nemlidir.

Bu calismada BP-3 ve ana metaboliti BP-1’in Leydig hiicreleri {izerine olan toksik
etkileri degerlendirilmistir. Sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda ROT olusturma
diizeyleri, DNA hasarina neden olup olmadiklar1 ve testosteron hormonu diizeyine olan

etkileri incelenmistir.

Benzofenon-3 ve BP-1’in sitotoksik etkileri iki farkli yontem ile degerlendirilmistir. Bu
yontemler siklikla kullanilan MTT ve NKA testidir. MTT testinin prensibi canli
hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrojenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu olan
MTT’yi suda ¢o6ziinmeyen mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesine
dayanmaktadir. Boylece mitokondri metabolizmasi 6lgiilmekte ve dolayli olarak canli
hiicre sayis1 belirlenmektedir (Repetto vd., 2008; Rai vd., 2018). NKA testinde ise
notral kirmizi boyasi pasif difiizyon ile hiicre zarindan ge¢mekte ve lizozomlarda
birikmektedir. Notral kirmizinin hiicre igerisine alimi1 ve lizozomlarda tutulmasi ATP
tretimi yoluyla pH farklarinin korunmasima baglidir. Hiicre 6ldiiglinde ya da pH fark:
azaldiginda alim ger¢eklesmez. Dolayisiyla tutulan boya miktari, canli hiicrelerin sayisi
ile dogru orantilidir (Repetto vd., 2008). Calismamizda bu iki test kullanilarak hiicre
canlilig1 iki farkli mekanizma iizerinden degerlendirilmistir. BP-3, 24 saat maruziyette
hem MTT hem NKA’da hiicre canliligim1 azaltmis; 48 saatte ise bu azalma ozellikle
MTT’de belirginlesirken, NKA’da tespit edilen inhibisyon daha smirli diizeyde
kalmistir. Bu durum BP-3’iin sitotoksik etkisinin agirlikli olarak mitokondriyal
fonksiyonlar {izerinden geligebilecegini diisiindlirmektedir. BP-1 ise her iki yontem ve

maruziyet sliresinde, BP-3’e kiyasla daha tutarli ve belirgin bir canlilik inhibisyonuna
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neden olmustur. Bu bulgular, BP-1’in hem mitokondriyal hem lizozomal fonksiyonlari

etkileyen daha genis bir sitotoksik profile sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

NIH-3T3 fare fibroblast hiicre hattinda BP-3 sitotoksisitesinin MTT testi ile
degerlendirildigi bir ¢alismada 24 saat maruziyette 125 ve 250 uM
konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinin azaldig1 gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada BP-
3’tin TM3 hiicrelerindeki etkisi de degerlendirilmis ve 62,5, 125, 250, 500 uM
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda konsantrasyona bagimli bir azalma
goriilmiistiir. NIH-3T3 hiicrelerine kiyasla, TM3 hiicrelerinde hiicre canliliginda daha
belirgin bir azalma goriilmiistiir. Bu sonuca goére BP-3’lin iireme sistemiyle iliskili
olmayan hiicrelere kiyasla erkek lireme sistemi ile iliskili hiicrelerde sitotoksik etkiler
gosterebilecegi raporlanmistir  (Sung vd., 2024). Baska bir calismada sican
timositlerinde 300 pM BP-3 maruziyeti (3 saat) hiicre 6limiine sebep olurken, 30 ve
100 uM konsantrasyonlar1 hiicre canliliginda 6nemli bir etkiye neden olmamustir. Ayrica
BP-3’iin hiicredeki Zn?>* seviyelerini ve hiicrenin oksidatif stres hassasiyetini artirdig
bildirilmistir (Utsunomiya vd., 2019). SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hattinda BP-3’{in
sitotoksik etkileri laktat dehidrojenaz salimi ve MTT testi ile degerlendirilmistir. En
yiiksek konsantrasyonda (100 pM) 24 saat maruziyette anlamli sitotoksik etki
gorlilmiistiir. Bununla birlikte, BP-3 en diisiik konsantrasyonda (0,01 pM) bile
apoptozla iliskili kaspaz-3 aktivitesini yiikseltmistir (Broniowska vd., 2016). Insan deri
fibroblastlarinda 24 saat 25, 50, ve 100 uM BP-3 maruziyetinin, hiicre canliliginda
konsantrasyona bagimli bir azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Galicka ve

Sutkowska-Skolimowska, 2021).

Insan hepatoma hiicre hattt SMMC-7721’de 24 saat BP-1 maruziyetinin (10, 50, 200 ve
300 pg/mL) konsantrasyona bagimli olarak hiicre canlilifinda azalmaya yol actigi
belirlenmistir. BP-3 maruziyetinde (10, 50, 200 ve 300 npg/mL) ise diisiik
konsantrasyonda hiicre canlilifinda bir artig goriilmiis daha sonra ise konsantrasyona
bagimli bir azalma tespit edilmistir. Hiicre canliligindaki azalma ¢alismamizda oldugu
gibi BP-1 maruziyetinde daha fazladir. Ayrica BP-3 maruziyetinde diisiik
konsantrasyonda yasanan artisin hormesis oldugu bildirilmistir. Bunlara ek olarak BP-1

ve BP-3’iin apoptoza sebep olabilecegi gdsterilmistir (Tian vd., 2025).

Bu ¢alismalar ve bizim calismamiz birlikte degerlendirildiginde BP-3 ve BP-1’in ¢esitli

hiicre hatlarinda sitotoksisiteye neden olabilecegi anlasiimaktadir. Calismamizda 1Kso
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degerlerine bakildiginda BP-1 i¢in hiicre canliligindaki azalma BP3-e gore daha
fazladir. BP-3’iin kan dolasimina gectigi ve BP-1’in insanlarda ana metabolit oldugu
diisliniildiigtinde, bu sonu¢ BP-3 ile beraber BP-1’in de toksisitesinin
degerlendirilmesinin gerekli oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, literatiirde BP-1
ile ilgili olarak BP-3’e kiyasla sinirlt sayida toksisite caligmasi mevcuttur. Bu baglamda,

elde edilen bulgularin literatiire potansiyel bir katki sunabilecegi degerlendirilmektedir.

Benzofenon-1 ve BP-3’tin  ROT olusturma diizeyi DCFDA yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu boya canli hiicrelerde floresan 06zellik gosteren DCF’ye
dontiserek ROT diizeyinin Ol¢ililmesini saglamaktadir (Tetz vd., 2013). Calismamizda
DCFDA yontemi sonuglarma gore BP-1, 1Ko, IK20 ve K30 subletal konsantrasyonlarda
ROT diizeylerini istatistiksel olarak anlamli ve konsantrasyona bagimli bigimde
artirmigtir.  Buna karsihlk BP-3 maruziyetinde ayni konsantrasyonlarda ROT
diizeylerinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bir c¢alismada BP-1, UV
radyasyonu ayrica gilines 15181 maruziyeti altinda insan keratinositleri HaCaT
hiicrelerinde ROT olusumunu artirmistir (Amar vd., 2015). Insan hepatoma hiicre hatti
SMMC-7721’de yapilan hiicre canliligi ¢alismasinda 24 saat BP-1 maruziyetinde
konsantrasyona bagimli bir ROT artis1 oldugu gosterilmistir. BP-3 maruziyetinde ise
diisiik  konsantrasyonda ROT miktarinda bir azalma go6zlenmis, ardindan
konsantrasyona bagimli olarak ROT miktarinda artis meydana gelmistir. Bu ¢alismada
BP’lerin ROT iiretimine, antioksidan sisteminin bozulmasina, mitokondriyel ve niikleer
hasar ile apoptozu indiiklenmesine sebep oldugu raporlanmistir (Tian vd., 2025). Bir in
vivo ¢aligmada, sicanlarda dermal BP-3 maruziyetinin beyindeki antioksidan aktiviteyi
onemli bir sekilde azalttigi ve lipit peroksidasyonunu artirdii gosterilmistir
(Budziszewska vd., 2018). Benzer olarak zebra baliklarinin beyinlerinde de BP-3’iin
oksidatif strese neden oldugu goriilmiistiir (Moreira vd., 2024). Buna karsilik, 5, 25, 50
ve 500 pg/L konsantrasyonlarinda BP-3 maruziyetinin ahtapot (Octopus maya)
embriyolarinda oksidatif stres olusturmadigi raporlanmistir (Moreno-Ortiz vd., 2023).
BP-3’tin ROT olusturmasi konusunda farkli sonuclar gostermesi, kullanilan hiicre
tiirlerinin ve canli tiirlerinin farkli olmasina bagl olarak aciklanabilir. BP-1 konusunda
ise BP-3’e oranla ¢aligsmalar simirhidir ancak elimizdeki verilere géore ROT olusumuna

neden oldugu sdylenebilir.
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Tek hiicre jel elektroforezi olarak da adlandirilan Comet yontemi, DNA sarmallarinin
elektrik akimi ile hareket ederek floresan mikroskobunda kuyruklu yildiz (comet)
gorlintiisii olugturmas1 esasina dayanmaktadir. Hasar ne kadar fazlaysa DNA’nin
hareketi de o kadar fazla olmaktadir. Notral Comet yontemi ile sadece ¢ift zincir
kiriklarinin, alkali Comet yontemi ile DNA’daki ¢ift zincir kiriklarina ek olarak tek
zincir kiriklart ve alkali labil bolgeler belirlenebilmektedir (Collins, 2004; Pribakovic
vd., 2025). Calismamizda alkali Comet ydntemi sonuglarma gére, BP-3 ve BP-1 1Ky,
IK2o ve iK3o subletal konsantrasyonlarinda DNA hasarinda anlamli bir artisa yol
acmadigi belirlenmistir. Calismamizda BP-1’in ROS diizeylerini artirmasi, oksidatif
DNA hasar1 olasiligini giindeme getirmistir; ancak Comet analizinde anlamli bir artig
saptanmamustir. Bu durum, hiicresel ROS artisinin tek ya da cift iplik kirig1 olusturacak
ol¢iide yogun ya da kalic1 olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica olusan ROS’un
hiicresel antioksidan savunma tarafindan etkin sekilde noétralize edilerek hasar
vermeksizin tolere edilmis olma ihtimali de goz ardi edilemez. Bunun yaninda BP-1’in
okside baz olusumu gibi Comet yontemiyle tespit edilmesi gii¢ olabilecek farkli bir
hasar tipi olusturmasi veya onarim mekanizmalarinin hizli yanit vererek olasi hasari
gidermesi de miimkiindiir. Sonuglarimiz1 destekleyen sekilde, genetik hasari belirleyen
bakteriyel bir test olan SOS-umu yontemi ile BP-3’{in genotoksisitesi bir ¢aligmada
degerlendirilmis ve genotoksik bulunmamaistir (Zhang vd., 2016; Oda, 2016). Sicanlarin
kemik iliginde gergeklestirilen in vivo kromozamal aberasyon testinde BP-3 klastojenik
bulunmamistir (Robison vd., 1994). Ote yandan, insan lenfositlerinde in vitro BP-3
maruziyetinin kontrole oranla kromozamal aberasyon ve mikroniikleus frekansinda
artisa sebep oldugu bulunmustur (Santovito, 2018). Bagka bir ¢alismada, BP-3’iin 17f3-
Ostradiol uygulamasina benzer ve Era bagimli olarak DNA hasari artigina neden oldugu
bulunmustur. BP-3’lin 1 ve 5 uM konsantrasyonlarinda insan meme kanseri hiicre hatti
olan T47D hiicrelerinde ve 1-30 pM konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerinde y-
H2AX yogunlugunu artirdigi yani DNA hasarina sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica
T47D ve MCF-7 hiicrelerinde 1 ve 5 uM BP-3 maruziyeti sonucunda DNA hasarini
belirten 53BP1 (p53 baglanma proteini 1) diizeyinde artisa neden oldugu raporlanmustir.
Yine ayni ¢calismada farelerde meme dokusunda BP-3’iin kontrole oranla DNA hasar1
artisina sebep oldugu bulunmustur (Majhi vd., 2020). Biitiin bu sonuclar birlikte
degerlendirildiginde BP-3’iin genotoksik etkisinin degerlendirmede kullanilan

PR

yontemlere ve hiicre tiirlerine gore degistigi sOylenebilir. Ayni zamanda BP-3’iin
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hormona hassas bdlgelerde DNA hasarina yol agmasi Ostrojenik aktivitesinden

kaynaklanabilir (Stork vd., 2016; Majhi vd., 2020).

Benzofenonon-1’in genotoksisitesini degerlendiren az sayida calisma vardir. In vitro
kosullarda insan lenfositlerinde BP-1 mikroniikleus artisina sebep olmamaktadir (SCCS,
2025). Yapilan Ames testlerinde BP-1’in mutajenitesi genellikle negatif bulunmustur
(SCCS, 2025). Ancak bir calismada S9 fraksiyonu yoklugunda TA97 ve TA100
suslarinda BP-1’in mutajen oldugu gdosterilmistir (Wang vd., 2018). HaCaT hiicrelerinde
yapilan Comet ve mikroniikleus testlerinde BP-1 UV radyasyon altinda DNA hasarini
artirmigtir (Amar vd., 2015). BG-1 insan yumurtalik kanseri hiicrelerinde BP-1’in
Ostrojen reseptor bagimli olarak metastaza sebep olabilecegi tespit edilmistir (Shin vd.,
2016). SKOV3 hiicrelerinde gerceklestirilen bir calismada da benzer sonuclar
raporlanmistir (Liu vd., 2022). Ayn1 zamanda, BP-1’in Era bagimli olarak MCF-7
hiicrelerinin proliferasyonunu artirabilecegi de bildirilmistir (In, 2015). BP-1’in hormon
ile iliskili kanser hiicrelerinde gosterdigi bu sonuglar, BP-3’te oldugu gibi Ostrojen
reseptor bagimli olarak DNA hasarina sebep olabilecegini diistindiirmektedir (Stork vd.,
2016; Majhi vd., 2020). Ancak bu hasara sebep olabilecegini direkt olarak kanitlayan
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Erkek infertilitesi bir¢ok farkli unsurun etkili oldugu, karmasik yapili bir saglik
sorunudur. Spermatogenezin dinamik ve hassas isleyisinin siirdiiriilebilmesi icin
hormonal dengenin korunmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Nitekim literatiirde hormonal
bozukluklar ile erkek infertilitesi arasindaki baglant1 tutarli bigimde gosterilmistir. Bu
stirec, testosteron basta olmak iizere ¢esitli hormonlarin uygun diizeylerde bulunmasina
bagimlidir (Dhikhirullahi ve Zhang, 2025). Steroid yapili cinsiyet hormonlarinin BP-3
ile iligkisinin degerlendirildigi bir calismada, yetiskin erkeklerde BP-3 seviyelerinin
total testosteron seviyeleri ile ters korelasyon gosterdigi raporlanmis ve BP-3
testosteron eksikligi i¢in bir risk faktori sayilmistir (Tao vd., 2022). Benzer sekilde, BP-
3 ergenlik cagindaki erkeklerde serum total testosteron seviyesi diisiikligi ile
iliskilendirilmistir (Scinicariello ve Buser, 2016). Bunlara ek olarak prenatal ve
laktasyon sirasinda BP-3’e maruz kalan sicanlarda testosteron seviyeleri kontrol
gruplarma gore daha diisiik 6lciilmiistiir (Nakamura vd., 2018). In vitro kosullarda testis
hiicrelerinde BP-3 ve BP-1’in testosteron diizeylerine olan etkileri ile ilgili bir

caligmaya rastlanmamistir. Ancak bir calismada BP-1"in Leydig hiicrelerinde testosteron
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sentezinin son basamagini katalizleyen 17-hidroksisteroid dehidrojenaz tip 3’ inhibe
ettigi gosterilmistir (IKso: 1,05 uM). Ayn1 ¢alismada, BP-3 ise 6nemli bir inhibisyon
gostermemistir. Bununla birlikte, calismada BP-1’in sigan ve fare testislerinde
testosteron olusumunu da inhibe ettigi bildirilmistir (Nashev vd., 2010). Calismamizda
ise BP-3 ve BP-1’in IKjo, 1Ky ve 1Kzo subletal konsantrasyonlarda maruziyeti,
testosteron diizeylerinde kontrole kiyasla hafif bir azalma egilimi gdstermis olmakla

birlikte, bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
5.3 Oneriler

Benzofenon-3’iin ve ana metaboliti BP-1’in ¢evrede ve insanlardaki maruziyet
diizeyleri diisiiniildiiglinde potansiyel toksik etkilerinin belirlenmesi Onem arz

etmektedir. Bu amagla;

e BP-3 ve BP-1’in sitotoksisite olusturma mekanizmalarinin daha 1yi
aciklanabilmesi igin apoptoz gostergeleri, mitokondriyal membran potansiyeli,
ATP o6l¢timil, lizozomal biitlinliik analizi gibi arastirmalar yapilabilir.

e Ayrica oksadif stresin degerlendirilmesi adina antioksidan enzim aktiviteleri,
lipid peroksidasyon {iriin diizeyleri gibi parametreler incelenebilir.

e BP-3 ve BP-1'in ¢esitli yontemlerle DNA hasar1 olusumuna etkilerinin
incelenmesi literatiire katki saglayabilir.

e In vitro diizeyde her iki maddenin de erkek iireme sistemine etkisinin daha
kapsamli degerlendirilmesi i¢in Sertoli ve germ hiicrelerinde potansiyel
sitotoksisite ve genotoksisite olusumu ve mekanizmalar arastirilabilir.

e BP-3 ve BP-1’in endokrin bozucu aktivitelerinin disi iireme sisteminde ve diger
hormon etkili sistemlerde degerlendirilmesi i¢in ¢esitli hiicre hatlar1 kullanilarak
mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in ¢aligmalar yapilabilir.

e UV filtreler preparatlarda karisim halinde bulundugundan, diger UV filtreler ile
kombinasyonlarinin potansiyel toksisitelerinin incelenmesi toksikolojik agidan

onemli katkilar sunabilir.
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