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USEPA : United States Environmental Protection Agency (Amerika Birlesik
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EFSA : European Food Safety Authority (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi)
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SCF : Scientific Committee on Food
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Devlerleri Gida ve Ila¢ Kurumu)
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E3 : Estriol

EE2 : 17a-etinilestradiol
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NP : Nonilfenol
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BPA-d16 : Isaretli Bisfenol A
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SISELENMIS iCME SULARINDA OSTROJENIK AKTIVITENIN
ARASTIRILMASI VE ENDOKRIN SiSTEMINi BOZUCU MADDELERIN
VARLIGI iLE iLiSKILENDiRiILMESI

OZET

Suyun, her canlinin yasamin siirdiirebilmesi i¢in temel ihtiya¢ olmasi nedeni ile
sudaki kirleticiler, arastirilmas1 gereken en &nemli konulardan biridir. I¢me
sularindaki kontaminasyon giin gectikce dikkat cekici bir konu haline gelmistir.
Gerek su kaynaklarindaki kirlilik artisi, gerekse aritim yontemi olarak kullanilan
klorlamada minerilizasyon adiminin tamamlanmamasi nedeni ile olusan yan iiriinler,
igme sularinda kirleticilerin bulunmasina neden olmaktadir (Fan, 2013; Kuruto-Niwa
2005).

Cesitli dogal ya da sentetik maddeler kimyasal yapilar1 nedeni ile canlilarin endokrin
sistemini  etkileyebilmekte, bu nedenle “’Endokrin Bozucu Maddeler
(EBM’ler)’’olarak adlandirilmaktadir. Bu kirleticiler, atiksu aritma sistemlerinin
desarj noktalarindan ve cesitli yayili kaynaklardan yeraltt ve ylizeysel sulara
karigsmasi nedeni ile de igme suyunu kontamine edebilmektedir.

Son yillarda, siselenmis igcme sularina olan talep artmis, bu da su kaynaginda
bulunabilecek kirleticilerin yani sira, kullanilan sise materyalinin icerdigi
kimyasallarin canlilar {izerindeki etkilerinin incelenmesi ihtiyacini dogurmustur.
Glinlimilizde sise materyali olarak en sik kullanilan malzemeler polietilen tereftalat
(PET) ve polikarbonattir. Cogunlukla epoksi recinelerin ve polikarbonat siselerin
tretim asamasinda plastiklestirici olarak bisfenol A (Vandenberg, 2007) ve yiizey
aktif maddeler ve yiyecek ambalaj filmleri gibi ¢esitli evsel tiiketim {riinlerinde
kullanilan nonilfenoliin (Guenther, 2002; Uchiyama, 2008; Ying, 2002) &strojen
hormonu gibi davrandigi bilinmektedir. Bu EBM’ lerin sise icerisindeki igme suyuna
sizma ihtimalinin  bulundugu bilinmekte olup, nanogram seviyesindeki
konsantrasyonlarinin bile 6zellikle hormon sisteminin c¢alismasini etkiledigi
diistiniilmektedir (Dorival-Garcia, 2012).

Bu EBM’ lerin 6zellikle igme suyu siselerinin iiretiminde kullaniliyor olmasi konu
hakkinda bir¢cok calisma yapilmasini saglamis ve basta Avrupa, Amerika Birlesik
Devletleri, Avustralya olmak tizere Tiirkiye’de de halkin dikkatini ¢ekmistir. Yapilan
arastirmalarin sonuglar1 g6z oniinde bulundurularak, Kanada’da BPA 2008’de insan
sagligina toksik olarak adlandirilmig, Amerika’nin birgok eyaletinde (Mohapatra,
2010), ve, birgok avrupa iilkesinde BPA kullanimina yasaklamalar getirilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, daha once Tiirkiye’ de hakkinda hic¢bir arastirma
yapilmamis olan siselenmis igme sularinda Ostrojenik aktivite ile ilgili arastirma
yapilmasi amaglanmustir. Tiirkiye’de daha dnce uygulanmamis olan bir biyodeney,
ITU Cevre Miihendisligi Laboratuvarlari'nda kullanilmaya baslanmistir. YES
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biyodeneyinde kullanilan rekombinan mayalarin, insan Ostrojen reseptoriine sahip
olmasi sebebi ile deney sonucunda elde edilen degerler, igme sulari igerisinde
bulunabilecek olan tiim endokrin bozucu maddelerin insan hormon sistemi tizerinde
olusturabilecegi etkileri yansitmaktadir. YES biyodeneyine ilave olarak, LC-MS/MS
kullanilarak, onceden se¢ilmis olan iki endokrin bozucu madde (BPA ve NP)
konsantrasyonlarinin Ol¢limleri yapilmistir. Bu Ol¢limler yapilmadan once, bu
maddelerin konsantrasyonlarini 6lgebilecek analitik bir yontem olusturulmustur.

Hem 0Ostrojenik aktivite hem de LC-MS/MS deneylerinden 6nce, ng/L seviyesindeki
ya da daha diisiik konsantrasyonda olmasi beklenen EBM’ lerin konsantre hale
getirilmesi amaci ile kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) metodu olusturularak, bu yontem
hem biyodeney hem de LC-MS/MS o6l¢limlerine girisim yapmayacak sekilde
optimize edilmistir. Yapilan optimizasyon sonucunda 50 kez konsantre edilmis
numunelerin BPA i¢in YES testi 2,7 ng/L 6strojen esdegeri, LC-MS/MS i¢in de 1
ng/L 6l¢tim limiti elde edilmis, ancak NP 6l¢iimiiniin KFE adiminda bazi problemler
yasanmistir.

Calisma kapsaminda, rastgele secilen 5 farkli firmanin PET, 12 farkli firmanin
polikarbonat ve 2 markanin cam sise sulart numune olarak kullanilmistir. 50 kez
konsantre edilmis PET sise su numuneleri 3 farkli markada, polikarbonat sise su
numuneleri 4 farkli markada ve bir cam sise su numunesinde toplam Ostrojenik
aktivite 2,7 ng/L olan Ol¢iim limitinin iizerinde ¢ikmistir. Bu numunelerin LC-
MS/MS  6l¢iim  sonuglarinda 1,8 ile 117,7 ng/L arasinda degisen BPA
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen Ostrojenik aktivite degerinin suda
bulunan BPA konsantrasyonu sonucunda olusabilecek olandan fazla olmasi baska
endokrin bozucu maddelerin de varligina isaret etmektedir. Cam sise numunesinde
belirlenen Ostrojenik aktivite, bu etkinin sadece sise malzemesinden degil, su
kaynaginda bulunabilecek kirleticiler ya da kirleticilerin suyun aritim agamasinda
olusabilecek yan iirlinler nedeni ile ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu caligma, Ostrojenik etkinin degerlendirilmesi ve siselenmis i¢cme sularinda
bulunabilecek olan ostrojenik aktivite ile endokrin bozucu madde oldugu bilinen ve
birgok alanda siklikla kullanilan BPA’nin varligi ile korele edilmesi agisindan
Tiirkiye’de bir ilk olmustur.
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ASSESSMENT OF ESTROGENICITY BOTTLED WATERS AND ITS
RELATION WITH THE PRESENCE OF ENDOCRINE DISRUPTING
COMPOUNDS

SUMMARY

As water is the fundamental requirement for living organisms to survive, the
pollutants in water are amongst the most crucial aspects to be considered. Recently,
contaminants in drinking water have become an important issue due to both. Increase
in pollution of water sources, as well as the incomplete mineralization in
chlorination process leading to disinfection by products.

Natural (estrone and 17p-estradiol) and synthetic (17a-ethynylestradiol) hormones
usually stand out among the endocrine disrupting compounds (EDCs) and these
compounds can enter the water cycle through their use in hormone therapy or in birth
control pills and subsequently, lead to problems in several organisms. In addition to
the hormones, organic pesticides such as DDT or atrazine are included among the
EDC. Moreover, compounds such as alkylphenols and bisphenol-A, which are used
during the production of flame resistant compounds, surface active compounds, as
well as polycarbonate and epoxy resins, are examples of EDC.

The effect of endocrine disrupting compounds (EDCs) on the environment and
human health is increasingly becoming an important focus for scientific research and
communities in the world. EDCs are known for their ability to mimic hormones and
disrupt action or pathways of natural hormones, thereby, affecting normal hormonal
functions. The presence of endocrine disrupting compounds in drinking and
especially bottled water has become a major concern worldwide since they
negatively affect wildlife and humans. As a result, EDCs should be effectively
treated to eliminate wastewater effluents as one of their sources upon discharge of
wastewater effluents into surface waters, which then, can be a source of drinking
water.

Unfortunately, since the removal efficiency of EDCs that enter wastewater treatment
systems is not very high, the most important pathway for the introduction of EDCs
into the water cycle is the treated wastewater discharged from wastewater treatment
plants. Nevertheless, since several pesticides are included among the EDCs, not only
point sources but also diffuse sources might lead to the pollution of surface waters
and groundwater with EDCs. When we think about the water cycle, it is inevitable
that the EDCs that might be present in surface water and groundwater contaminate
drinking water.

The effects of EDCs on hormonal systems on the basis of only their chemical

structure is not possible. Also the appearance of one of the EDCs is not enough to
prove estrogenic activity. Nevertheless, at low concentrations, the combination of
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some endocrine disturbing compounds is an importent issue in ecotoxicology and can
have harmful effects on wildlife and humans.

EDCs may possibly have an interference in wildlife and the endocrine system of
humans by: i) mimicing natural hormones ii) disrupting action, pathways and
synthesis of natural hormones iii) antagonizing the effect of natural hormones or iv)
disrupting the synthesis of specific hormone receptors.

Bisphenol A has attracted considerable attention all over the world because of its
wide usage. BPA is a synthetic industrial chemical which acts as a building block for
polycarbonate materials. More than 2.000 million tons/year of BPA are used in the
manufacturing of a wide variety of domestic products. It has been used in the
production of epoxy resins, as a protective lining on the inside of metal-based food
and beverage cans, polycarbonate plastics, baby bottles, household electronics e.t.c.
BPA has been discharged directly or indirectly into the environment and this results
in the contamination of water, soil and the atmosphere. Also, it leaches from baby
bottles during hydrolysis of the polymer and lacquer-coated cans.

Nonylphenol is classified as an endocrine disrupting compund which is capable of
interfering with the hormonal system of some organisms. It is originally produced
from the degradation of nonylphenol ethoxylates which are mostly used as industrial
surfactants. Substantial quantities of nonylphenol ethoxylates reach sewage treatment
works, where they biodegrade into several by-products such as nonylphenol. Due to
its physio-chemical characteristics nonylphenol, easily accumulates in environmental
compartments. Nonylphenol is often found in matrices such as sewage sludge,
effluents from sewage treatment works, river water and sediments, soil and
groundwater.

Health Canada proposed classification of BPA as toxic to human health and the
environment in April, 2008. In 2011, EC established a specific migration limit for
BPA from food plastic of 600 ng/g and a tolerable daily intake (TDI) of 0.05 mg/kg
body weight has been set by the European Food Safety Authority (2006). The United
States Environmental Protection Agency (USEPA) has established 50 ng/kg per day
based on the lowest observable adverse effect level of BPA. In 2011, Sweden
announced the ban of BPA in cans containing food for children under the age of
three. Turkey banned the usage of BPA in baby bottles and other PC items which are
produced for babies on 10 June 2011.

Because of the harmful effects of the degradation of products containing nonylphenol
ethoxylates in the environment, the use and production of these compounds have
been banned in EU countries and strictly monitored in many other countries
including Canada and Japan.

The purpose of this study was to find out the occururence of endocrine disrupting
compounds in bottled waters. There is also evidence of polyethylene terephthalate
(PET) and polycarbonate being a source of contamination and estrogenic activity in
commercially available bottled waters. The examined compunds were Bisphenol A
(BPA) and nonylphenol (NP). The presence of EDCs were investigated in bottled
waters from different brands purchased from local markets.
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To examine estrogenic activity and the concentration of EDCs in bottled waters, the
yeast estrogen screen (YES) and LC-MS/MS analytical methods were used. Because
the expected concentration of EDCs in bottled water was in nanograms, samples
needed to be highly concentrated. Samples were cleaned-up and preconcentrated by
the solid-phase extraction (SPE) procedure using Oasis HLB cartridges. 1 L volume
of samples extracted to 10 mL was used for bioassay (YES) and 1 mL of sample was
used for liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC—
MS/MS). Extraction was carried out on 17 different water samples of randomly
choosen brands.

BPA occurrence in samples which were concentrated 50 times was between 1,8 -
117,7 ng/L. The presence of anti-estrogenic compounds and/or the estrogenic activity
of unknown/unindentified contaminants lead to a difference in results between YES
and LC-MS/MS. Additionally, glass corboy water from 2 differend brands sample of
one brand which had been chlorinated was carried out and estrogenic activity was
over the limit of detection. The result shows that estrogenic activity in drinking water
can also be a result of an incomplete mineralisation step of chlorination.

YES bioassay optimized and used with the aim of assessing potential estrogenic
activity of bottled waters and its relation with the presence of endocrine disrupting
compounds was performed (applied) for the first time in Turkey.
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1. GIRIS

Cevresel kosullar ve hizla gelisen teknoloji, her alanda oldugu gibi i¢cme suyu
siseleri, biberonlar ve plastik yemek kaplari gibi iirlinlerin iiretimde de yeni
kimyasallar kullanilmasina neden olmustur. Bu kimyasallarin canlilar {izerindeki

etkisi ise son 15-20 yildir bilim insanlarinin arastirma konusu haline gelmistir.

Su, her canlinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu esansiyel bilesiktir.
Ozellikle igme suyunun, canli biinyesine direk almmasi sebebi ile igme suyundaki
herhangi bir Kirleticinin varligi, canli biinyesini ciddi olarak etkilemektedir.
Dolayisiyla, gecmiste ve glinlimiizde bu konu ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmis, en
kat1 diizenlemeler igme suyu parametrelerinde uygulanmistir. Yapilan son ¢aligsmalar,
icme suyu siselerinin iiretim asamasinda kullanilan baz1 maddelerin insanlarin farkl
sistemleri lizerinde olumsuz etkileri olabilecegini ortaya koymustur. Bu maddelerin
insanlar iizerindeki etkileri tam olarak bilinmemekle birlikle, 6zellikle bu maddeleri
iceren atiksularin desarj noktalarinda yasayan kurbaga yavrusu, bazi balik
cesitlerinin endokrin sistemi iizerinde etkileri gozlemlenmis, bu veriler insan
endokrin sistemi iizerinde olusabilecek etkiler konusunda biiylik endise konusu

olmustur.

1.1 Cahsmanin Anlam ve Onemi

Glinlimiiz kosullarinda, siselenmis i¢gme sularinin kullaniminin fazlasiyla yaygin
olmasi, igermeleri olast EBM’ler mikrokirleticiler nedeni ile tiim diinyada tartismali

bir konu haline gelmistir.

Bu tez calismasinda daha once yapilan arastirmalar g6z oniinde bulundurularak,
siselenmis igme suyunda Gstrojenik aktiviteye neden olan kirleticiler, bu kirleticilerin
konsantrasyonlar1 ve belirli konsantrasyonlarda insan endokrin sistemini {izerindeki
etkisi arastirllmistir. Bu baglamda, toplam Ostrojenik aktiviteyi belirlemek amaci ile
kullanilan in-vitro maya &strojen izleme testi (YES) Tiirkiye’de ilk defa ITU Cevre

Miihendisligi Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Ayrica ¢alisma, YES biyodeneyi ile
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belirlenen toplam Ostrojenik aktiviteye neden olan kirleticiler ve konsantrasyonlari,

LC-MS/MS o6lgiimleri ile spesifik olarak belirlenlenmesi agisindan 6zgiindiir.

1.2 Calismanmin Kapsam

Calisma kapsaminda, farkli firmalarin PET ve polikarbonat siselenmis igme sulari
numune olarak kullanilarak, bu sulardaki toplam Ostrojenik aktivite YES biyodeneyi
ile bu 6strojenik aktiviteye neden oldugu bilinen bisfenol A ve nonilfenoliin varlig
ve numune igerisindeki konsantrasyonlart ise LC-MS/MS ile belirlenmeye
calistlmistir. Igme sularinda ¢ahisildign icin hem LC-MS/MS hem de YES
biyodeneyleri Oncesinde kullanilmasi zorunlu olan kati faz ekstraksiyonu ile
konsantre etme adimi i¢in en uygun sartlar olusturulmustur. KFE’ nin
optimizasyonunun ardindan, toplamda 17 farkli marka suyu numunelerinde hem

YES hem de LC-MS/MS 6lgtimleri yapilmustir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Endokrin Bozucu Maddeler ve Ostrojenite

Su canlilar1 iizerindeki olumsuz etkileri bilinen, endokrin bozucu maddeler
(EBM’ler), 1990’11 yillardan beri toplumsal, politik ve bilimsel bir problem olmus,
tiim diinyada glincel ¢evresel arastirma konular1 arasinda yer almis ve her gegen giin
bircok madde endokrin bozucu olarak siipheli listesine alinmaktadir (Guart, 2011;
Sun, 2008; Wagner, 2009). EBM’ler, insanlarin ve hayvanlarin endokrin sistemini 1)
i¢csel hormonlarin etkilerini taklit ederek ii) i¢gsel hormonlarin etkisini azaltarak iii)
igsel hormonlarin sentezini ve metabolizmasini bozarak ya da iv) 6zel hormon

reseptorlerinin sentezini engelleyerek etkilemektedir (Colos, 2011; Silva, 2012).

EBM’ler, aralarinda siklopentan-peridrofinantren halkasi igeren biyolojik agidan
aktif steroid hormonlarin da bulundugu ¢ok genis bir kimyasal grubunu
kapsamaktadir. Dogal 6strojenlerden estron (E1), 17B-estradiol (E2) ve estriol (E3)
ile sentetik 17a-etinilestradiol de (EE2) bu grupta yer almaktadir (Silva, 2012).
Insanlar ve hayvanlar araciligiyla atiksulara karisan bu maddelerin yani sira, ticari
olarak iretilip kullanilan kimyasallardan bazilar1 da endokrin bozucu etki
gostermektedir. 4-tert-oktilfenol (4-t-OP), 4-kumilfenol (4-CP), 4-nonilfenol (4-NP)
ve BPA gibi fenolik yapidaki EBM’ler, steroid yapidakilere kiyasla daha diistik bir
Ostrojenik aktiviteye sahip olsa da (yaklasik olarak 10000 kat daha az, (Maggioni,
2013; Ying, 2008), bulunduklar1 konsantrasyonlar itibari ile sulardaki varliklar1 6nem
tagimaktadir. Nitekim, literatiirde de, su kalitesi ile 1ilgili gelecekte yapilacak
caligmalarda, dogal hormonlarin disindaki endokrin bozucu maddelerin de izlenmesi
onerilmektedir (Grover, 2011). Ornegin, BPA, USEPA World Wide Fund for Nature
tarafindan “endokrin bozucu” (Cooper, 2011) olarak tanimlanmis ve nonilfenol de
AB tarafindan Su Cerceve Direktifi’nde oncelikli maddeler listesine dahil edilmis ve

yasalarla kontrol altina alinmistir (Comission, 2008).

Mevcut veriler, igme suyuna karigsan Ostrojenik kirleticilerin insanlar iizerinde

fizyolojik olarak etki edebilecegi sinirin ¢ok altinda oldugunu gosterse de igme
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suyunun kalitesi ve su aritma sistemlerinin verimliligi bircok iilkede endise
konusudur (Falconer, 2006). Bu kirleticilerin varligmin ve konsantrasyonunun
potansiyel etkisi gozlemlenmelidir. Avrupa’da, i¢gme suyunda artik pestisit
konsantrasyonu, Avrupa Birligi (European Commission) tarafindan tek bir pestisit
cesidi icin 100 ng/L, toplam pestisit konsantrasyonu ise 500 ng/L olarak
simirlandirlmigtir (EC 1998). Yiizeysel sularda, ¢evresel kalite standartlari ise,
atrazin i¢in 0,6 g/L, nonilfenol i¢in 0,3 pg/L, oktilfenol i¢in 0,1 pg/L, ve simazin
icin 0,1 pg/L (EC 2008), ve sonrasinda sirasiyla 17a-ethinylestradiol ve 17f3-
estradiol i¢in 35 ve 400 pg/L iceren birincil kirleticileri de (dogrudan kaynaktan
gelen) iceren yillik ortalama kalite standartlar1 belirlenmistir (EC 2012). Buna ek
olarak, yiyecek plastik kaplarindan gegen BPA konsantrasyonu i¢in 600 ng/g (EC
2011) ve Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (2006) tarafindan da kabul edilen giinliik
alim olarak ise 0,05 mg/kg olarak belirlemistir (Maggioni, 2013).

2.1.1 Endokrin bozucu maddelerin kaynaklari

EBM’lerin, plastik siseler, deterjanlar, alevlenmeyi geciktiriciler, oyuncaklar,
polikarbonat siseler, biberonlar, plastik yiyecek kaplari, spor malzemeleri, dis dolgu
malzemeleri, kozmetikler, pestisitler gibi birgok kullanim alani bulunmaktadir

(Jurado, 2012).

Dogal hormonlar, bitkisel ila¢lar, tibbi ilaglar ve pestisitler, alkil fenoller, ftalatlar,
BPA gibi bazi endiistriyel kimyasallar da EBM olarak bilinmektedir. Bu
kimyasallarin bir¢gogu endiistrilerde, diinya ¢apinda polikarbonat siselerin ve epoksi
recinelerin yapiminda plastik monomeri ve plastiklestirici (yumusatici) olarak en
fazla kullanilan ylizey aktif alkil fenol polietoksilatlar (APEs) ve BPA’ nin bozunma
tiriinleri olan alkil fenoller, nonilfenoller (NP) ve oktilfenoller (OPs) dir.

(Vandenberg, 2007).

Cevre kaynakli Ostrojenler, endokrin bozucu bilesikler olarak bilinen bilesiklerin
onemli bir c¢esitidir. EBM’lerin potansiyel c¢alisma mekanizmasi, endojen
hormonlarin biyosentezi, tasinmast ya da kullanilabilirlik yonleri de dahil olmak
tizere endokrin fonksiyonu modiilasyonu ve metabolizmay: igerebilir. Buna ek
olarak, EBM’ler hormon reseptorleri ve sinyal prosesinin karsilikli etkilesmesine

neden olarak hormonlarin aktivitesini etkileyebilmektedir.
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Atiksu aritim1 sonrasi suyun yeteri kadar uzaklastirilmamasi, tarim kaynakli sular ya
da noktasal kirlenme, yiizeysel ve yeralti sularinda insan kaynakli kirleticilerin
varligina neden olmaktadir. Bu kirleticilerin, dogal yasam ve i¢gme suyu kaynaklari

tizerindeki potansiyel etkisi genis ¢capli arastirma konusudur.

EBM’lerin su sistemlerine karismasiin bir diger yolu da, hayvan ve insanlar
tarafindan salgilanan dogal hormonlarca zengin olan evsel atiksulardir. Alkil
fenoller, BPA, steroid dstrojenler ve triazin herbisitler, farkli iilkelerin igme suyunda
0,5 - 25 ng/L araliginda tespit edilmistir (Stavrakakis, 2008; Loos, 2007; Kuch, 2001;
Donald, 2007; Casajuana, 2003).

Yapilan son caligmalar, insan kaynakli kontraseptif gibi sentetik EBM’lere, ilag
etken maddeleri ve kisisel bakim tiriinlerine, BPA, pestisit, alkali fenol igeren birgok

endiistriyel kimyasallara odaklanmistir (Dorival-Garcia, 2012).

2.1.2 Endokrin bozucu maddelerin etkileri

EBM’lerin etkileri oldukga tartismali bir konudur (Patisaul, 2010). Insan kaynakli
baz1 kimyasallarin omurgasiz hayvanlar (Oehlmann, 2003), siiriingenler (Guillette,
2000) ve baliklarda (Jobling, 1998; Kidd, 2007; Nash, 2004) iireme organ
fonksiyonlarini olumsuz ydnde etkiledigi belirlenmistir. Insanlarda ise benzer etkinin
Ostrojen benzeri endokrin bozucu bilesiklerin etkisine bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Nanogram seviyesinde bile EBM’lerin insan saglhigi ve cevre {lizerinde etkileri
bilimsel arastirmalarda git gide 6nem kazanmaktadir. EBM’lerin halk saghig
tizerindeki muhtemel etkileri tartigsmalara yol acan bir konu haline gelmektedir. Her
ne kadar toksisite arastirmalarinda potansiyel etki olarak cinsel farklilagma (Swan,
2005), dogurganlikta azalma (Skakkebaek, 2003), dogustan iireme sistemi
bozukluklar1 (Sharpe, 1993; Toppari, 1996), 6strojene duyarl dokularda artan kanser
olasiligi (Dorival-Garcia, 2012) ve erkek bebeklerde feminizasyon (Swan, 2005)
EBM’lerin baglica etkisi olarak goriilse de, bu maddelerin metabolik, bagisiklik,
biiyiime, davranis ve hafiza iizerinde de etki yaratabilme ihtimali bulunmaktadir.
Ayrica, son zamanlarda yapilan arastirmalar, EBM’lerin kalp ve damarlara iligkin
(kardiyovaskiiler) rahatsizliklara, diyabete (Lang, 2008) ve obeziteye (Grun, 2009)

neden olabilecegini de gostermektedir.
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Biyoakiimiilasyonu da miimkiin olan EBM’lerin insan ve diger canlilar tarafindan

biinyelerine alinma yollarindan en yaygin olani oral yolla almaktir (Magi, 2010).

EBM’lerin dogada goriilen en biiyiik etkilerinden biri ise, evsel ve kagit fabrikalar
attksuyu desarj noktalarinda yasayan birka¢ farkli balik tiirlinde iireme
bozukluklarinin goriilmiis olmasidir. BPA, NP, estron (El), 17B- estrodiol (E2),
estriol (E3) ve 17a-etinilestradiol (EE2) bu su ortamlarinda ana kirleticiler olarak

bulunmustur (Fernandez, 2009).
2.1.3 Endokrin bozucu madde ornekleri

2.1.3.1 Bisfenol A (BPA)

Bisfenol A [2,2-bis(4- hidroksifenil) propan], diinya iizerinde iiretim hacmi en
yiiksek olan kimyasallardan biridir (Vandenberg, 2010), ve ¢ok sayida tiiketici
iriiniinde kullanilan polikarbonat olarak bilinen sert, seffaf plastigi elde etmek icin
kullanilir (Fiege, 2000). Bunun yani sira, pestisit iiretiminde, atese dayanikli
tiriinlerde, evsel yiizey aktif maddelerde, kagit iiretiminde reaktif madde olarak, atese
dayanikli iiriinlerde (Beck, 2006; Huang, 2012; Li, 2010; Liscio, 2009; Patrolecco,
2004; Sun, 2008; Ying, 2008), saglik ve dis sagligi cihazlarinda (Liao, 2012) spor
malzemelerinde kullanilmaktadir. Sekil 2.1°de kimyasal yapist verilen BPA ayrica,
metal bazli yiyecek kaplarmmin (konserve) ve paketleme malzemelerinin ig

tabakasinda koruyucu olarak kullanilan epoksi reginelerde bulunmaktadir.

BPA, dogada (Kang, 2007), insan sivilarinda ve dokularinda belirlenmis (Calafat,
2008; Jiménez-Diaz, 2010), ve toksisitesi tizerinde 1970li yillardan beri
calisilmaktadir. Dogal dstrojen olan 17-estradiol’e (E2) kiyasla strojenik aktivitesi
az olmasma karsin, deney hayvanlarinda yapilan aragtirmalar sonucu iireme

sisteminde dikkat ¢eken etkileri gozlemlenmistir (Richter, 2007).

CHa

7 N\ 7 N\
HO OH
50

Sekil 2.1 : BPA’nin kimyasal yapisi.

BPA, suda orta derecede ¢oziinebildigi ve diisiik buhar basincina sahip oldugu i¢in
(Cizelge 2.1), evsel ve endiistriyel atiksu aritma tesisi ¢ikis sularinin alici ortama
desarj edilmesiyle ve kati atik depolama sahalarinin sizint1 sularinda plastiklerin
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hidrolizi ya da polikarbonat plastiklerin dogal olarak par¢alanmasi sonucunda sulara

karigmaktadir.

Cizelge 2.1 : BPA’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (EC 2003, 2008).

Molekiiler Agirlig: 228,29 g/mol
Erime Noktasi 155°C
Kaynama Noktasi 360°C (101,3 kPa)
Bagil Yogunluk 1,2 glem® (25°C)
Buhar Basinci 5,3E-09 kPa (25°C)
Suda Cozilintirliik 300 mg/L (25°C)
Oktanol-Su Dagilim Katsayisi (Log Kow) 3,4

Yapilan bir¢cok c¢alismada, siselenmis sularda plastiklestirici olarak kullanilan
maddelerin; (a) siselenme tesisinde su ile kontaminasyonu, (b) her ne kadar sise
tiretiminde kullanilan ana madde ve teknolojiye bagl olsa da plastiklestiricinin sise
materyalinden suya gegisi, (¢) kullanilan birgok plastiklestiriciye bagl olarak analitik
prosediir sirasinda karsiliklt kirletme (¢apraz kontaminasyon) sonucu suya gectigi

diistiniilmektedir.

Sise ylizeyindeki ya da sise ylizeyine yakin bulunan BPA’nin kolaylikla ¢oziiniip
sizabilecegini rapor edilmistir (Le, 2008). Yapilan bir arastirmada birkac¢ farklh
markanin PET sise kaynak suyu numunelerinde 3 — 10 ng/L konsantrasyonda BPA
Ol¢iilmiistiir (Toyo’oka, 2009). BPA’nin polikarbonat siselerden suya sizdigi ve
yiiksek sicakligin bu sizma oranini ortalama 55 kat arttirdigini bulunmugstur (Le,
2008).

Her yi1l 2.000 milyon ton BPA, polikarbonat siselerin iiretiminde kullanilmaktadir.
BPA’nin yaygin kullanim alanlar1 disiiniildiigiinde, insanlar bir¢ok farkli yolla
BPA’ya maruz kalabilmektedir (Dorival-Garcia, 2012).

BPA salinimi esas olarak sise yapimi sonrasinda sisede kalan BPA miktarina bagh
olup bu miktar standartlara uygun iiretilmis siselerde 1-140 mg/kg arasinda olmakla
birlikte, standart dis1 tiretimlerde sisede kalan BPA konsantrasyonu 380-600 mg/kg’a
cikabilmektedir (Hoekstra, 2013). Sise hammaddesinden diflizyon ile salinima ek
olarak yiyecek ya da i¢ecek maddesi ile temas sonucunda polimerin hidrolizi de

diger bir BPA salinim mekanizmasidir Sekil 2.2 de verilmistir (Hoekstra, 2013).
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2013 yilinda yaymlanmis olan kapsamli bir literatiir taramasi makalesinde,
polikarbonat siselerden BPA saliniminda, 6ne ¢ikan faktorler olarak temas siiresi,
sicaklik ve pH belirtilmektedir (Hoekstra, 2013). Polikarbonat siselerden BPA
salinimmin alkali hidroliz yoluyla olmasi sebebiyle, alkali deterjanlarla yapilan
yikamalarin bile BPA salinimini artirabilecegi 6ne siiriilmektedir (Hoekstra, 2013).
Sert su kullanimindan kaynaklanan yiliksek pH degerleri polikarbonattan BPA

salmmimini 5 kattan daha fazla arttirmaktadir (Biedermann-Brem, 2009).

Biberonlardan su matrisine gecen BPA miktari hem sicaklik hem de temas siiresine
gore degismekle birlikte, kisa siire i¢in ¢ok yiiksek sicakliklarda salinan BPA
miktari, orta sicaklikta ancak uzun siireli temas sonucunda salinan BPA miktarindan
daha diisiiktiir (Hoekstra, 2013). Bu da 6zellikle 19 L’lik su damacanalarinin uzun
stirede tiiketildigi durumlarda suya gecebilecek BPA miktarinin 6nemli olacagini
disiindiirmektedir. Polikarbonat sisenin/damacanalarin kaginct kez kullanildigi da
BPA salimimini etkilemek olup siselerin ardisik kullanimlart sonucunda suya gegen

BPA miktar1 azalmaktadir (Hoekstra, 2013).

H.O

...-CgH4-0O-CO-0O-CgH,-C(C H3)2-CBH79 CgHy-O- COOH-0-CgH,-C(CH3)o-CgH, -

HO" < ﬂ
- .-O-CGH4'C(CH3)2-CGH4'O'COOH ﬂo-06H4'C(C H3)2-06H4'O'. ..
CO,

Sekil 2.2 : Polimer hidrolizi ile BPA salinim1 mekanizmasi.

BPA’nin polikarbonat siselerden sizmasi ve insana ge¢mesi ile ilgili en yeni ve en
kontrollii calisma, 2013 yilinda Cin’de gerceklestirilmistir (Li, 2013). idrardaki BPA
konsantrasyonunun polikarbonat ve seramik sise/bardak kullanan 25 kiside 3 hafta
boyunca Olcililmesi sonucunda polikarbonat siseden su icilmedigi durumlarda
idrardaki konsantrasyon diismiis ve tekrar polikarbonat siseye donildiiglinde
yiikselmistir. Tekrar kullanilabilir polikarbonat siselerden suya gecen BPA
konsantrasyonu, sisenin kaginci kullanima ile iliskili olup yeni siselerden suya gegen

BPA konsantrasyonu daha yiiksektir (Colin, 2014).
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fcme sularinin  dezenfeksiyonu igin klorlama ya da ozonlama gibi prosesler
kullanildigr disiiniildiiglinde, insanlarin sadece EBM’ler degil; bu maddelerin
klorlanmasi sonucunda olusacak klorlanmis yan f{iriinlere de maruz kalabilme
ihtimali ortaya ¢ikmaktadir. Ozonlama sonucunda c¢ogu organik maddenin ve
dolayisiyla EBM’lerin son {irlinlere kadar oksitlenmesi miimkiin olsa da, son birkag
yilda yapilan ¢alismalar ¢esitli EBM’lerin klorlanmasi sonucunda olusacak tirtinlerin
Ostrojenik aktivitelerinin de ¢ok onemli olabilecegini ortaya koymustur (Fan, 2013;
Kuruto- Niwa, 2005). Ozellikle monokloro-BPA, konsantrasyonu diisiik olmasina

ragmen, Ostrojenik aktivitenin cogunluguna sebep olabilir (Fan, 2013).

Su ortami, BPA’nin en yaygin olarak bulundugu ortamdir (Cousins, 2002). Son 10
yil boyunca bu konuda kapsamli arastirilmalar yapilmis ve farkli ortamlarda BPA’nn
Olctimleri rapor edilmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da, dogada BPA’ya maruz
kalma sonuglart istatiksel olarak analiz edilmistir (Klecka, 2009). Temiz yiizey
sularinda ortalama BPA konsantrasyonu sirasiyla 0.081- 0.01 mg/L’dir. Yiizey
sularmin aksine, sedimentler ve deniz ekosistemi i¢in pek fazla veri

bulunmamaktadir (Melcer, 2011).

BPA’nin biberonlardan bebeklerin bilinyesine gecme ihtimali sebebiyle bebek
tiriinlerinde BPA kullanim1 2008 yilinda Kanada’da, sonra AB iilkelerinde (European
Union, 2013) ve 2011 yilinda iilkemizde (Mevzuat, 2013) yasaklanmistir.
Amerika’nin eyaletlerinde de BPA igin cesitli yasalar cikartilmistir (Mohapatra,
2010). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), fetiis ve yeni dogan bebekler gibi
hassas alt gruplarin da dahil oldugu tiiketici grubu icin giinliik tolere edilebilir
BPA’ya maruz kalma dozunu 0.05 mg/kg viicut agirligi olarak belirlemistir.
Avustralya ve Yeni Zelanda da Avrupa iilkelerinin uygulamasin1 benimsemistir.
Ancak Asya ve Afrika iilkelerinde BPA ile ilgili bir kontrol mekanizmasi heniiz

gelistirilmemistir (Bach, 2012).

Ayrica, Avrupa Birligi (EC, 2011), biberonlarda BPA kullanimin1 kisitlayici1 bir
madde ekleyerek Direktif 2002/72/EC’yi diizenlemistir. Mevcut durumda, 2013 yili
itibari ile 3 yasmin altindaki cocuk yiyecek kaplarinda BPA’nin kullaniminin
yasaklanmasi1 Fransiz Senatosunda kabul gérmiis, 2015 il itibari ile ise iilkedeki
tim yiyecek paketlerinde BPA kullanimi yasaklanmis olacaktir. Fransa Millet
Meclisi, BPA i¢in yapilacak olan tiim yasaklamalar nedeni ile 1 Temmuz 2014 yani

yasaklamanin baslamasindan 6 ay once, BPA yerine kullanilabilecek diger
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alternatiflerin potansiyel toksik etkisi ile ilgili bir rapor hazirlanmasi i¢in hiikiimete

basvurmustur (Molina, 2013).

2.1.3.2 Nonilfenol (NP)

Nonilfenol [4-(2,4-dimetilheptan-3-yl)fenol], en ¢ok nonilfenol etoksilath yiizey aktif
maddelerin (%65), antioksidanlarin, yaglama yag: katkilarinin tiretiminde kullanilan
ksenobiyotik bilesiktir (USEPA, 1990). Nonilfenol etoksilatlar, ucuz ve etkili
olmalar1 nedeni ile deterjan, emiilsiyonlastirici, sulandiric1 ve ¢oziici maddeler,
statik elektrik Onleyici maddeler gibi bir¢ok endiistriyel, ticari malzemeler ve ev
esyalarinda kullanilmaktadir (Fiege, 2000; Langford, 2002; Lorenc, 2003). NP nin,
NP polietoksilatlara gére daha kalic1 ve zehirli olup endokrin bozucu madde olarak
davrandig1 bir¢cok caligmada kanitlanmistir (Stephanou, 1982; Jobling, 1996; 1998;
Gray, 1997; Comber, 1993; Yadetie, 2002; Hemmer, 2002). Sekil 2.3’te kimyasal
yapisi verilen NP, dogal ortamda yaygin olarak bulunup, ¢esitli ¢evresel ortamlarda

da (Bennie, 1999; Ying, 2002) bulunabilmektedir.

CoHjg—\ )——OH
A\ /4
\\ .{f

Sekil 2.3 : NP’nin kimyasal yapisi.

NP’nin Cizelge 2.2°de verilen fiziksel ve kimyasallar 6zellikleri, BPA’ya benzerlik
gostermese de, dogal kimyasal yapist nedeni ile tipk1 BPA gibi dstrojen reseptoriine
baglanip, Ostrojen hormonu salgilanmasina dolayisiyla Ostrojenik aktiviteye neden

olabilecek bir kirleticidir.

Cizelge 2.2 : NP’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Soares, 2008).

Molekiiler Agirlig 220,34 g/mol
Erime Noktasi -2°C
Kaynama Noktasi 293°C
Bagil Yogunluk 0,952 g/cm® (25°C)
Buhar Basinci 2,07E-02 kPa (25°C)
Suda Coziiniirliik 4,9 mg/L (25°C)
Oktanol-Su Dagilim Katsayisi (Log Kow) 4,48
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Nonilfenoliin 1940°’da ilk sentezinden itibaren tiretimi neredeyse katlanarak artmistir
(Anonymous, 2001; Manzano, 1998). Yillik nonilfenol {iretimi, Amerika Birlesik
Devletleri’nde 154.200 ton (Anonymous, 2001), Avrupa’da 73.500 ton (HELCOM,
2002), Japonya’da 16.500 ton (JME, 2001) ve Cin’de 16.000 tondur (Anonymous,
2004).

NP o&zellikle en ¢ok su ortaminda bulunup, atiksulardaki konsantrasyonu yiizey
sularindan ¢ok daha yiiksektir (Ahel, 1994a; Farre, 2002; Fujita, 2000). Nonilfenol
etoksilat ve ayrigma {riinlerinin, Onciilerine goére su hayati i¢in daha toksik
oldugundan ilk olarak 1983-84 yilinda Isvigreli bilim adami Giger ve arkadaslari
tarafindan bahsedilmistir (Giger, 1984). Ardindan Soto ve arkadaslar1 (1991), tesadiif
sonucu nonilfenoliin g6giis tlimorii hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olabilecegini
bulmustur (Soto, 1991). Nonilfenol, dogal hormon olan 17f-estradiol gibi davranip,
Ostrojen reseptoriine baglanmak icin dogal Ostrojen ile rekabet etmektedir (Lee,

1996; White, 1994).

Yapilan arastirmalarda nonilfenoliin endokrin bozucu etkisi 4 hafta boyunca 0,96
mg/L  konsantrasyonda nonilfenole maruz kalan deniz canlilarinda testis
morfolojisinin bozulmasi olarak goriilmeye baslanmis (Kinnberg, 2000), disi
proteinlerinin salgisinin artisa neden olmasi ise ancak 20,3 mg/L gibi ¢ok yiiksek

konsantrasyonda meydana gelmistir (Jobling, 1996).

Nonilfenol etoksilatlarin endiistriyel olarak ¢ok fazla kullanilmalar1 sebebi ile, bu
maddeler atiksu aritma tesisleri girisinde yiiksek konsantrasyonda bulunur ve atiksu
aritma tesisi boyunca da tamamen olmasa da nonilfenole doniisiir (Ahel, 1994a;
Johnson, 2005; Koh, 2005; Nakada, 2006; Shao, 2003). NP’nin kanalizasyon
suyundan giderimi genellikle c¢amur partikiillerine adsorpsiyonu sayesinde
olmaktadir ve yapilan calismalar bu partikiillerin anaerobik ya da yeteri kadar
oksijenin bulunmadig1 sartlarda sedimente ve biyotaya karistigin1 gostermektedir
(Ekelund, 1990; Jobling, 1996; Shang, 1999). Bu yiizden, nonilfenoliin dogadaki asil
kaynagi, aritma sistemi ¢ikisidir (Ahel, 1994b; Fries, 2003; Langford, 2005a;
Petrovic, 2002a; Petrovic, 2002b; Sabik, 2003).

Nonilfenoliin atiksulardan aritimi bolgeye ve aritma prosesine bagli olarak biiyiik

degisiklikler (%9-94) gosterebilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen
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veriler, aritim ¢aligsmalarinin bazi EBM’lerin giderilmesi i¢in kismen etkili oldugunu

gostermektedir.

Nonilfenol, atmosfere girdikten sonra, yagisla birikme yoluyla kara ve su
ekosistemine transfer olur (Fries, 2004). Dogal sularin yiizeylerindeki nonilfenol
konsantrasyonu Giines 15181 sayesinde fotolize ugrayarak azalmaktadir (Ahel, 1994c),
ancak sedimentte tahmin edilen yarilanma siiresi 60 yildan daha fazladir (Shang,

1999).

Diisiik ¢oziiniirliik ve yliksek hidrofobik gibi fiziksel-kimyasal 6zellikleri nedeni ile
nehir sedimentleri ve aritma ¢amuru gibi yiiksek organik icerikli ¢evresel ortamlara
kolaylikla girisim yapabilen nonilfenol, 8,2 pg/L gibi diisiik konsantrasyonlarda bile
su canlilart yavrularinin yasam siirecini ve disi dogurganlik oranini etkilemektedir.
Son yillarda, NP’nin ayrica erkeklerin normal gelisimi i¢in gerekli olan androjenin
salgilanmasina ve iireme sistemine miihadele ederek antiandrojenik etki yarattigi

belirlenmistir (Soares, 2008).

Bu endise verici gozlemler nedeni ile, Avrupa iilkeleri oncelikle endiistriler ve
hiikiimet arasinda nonilfenol tiirevlerinin kullanimimin azaltilmasi i¢in goniillii
anlagsmalar oOnererek nonilfenolik bilesiklerin kullanimina karsi 6nlem almaya
baslamistir (PARCOM 92/8, 2000). Ardindan, nonilfenol ve etoksilatlart Su Cergeve
Direktifinde (Water Framework Directive) oncelikli tehlikeli madde olarak
belirtilmis (Directive 2000/60/EC, 2000) ve bir¢cok kullanim alaninda diizenlemeler
yapilmistir (Directive 2003/53/EC, 2003).

EPA, nonilfenoliin kullanimmin risk teskil ettigini kabul etmis, temiz su
kaynaklarinda nonilfenol konsantrasyonunun 6,6 pg/L, tuzlu sularda ise 1,7 pg/L
konsantrasyonun altinda olmas1 gerektigini belirten bir ydnerge hazirlamistir
(Brooke, 2005). Buna ragmen, Cin, Hindistan ve bazi Giliney Amerika iilkelerinde
nonilfenolik bilesiklerin iiretimi ve kullanimi yiiksek hacimde olup, kullaniminm
azaltan ya da yasaklayan bir sinirlama bulunmamaktadir. Avrupa’nin birgok
tilkesinde, Kanada’da ve Japonya’da nonilfenol etoksilatlarin yerine baska
surfaktanlar (yiizey aktif maddeler) kullanilmaya baslanmistir. Bu surfaktanlar, daha
az etkili olmalarmma ragmen daha cabuk bozunmaktadir ve cevresel olarak daha

giivenlidir (Campbell, 2002).
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Yapilan bir siselenmis igme suyu EBM belirlenmesi arastirmasinda italya’nin 35
sehrinden en ¢ok satilan 5 markanin PET siselerdeki igme sular1 yerel marketlerden
alinmis ve numune olarak kullanilmistir. Arastirmada bu tez ¢alismasi kapsaminda
da uygulanan KFE ile numuneler konsantre edilmis, hedef kirleticilerin varliginin
saptanmasi ve konsantrasyonun belirlenmesi i¢in YES ile benzer temele dayanan
HELN ve HELN-ERa biyodeneyi ve LC-MS/MS analitik 6l¢iimii kullanilmistir.
Yapilan bu caligmada, numunelerden 2 farkli markanin siselenmis igme suyunda
0,83 ile 1,13 ng/L konsantrasyon araliginda BPA tayin edilirken, NP 6l¢glim limiti
olan 7,7 ng/L’nin altindadir. BPA’nin PET sise iiretiminde kullanilmadiginin
bilinmesi nedeni ile belirlenen BPA’nin sise kapagi, geri doniistiirilmiis PET sise
kullanimi ya da su kaynagindan geldigi diisiiniilmektedir (Maggioni, 2013). PET sise
suyu numunelerinde NP, ancak sise kapagi materyalinin NP igermesi durumda
belirlenmistir (Guart, 2011).

Almanya’da PET sise su numunelerinde yapilan bir aragtirmada ise YES biyodeneyi
kullanilmis, sonuglarin bazilar1 6l¢iim limitinin altinda iken bazi numunelerde 75
ng/L E2 esdeger Ostrojenite degerine kadar ¢ikmaktadir. Sonuglar cam sise suyu
numuneleri ile kiyaslandiginda dogal Ostrojen hormonu gibi davranan maddelerin
plastik paketleme malzemesi, su kaynagi ya da iiretim prosesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Wagner, 2009).

2.2 Ostrojenik Aktiviteye Neden Olan Maddelerin Varhg ve Ostrojenik

Aktivite Ol¢iimii I¢cin Kullamilan Yontemler

2.2.1 YES biyodeneyi

Sularda mevcut olabilecek EBM’lerin varlig1 ve etkisi iki farkli sekilde arastirilabilir.
Ik yaklastm suda bulunabilecek EBM’lerin tahmin edilerek, bu maddelerin
konsantrasyonlarmin &lgiilmesidir. Ilk yaklasimin eksik yonii, sadece arastirilan
maddeleri Slgebilecek ancak su Ostrojenik etki goOsterebilecek olsa dahi Ol¢limii
yapilmayan/yapilamayan maddeleri ve dolayisiyla toplam  Ostrojeniteyi
belirleyememesidir. EBM’lerin yapilarinin birbirinden ¢ok farkli olmasi sebebiyle
potansiyel Ostrojenik aktivitenin tahmin edilmesi i¢in, sadece kimyasal yapiy1 baz
alarak bir degerlendirme yapilmasi yerine (Bergamasco, 2011), ikinci bir yaklasim
olarak, dogrudan bir biyodeney kullanilmasi ile suda bulunan biitiin maddelerin

ortaya cikaracagi Ostrojenitenin Ol¢iimii yapilabilir. Memeliler ya da baliklarla
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yapilacak in-vitro biyolojik deneyler sayesinde, dogrudan endokrin bozucu etki ile
ilgili veri alinabilmekte olmasimna ragmen, bu deneylerin protokolleri, ¢ok sayida
numunenin kisa siirede Ol¢iimiinii gerektiren su kalite izleme programlar1 igin
oldukca zaman alic1 ve zahmetlidir (Beck, 2006). Kisa siireli testler arasinda, insan
Ostrojen reseptoriine sahip rekombinan maya testleri, sudaki Ostrojenik aktivitenin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Routledge, 1996). In-vitro maya Gstrojen izleme
testi (YES), cevresel numunelerdeki Ostrojenik aktivite Ol¢limii i¢in kullanilabilen
ortalama maliyetli, giivenilir, hizli ve hassas bir yontemdir (Beck, 2006; Colosi,
2011). Ikinci yaklasgimin kullanilmasi ile gesitli su matrisleri i¢in elde edilen

Ostrojenite verileri Cizelge 2.3’ de verilmektedir

Cizelge 2.3 : Cesitli su matrislerinde 6strojenik aktivitenin incelenmesi.

Ostrojenik
Su matrisi aktivite Sonu¢/Yorum Referans

olciimii

Kiyiya yakin bolgelerde
daha yiiksek Ostrojenite
tespit edilmis, ancak
Baltik denizi YES Beck, 2006
toplam EEQ degeri
genelde <1 ng/L olarak

bulunmustur.

Giris atiksuyunda ¢ikis
atiksuyuna gore daha
yiiksek
aktivite mevcuttur. Ayrica
dekonjugasyon sonrasi
Atiksu YES oOstrojenik aktivitenin Bistan, 2012
artt1g1 belirlenmistir. Bu da
atiksulardaki EBM nin
konjuge yani
inaktif bir formda

oldugunu gostermektedir.

36



Cizelge 2.3 (devam) : Cesitli su matrislerinde 6strojenik aktivitenin incelenmesi.

Atiksular sadece dstrojenik
aktivite degil,
antiostrojenik

aktivite gosteren maddeler

de igermektedir ve

Aritilmis

bunlarin S
atiksu ile

egrisinin seklini etkiledigi
yeralti YES

suyu

o o _ Conroy, 2005
icin fark edilebilmektedir.

) Bu
beslemesi
maddeler yeraltinda
tutulunca ¢ikis suyu giris
suyundan daha yiiksek

Ostrojenik aktivite sonucu

cikmustir.

Olciilen maksimum E2
esdegeri 32 ng/L’ dir.

Elde edilen Ostrojenite
Aritilmis

YES esdegerleri LC-MS/MS’te Krein, 2012
atiksu
Olciilen hormonlarin
getireceginden daha

fazladir.

0,63- 20,77 ng/L

Yiizeysel araliginda E2 esdegeri
Y YES g g

Krein, 2012
su Ostrojenik aktivite

bulunmustur.

ABD’ de 0,19-0,72 ng/L

I¢me suyu E2 esdegeri Ostrojenik

kaynagi ve aktivite,
ynag YES

su Gliney Afrika’da is 0,63-
sebekesi 2,48 ng/L Ostrojenik

Maggioni, 2013

aktivite tespit edilmistir.
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Cizelge 2.3 (devam) : Cesitli su matrislerinde 6strojenik aktivitenin incelenmesi.

Numunelerin %60°1nda
Ostrojenik aktivite

. . belirlenmis.

Siselenmis su YES ' o Wagner, 2009

Maksimum 6strojenik

aktivite: 75,2 ng/L E2

esdegerindedir.

Arastirilan 18 numunenin
11’inde Gstrojenik aktivite
tespit edilmistir (1,9-12,2
Siselenmis su YES POEEQ/L). Wagner, 2011
PET siselerdeki sular, cam
sise sularina kiyasla 3 kat
daha fazla 6strojenik

aktivite gdstermistir.

Numunelerin %38’ inde
Siselenmis su YES Ostrojenik aktivite tespit Plotan, 2013

edilmistir.

Biyodeney kullanilarak sudaki Ostrojenitenin incelenmesinde, incelenen matriste,
kimyasallarin birbirini olumsuz ya da olumlu etkilemesi sonucunun belirlenmesi
miimkiindiir. Ornegin, yapilan calismalar, atiksu numunelerinin %90’inda, sadece
atiksularda bulunan hormon konsantrasyonlarinin 6lciilmesi ve bunlardan gelen
Ostrojenitenin hesaplanmasinin suda dogrudan Ostrojenite Ol¢limii  yapilmasi

sonucunda bulunan Gstrojeniteden daha kiigiik oldugunu gostermistir (Krein, 2012).

YES testi gibi biyodeneylerin kullanilmasi ile dstrojenite ile ilgili dogru bilgiler elde
edilse de, yine de, miihendislik agisindan hangi maddelerin giderimine Onem
verilmesi gibi sorunlarin ¢éziimiine yonelik veri elde etmek miimkiin olmamaktadir.
Dolayistyla, dstrojenik aktivitenin belirlenmesi i¢in YES biyodeneyi ile birlikte gaz
kromatograf ya da sivi kromatograf gibi analitik bir teknigin kullanilmasi, analiz
edilen numunede Ostrojenik aktiviteyi olusturan maddelerin de belirlenmesini

saglayabilecektir (Beck, 2006).

38



2.2.2 Tekil madde o6l¢iimii icin LC-MS/MS

LC-MS/MS ile yiiksek hassasiyette ve tiirevlendirme islemlerine gerek kalmadan
EBM o6l¢timii miimkiin olabilmektedir (Capriotti, 2013). LC/MS-MS kullanilarak
yapilacak dlgiimler i¢cin hem MS, hem de ayirim parametrelerinin dlgiilecek maddeye
gore optimize edilmesi gerekmektedir. MS parametrelerinin optimizasyonu igin
cihaza genellikle dogrudan yiiksek konsantrasyonlarda madde enjekte edilmektedir.
LC-MS/MS 6lgiim yonteminin gelistirilmesi, yapilan her ¢alismada kullanilan cihaz
ve kolona da bagli olarak spesifik bir sekilde ortaya kondugu ve bir biitiin oldugu

icin bu ¢aligmalar makale bazinda 6zetlenmistir.

Dorival-Garcia ve dig. (2012) Agilent 1200 seri (Agilent Technologies Inc., Palo
Alto, CA, USA) siv1 kromatograf ile bagli API 2000 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) tandem kuadropol kiitle spektrometresi kullanarak analiz yapmustir.
Gemini C18 kolon (100x2,0 mm, 3 pum partikiil ¢ap1) kullanilarak 40°C’de 350
pL/dakika akis hizi ile enjeksiyon yapilmistir. %0,025 amonyakli sulu ¢ozelti ile
%0,025 metanol i¢inde amonyak hareketli faz olarak kullanilmustir. ilk 3,5 dakikada
%60 oraninda %0,025 metanol iginde amonyak gegirilirken 3,5 ile 4 dakika arasinda
bu oran kademeli olarak %100 seviyesine getirilmis, 4. ve 5. dakikalar arasinda
%100 oraninda %0,025 metanol icinde amonyak sabit kalmis ve 1 dakika igerisinde
baslangi¢ kosullarina doniilmiistiir. Atmosferik basing iyonizasyon ile negatif modda
iyonlasma gergeklestirilmistir. Iyon kaynaginin sicaklig1 350°C’ye, iyon spray voltajt
-3 kV’a, “collision energy” parametresi 10 psi degerine ayarlanmistir. MS
enjeksiyonunda BPA maddesinin molekiiler agirligi 227,2 m/z olarak belirlenmisken
parcalanma iyonlar1 212,2 ve 132,9 m/z olarak tespit edilmistir. BPA-d16
maddesinin molekiiler agirlig1 ise 241,2 m/z iken pargalanma iiriinii 142 m/z olarak

belirlenmistir.

Fan ve dig. (2013) tarafindan Acquity Ultra Performance sivi kromatograf (Waters,
Milford, MA, U.S.) ve Waters Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um
partikiil biiylikliigli) kolon kullanilarak ayrim gerceklestirilmistir. Kolon 40°C’de
sartlandirilmis ve hareketli faz 300 pl/dakika hizla kolondan gecirilmistir. %0,1
formik asit ile asetonitril hareketli faz olarak kullanilmistir. %60 asetonitril ile
baslayan gradyan akis 0,5 dakika i¢inde %75 seviyesine lineer olarak yiikselirken 6
dakika icinde %80’e, ardindan 0,5 dakika i¢cinde %95 seviyesine, 2 dakika i¢inde ise
%100’e ¢ikartilmakta ve 2 dakika sabit olarak gegirilmektedir. Premier XE tandem
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quadrupol kiitle spektrometresi kullanilmigtir. BPA, pozitif modda elektrospray
arayiizle iyonlagtirllmistir. Kapiler voltaji 3,2 kV, iyon kaynagi sicakligr 120°C’ye

ayarlanmistir.

Krein ve dig. (2012) Ultimate 3000 Intelligent marka sivi kromatograf ile yapilan
Olctimlerde ZORBAX Eclipse Plus C-18, (150 x 2,1 mm, 3,5 pum partikiil bliytikligii)
kolon kullanmistir. API 3200 (Applied Biosystem/MDS Sciex, Rotterdam, The
Netherlands) kiitle spektrometrisi ile iyonlasma kaynagi olarak negatif modda
electrospray iyonizasyon kullanilmistir. Hareketli faz olarak ise 10 mM amonyum
asetat ve asetonitril kullanilmutsir. Tk 1 dakika %20 asetonitril ile baslayan gradyan
15 dakikada %70, 16 dakikada ise %95 seviyesine yiikselmis ve 1 dakika iginde
baslangi¢c kosullarina geri donmiistiir. Hareketli faz, 250 pl/dakika akis hiz1 ile
40°C’de sartlandirilmistir. Kapiler voltaji -4500 V, “collision energy” 5 psi olarak

belirlenmistir.

Liao ve Kannan (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, dlgtimler Agilent 1100
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) serisi s1v1 kromatograf ile baglanmis
olan Applied Biosystems API 5500 elektrospray triple kuadrupol kiitle
spektrometresi ile yapilmistir. Betasil C18 kolon (100 x 2,1 mm, 5 pum; Thermo
Electron Corporation,Waltham, MA) ile ayrim gergeklestirilmistir. %15 metanol ve
%85 10 mM amonyum asetat ile baglamis, ilk 2 dakika sabit kaldiktan sonra 0,5
dakika igerisinde %75 metanole ¢ikarilmis ve 5-10 dakika arasinda %99 metanol
seviyesine ulasilmistir. Daha sonra %15 metanol seviyesine doniilerek sabit
tutulmustur. BPA maddesi 227 m/z olarak tespit edilirken par¢alanma iiriinti 212 m/z

olarak bulunmustur.

Maggioni ve dig. (2013) ise Perkin Elmer serisi 200 HPLC cihazin1 Applied
Biosystem-SCIEX API 3000 tandem kuadrupol kiitle spektrometresine baglayarak
calismistir. LUNA C18 kolondan (50%2 mm, 5 pm partikiil biiytikliigli, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) asetonitril ve %0,05 trietilamin gegirilmistir. Ilk 6 dakika
icerisinde asetonitrilin oran1 %70 degerine kadar arttirilmakta ve 7 dakika igerisinde
oran %100 olmaktadir. Iyon kaynaginin sicaklig1 350°C’ye, iyon spray voltaji -360 V
degerine ayarlanmistir. BPA, 227,1 m/z degerinden 93,1 ve 133,1 m/z degerine
pargalanirken, NP 219,2 m/z degerinden 133,1 ve 161,1 m/z degerine

parcalanmaktadir.
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Petrie ve dig. (2013) ¢alismalarinda Waters Acquity (Waters, Manchester, UK) ultra
performans sivi kromatograf ile Acquity UPLC BEH CI18 (100x2,1 mm, 1,7 pm
partikiil biiyiikligii; Waters, Manchester, UK) kolon kullanarak kromatografik ayrim
gergeklestirmistir. Kolon 30 °C sicaklikta sartlandirilmis ve %0,1 amonyum hidroksit
iceren su ile %0,1 amonyum hidroksit igeren metanol hareketli faz olarak
kullanilmistir. Ilk 4 dakika metanol %20 oraninda sabit tutulurken 5 dakika
igerisinden %80 civarlarina c¢ikartilmistir. Bu kosullar 12 dakika boyunca sabit
tutulurken 3 dakika igerisinde baslangi¢ kosullarina doniilmiistiir. Dedektor olarak
Waters Quattro Premier (Micromass, Watford, UK) kiitle spektrometresi
kullanilmistir. Kapilar voltaj 3200 V (pozitif mod) ve iyon kaynagi sicakligi 120°C

tutulmustur.

Stavrakakis ve dig. (2008), dl¢lim c¢aligmalarinda Surveyor sivi kromatografa bagl
TSQ Quantum Discovery kiitle spektrometre (Thermo Electron Corporation,
Courtaboeuf, France) kullanmistir. Kromatografik ayirim Purospher Star RP 18 (125
mm x 2 mm, 5 pm partikiil c¢api, Merck) kolonu ile 30°C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Gradyan programi %40 metanol ile baslamis 1 dakika igerisinde
%80 civarina getirilmistir. 1-3 dakika arasinda sabit tutulan program 8. dakikaya
kadar lineer artigla %100 metanol seviyesine getirilmistir. BPA i¢in ana iyon 227,1
m/z iken par¢alanma {iriinleri 212 m/z ve 133 m/z olarak belirlenmistir. NP ise 219,1

m/z iyonundan 106 m/z iyonuna pargalanmigtir.

2.2.3 Kat1 faz ekstraksiyonu (KFE)

Kati faz ekstraksiyonu (KFE), kromotografi i¢in sik¢a kullanilan bir numune
hazirlama teknigidir. Siv1 ¢ozeltilere uygulandiginda, sivi kromotografi (LC) ile
birgok benzerlikleri bulunmaktadir. Kat1 fazdaki maddeler icin kullanilan en yaygin
yontem, i¢ine sorbent yerlestirilmis, genellikle polipropilen ya da cam gibi 6lglime
girisim yapmayan maddeden yapilmis dar bir kolondan hedef kirleticiyi igeren
numunenin gegirilmesidir. Kolonun igerisindeki sorbent, hedef kirleticiyi igerisinde
tutacak sekilde secilmelidir. Her ne kadar bu simirlarin disinda sorbent igeren
kolonlar bulunsa da genellikle kolon 50 mg ile 10 g arasinda sorbent icermektedir.
Sorbent, kolon icerisindeki filtre kagidi ya da gézenekli polipropilen gibi iki gecirgen
disk arasinda bulunmaktadir. Boylece, sivi kolaylikla ya da ¢ok az bir basing farki

yardimiyla sorbent icerisinden gegebilmektedir. Basing farki, kolonun {ist
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noktasindan az bir gaz basinci ile, ancak siklikla alt bolgesine vakum uygulanarak
saglanmaktadir. KFE, numunelerdeki az miktardaki kirleticileri bile tutmak igin
yiiksek verimli (listiin) bir prosediirdiir. KFE sonunda elde edilen numune hacmi

genellikle diisiik miktardadir.

Kolonlar, kullanilmadan 6nce solvent ile sartlandirilmalidir. Bu solventler, su ya da
metanol olabilecegi gibi, eger ekstraksiyonu yapilacak olan numune su ise,
hidrofobik o6zelligi yiiksek solvent ile sartlandirmaya baslanip ardindan hidrofilik
solventler ile sartlandirma adimi tamamlanabilir. Bu adimdan sonra, ekstraksiyonu
yapilacak numune ince borular (tubing) vasitasiyla diisiik basing (600 mm Hg ~0,8
bar) altinda kolonlardan gegirilir. Ardindan sorbent icerisinde sivi kalmamasi amaci
ile kolonlar 30-60 dk arasinda yiiksek vakum altinda (~2 bar) kurutulur. Sorbent
icerisinde tutulan kirletici, genellikle sartlandirma adiminda kullanilan solventler
kullanilarak kirletici tekrar sivi faz iginde tiiplere toplanir. Son adim olarak
solventler, genellikle azot gazi kullanilarak basing altinda ucurulup, kirletici

ekstrakte edilmis olur. Analit, tiiplerde toplanir (Fontanals, 2012).
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3. MATERYAL-METOT

3.1 Kullamlan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

KFE prosediiriinde kullanilan etil asetat (9%99.,8) , etanol (%99,9) ve.©  DMSO
(%99,9), Merck Inc., plastik 6¢cc, 200 mg ve cam Scc, 200 mg cam HLB kartuslar
Waters Qasis Inc., LC-MS/MS o6l¢timlerinde kullanilan BPA, isaretli BPA, NP ve
isaretli NP ana stoklart (1000mg/mL) Absolute Inc.’den temin edilmistir. YES
biyodeneyinde kullanilan Yeast azot bazi, adenin, diklorometan (%99,8) ve SDS
(%98,5) Sigma Aldrich, isolusin (>%99,0), valin (>%99,0), arjinin . HCI, lisin . HCI
(>%99,0), metionin, fenilalanin, treonin(>%99,0), tirosin (>%99,0), histidin . HCI,

leusin ve glikoz, Merck Inc.’den alinmustir.

LC-MS/MS’te yapilan dl¢limlerin degerlendirilmesi i¢in gereken kalibrasyon egrisini
elde etmek amaci ile BPA, isaretli BPA, NP ve isaretli NP ana stoklar1 kullanilarak

farkli konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlanmistir.

Ayrica, YES biyodeneyinde elde edilen sonuglarin degerlendirilebilmesi agisindan

17B-estradiol (E2) ile farkli konsantrasyonda ara stoklar hazirlanmustir.

3.2 Numune Alimi

Calismaya, 0.33L, 0.5L, 1L, 1.5L ve 5L hacimlerinde PET siselerdeki numuneleri ile
baslanmistir. Oncelikle 2 farkli markanin PET sise numuneleri ve bir firmanin
polikarbonat sise numunesi KFE prosediirii uygulanmadan YES biyodeneyine tabii
tutulmusg, ardindan 5 farkli firmanin PET ve yapilan literatlir taramasi sonucu,
BPA’nin en sik polikarbonat damacanalarin iiretiminde kullanildi§i goéz oOniine
alarak; 13 farkli firmanin polikarbonat sise sular1 KFE prosediirii uygulandiktan
sonra numune olarak kullanilmistir. Numune alinan firmalar segilirken, farkli
kaynak/iiretim tesisinden dolum yapan firmalardan numune alinmasina dikkat
edilmigtir. Ayrica, dezenfeksiyon yontemi olarak klorlama kullanilan cam damacana
numunelerinin  deneyleri  yapilarak,  Ostrojenik  aktiviteye neden olan

kimyasal/kimyasallarin su kaynagindan gelme ihtimali de arastirilmistir.
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Deneylerde kullanilan tiim malzemelerin teflon/cam olmasi, cam malzemelerin
yakilmasi ve YES biyodeneyi siiresince ortam havasiyla temasin Onlenmesiyle,
sonuglarda pozitif hata olmasi engellenmistir. Alinan numunelerde dstrojenik aktivite
belirlenmis olan markalardan tekrar (rasgele) numune alinip, deney yapilmasiyla ise

6l¢iim sonuglarinda pozitif bir hatanin olup/olmadig: tespit edilmek istenmistir.

3.3 Deney Prosediirleri

Calismada, Tiirkiye’de ilk defa siselenmis igme sularinda Ostrojenik aktivite
aragtirtlmistir.  Hedef Kkirleticilerin  beklenen konsantrasyonlarinin  nanogram
seviyesinde olmasi sebebi ile, Oncelikle alinan numuneler Sekil 3.1° de gosterilen
KFE ile konsantre hale getirilmis, ardindan YES biyodeneyi ile numunelerdeki
toplam Ostrojenik aktivite E2 esdegeri olarak belirlenmis ve LC-MS/MS ile yapilan
Ol¢iimler sonucu; numunelerdeki Gstrojenik aktiviteye neden olan kirletici spesifik

olarak belirlenip, konsantrasyonu hesaplanmustir.

k1 S

Wﬁw

(l;« -

Sekil 3.1 : Kat1 faz ekstraksiyonu.

YES biyodeneyine kullanilan malzemelerin bir bdliimii tek kullanimlik teflon
malzemelerdir. Bunun disinda kullanilan tiim volumetrik cam malzemeler 6ncelikle
asetonitril ve ¢ift distile su ile yikanmis, volumetrik olmayan cam malzemeler ise kiil

firiinda 550°C’de 3,5 saat boyunca yakilmis ve otoklavda 40 dakika boyunca steril
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edilmistir. YES biyodeneyi boyunca Sekil 3.2° de gosterilen laminer akish kabin ile
caligilarak kullanilan malzemelerin genel ortam havasi ile temas: engellenmis,

boylece deneylerde kontaminasyon olasilig1 en aza indirilmistir.

Sekil 3.2 : Laminer akish kabin.

YES biyodeneyi sonucunda elde edilen toplam &strojenik aktivite degerine neden
olabilecek spesifik maddeler LC-MS/MS ile 6l¢iilmiis, LC-MS/MS enstriimani Sekil

3.3’ te verilmistir.

Sekil 3.3 : LC-MS/MS enstriimani.
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3.4 KFE Yontemi Optimizasyonu

KFE yonteminin sartlandirma ve toplama adimlarinda kullanilan solventler, kartus
cesidi, kartuglar1 kurutma siiresi, ucurma prosediirii gibi degiskenler, yontemin
verimini (kullanilabilirligini) fazlasiyla etkilemektedir. KFE yontemi, ekstrakte
edilmesi hedeflenen maddeye bagli olarak her adiminda degisiklik yapilabilecek bir
yontemdir. Bu tez ¢aligsmasi kapsaminda, KFE 6n igslemine tabii tutulan numuneler
hem YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS analitik olgiimleri yapilmasi nedeni ile
Ozellikle c¢oziiciilerin uygun olarak ayarlanmasi1 gerekmektedir.  Dolayisiyla,
calismada en iyi sonuglar1 elde edebilmek amaci ile 7 farkli KFE yontemi denenmis,

bu prosediirler Cizelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1 : Numuneyi konsantre hale getirmek i¢in kullanilan KFE yontemleri.

Sartlandirma Yikama Kurutma Toplama Ucurma Seyreltme no.
diklorometan 2*2 mL aseton 2*2 mL Toplanan
aseton 2*2 mL o diklorometan 2*2mL | ekstraktin i¢ine _
aseton:cift distile 10 mL’ye gift
_ 50 uL DMSO o ) 1
su (1:9) 5mL 30 dakika ) distile su ile
cift distile su 2*2 mL eklenir, 50 uL
kalana kadar
diklorometan 2*2 mL etanol 2*2 mL Toplanan
etanol 2*2 mL o diklorometan 2*2 mL | ekstraktin i¢ine _
etanol:¢ift distile ) 10 mL’ye cift
30 dakika 50 uL DMSO o ) 2
su (1:9) 5mL ' distile su ile
cift distile su 2*2 mL eklenir, 50 pL
kalana kadar
etil asetat 2*2 mL etanol 2*2 mL Toplanan
etanol 2*2 mL o etil asetat 2*2 mL ekstraktin i¢ine _
etanol:¢ift distile ) 10 mL’ye ¢ift
30 dakika 50 uL DMSO o ] 3
su (1:9) 5 mL . distile su ile
cift distile su 2*2 mL eklenir, 50 pL
kalana kadar
aseton 2*4 mL Toplanan
] ekstraktin i¢ine | 1 mL’ye ¢ift distile
30 dakika 2*4 mL aseton 4

cift distile su 2*2 mL

100 uLL DMSO
eklenir, 100 uL

su ile
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Cizelge 3.1 (devam) : Numuneyi konsantre hale getirmek i¢in kullanilan KFE yontemleri.

metanol 3*5 mL 2*5 mL gift distile _ Tamamen 1 mL’ye metanol
i _ 30 dakika 2*5 mL metanol _
cift distile su 3*5 mL suile ugurulur ile
etil asetat 2*2 mL etanol 2*2 mL Toplanan
etanol 2*2 mL o etil asetat 2*2 mL ekstraktin i¢ine | 1 mL’ye cift distile
etanol:¢ift distile ] .
30 dakika 50 uL DMSO suile
su (1:9) 5mL '
cift distile su 2*2 mL eklenir, 50 pL
kalana kadar
metanol 3*5 mL o 1 mL’ye
cift distile su .
_ Tamamen etanol-distile su
2*5 mL 30 dakika metanol 2*5 mL _
cift distile su 3*5 mL ucurulur (1:9) ile
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Tiim prosediirler E2 enjeksiyonlu deneme numunelerine uygulandiktan sonra hem
YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS 6lgiimlerinde basarili ve birbiriyle tutarli sonug
veren KFE 3 prosediiriiniin kullanilmasina karar verilmistir. Uygulanacak KFE
prosediirii belirlendikten sonra; KFE prosediiriiniin geri kazanim orani, kullanilan
kartus cesidi ve kurutma siiresi gibi degiskenlerden etkilenmesi sebebi ile farkli
kartus cesidi ve kurutma siireleri denenerek, segilen prosediir optimize edilmeye
calistlmistir. Ayrica, c¢alismanin biyodeney de kapsamasi nedeni ile KFE’de
kullanilan solventlerin biyodeneyde kullanilan mikrooganizmalar iizerinde toksik
etki gostermemesine dikkat edilmistir. Numune hazirlanmasinin son adimi olan
toplama solventlerinin ugurulmas1 adiminda ise koruyucu olarak (hedef kirleticiyi
icine alip, u¢masina engel olacak) dimetil siilfoksitin kullanilip kullanilmamasinin

etkileri de arastirilmistir.

3.4.1 Farkh su ¢esitlerinin sahit olarak kullanim ile KFE

Yapilan her deneysel calismada sahit numune ihtiyact oldugu gibi KFE’de de sahit
numune sonuclari, ger¢ek numune sonuglarini dogru bir sekilde degerlendirmek
acisindan gereklidir. KFE sonunda elde edilen numune hacminin diisiik olmasi,
numunenin  YES  biyodeneyinde kullanilmasi i¢in  seyreltme ihtiyacim
dogurmaktadir. Seyreltme adiminda kullanilan suyun matrisinin YES biyodeneyini
pozitif ya da negatif etkileyecek bir madde/maddeler igerip igermedigini belirlemek
amaci ile farkli su cesitleri sahit olarak kullanilmis ve denemeler yapilmistir. Ayni
sekilde sahit numune LC-MS/MS i¢in de kullanilarak, yapilan deneylerde kullanilan

alet-edevat ve ¢ozeltilerden bir kirlilik gelip gelmedigi anlagilmaya ¢alisiimustir.

Seyreltme adiminda kullanimi miimkiin olan ¢esme suyu, ¢ift distile su ve steril su
KFE’ye tabii tutulmus, elde edilen sonuglar c¢ift distile ve steril suyun deneyde
kullantmimin uygun oldugunu goéstermistir. Ancak ¢ift distile su prosesinin
laboratuvar kosullarinda olmasi nedeni ile daha az kontrollii oldugu goz Oniine
aliarak, parametrelerinin degisiklik gosterme ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle
her iki suyun da sahit numune olarak bir¢ok kez deneyleri yapilmis, elde edilen
sonuglar her iki suyun da seyreltme adiminda kullanilabilecegini gostermistir. Bu
nedenle, KFE’ nin seyreltme adiminda deneylere etki etmeyen ve ekonomik agidan

kullanim1 daha uygun olan ¢ift distile su kullanilmistir.
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3.4.2 Farkh kartus ¢esitleri ile KFE

KFE’nin geri kazanim oranini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri kartus cesitidir.
Kartusun markasi, sorbentin fiziksel/’kimyasal ozellikleri, uzunlugu, kalinlig1 gibi
degiskenler, hedef mikrokirleticinin tutulma ve salinma oranin1 fazlasi ile
etkilemektedir. Bu nedenle, dstrojenik aktivite i¢in kullanilabilecek KFE hakkinda
literatiir arastirilmas1 yapilmistir. Arastirma sonucunda; hedef kirleticiler i¢in Evolute
ABN, Waters C18 ve Oasis HLB kartus ¢esitleri ile ¢alisilabilecegi bulunmus ve bu 3
farkli kartus ¢esidi ile denemeler yapilmistir. Sonug olarak Oasis HLB kartus ile en
yiikksek geri kazanim elde edildigi goriilmiistiir. Ancak, cam kartuslarin maliyeti
nedeni ile plastik ve cam HLB kartuglar kullanilarak deneyler yapilmis, elde edilen
sonuclar plastik HLB kartuslarin sonuglari etkilemedigini ortaya koymustur. Yine de,
YES biyodeneyinin giivenilirligini etkilememek amaci ile bu biyodeney i¢in yapilan
KFE’lerde cam, kullanilan sahit ile kartustan sizacak olan BPA’nin 6l¢ililmesinin
miimkiin olmasi sebebiyle de, LC-MS/MS &l¢iimii i¢in yapilan KFE’lerde plastik
HLB kartus kullanilmasina karar verilmistir. Kullanilan kartuslar Sekil 3.4 ve 3.5’te

verilmistir.

Sekil 3.4 : Oasis HLB cam kartus.

Sekil 3.5 : Oasis HLB plastik kartus.

3.4.3 Farkh kurutma siireleri ile KFE

KFE’de kartuslarin kurutulmasi i¢in gereken siire, kisa olmasi durumunda ugurma

oncesi elde edilen numunenin su muhtevasini etkilemesi ya da fazla uzun olmasi
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halinde hedef mikrokirleticinin geri kazanim oranini diigiirmesi nedeniyle dikkatle
secilmelidir. Bu nedenle, literatiir aragtirmasi sonucu 6ngoriilen 30 ve 60 dakikalik
kurutma siireleri denenmis, muhtemel iki problemle de karsilasilmamasi sebebi ile

kurutma adimi i¢in 30 dakika uygun goriilmiistiir.

3.4.4 Dimetil siillfoksit kullanimm

KFE’de solvent ile toplanan EBM’nin hem YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS
Olctimleri ic¢in toplama solventinin ugurulup, hedef EBM’nin dimetil siilfoksitin
(DMSO) i¢inde tutulmasi gerekmektedir. Bu nedenle, KFE’nin toplama adiminda
kullanilan solventler azot gazi altinda ugurulmustur. Her ne kadar hedef EBM ugucu
Ozellige sahip olmasa da, sonuglarin en dogru bigimde elde edilmesi agisindan birkag
farkli yontem denenmistir. Bunlardan biri; toplama adimi sonunda, solventler
ugurulmadan Once; ugucu olmayan, deneylerin herhangi bir adiminda toksik etki
gostermedigi bilinen ve hedef EBM’yi kendi igerisinde ¢ozerek, ugmasini engelleyen
dimetil siilfoksitten (DMSO) 50 pL toplanan eluente eklenip, ardindan 50 pL
numune kalana kadar ugurmaktir. Denenen diger yontem ise: toplama adimi sonunda
elde edilen eluenti tamamen ugurup, ardindan hacimce %]1°lik etanol-steril su
karisimi ile numunenin seyreltilmesidir. Her iki yontem i¢in %100 geri kazanimda
50 ng/L E2 olgiilecek sekilde enjeksiyon yapilmis, YES biyodeneyi sonucunda elde
edilen sonuglar Cizelge 3.2° de verilmis, sonuglar degerlendirildi§inde DMSO

kullanimina karar verilmistir.

Cizelge 3.2 : DMSO ilaveli ve DMSO ilavesiz KFE 3 prosediirii sonuglari.
KFE 3 Prosediirii Olciilen E2 esdegeri (ng/L)
DMSO ilaveli 522+6
DMSO ilavesiz 235+3

3.5 YES Biyodeneyi ile Toplam Ostrojenik Aktivite Ol¢iimii

YES biyodeneyinde normalde Ostrojen reseptorii icermeyen Saccharomyces
cerevisiae rekombinan maya susuna insan dstrojen reseptorii ilave edilerek dstrojenik
aktivitesi Ol¢iilmek istenen maddenin, Ostrojen reseptorlerine baglanma kapasitesine

bakilir.
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Rekombinan Saccharomyces cerevisae maya hiicrelerinin Cizelge 3.3’ de verilen
ortamda Tlstel biiylime evresine gelmesi saglandiktan sonra, maya hiicreleri
Ostrojenik aktivitesi Ol¢liilmek istenen numunelere ilave edilir. Numune 16-18 saat
boyunca inkiibe edilerek maya hiicrelerinin numune i¢indeki Ostrojenik aktiviteye

neden olabilecek maddeler ile temasi saglanir.

Cizelge 3.3 : YES testi i¢in kullanilan ortam.

Madde Ad1 Madde Konsantrasyonu
Yeast Azot Bazi 6.7 g/L
Glikoz %40

Isolusin (lle) 30 mg/L
Valin (Val) 250 mg/L
Adenin (Ade) 50 mg/L
Avrjinin . HCI (Arg.HCI) 20 mg/L
Lisin . HCI (Lys.HCI) 30 mg/L
Metionin (Met) 20 mg/L
Fenilalanin (Phe) 50 mg/L
Treonin (Thr) 200 mg/L
Tirosin (Tyr) 30 mg/L
Histidin . HCI (His.HCI) 200 mg/L
Leusin (Leu) 100 mg/L

Ostrojenik maddelerin varliginda salgilanan B- galaktosidaz enzimi, maya hiicre
duvarlar pargalanarak hiicre disina ¢ikartilir ve numuneye bu enzimle temas halinde
renk degisimine (renksiz — sar1) neden olan orto-nitrofenil- B-galaktosit (ONPG)
eklenir. Renklenmenin durdurulmasini takiben, hiicre duvarlarinin pargalanmasi
sonucu olusan kalintilar santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir. Numunede 420 nm ve 600 nm
dalgaboyunda absorbans degerleri okunarak inkiibasyon tiiplerindeki hiicre
yogunlugu belirlenir. Testin sonuclart agagida verilen Gstrojenite miktar: hesaplanma

denklemi kullanilarak hesaplanir ve Miller Birimi olarak rapor edilir.

My = 0D420=1000, (3.1)
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MU: Miller Birimi

0DA420: 420 nm dalgaboyundaki absorbans
OD600: 600 nm dalgaboyundaki absorbans
t: Kromojenik reaksiyon siiresi

V: Testte kullanilan kiiltiir hacmi

3.6 BPA ve NP icin LC-MS/MS Ol¢iim Yéntemlerinin Gelistirilmesi

3.6.1 BPA ve NP icin uygun ¢oziiciiniin secilmesi

BPA ve NP maddelerinin iyonlasma kosullarinin ve parcalanma {iriinlerinin
belirlenmesi igin 1 mL’lik, sirasiyla; 2000 mg/L ve 1000 mg/L konsantrasyonunda
metanolde ¢oziilmiis BPA ve NP ¢ozeltisinden yaklasik 100 pg/L konsantrasyonunda
calisma cozeltisi hazirlanmistir. Bu amacla ana stoktan 10 pL alinip 5 mL’ye
seyreltilerek 10 mg/L konsantrasyonunda ara stok c¢ozelti hazirlanmis ve bu
cozeltiden 50 pL  almarak 5 mL’ye seyreltilmek suretiyle 100 pg/L
konsantrasyonunda ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin tiimilinde ¢oziicii
olarak metanol kullanilmistir. Bununla birlikte bu maddelerin negatif iyonlagmasini
kolaylastirmak i¢in ¢aligma ¢dzeltisine son hacim verilmeden 6nce, 10 mM olacak

sekilde amonyum hidroksit eklenmistir.

3.6.2 BPA, NP ve izotop isaretli i¢c standartlar icin MS/MS sartlarinin

belirlenmesi

Tiim standart maddeler, iyonlagma {irlinlerini tespit etmek {iizere tek tek LC-
MS/MS’in  MS/MS kismina enjekte edilmistir. Herbir maddenin ¢alisma ¢ozeltisi
MS/MS’in lizerinde bulunan siringa pompast ve 500 pL’lik Hamilton marka siringa

kullanilarak 20 pL/dakika akis hizinda dogrudan cihaza enjekte edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 : MS/MS siringa pompasi baglantisi.

Bu asamada BPA, NP, BPA-d16, ve NP-d4 standartlarinin olusturdugu iyonlarin
strastyla 227 m/z, 241 m/z, 219 m/z ve 223 m/z civarinda olmas1 beklenmektedir.
Ancak pargalanma iriinliniin belirlenmesi i¢in bu iyonlarin daha hassas analiz
edilmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda calisma standartlari ve saf etanoliin
olusturdugu spektrumlar karsilastirillarak BPA, NP, BPA-d16, ve NP-d4
maddelerinin iyonlariin sirasiyla, 227 m/z, 241 m/z, 219 m/z ve 223,1 m/z oldugu

tespit edilmistir.

3.6.3 UPLC’de kromatografi sartlarinin belirlenmesi

Herhangi bir maddenin 6l¢iimiinde, UPLC i¢in gradyan akis semasinin olusturulmasi
en Oonemli asamadir. Bu asamada, baslangi¢c organik ¢oziicii kuvvetinin ve ¢oziicli
yiizdelerinin degisim hizinin optimize edilerek diizglin ve yiiksek sinyal/giiriiltii
oranl1 pik sekillerinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Enjeksiyonu yapilan
numunedeki organik ¢oziicii kuvveti, gradyan akisin baslangicinda organik ¢oziicii
kuvvetine esit ya da ondan yiiksek olacak sekilde yiiksek olacak sekilde gradyanin

baslangic kosullar1 belirlenmelidir. Coziici oranlarindaki  degisim, olgiilen
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maddelerin bir siire kolonda tutulmasini ve normal dagilima sahip bir pik seklinde

sinyal elde edilebilecek hizda birakilmasini saglamalidir.

Tampon ¢o6zelti kuvveti ve tampon kapasitesi ise pik sekillerini ve biiytlkliiklerini
etkileyen bir diger onemli faktoérdiir. Tampon ¢ozelti (NH,OH) konsantrasyonu
onceki calismalar gbz 6nilinde bulundurularak 10 mM olarak belirlenmistir. Tampon
¢ozelti, suyun i¢ine ilave edilmis ve Olcililecek maddenin iyonlasma derecesine gore
gradyan belirlenmistir (Cizelge 3.4). Organik ¢0ziiciinlin baslangi¢c yilizdesi ve

gradyan hiz1 da maddelerin polarlik derecelerine gore degismektedir.

Cizelge 3.4 : UPLC i¢in hareketli faz gradyan programi.

Zaman (dakika) 10 nM NH;OH (suda, %) Asetonitril (%)
0 50 50
0,1 50 50
4 10 90
5 10 90
6 50 50
9 50 50

Enjeksiyon hacmi, akis hiz1 ve kolon sicakligi ise UPLC optimizasyonunda goz
onlinde bulundurulmas1 gereken diger parametrelerdir. Normal dagilima uyan,
diizgiin sekilli pikler i¢in 50 ile 400 pL/dakika arasindaki akis hizlar1 denenmis olup
300 pL/dakika ile en uygun pikler elde edilmistir. Dolayisiyla akis hizi 300
ul/dakika olarak belirlenmistir. Kolon 25-60°C arasinda farkli sicakliklarda
1sitilarak denenmis olup optimum sinyal/giirtiltii oran1 40°C kolon sicakliginda elde

edilmistir.

3.6.4 LC-MS/MS o6l¢iim yontemi

LC-MS/MS’ de numune Ol¢limlerinin yapilabilmesi i¢in isletim kosullarinin
belirlenmesinin ardindan lineer bir kalibrasyon egrisi elde etmek amaci ile
numunelerde beklenen konsantrasyonlar1 kapsayacak sekilde belirlenmis birbirinden
farkli BPA ve NP konsantrasyonlar1 ve sabit bir BPA-d16 ve NP-d4

konsantrasyonlar1 iceren standartlar hazirlanmistir.

Hazirlanan standartlarin  Ol¢limiiniin ardindan ‘‘x’” eksenine standartin BPA

konsantrasyonunun BPA-d16’ ya orani, ‘‘y’’ eksenine de kromotagramda elde edilen
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iyonlagsma iyonlarmin (BPA ve BPA-d16 i¢in) pik alanlarmin oranlarinin

yerlestirilmesi ile Sekil 3.7° de 6rnegi verilen kalibrasyon egrisi elde edilmistir.

0ge

0.8
y=0.7871x + 0.0502
R*=0.0874

BEFA Alarn/BPA- 416 Alan)

0 0.2 04 0.6 0.8 1 12
EFA Konsantrasyonuw/BPA-d18 Konsantrasyonu

Sekil 3.7 : Standart ¢ozeltilerle hazirlanan BPA kalibrasyon egrisi.

Ayni prosediir NP konsantrasyonunu belirlemek icin kullanilmis, elde edilen

kalibrasyon egrisi Sekil 3.8’de verilmistir.

v = 0445 - 0,008R

KNP Alanf NP-d< Alar
=
[ ]

R? -0,9961
0,6
0,4
0,2
0
a 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

MP Knnsantrasynni / NP-d4 Konsantrasynm

Sekil 3.8 : Standart ¢ozeltilerle hazirlanan NP kalibrasyon egrisi.

Numunelerin LC-MS/MS’ te dlgiilmesinin ardindan kromotogramda elde edilen alan
oranlar1 denklemde y teriminin yerine koyularak x degeri hesaplanmis ve bu sekilde

numunelerdeki NP konsantrasyonuna gecis yapilmastir.
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Numunelerde izotop isaretlilerin i¢ standart olarak kullanilmasinin nedeni KFE
prosediiriinde olusabilecek konsantrasyon kaybinin en dogru sekilde sonuglara

yansitilabilmesidir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 On Denemeler

Her ne kadar yapilan tiim deneylerde kullanilan tiim malzemelerin cam ya da teflon
olmasma Ozen gosterilse de bazi materyallerin cam/teflon olmasi miimkiin
olmamaktadir ya da ekonomik olarak yiiksek maliyetlidir. Ostrojenik aktiviteye
neden olabilecek kirleticilerin plastik malzeme kullanimi durumunda elde edilen
sonuclar1 etkileme ihtimali nedeni ile yapilan ¢alismanin bazi adimlarinda kullanilan
santrifiij tiipii ve farkli kartug cesitleri ile denemeler yapilmistir. Denenen 3 farkl
santrifiij tiipii deney sonuglarinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis, elde

edilen sonuglar Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Farkli santrifijj tiipleri ile yapilan deneme sonuclari.

Santrifiij Tupiu E2 esdegeri olarak ostrojenite (ng/L)
Tiip 1 <2.7 ng/L
Tiip 2 <2.7 ng/L
Tiip 3 <2.7 ng/L

Ayrica, hedef mikrokirleticiler i¢in uygun oldugu bilinen asidik/bazik/nétr
ozelliginde 3 farkli marka kartus denenmis, elde edilen sonuglar kartus tipinin geri
kazanim oranin1 dikkat ¢ekecek sekilde etkiledigini gdstermistir. Deneme sonuglari

Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Farkli kartus cesitleri ile elde edilen E2 geri kazanim oranlari.

Kartus Adi Ortalama E2 Geri Kazanim Oram
Biotage ABN %40

Waters C18 %36

Oasis HLB %85

Bunun yani sira, kullanilmasina karar verilen Oasis HLB kartusun cam ve plastik
cesitlerinin bulunmasi1 ve cam kartus fiyatinin yliksek olmasi nedeni ile plastik
kartuslarin  LC-MS/MS o6lglimleri i¢in kullanilip kullanilamayacagi denenmek

istenmistir. Deneylerde uygulanan KFE3 prosediirii kullanilarak E2 enjekte edilmis
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0zel gradient-grade Merck su ve ¢ift distile su ile sahit deneyler yapilarak plastik
kartustan BPA sizip sizmadigi LC-MS/MS’de 6l¢iim yapilarak belirlenmis, sonuglar
Cizelge 4.3’ te verilmistir. Sahit olarak kullanilan numunelerde ¢ok yiliksek olmasa
da bir miktar BPA’ ya rastlanmistir. BPA igin her deneyde sahit koyularak, gerekirse
elde edilen sonugtan ¢ikartilacak sekilde galisilmistir. Nitekim, elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde BPA konsantrasyonlarinin plastik kartustan etkilenmedigi

gorilmektedir.

Cizelge 4.3 : Plastik HLB kartus ile sahit (BPA icermeyen) numuneler ile yapilan
denemelerde KFE 3 uygulamasini takiben oOlclilen BPA

konsantrasyonlari.
Numune BPA konsantrasyonu (ng/L)
Cift distile su 1,9+0,14
Gradient grande su 9,5+2,77

4.1.1 Kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) ile hazirlanan numune sonuclari

Yapilan c¢aligmada oncelikle numuneler higbir 6n isleme tabii tutulmadan YES
biyodeneyi yapilmistir. Ancak, elde edilen sonuclar degerlendirildiginde,
numunelerdeki  Ostrojenik  aktivite  olusturabilecek  kirletici/kirleticilerin
konsantrasyonunun YES biyodeneyindeki Olglim  smirinin - altinda  oldugu
gbzlemlenmistir. Siselenmis icme suyunun konsantre hale edilmeden numune olarak

kullani1ldig1 deney sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 : Numunelere 6n islem yapilmadan elde edilen Gstrojenite Sl¢iimii

sonuglart.

Numune Kodu E2 esdegeri olarak ostrojenite (ng/L)

1. A2-1 <2,7
V. A2-1 <2,7
X.B5-1 <2,7

Elde edilen sonuglar g6z oniine alinarak, hem YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS
Olctimleri yapilmadan 6nce numunelerin kat1 faz ekstraksiyonunun (KFE) yapilmasi
gerektigine karar verilmistir. Farklt KFE prosediirleri ile YES biyodeneyi sonucu

elde edilen geri kazanim oranlar1 Cizelge 4.5 te verilmistir.
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YES biyodeneyi ile LC-MS/MS 6lgiim sonuglarinin en dogru sekilde birbirleri ile
iligkilendirilebilmeleri i¢in bu oOl¢iimlerden ©nce gergeklestirilecek olan KFE
prosediiriiniin de miimkiin oldugunca benzer olmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
oncelikle farkli KFE prosediirleri belirlenmistir. Sonrasinda belirlenen KFE
prosediirleri, ekstraksiyon sonrasinda 100 ng/L konsantrasyonda E2 olacak sekilde
enjeksiyon yapilmis numunelere uygulanmis, ardindan da bu prosediirlerin hem YES
biyodeneyi hem de LC-MS/MS Olgliimleri ig¢in uygun olup olmadigi

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5 : Farkli KFE prosediirleri ile YES biyodeneyi sonucu elde edilen geri

kazanim oranlari.

KFE Numarasi Ortalama Geri Kazanim Oram
KFE 1 %70
KFE 2 %65
KFE 3 %92
KFE 4 %80
KFE 5 %45
KFE 6 %75
KFE 7 %40

Elde edilen sonuglar: KFE1, KFE 2, KFE 3, KFE 4 ve KFE 6 prosediirlerinin YES
biyodeneyi i¢in kullanilabilecegini gostermis olsa da, LC-MS/MS o6l¢timlerinde
diklorometan ve aseton kullanilan KFE1 ve diklorometan ve etanol kullanilan KFE2
yontemleri piklerin dagilmasina neden olurken sadece aseton kullanilan KFE4
yontemi ile etil asetat ve etanol kullanilan KFE3 yontemi en yiiksek geri kazanim
oranlarini vermistir. Bu durumda, diklorometan ve metanoliin BPA ve NP piklerinin
dagilmasina neden oldugu sOylenebilir. Buna karsilik; aseton, etil asetat ve etanol

kombinasyonun BPA ve NP geri kazanimi i¢in uygun oldugu agiktir.

Bircok referansta sartlandirma ve toplama adimlarinda metanol kullanildig:
bilinmektedir (Krein, 2012; Liao, 2012; Plotan, 2013; Vega-Morales, 2010; Wagner,
2013; Wang, 2012; Zhang, 2013a) Ancak, KFE5 ve KFE7 prosediirleri ile hazirlanan
numunelerin LC-MS/MS ile yapilan 6l¢iimlerde pik dagilimina neden oldugu hem de
YES biyodeneyinde yeterli geri kazanim orani elde edilemedi8i i¢in metanol

solventini i¢ceren KFE prosediirleri ile ¢alisilmamaya karar verilmistir.
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Toplama ¢oziiciisiiniin ugurulduktan sonra kalan analitin ¢ézlinmesi igin kullanilan
¢oziicii icin de ¢ift distile suyun yeterli oldugu goriilmektedir. Toplama ¢ozeltilerinin
ise toplamda 10 mL olarak kullanilmasinin uygun oldugu goriilmektedir. Daha
yiiksek hacimler ¢oziicii sarfiyatim1 arttiracagi gibi toplama adimini takip eden
¢Oziicli ugurma adiminin da siiresini uzatacaktir. Ayrica, uzun siireli ¢oziicli ugurma
islemi, analitin nispeten ugucu olmasi durumunda da problem yaratacaktir. KFE3,
KFE4 ve KFE6 kullanimi1 sonrasinda Olgiilmiis standart ¢ozelti kromatogramlari,

sirastyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmektedir.
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g ]
E o 140319110
E ]
= .
g 4Uj
© ]
& 20;
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Sekil 4.1 : 100 png/L BPA ve 100 pg/L BPA-d16 igeren standart ¢ozelti igin KFE3

yonteminden sonra LC-MS/MS 6l¢iimiinde elde edilen kromatogramlari.
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Sekil 4.2 : 100 pug/L. BPA ve 100 pg/L BPA-d16 igeren standart ¢cozelti igcin KFE4

yonteminden sonra LC-MS/MS 6l¢iimiinde elde edilen kromatogramlari.
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Sekil 4.3 : 100 pg/L BPA ve 100 pg/L BPA-d16 iceren standart ¢ozelti icin KFE6

yonteminden sonra LC-MS/MS 6l¢iimiinde elde edilen kromatogramlari.

Sonug olarak, hem YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS &lglimlerinde uygun geri
kazanim oran1 ve birbirleri ile tutarli sonuglar veren KFE 3 prosediirii ile ¢alisilmas,

KFE 3 prosediirii Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 : KFE 3 prosediirti.

Sartlandirma | Yikama Kurutma | Toplama | Ucurma Seyreltme
etil asetat etanol Toplanan
ekstraktin
2*2 mL etanol:¢ift 2%2 mL _ _
o icine 50 pL | 10 mL’ye ¢ift
etanol 2*2 mL | distile su ) o )
—— (1:9) 5 mL 30 dakika etil asetat DMSO distile su ile
cift distile su N eklenir, 50
2*2 mL uL kalir
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4.1.2 YES biyodeneyinde toksisite kontrolii

BPA ve NP’nin ana stoklar1 (1000mg/L) metanol igerisinde bulunmaktadir.
Metanoliin bir¢ok bilesik i¢in toksik etki yaratabilecek bir madde olmas1 sebebi ile
YES biyodeneyi ile BPA ve NP icin toksisite kontrolii yapilmasi gerektigi
diisiiniilmistiir. Bu amacgla, BPA ve NP’nin ara stoklar1 hazirlanirken yapilan farkli
hacimlerde enjeksiyon igeren 2 mg/L konsantrasyonlu BPA ve NP (400 pL
enjeksiyonlu) ~ 200 ng/L E2 esdegeri oldugu icin E2 serisi 3a standardi (271 ng/L)
esdeger miktarda metanol igerecek sekilde hazirlanmistir. Kontrol amagli 3a; 0,5 mL
2a (2710 ng/L) + 0,5 mL aseton/metanol (500 kat seyreltilmis) + 4 mL steril su
eklenerek hazirlamistir. Burada metanoliin 500 kat seyreltilme sebebi: 2 mg/L
konsantrasyonlu stok hazirlanirken; 1000 mg/L (aseton/metanol igerisinde) stogun 50
kez seyreltilerek (5 mL’ye 100 pL) 20 mg/L konsantrasyonlu stok hazirlanmasi + 2
mg/L  konsantrasyonlu stogun hazirlanirken 10 kez (4 mL’ye 400 puL)
seyreltilmesidir.

Bu konsantrasyon araliginda yapilan toksisite deneyi sonucunda, metanol iceren 3a
numunesindeki mayalarin biiyiimesinde herhangi bir sorun olmadig1 gézlemlenmis
ancak metanoliin daha yliksek konsantrasyonlarda toksik etki yaratmaya
baslayabilecegi diisliniilerek daha yiiksek hacimli metanol enjeksiyonlu numuneler
YES biyodeneyine tabii tutulmustur. Bu deneyde, YES biyodeneyinde yapilan en
yiikksek hacimde enjeksiyonu igeren 100 mg/L konsantrasyonlu BPA (200 pl
enjeksiyonlu) ~ 10.000 ng/L E2 oldugu i¢in E2 serisi 1a standardi (27100 ng/L) ve 2a
(2710 ng/L) esdeger miktarda metanol igerecek sekilde hazirlanarak kontrol
numunesi hazirlanmistir. Kontrol amagli hazirlanan la ve 2a’nin hazirlanisi; 1 mL
metanol ile 9 mL steril sudan olusan 10 mL’lik ¢ozeltiye 11 uL E2 ara stogundan (50
mg/L) enjekte edilerek la, 9 mL steril su ile 1 mL la ¢ozeltisi karistirilarak 2a
kontrol stogu hazirlanmistir. Bu deneyde, YES biyodeneyi 2.giinii sonunda kontrol
amaglh hazirlanan la ve 2a numunelerindeki mayalarin biiyiimedigi, hatta 2.giin
sonundaki maya miktarinin, ilk giin asilanan maya miktarindan daha az oldugu tespit

edilmistir.

Sonu¢ olarak; ana stok nedeniyle YES biyodeneyindeki numunelere karigan
metanoliin miktara bagli olarak YES biyodeneyinde kullanilan rekombinan
Saccharomyces cerevisae maya hiicreleri iizerindeki toksik etki yaratabilecegi

kanitlanmistir. Ancak, siselenmis su numunelerinde beklenen BPA ve NP
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konsantrasyonlart BPA ve NP standartlar1 i¢in yiliksek miktarda metanol
gerektirmeyecek kadar diislik oldugu i¢in sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan
YES biyodeneyi S shape in olusturulmasinda herhangi bir probleme sebep

olmamaktadir.

4.2 Sonuglar

4.2.1 YES biyodeneyi sonuglari

Numunelerde Ostrojenik aktiviteye neden olabilecek kirleticilerin  varliginin
aragtirtlmast amaci ile yapilan YES biyodeneyi Tirkiye’de ilk defa bu tez
kapsaminda ITU Cevre Miihendisligi Laboratuarlari’'nda denenmistir. YES
biyodeneyinin uygun olarak uygulandiginin kontrol edilmesi amaciyla, farkli
konsantrasyonlarda 17B-estradiol (E2) ile c¢ozeltiler hazirlanmistir. Ostrojenik
aktivitenin konsantrasyona bagl olarak degisimini gosteren grafikler hazirlanmus,
elde edilen egrilerin bekledigi sekilde, literatiirde verilen sonuglara benzer ¢ikmasi

ile YES biyodeneyinin kullanilir hale getirildigi ortaya konmustur.

Rastgele se¢ilmis olan 17 farkli marka siselenmis igme suyu numune olarak
kullanilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda; polikarbonat siselerin BPA icerdigi
belirlenmis (Fiege, 2000), bu nedenle numune sayisi olarak polikarbonat siselere
agrlik verilmistir. Bunun disinda belirlenen bazi firma numunelerinin farkl
hacimlerdeki polietilen tereftalat (PET) sise numunelerinde de Ostrojenik aktivite
deneyleri yapilmistir. Ayrica, Ostrojenik aktiviteye neden oldugu bilinen bilesikleri
iceren siseler disinda 2 farkli firmanin cam damacana numuneleri de bu Kirleticilerin

su kaynagindan gelme ihtimalini belirlemek amaci ile numune olarak kullanilmistir.

6 farkli markadan 11 kez PET sise numunesi, 11 farkli markadan 17 kez polikarbonat
sise numunesi ve 2 farkli markadan birer kez cam damacana numunesi alinmistir. Bu
secim, ilk deney sonucunda Ostrojenik aktivite gosterdigi belirlenen numunelerin
tekrar deneylere tabii tutularak elde edilen sonuclarin giivenilirligini arttirmak amaci

ile yapilmistir.

Deney sonuglari: bu kirleticilerin su kaynagindan ya da sise ¢esidine, sisenin iiretim
ve dolum tarihine bagli olarak sise icerisindeki suya karigmalari degisebildigini

gostermistir.
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Firma isimleri; gizlilik agisindan verilmemis, notasyon ile her bir numune

kodlanmistir. Notasyon agiklamasi Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 : Numuneler i¢in kullanilan notasyon agiklamasi.
Numune Firmasi L IL III, IV...
APET

Sise Yapisi B.Polikarbonat

C.Cam
0,33L: 1
0,5L: 2
Sise Hacmi 1,5L:3
5L:4

10L: 5

Numune No -1, 2...

Kati faz ekstraksiyonu ile 50 kat konsantre hale getirilmis numunelerin bazilarinda
Ol¢iilebilir miktarda (>2.7 ng/L-6l¢lim limitinin iizerinde) Ostrojenite gorilmiistiir.
Ekstraksiyon uygulanmis olan numunelerin Ostrojenite degerleri Cizelge 4.8 ve

Cizelge 4.9’ da verilmistir.

Cizelge 4.8 : Cesitli marka PET siseler ve cam damacanalar i¢in 50 kat konsantre

edilmis numunedeki YES biyodeneyi sonucu elde edilen Ostrojenite

degerleri.
Numune Kodu E2 esdegeri olarak
ostrojenite (ng/L)
V. A3-1 7
VIII. A3-1 <2.7 ng/L
VIII. Ad-1 35105
VIII. A4-2 14
VIII. A4-3 <7
VI. A3-1 7
XIl. Al-1 6514
XIl. Al1-2 oy
XI1I. A1-3 oy
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Cizelge 4.8 (devam) : Cesitli marka PET siseler ve cam damacanalar i¢in 50 kat
konsantre edilmis numunedeki YES biyodeneyi sonucu elde

edilen Ostrojenite degerleri.

XII. A2-1 540,5
X111 A2-2 <7
XV. C5-1-1 28+9
XVI. C5-1-1 <2.7

Cizelge 4.9 : Cesitli marka polikarbonat siseler i¢in 50 kat konsantre edilmis

numunedeki YES biyodeneyi sonucu elde edilen Ostrojenite degerleri.

E2 esdegeri olarak
Numune Kodu ostrojenite (ng/L)

VIII. B5-1 4+1
VIII. B5-1 <27
VI. B5-1 <27
.B5-1 <27
.B5-2 <27
IX. B5-1 <7
IX. B5-2 <7
IX. B5-3 <27
1. B5-1 <27
1. B5-2 <7
1. B5-1 <7
Il. B5-2 8+5
X1. B5-1 <27
XI. B5-3 5+4
XI. B5-2 <2.7
X.B5-1 3+1
VII. B5-1 <7
XIV. B5-1 <7
XIV. B5-1 <27
XVII. B5-1 <27
XVII. B5-2 <27
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YES biyodeneyi sonucunda hem PET, hem polikarbonat hem de cam sise
numunelerinin bazilarinda toplam Ostrojenik aktivitenin 2,71 ng/L’den yiiksek
Olclilmiistiir. Bu aktivitenin nedeni BPA ve/ya da BPA gibi Ostrojen mimikleyen
maddeler/maddelerin  kombinasyonun etkisi oldugu diisiiniilmiis, belirlenen
Ostrojenik aktivite ile bu maddelerin varlig1 arasinda korelasyon olup olmadigin
belirlemek amaci ile LC-MS/MS analitik 6l¢iimlerinin yapilmasina karar verilmistir.
Ancak, literatiirde Ostrojenik aktiviteye neden olabilecek bircok EBM ¢esidi bulunup,
hepsinin tek tek belirlenmesi miimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla, bu etkiye neden
oldugu en yaygin sekilde bilinen BPA hedef EBM olarak se¢ilmis ve LC-MS/MS
Olctimleri ile YES biyodeneyi sonuglar1 korele edilmistir. Ayrica, sise yapisinda
Ostrojenik aktiviteye neden oldugu bilinen bilesikleri icermeyen PET ve cam sise
numunelerinin bazilarinda 6l¢iim limitinin {izerinde Ostrojenik aktivite belirlenmistir.
Bu da numune i¢in olgiilen Ostrojenitenin PET ya da camdan kaynaklanmadigi
bilinen BPA’dan degil de su icinde olabilecek baska maddelerden gelecegi
diisiiniilmektedir. Ancak LC-MS/MS 6l¢iimii sadece hedef maddeyi incelemek icin
gergeklesebilmektedir. Bu nedenle sadece LC-MS/MS ile spesifik EBM’nin degil

YES biyodeneyi ile toplam Ostrojenitenin 6lgiimii de 6nemlidir.

4.2.2 LC-MS/MS ol¢iim sonugclari

YES biyodeneyi ile numunelerdeki toplam Gstrojenik aktivite 6l¢iilmektedir. Ancak,
bu aktiviteye neden olan mikrokirleticilerin tayin edilebilmesi i¢in LC-MS/MS
Olctimlerinin  yapilmasi1  gerekmektedir. Bdylece elde edilen sonuglar
degerlendirilirken numunedeki toplam 6strojenik aktivite ve bu aktiviteye neden olan

mikrokirletici/mikrokirleticileri ve konsantrasyonunu belirlemek miimkiin olacaktir.

LC-MS/MS ile yapilan dlgiimlerin dogrulugu ve hassasiyetini saglamak {izere gerekli
kalite kontrol parametreleri belirlenmistir. Sayisallastirmada kalibrasyon egrisi
kullanildig: i¢in kalibrasyonun lineer oldugu bdlge onem tasimaktadir. BPA ve NP
icin lineer aralik 0-500 pg/L arasinda tespit edilmistir. Hesaplamalarda R? degeri
>0,99 olan kalibrasyon egrileri kullanilmistir. Tlim 6lglimlerde aynt numune ii¢ kez
enjekte edilmis ve her numuneden ¢ift hazirlanmistir. Elde edilen konsantrasyonlar
standart sapmalariyla rapor edilmistir. Rapor edilen tiim sonuglarin goreceli standart
sapmalar1 (standart sapma/ortalama deger) %20’nin altinda kalmistir ve

tekrarlanabilirlik saglanmigtir. Olgiimlerin dogrulugunu gdstermek iizere yapilan
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calismalarda, bilinen miktarlarda BPA ve NP distile suya enjekte edilmis ve dlgiilen

konsantrasyonlarla oranlanarak geri kazanim hesaplanmuistir.

4.2.2.1 LC-MS/MS ile NP ol¢ciimleri

NP 6l¢limii i¢in yapilan denemelerde, numunelerin 6l¢iimii sirasinda LC-MS/MS’te

bir pike rastlanmamistir. Bunun iki sebebi olabilecegi i¢in dncelikle LC-MS/MS ile

NP’nin yeterince hassas dl¢iiliip 6l¢iilmedigi ile ilgili calismalar yapilmis, sonrasinda

da kullanilan KFE prosediirii ile NP nin numuneden geri kazanilip kazanilmadigina

bakilmugtir. Ik adim1, NP’in daha iyi bir sekilde pik vermesini saglamak iizere, LC-

MS/MS’in kiitle spektrometresi kisminda degisik sartlar denenmistir. Bunlar:

» Literatiirde bulunan ve Cizelge 4.10’da ayrintili bir sekilde verilen farkl

m/z’ye sahip iyonlar ve kolisyon enerjileri

Cizelge 4.10 : NP ve isaretli NP i¢in denenen iyonlar.

NP Isaretli NP

Kolisyon ) Kolisyon )
Kiitle o Pik Kiitle o Pik

Enerjisi Enerjisi
(m/z2) Durumu (m/z) Durumu

(mv) (mv)
106,1 22 ve 24 v
100,11 19 ve 24 v
119,0 22 ve 14 X
133,0 ve

24 ve 30 X
147,0 123,3 19 ve 24 X
161,0 36 ve 24 X

v pik elde edildigini, x: pik elde edilemedigini gostermektedir.

» Kullanilan ana madde kiitlesi i¢in full scan modunda tarama yapilarak, ana

madde i¢in 219.0 elde edilmistir. Ana kiitle maddesi SRM ve SIM

modlarinda 219 olarak yazilarak, tarama yapilmis, kullanilan farkli kolisyon

enerjileri ile elde edilen sinyal siddetleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11: Farkl kolisyon enerjileri i¢in elde edilen sinyal siddetleri.

Kiitle (m/z) Kolisyon Enerfjisi Sinyal Siddeti
106,1 25-30 1000
119 25-30 2000
133,14 25 10000
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Cizelge 4.11 (devam) : Farkli kolisyon enerjileri i¢in elde edilen sinyal siddetleri.

147,14 25 10000
147,21 30 1000
147,21 30 1000

» Bir onceki adimi takiben bilesik optimizasyonu (compound optimization)
yapilarak, farkli m/z’ler icin elde edilen kolisyon enerjileri Cizelge 4.12°de

verilmistir.

Cizelge 4.12 : Farkli m/z’ler i¢in elde edilen kolisyon enerjileri.

Kiitle (m/z) Kolisyon enerjisi (mv)
133,140 25-30
133,21 25-30
161,0 25-30
119,0 25-30
147,14 25-30
147,21 25-30
106,1 25-30

Problem giderilemedigi i¢in, tube lens offset degeri tekrar optimize edilmis ve NP
icin kolisyon enerjisi degerleri bu sefer daha genis bir aralik (19-35 mv) i¢in tekrar

taranmistir.

Sonug olarak, Cizelge 4.13’te verilen sartlarda, siringa ile baslanan denemeler,
standartlarin viallere konularak okunmasi seklinde tamamlanarak kalibrasyon egrisi

elde edilmistir.

Boylece, LC-MS/MS’in hem NP hem de isaretli NP maddelerini okumak iizere

ayarlanabildigi ortaya konulmustur.

Cizelge 4.13 : NP oOl¢iimii i¢in kullanilan MS/MS parametreleri.

NP i¢in m/z oranlari 219 m/z
NP pargalanma iiriinleri 106,1 ve 172,8 m/z
Isaretli NP i¢in m/z oranlari 223,1
Isaretli NP parcalanma iiriinleri 110, 110 ve 123,30 m/z
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Cizelge 4.13 (devam) : NP 6l¢iimii i¢in kullanilan MS/MS parametreleri.

Sprey voltajt 4000
Sheath gaz basinci 20
Iyon alma (siirtinme) gaz basinci 2
Aux Gas Pressure 15
Boru sicakligi 246
Tube Lens Ofset -70
Kolisyon basinct 15
Kolisyon enerjisi 24

Ancak, numune 6l¢iimlerine gegildiginde, sonrasinda numuneye enjekte edilmis olan
isaretli NP piki bile goriilmedigi i¢in; ikinci olasilik olan, KFE’den geri kazanim
olmama ihtimalinin arastirilmasina gegilmistir. Aslinda, kullanilan prosediirii yeni
kirleticiler i¢in kullanilan ¢ok genel bir prosediiriin, YES testinde de kullanimim
saglamak adina farkli bir ek ¢oziicli kullanan versiyonudur. Cok benzer yontemlerin
numunede NP zenginlestirmesi icin kullanildigi bilinmektedir. Dolayisiyla,
kullanilan prosediirii ile diisiik bile olsa bir geri kazanim beklenmektedir. YES testi
ve BPA i¢in optimize edilmis olan prosediirii ile yiiksek konsantrasyonlarda bile LC-
MS/MS ile pik elde edilmemesi sonucunda, yine literatiir taramasi ile belirlenen ve
sartlar1 Cizelge 4.14° te belirlenen prosediirleri de denenmistir. Literatiirde bazi
calismalarda toplama adiminda metanol ve suyun (Cespedes, 2006; Jonkers, 2005;
Wang, 2012) ya da metanol ve etil asetatin kullanildig1 (Loos, 2007; Maggioni,
2013) baz1 ¢alismalara rastlanmis olmakla birlikte, numune i¢inde kalan metanoliin
LC-MS/MS olgiimiinde pik sekillerini bozdugu igin bu ¢dziiciiniin kullanilmasi

denenmemistir.

Cizelge 4.14 : NP icin YES ve BPA icin optimize edilmis KFE’ye ilave olarak

denenen KFE prosediirleri.

Numune pH”1 Sartlandirma Yikama | Toplama | Kurutma

o Optimize | Optimize
Optimize
. edilmig edilmig 50 uL
Yeni KFE1 X edilmis
) prosediir | prosediir DMSO
prosediir ile ayn1 | _
ile ayn1 ile ayn1
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Cizelge 4.14 (devam) : NP i¢in YES ve BPA igin optimize edilmis KFE’ye ilave

olarak denenen KFE prosediirleri.

] Optimize Optimize Optimize
Yeni Tamamen
X edilmis edilmis edilmig
KFE 2 ) ) . kurutuldu
prosediir ile ayn1 | prosediir ile ayn1 | prosediir ile ayn
] Optimize Optimize
Yeni Yikama adimi
X edilmis edilmis 50 uL DMSO
KFE 3 yok
prosediir ile ayni prosediir ile ayn1
) Optimize Optimize
Yeni
X edilmis edilmis Etanol pH:2 50 uL DMSO
KFE 4 ) )
prosediir ile ayn1 | prosediir ile ayni
Veni Optimize Optimize Optimize
enl
KFE 5 pH=2 edilmis edilmis edilmis 50 uL DMSO
prosediir ile ayn1 | prosediir ile ayn1 | prosediir ile ayn1

X : Numune pH’1 degistirilmedi.

LC-MS/MS ol¢limlerinde KFE 6n islemine tutulmadan kalibrasyon egrisi igin
hazirlanan NP standartlarinda NP’nin  6l¢iimii  yapilabilmesine karsin; NP
enjeksiyonu yapilip, KFE 6n islemine tutulan numunelerde NP 06lglim limitinin
altinda ¢ikmistir. Bu, KFE prosediiriiniin NP i¢in geri kazanim veriminin diisiik
oldugunu gostermistir. NP’nin Olgiimleri sirasinda yasanan bu problem, calisilan
diger mikrokirleticiler (NDMA, kafein, ¢esitli farmasotikler) ile yasanmamaistir (Tas,
2014; Topuz, 2014). Bu da, yasanan Olgiim sorunlarinin bu maddeye spesifik

oldugunu gostermektedir.

4.2.2.2 LC-MS/MS ile BPA ol¢iimleri

BPA’nin  §strojenik  aktivite gosterdigi  bilinmektedir. Bu nedenle alinan
numunelerdeki BPA konsantrasyonunun tayin edilmesi amaci ile numunelerde LC-
MS/MS  analitik yontemi kullanilarak BPA varligi ve varligi durumundaki
konsantrasyonunun dl¢iimii yapilmistir. Belirlenen numunelerde yapilan 6l¢timler ile

elde edilen sonuglar Cizelge 4.15° te verilmistir.
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Cizelge 4. 15 : LC-MS/MS ile elde edilen BPA konsantrasyonlari.

Numune Kodu BPA konsantrasyonu (ng/L)
X. B5-2 5,5+0,1
VI. B5-1 37,3+0,4

XIV. B5-2 117,7+£2,9
XV. C5-1 47+1,3
XVI. C5-1 45+0,1
XVII. B5-1 1,8 +0,1
XVII. B5-2 1,8 +0,5
VIII. A3-3 10,8 £ 0,1
VIII. A3-3 17,0 £ 0,1
V. A3-3 45+0,9
V. A3-3 17,0+£4,6

LC-MS/MS sonuglar1 degerlendirildiginde, bir markanin iki farkli polikarbonat
damacana numunesinde BPA konsantrasyonu yaklasik olarak 40 ve 120 ng/L
bulunmustur. BPA’nin dstrojenik etkisinin dogal Ostrojen hormonu E2’ye kiyasla
ortalama olarak %00,1 oldugu bilinmektedir (Balaguer, 1999; Riu, 2011). Bu kabul
ile konsantrasyonu ortalama olarak 0,004 ng/L ve 0,012 ng/L esdeger Ostrojeniteye
denk gelmektedir. Ayrica, farkli markalarin baz1 PET ve cam damacana siselerindeki
numunelerde 1ng/L olan dl¢lim limitinin {izerinde BPA konsantrasyonu bulunmustur.
Cam damacana igerisinde Olgiillen BPA konsantrasyonu, numunede Olgiilen
Ostrojeniteyi olusturmaya yetecek kadar yiiksek degildir. Dolayisiyla, numune
icerisinde Olgiilen Ostrojenik aktiviteyi yaratacak bagka kirletici/kirleticilerin
bulunmasi muhtemeldir. Cam damacana igerisindeki numunenin, ozonlanmayip
klorlandig1 g6z oniine alindiginda, strojeniteye sebep olan kimyasal/kimyasallarin,
suyun klorlanmasi asamasinda olusan klorlu yan bilesikler olma ihtimalinin de

bulundugu diistiniilmektedir (Dorival-Garcia N., 2012).

BPA’nin insan sagligi lizerindeki etkilerinin tahmin edilmesi agisindan etkinin
memelileri ayn1 dogrultuda etkileyecegi varsayimi ile fareler iizerinde deneyler
yapilmistir. Giinliik 2,42 pg/kg viicut agirligt konsantrasyonun lireme ve gelisim
bozuklarma (USFDA, 2008), 0,2 pg/kg viicut agirhigi seviyesinde alimin obeziteye
(EFSA, 2006) ve 2,3 pg/kg viicut agirligi alimin ise uterus, serviks (rahim boynu) ve
vajinada biiyiimeye (SCF, 2002) neden oldugu tespit edilmistir.
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YES biyodeneyi ve LC-MS/MS 6lgiimleri sonucunda her numune i¢in elde edilen

Olctim sonuglart Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16 : Siselenmis icme suyu numunelerinde Olglilen Ostrojenite ve BPA

konsantrasyonu sonuglari.

Numune Kodu E2 esdeger konsantrasyonu BPA konsantrasyonu
(ng/L) (ng/L)
1.B5-1 <2,7 T+2
1.B5-2 <27 <1
11.B5-1 <27 228 + 83
11.B5-2 8+5 222 +40
111.B5-1 <27 24+2
111.B5-2 <27 <1
V.A3-1 <27 <1
V.A3-2 <27 10,7+5
V.A3-3 <27 4,5+0,9
V.A3-3 <27 17+4,6
VI.A3-1 <27 <1
VI.B5-1 <27 37,3+0,4
VI1.B5-1 <27 86+0,2
VIII.A3-1 <27 <1
VIII.A3-2 <27 4,78 £ 0,1
VIII.A4-1 <27 <1
VIII.A4-2 32+4 <1
VIII.A4-3 <27 <1
VII1.B5-1 4+1 12+5
IX.B5-1 <27 196 + 1
IX.B5-2 <27 <1
IX.B5-3 <27 <1
X.B5-1 3+1 83 £ 27
X.B5-2 <27 55+0,1
X1.B5-1 <27 87+3
X1.B5-2 <27 79+ 1
X1.B5-3 5+4 <1
XII.Al1-1 <27 <1
XII.A1-2 <27 <1
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Cizelge 4.16 (devam) : Siselenmis igme suyu numunelerinde dlgiilen Ostrojenite ve

BPA konsantrasyonu sonuglari.

XII.A1-3 <27 <1
XI1.A2-1 5+0,5 <1
XI1.A2-2 <27 <1
XIV.B5-1 <27 <1
XIV.B5-2 <27 117,7£29
XV.C5-1 28+9 47+1,3
XVI.C5-1 <27 4,5+0,1
XVII.B5-1 <27 1,8+ 0,1
XVII.B5-2 <27 1,8£0,5

Yapilan arastirmalar sonucunda BPA’nin E2 esdegerinin ortalama 10™ oldugu kabul

edilmistir

(Witorsch, 2002).

Bu kabiile

dayanarak numunelerdeki

toplam

Ostrojeniteyi olusturan EBM’nin BPA olup olmadigi, BPA ise bu etkiye ne kadar

katkis1 bulundugu hesaplanarak Cizelge 4. 17°de verilmistir. NP’nin ise BPA’ya gore

ortalama 4-6 kat daha az Ostrojenik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Beck, 2006).

Cizelge 4.17 : YES biyodeneyi sonucu olgiilen E2 esdegerini olusturacak BPA

konsantrasyolari.
Numunelerde Numunelerdeki | Numunelerdeki BPA
Numune olciilen E2 esdeger BPA konsantrasyonun
Kodu konsantrasyonu | konsantrasyonu | (ng/L) takabiil ettigi
(ng/L) (ng/L) E2 konsantrasyonu
1.B5-1 <27 7 0,0007
11.B5-1 <27 228 0,0228
11.B5-2 8 222 0,0222
111.B5-1 <27 24 0,0024
V.A3-2 <27 10,7 0,00107
V.A3-3 <27 4,5 0,00045
V.A3-3 <27 17 0,0017
V1.B5-1 <27 37,3 0,00373
VI1.B5-1 <27 86 0,0086
VIIL.A3-2 <27 4,78 0,000478
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Cizelge 4.17 (devam) : YES biyodeneyi sonucu Ol¢iilen E2 esdegerini olusturacak

BPA konsantrasyolari.
VIIIL.A4-2 32 <1 <1
VII1.B5-1 4 12 0,0012
IX.B5-1 <27 196 0,0196
X.B5-1 3 83 0,0083
X.B5-2 <27 55 0,00055
XI1.B5-1 <27 87 0,0087
X1.B5-2 <27 79 0,0079
XI1.B5-3 5 <1 <0,0001
XIL.A2-1 5 <1 <0,0001
XIV.B5-2 <27 1177 0,01177
XV.C5-1 28 4,7 0,00047
XVI1.C5-1 <27 4,5 0,0045
XVI1.B5-1 <27 1,8 0,00018
XVI1.B5-2 <27 1,8 0,00018

*YES biyodeneyi sonucunda elde edilen toplam dstrojenik aktivitenin kaynaginin sadece BPA olmasi
durumunda olmasi gereken BPA konsantrasyonu (seyrelme faktorii 50).

Cizelge 4. 17 degerlendirildiginde,YES biyodeneyi sonucunda 6l¢iim limiti olan 2.7
ng/L E2 esdegerinin {iizerinde toplam oOstrojenik aktivite gosteren numunelerde
Ol¢iilen BPA konsantrasyonlari, bu toplam Gstrojenik aktiviteyi olusturmaya yetecek
kadar yiiksek degildir. Ayrica, baz1 numune sonuglarinda yine YES biyodeneyinde
Olctilen toplam Ostrojenik aktivite 2.7 ng/L E2 esdegeri ilizerinde olmasina ragmen,
BPA konsantrasyonu 6l¢iim limiti 1 ng/L’nin altindadir. BPA’nin elde edilen toplam
Ostrojenik aktiviteyi olusturacak konsantrasyonda olmamasi, incelenen numunelerde

Ostrojenik aktiviteye neden olan bagka EBM’lerin oldugunu kanitlamaktadir.

YES biyodeneyi ile toplam 0Ostrojenik aktivite ol¢iimii Tiirkiye’de ilk defa bu tez
calismasi kapsaminda kullanilmaya baslanmis, toksisite sonug¢lart uygun bir S egrisi
gostermis, igme suyu numunelerine uygulandiginda da literatiirdeki sonuglara benzer
sekilde ¢ok yliksek olmayan hatta 6l¢lim limitinin altinda degerler elde edilmistir. S
egrisinin literatiire uygun bir sekilde elde edilmesi testin basarili bir sekilde yapildig

gostermektedir.
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5. DEGERLENDIRME VE ONERILER

Yapilan calismada, farkli firmalarin siselenmis igcme sulart incelenerek dularinda
ostrojenik aktivitenin varligi arastirilmistir. Ostrojenik aktivitenin tespiti igin
kullanilan biyodeneye ek olarak, plastik ve 6zellikle polikarbonat siselerde satilan
sularda Ostrojenik aktivite yaratabilecek olan en 6nemli bilesenlerden biri olan
bisfenol-A’nin varligi ve konsantrasyonu LC-MS/MS olglimii ile belirlenmistir.
Farkli marka numunelerin yani sira, aym1 markanin farkli cins siseleri i¢in de
deneyler yiiriitiilmiis olup dezenfeksiyonu i¢in klorlama ve ozonlama kullanilan
numuneler de incelenmistir. Bu sekilde su kaynaginda bulunabilecek Ostrojenite
yaratma ihtimali bulunan maddelerin varligmin yani sira, sise materyalinden

kaynaklanacak Ostrojenitenin de izlenebilmesi amaglanmaistir.

Calismada oncelikle 2 farkli markanin PET ve bir markanin polikarbonat damacana
sise numunelerinin KFE prosediirii uygulanmadan deneyleri yapilmistir. Deneyler
sonucunda elde edilen sonucglar YES biyodeneyi Ol¢iim limiti olan 2,7 ng/L E2
esdegerinin altindadir. Bu sonuglara ve Ostrojenik aktiviteye neden olan
mikrokirleticilerin ng/L  seviyesindeki konsantrasyonlarda olmalar1 verisine
dayanarak numunelerin  KFE uygulanarak konsantre hale getirilmesine Kkarar
verilmistir. KFE’deki birgok degiskenin prosediiriin verimini etkilemesi sebebi ile
ekstraksiyon siiresince kullanilan solventler, farkli toplama adimlari, kartus ¢esidi
gibi degiskenler denenerek hem YES biyodeneyi hem de LC-MS/MS analitik
Olctimleri i¢in yliksek geri kazanim oram1 saglayan KFE prosediirii optimize

edilmistir.

KFE optimizasyonun ardindan toplamda 17 farkli markanin sise suyu numunelerinde
hem YES biyodeneyi ile numunedeki toplam &strojenik aktivite belirlenmis hem de
LC-MS/MS dl¢timleri ile Ostrojenik aktiviteye neden oldugu bilinen BPA’nin
numunelerdeki varligi ve konsantrasyonu belirlenmistir. Her iki deneyin sonuglari
korele edilerek, numunelerde Olgiilen toplam Gstrojenik aktivitenin sadece BPA’dan
kaynaklanip kaynaklanmadigi, BPA konsantrasyonunun olgiilebilecek bir dstrojenite

degeri verip vermedigi belirlenmistir.
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Caligma siiresince 13 farkli markanin polikarbonat sise suyunun 4 farkli marka
numunesinde toplam oOstrojenik aktivite YES biyodeneyi olgiim limiti olan 2,7
ng/L’nin istiinde, BPA konsantrasyonu ise LC-MS/MS’te BPA 6l¢iim limiti olan 1
ng/L’nin tizerinde ¢ikmistir. 5 farkli markadan alinan PET sise numunelerinin ise 3
tanesinde toplam Ostrojenik aktivite 2,7 ng/L’nin istiinde, 2 numunesinde de BPA
konsantrasyonu 1 ng/L’nin istiindedir. Ancak hi¢cbir numunede 0lgiillen BPA
konsantrasyonlari, YES testi ile Olgiilen toplam E2 esdeger konsantrasyonunu
olusturmak igin yeterli degildir. Bu sonug, 6zellikle biyolojik bir etki incelenmek
istendiginde, ¢ok hassas yontemler kullanilsa dahi, segilen maddenin 6lgiilmesi yolu

ile yapilan kimyasal analizlerin yetersiz kalacagini isaret etmektedir.

Ayrica, su kaynagindan gelmesi muhtemel Ostrojenik aktiviteye neden olabilecek
mikrokirleticilerin varliginin belirlenmesi igin 2 farkli markadan temin edilen cam
damacana su numunelerinin deneyleri yapilmistir. Bir numunenin toplam 6strojenik
aktivitesi (cam kartus, YES biyodeneyi) 28 ng/L E2 esdegeri, LC-MS/MS 6l¢iim
sonucu ise (plastik kartus) 4,7 ng/L BPA’dir. Diger numunenin ise toplam Ostrojenik
aktivitesi <2.7 ng/L E2 esdegerinin altinda, LC-MS/MS sonucu ise 4,5 ng/L BPA

olarak ol¢tilmiistiir.

lleriki ¢alismalarda su numunesinin deneyleri yapilip ardindan klorlayip tekrar
deneyleri yapilarak klorlama ile olusan yan iirlinlerin etkisine bakilabilir. Klorlama
ile biitlin organik maddeler oksitlenmedigi i¢in bazilar1 klor ile yer degistirme
reaksiyonu vererek daha fazla Gstrojenik aktivite gosteren maddelere doniisebilir.
Nitekim, BPA klorlu tiirevlerinin su matrisini énemli bir sekilde etkiledigi ve iyon
sikistirmanin klorlama derecesi ile arttigi hatta BPA-Cl, i¢in %80’in iizerinde bir

degere ulastigi bilinmektedir (Dorival-Garica, 2012).

Elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde, cam damacana numunelerinde
belirlenen Ostrojenik aktivite nedeni ile siselenmis i¢gme sularinda Ostrojenik
aktiviteye neden olan EBM’lerin sadece sise materyalinden degil, su kaynagindan da
gelebilecegi bulunmustur. Bunun disinda, YES biyodeneyi ile LC-MS/MS 6l¢tim
sonuclar1 korele edildiginde, bazi numune sonuglarinda BPA konsantrasyonun l¢iim
limiti olan 1 ng/L’nin altinda olmasina ragmen toplam oOstrojenik aktivitenin 2,7
ng/L’nin iizerinde ve BPA’nin 6l¢lim limitinin {istiinde oldugu numunelerde ise

Olgiilen BPA konsantrasyonunun toplam Ostrojenik aktiviteyi olusturmaya
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yetmeyecek olmasi, siselenmis igme sularinda Ostrojenik aktiviteye neden olan

BPA’dan baska maddelerin varligini isaret etmektedir.

Siselenmis igme sularinda siselerin giines 15181 altinda bekletilmis olma ihtimali,
ozellikle polikarbonat siselerin iiretim agamasindan sonra yillarca tekrar kullanilmasi
gibi  etkenlerin bu mikrokirleticilerin suya gecisini etkileyebilecegi de
disiiniilmektedir. Dolayisiyla, bu calismada elde edilen verilere dayanarak, ayni
firmanin farkli yillara ait iiretim tarihli polikarbonat siselerindeki su numuneleri
giines 15181 altinda bekletilerek calisma kapsaminda yapilan deneylere tabii
tutulabilir, bu etkenlerin mikrokirleticilerin suya gegigindeki etkisi arastirma konusu

olmalidir.

Bunun disinda, bazi numunelerin YES biyodeneyi sonucunda toplam ostrojenik
aktivitesi belirlenmis, ancak LC-MS/MS ile yapilan BPA 6l¢iim sonucunun bu etkiyi
yaratmaya yeterli olmadigi goézlemlenmistir. Bu baglamda, bir¢cok diinya tilkesinde
getirilen BPA yasag1 sonrasinda, plastiklestirici madde olarak baska kimyasallarin
kullanildig1 bilinmekte olup, bu kimyasallarin da belirlenen toplam Ostrojenik
aktiviteye katkisi olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle, bu ¢alisma sonrasinda,
BPA icermeyen damacanalardaki igme sularindaki Ostrojenik aktivite arastirilarak
BPA yerine gegen maddeler ile korelasyonuna bakilabilir. Ayrica, dstrojenik aktivite

disinda diger endokrin bozucu etkiler tizerinde de ¢alisilmalidir.
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